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RESUMEN: El objetivo fue investigar el
efecto de diferentes fuentes de grasas
dietarias sobre las alteraciones hepaticas
inducidas por los Conjugados del Acido
Linoleico (CLA) comerciales en animales
de experimentacion. Para tal fin, en ratones
CF1 macho alimentados (30 dias) con
dietas conteniendo aceite de oliva, maiz

y canola, suplementadas o no con CLA,
investigamos en higado las posibles
alteraciones en tamano, acumulacion
lipidica, aspectos morfoldgicos y estado
lipoperoxidativo. A nivel hepatico, los CLA
suplementados al aceite de oliva generaron
la mayor acumulacion lipidica, al aceite de
maiz un notable estado pro-inflamatorio,
mientras que al aceite de canola efectos
deletéreos més atenuados. En virtud

del empleo de CLA comerciales como

ayudas ergogénicas y antiobesogénicas

en humanos, este trabajo podria contribuir
al conocimiento de ciertos efectos que

los mismos podrian tener en funcién de
interacciones metabdlicas con distintas
grasas dietarias.

PALABRAS CLAVE: Conjugados del acido
linoleico, Grasas dietarias, Higado graso, Estado
lipoperoxidativo.

SUMMARY: Differential effects of dietary fat
sources on hepatic alterations induced by
conjugated linoleic acid in mice

The aim of this work was to investigate

the effect of different dietary fat sources

on hepatic alterations induced by a
commercial mixture of conjugated linoleic
acid in experimental animals. For this
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purpose, male mice CF1 were fed during
30 days on diets containing olive, corn or
canola oil supplemented or not with CLA.
In the liver of these animals we examined
hepatomegaly, lipid accumulation,
histological changes and lipoperoxidative
status. In liver, CLA added to olive oil led
to a high lipid accumulation, to corn oil

a proinflammatory tissular status, while
to canola oil, the deleterious effects

were attenuated to some degree. Since
commercial CLA are used in humans

as ergogenic aids as well as antiobesity
agents, this work might contribute to the
knowledge of certain differential effects that
these isomers could have depending on the
CLA-fat metabolic interactions.

KEYWORDS: Conjugated linoleic acid, Dietary
fats, Fatty liver, Lipoperoxidative status.

Introduccion

Factores dietarios, y mas especfifica-
mente grasas dietarias, cumplen un rol muy
importante en el desarrollo y/o prevencion
de desordenes cronicos como enferme-
dad cardiovascular, diabetes tipo 2, trastor-
nos del metabolismo de lipidos, y enferme-
dad del higado graso no alcohdlico (1-3).
Més aln, el higado graso no alcohdlico es
actualmente considerado como la manifes-
tacion hepética del sindrome metabdlico,
caracterizado por una amplia variedad de
condiciones clinicas, que van desde una
simple esteatosis (higado graso) sin sig-
nos de inflamacion, hasta una actividad
inflamatoria severa con necrosis y fibrosis,
dafo oxidativo, e incluso progresion a cirro-
sis (2). La enfermedad del higado graso no
alcohdlico esta fuertemente asociada con
la obesidad (3) y la nutricion, y en particu-
lar, con la cantidad y tipo de grasa ingerida
que pueden ser claves en el desarrollo de
esta enfermedad cronica (4-6). Asi, algu-
nos estudios sugieren que una alta ingesta
de grasa total y de acidos grasos (AG) poli—
insaturados (AGPI) n—-6 (6) resulta en alte-
raciones clinicas similares al higado graso,
mientras que, un incremento en la ingesta
de AGPI n-3 (7, 8) 6 de AG mono-insatu-
rados (AGMI) (9), puede ser benéfico en el

tratamiento preventivo de dicha alteracion.
Los conjugados del &cido linoleico (CLA)
son un grupo de isdbmeros posicionales y
geométricos del &cido linoleico (AL) que
han merecido un interés especial durante el
ultimo tiempo y han sido empleados para la
produccion de alimentos funcionales. Espe-
cificamente, el uso de los CLA comerciales
conteniendo cantidades equimoleculares
de los isdbmeros cis-9,trans—11-CLA (4cido
ruménico) y trans-10,cis—12-CLA; como
asimismo los CLA de origen natural, enri-
quecidos en &cido ruménico, se han exten-
dido en forma notable dados sus poten-
ciales efectos benéficos (10, 11). Segun el
origen de los CLA, los efectos benéficos y/o
adversos son diferentes. A los CLA comer-
ciales se les atribuye principalmente un
potencial efecto benéfico en la reduccion
del peso y grasa corporal (12, 13), como
asi también en el incremento de masa
magra (11); mientras que los CLA naturales
podrian ser importantes en la prevencion de
cancer y reduccidon de respuesta inflama-
toria (14, 15), entre otros. No obstante, los
CLA comerciales mostraron, en animales
de experimentacion, ciertos efectos nega-
tivos a nivel hepatico (12, 16) los cuales
dependieron de numerosos factores, entre
ellos: especie animal, condicién fisiolégica,
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niveles y tipo de CLA en la dieta, como asf
también de la duracién de la alimentacion
(17). Entre las principales alteraciones en
ratones se ha encontrado hepatomega-
lia, esteatosis y alteraciones en el metabo-
lismo lipidico (12, 16). Al menos a nuestro
conocimiento, no existen reportes bibliogra-
ficos que hayan estudiado en forma siste-
matica los efectos de estos isdmeros sobre
aspectos bioquimicos, metabdlicos y fisio-
l6gicos, en higado de animales alimentados
con dietas conteniendo distintas fuentes de
AG insaturados. Por lo tanto, el objetivo del
presente trabajo, fue investigar el efecto de
diferentes fuentes de grasas dietarias ricas
en AG n-9, n-6 y n-3 sobre las alteracio-
nes hepéticas en el tamafo, acumulacion
lipidica, posibles dafos histoldgicos y cam-
bios en el estado lipoperoxidativo, induci-
das por una mezcla comercial de CLA en
ratones. El modelo experimental empleado
es sensible a alteraciones hepéticas fre-
cuentemente encontradas en enfermeda-
des croénicas prevenidas o promovidas por
factores dietarios.

Materiales y métodos

* Materiales

Los nutrientes utilizados en la preparacién
de las dietas, incluyendo vitaminas y minera-
les, fueron al menos grado reactivo, a excep-
cion del aceite de oliva (O) (Nucete, La Rioja,
Argentina), aceite de maiz (M) (Arcor, Cor-
doba, Argentina), aceite de canola (C) (Krol,
Entre Rios, Argentina), sacarosa, celulosa y
almidén de malz, los cuales fueron de grado
comestible y obtenidos de fuentes comer-
ciales locales. El aceite CLA fue donado
por Lipid Nutrition B.V. (Wormerveer, Paises
Bajos). Para el periodo de adaptacion de los
animales, se utilizé una comida estandar de
laboratorio del Grupo Pilar® (Pilar, Cérdoba,

Argentina). Los estandares fueron adquiridos
de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
Todos los solventes y reactivos utilizados para
la cuantificacion de AG fueron grado croma-
tografico, y todos los otros productos quimi-
cos usados fueron al menos grado ACS.

¢ Dietas

La composicion de las dietas se muestra
en la Tabla 1. Las mismas estuvieron basa-
das en las recomendaciones del "American
Institute of Nutrition” (AIN-93G dietas for-
muladas para las fases de crecimiento, pre-
fiez y lactacién de roedores) (18). Las dietas
fueron preparadas cada tres dias durante
el periodo experimental y almacenadas a
4 °C. Todas fueron isoenergéticas, conte-
niendo 16,5 MJ/kg, las cuales superaron las
recomendaciones de AG esenciales y difi-
rieron en: 1) fuente de grasa dietaria: acei-
tes O, M 6 C, y 2) ausencia ¢ presencia de
1g de aceite CLA/100g dieta. La combina-
cién de estas dos variables permitié crear
las siguientes dietas experimentales: O,
O+CLA, M, M+CLA, C, C+CLA, conte-
niendo 7 g grasa total/100g dieta. Los acei-
tes O, My C fueron usados como fuente de
AG insaturados cis conteniendo diferentes
proporciones de acido oleico (AO)/AL acido
o-linolénico (ALN), en una proporcion:
55,2/17,2/0,7; 32,0/51,3/0,9 y 61,1/18,4/8,6
respectivamente, mientras que el aceite
CLA contiene 39,0 % de cis-9,trans—11—
CLA y 38,8 % de trans—10,cis—12-CLA. La
composiciéon de los AG de las grasas die-
tarias se muestra en la Tabla 2. Esta com-
posicion de AG fue determinada como metil
ésteres por cromatografia gaseosa utili-
zando el equipamiento y las condiciones
previamente reportadas (19).
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Tablas 1. Composicién de las dietas experimentales (g/Kg dieta seca)

(o} O+CLA M M+CLA C C+CLA
Almidon 529,5 529,5 529,5 529,5 529,5 529,5
Caseina 200 200 200 200 200 200
Sacarosa 100 100 100 100 100 100
Aceite de Oliva 70 60 - - - -
Aceite de Maiz - - 70 60 - -
Aceite de Canola - - - - 70 60
Aceite CLA - 10 - 10 - 10
Fibra 50 50 50 50 50 50
Minerales* 35 35 35 35 35 35
Vitaminas* 10 10 10 10 10 10
L-Cisteina +
L-Metionina 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Colina 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Energia (KJ/kg) 16569 16569 16569 16569 16569 16569

*Las mezclas de vitaminas y minerales fueron formuladas de acuerdo a Reeves y col. (18).

Tablas 2. Composicion de &cidos grasos de los aceites utilizados (%)*

Aceite de Aceite de Aceite de

. , Aceite CLA
oliva maiz canola
14.0 0,0 0,0 0,1 0,0
16:0 171 12,2 4,0 59
cis-9-16:1 2,0 0,1 0,2 0,0
17:.0 0,1 0,0 0,0 0,0
18:0 1,6 1,9 2,2 12
Cis-9-18:1 55,2 32,0 61,1 9,1
cis-11-18:1 4.8 0,5 3,5 0,4
cis-9,cis-12-18:2 17,2 51,3 18,4 1,1
cis-9,trans-11-18:2 0,0 0,0 0,0 39,0
trans-10,cis-12-18:2 0,0 0,0 0,0 38,8
20:0 0,3 0,5 0,5 0,0
cis-11-20:1 0,2 0,3 0,9 0,0
cis-9,cis-12,cis-15-18:3 0,7 0,9 8,6 0,0
22:0 0,1 0,2 0,2 0,0
24:0 0,0 0,2 0,0 0,0
Otros 0,7 0,0 0,2 4,7

*|os valores indicados corresponden al promedio de la masa porcentual del total de los ésteres metilicos de los
acidos grasos.
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* Animales y protocolo experimental

Se emplearon ratones macho de la cepa
CF1 provistos por el Bioterio Central de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
de la Universidad de Buenos Aires, o pro-
pios reproducidos en las instalaciones de
nuestro bioterio. Los animales fueron acli-
matados durante dos semanas luego del
destete en un ambiente con luz—oscuridad
de 12 hs, a temperatura controlada (23 =
2 °C), con libre acceso al agua y a una dieta
estandar de laboratorio. Los animales fue-
ron distribuidos aleatoriamente en 6 grupos
experimentales y alimentados durante 30
dias con alguna de las dietas anteriormente
mencionadas. Asi, los grupos dietarios uti-
lizados fueron identificados, al igual que
las dietas, como: O, O+CLA, M, M+CLA,
C, C+CLA. Al finalizar el periodo de tra-
tamiento dietario, los animales (n=6 por
grupo) fueron anestesiados con una mez-
cla de acepromicina y ketamina (1mg +
100 mg /Kg peso, respectivamente) y sacri-
ficados entre las 9.00 y 11.00 AM. Los higa-
dos fueron inmediatamente removidos y
pesados. Una porcion de higado fue escin-
dida y congelada con una pinza enfriada
en nieve carbdnica, morterizada y conser-
vada a —80°C para la cuantificacién de los
lipidos hepéticos; una segunda porcion fue
inmediatamente sometida a un proceso de
fijaciéon mediante la inmersion directa de
la muestra en formaldehido al 4 % tampo-
nado con buffer fosfato (PBS, pH 7,5) para
estudios histoldgicos; y la porcién restante
de higado fue lavada con solucién salina,
enfriada a 4 °C y conservada de la misma
forma indicada anteriormente, para los ané-
lisis del estado lipoperoxidativo.

* Determinaciones realizadas

Contenido hepatico de triglicéridos (TG),

colesterol (Col) y fosfolipidos (FL) totales.

Una cantidad determinada de higado sin
lavar conservada a -80 °C se homogenizd
con un volumen apropiado de solucién salina
fria (4 °C), para obtener una dilucién 1/20
(higados de animales alimentados con die-
tas controles) 6 1/40 (higados de animales
alimentados con dietas suplementadas con
CLA) para la cuantificacion de TG, y una dilu-
cion 1/2 para la cuantificacion de Col y FL.
El contenido de TG se determind mediante
el método espectrofotométrico propuesto
por Laurell (20). Para la cuantificacién de
Col y FL se procedié de la siguiente forma:
sobre alicuotas de los homogenatos dilui-
dos se realizé la extraccion lipidica segun la
técnica propuesta por Folch y col. (21). Una
cantidad conocida del extracto lipidico obte-
nido fue transferida a un tubo de extraccion y
secada a 40 °C bajo corriente de N, Sobre
este extracto seco, se cuantificd el coleste-
rol total segun la técnica espectrofotdmetrica
de Abell y col. (22). Una segunda alicuota
del extracto lipidico original, fue transferida
a un tubo de 20 ml con tapa a rosca y lle-
vada a sequedad (40 °C, N, ), para la pos-
terior cuantificacion del contenido de fésforo
mediante el método estandar de reduc-
cion del complejo fosfomolibdato con acido
ascorbico (23).

Los resultados se expresaron como pmol
de TG, Col 6 FL/g tejido himedo.

Parametros relacionados al estado lipo-

peroxidativo

El grado de peroxidacion lipidica, se eva-
lu6 en homogenados de higado lavado,
preparados al 10 % (p/v) con KCI 1,15 % de
acuerdo al método de Ohkawa y col. (24),
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basado en la reaccion colorimétrica de los
peréxidos lipidicos con acido tiobarbittrico
para formar malondialdehido (MDA). Los
resultados se expresaron en pmol MDA/g
tejido humedo.

El contenido de glutation reducido (GSH)
se cuantific6 en homogenados hepati-
cos preparados en una proporcion 4:1 con
acido tricloroacético al 5 %. En el sobrena-
dante obtenido por centrifugacion, se deter-
mind el contenido de GSH segun la técnica
de Ellman y Lysko (25). Los resultados se
expresaron en umol GSH/g tejido humedo.

Se determinaron las actividades de las
enzimas antioxidantes hepéticas Catalasa
(CAT) y Glutation Peroxidasa (GSH-Px).
Para tal fin, se obtuvieron homogenados
hepaticos al 10 % (p/v) con buffer fosfato
50 mM, pH 7,0, los cuales fueron luego
centrifugados a 4 °C y 16.000 g durante 12
minutos. La actividad de las enzimas men-
cionadas se determiné en el sobrenadante
obtenido luego de la centrifugacién. La con-
centracién de proteinas en el sobrenadante
fue determinada por el método de Lowry y
col. (26). La actividad de la enzima CAT se
determiné mediante la técnica de Beers y
Sizer (27). Dicha técnica mide la cantidad
de H,0O, degradada por la enzima en buffer
fosfato 50 mM, pH 7,0, con Triton X-100 al
1 %. La actividad enzimatica fue expresada
como U/mg de proteina (1U = 1 umol H,0,/
minuto). La actividad de la enzima GSH-
Px fue determinada utilizando H,O, como
sustrato y la reaccion fue seguida espec-
trofotométricamente mediante el consumo
de NADPH por acciéon de la enzima gluta-
tion reductasa segun la técnica de Paglia y
Valentine (28). La actividad de dicha enzima
fue expresada como U/mg proteina (1U = 1
pumol NADPH/minuto).

Histologia hepatica

Se realizaron observaciones micro ana-
témicas utilizando cortes seriados de todos
los higados procesados. Cada corte fue de
5 micras de espesor, utilizando un micré-
tomo tipo Minot y coloreados con Hema-
toxilina—Eosina (29). La observacion se rea-
liz6 a los aumentos de 4X, 10X y 40X con
microscopio 6ptico equipado con camara
fotogréfica.

* Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como
media + SEM y fueron analizados mediante
el método de ANOVA de 2 variables (3 x 2),
utilizando la fuente de grasa dietaria (O, My
C) y la ausencia 6 presencia de CLA como
variables independientes. Las comparacio-
nes post-hoc fueron realizadas utilizando
el test de Tukey. En todos los casos, valo-
res de p<0,05 se consideraron estadistica-
mente significativos.

Resultados

Durante los 30 dias de alimentacion, las
dietas experimentales fueron perfectamente
aceptadas por todos los animales, los cuales
no manifestaron ningun tipo de alteracion.

En la Figura 1 se muestra el peso abso-
luto y relativo del higado total. El anali-
sis estadistico evidencia que la presencia
de CLA, y no la fuente de grasa dietaria,
afectd el peso de dicho tejido. El efecto de
la suplementacion con CLA increment6 sig-
nificativamente el peso del higado en valor
absoluto (g/animal), en los grupos O+CLA
y C+CLA, mostrando sélo una tendencia en
el grupo M+CLA. En cambio, analizando el
peso relativo del higado (g/100g peso cor-
poral), se observo un aumento significativo
de dicho tejido independientemente de la
fuente de grasa dietaria considerada.
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Figura 1. Efecto de la fuente de grasa dietaria y de la suplementacion con CLA sobre el peso abso-

luto y relativo del higado
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Valores expresados como media = SEM de al menos
seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05.
ficativa entre los grupos.

Los niveles de TG, Col y FL hepaticos
no fueron afectados por la fuente de grasa
dietaria en ausencia de CLA. Analizando el
efecto de la suplementacion con CLA sobre
dichos parametros, se pudo observar un
efecto diferencial de estos isémeros depen-
diendo de la fuente de grasa dietaria consi-
derada . Los niveles de TG hepaticos fueron
incrementados por la suplementacién con
CLA. Especificamente los CLA incrementa-
ron los TG hepaticos en los animales que

6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x2 ANOVA,
Letras distintas indican diferencia estadisticamente signi-

recibieron las dietas conteniendo aceites de
oliva o de maiz, siendo mas acentuado en el
grupo O+CLA. Por otro lado, la suplemen-
tacion con CLA, no modificé los niveles de
Col y FL en animales que recibieron aceite
de maiz o canola, mientras que un efecto
diferencial se ha observado en el grupo
O-+CLA, donde los niveles de Col hepatico
incrementaron, mientras que los de FL dis-
minuyeron por la presencia de CLA.

Tabla 3. Efecto de la fuente de grasa dietaria y de la suplementacién con CLA sobre el contenido

hepético de TG, Col y FL

(o} O+CLA M M+CLA C C+CLA
TG (umol/g) 325+16° | 555+34° 32,7+2,2 43,6+2,7° | 34,0+1,9%¢ | 37,9+2 0w
Col (umol/g) 7,004 | 10,0+0,9° 6,3+0,42 6,3+0,3° 5,8+0,3? 7,7+0,8%
FL (umol/g) 30,3+1,52 24,6+1,3° 27,0+0,9% 26,0=1,1% 27,4+1,2% 255+1,1%®

Valores expresados como media = SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x2 ANOVA,
seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente signi-
ficativa entre los grupos.
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El andlisis histolégico de cortes represen-
tativos de higados correspondientes a los 6
grupos dietarios se muestra en la Figura 2.
Todos los cortes de tejido hepético analiza-
dos a la luz del microscopio dptico, corres-
pondientes a los grupos O (Figura 2.a) y
C (Figura 2.c), exhibieron una morfologia
compatible con un patréon tisular normal,
con area portal y lobular conservada, célu-
las hepéticas presentando un citoplasma
hepatocitico con la acidofilia caracteristica
de los mismos, nlcleos conservados con
membrana nuclear con limites definidos y
patréon de distribucion cromatinico en oxi
y basi cromatina. No se observo infiltrado
inflamatorio, células apoptéticas, ni inclu-
siones lipidicas. Los cortes de higados de
los animales del grupo M (Figura 2.b), pre-
sentaron dilatacion de la vena central, hepa-
tocitos con ligera tumefaccion citoplasma-
tica y patrén nuclear conservado. Ademas,
se observaron focos de inflamacién con
células apoptéticas en el parénquima e infil-
trado leucocitario en el espacio portal. La
suplementacién con CLA generd profun-
das alteraciones en la morfologia hepética,
como asi también necrosis celular, focos

Figura 2. Cortes histolégicos hepéticos

inflamatorios e inclusidon de microvacuolas
lipidicas. ElI grado de dichas alteraciones
fue dependiente de la fuente de grasa dieta-
ria utilizada. Los higados de los animales de
los grupos O+CLA (Figura 2.d) y C+CLA
(Figura 2.f) presentaron infiltrado leucoci-
tario y microvacuolas de grasa, que en el
grupo C+CLA se localizaron alrededor de
la vena central, y a pesar de que en ambos
casos se observaron células en mitosis,
degeneracion balonizante del hepatocito y
tumefaccion citoplasmatica, estas alteracio-
nes no fueron tan exacerbadas como en el
grupo M+CLA. Asi, en este grupo (Figura
2.e), se presenté dilatacion de la vena cen-
tral, numerosas células en mitosis con
patrén nuclear conservado, degeneracion
balonizante del hepatocito y marcada tume-
faccion citoplasmatica. Amerita destacar la
presencia aislada de microvacuolas lipidi-
cas dispersas en el parénquima hepético.
Ademas se observd necrosis y apoptosis
focal, con presencia de células apoptoticas
y nulcleos picnaoticos, inflamacion lobulillar y
acUmulo de neutrdfilos, patréon correspon-
diente a hepatitis.




Scalerandi, M.V. y col. * Efecto diferencial de la fuente de grasas dietarias... 59

a.0;b.M;c. C; d. O+CLA; e. M+CLA; f. C+CLA. Aumento 40X.

El grado de lipoperoxidacion (LPO) hepa-
tica expresado como la cantidad de MDA
formado, fue menor en los animales del
grupo O que en los animales que consu-
mieron dietas enriquecidas con grasas mas
insaturadas (M y C). La suplementacién con
CLA tuvo un efecto diferencial en los distin-
tos grupos, donde se observé una reduc-
cién de la LPO hepatica en los animales
O+CLA. No obstante, es dable destacar
que no se ha observado ningln incremento
en la LPO por efecto de la suplementacion
con CLA, y cuando se observé un efecto, el
mismo fue preventivo de la LPO (Tabla 4).

Los niveles de GSH (principal compo-
nente protector no enzimatico del estado
oxidativo) en ausencia de CLA, fueron

menores en los animales del grupo O que
en los de los grupos My C. La presencia
de CLA aumenté el contenido de GSH soélo
en los animales del grupo O+CLA. Dentro
de los sistemas protectores enziméaticos, la
actividad de la enzima CAT, en ausencia de
CLA, fue mayor en los animales del grupo
O frente a aquellos de los grupos My C. La
suplementacion con CLA, redujo la activi-
dad de dicha enzima en el grupo O+CLA
frente a su respectivo control, y no mostré
ningun efecto en los otros grupos dieta-
rios. Otra enzima enmarcada en los siste-
mas protectores enzimaticos es la GSH-Px,
la cual no fue afectada ni por la fuente de
grasa dietaria, ni por la suplementacion con
CLA.
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Tabla 4. Efecto de la fuente de grasa dietaria y de la suplementacién con CLA sobre parametros

relacionados al estado lipoperoxidativo hepético

(0] O+CLA M+CLA C C+CLA
LPO
122,3+4,42 83,4+3,1° 181,7+10,4¢ 171,6=8,8° 190,9+14,4c | 166,5+7,8°
(umolMDA/g)
GSH
4,6+0,3° 5,7+0,2° 5,8+0,5° 5,7+0,6° 5,7+0,4° 6,7+0,3°
(umolGSH/g)
CAT
149,7+7,82 93,6+7,6° 112,5+10,0° 111,5+5,3° 109,9+6,5° 99,6+7,8°
(U/mg prot)
GSH-Px
199,3+16,6 | 183,6+10,9 172,6=18,3 166,8+17,2 175,8+14,9 164,8+16,2
(mU/mg prot)

Valores expresados como media = SEM de al menos 6 animales por grupo. Andlisis estadistico: 3x2 ANOVA,

seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente signi-

ficativa entre los grupos.

Discusién

Dado el conocimiento que los CLA a nivel
hepético inducen hepatomegalia, esteato-
sis, y alteraciones en el metabolismo lipi-
dico de ratones y que los mismos depen-
den de diversas variables, entre ellas el tipo
de AG dietario, en este trabajo se investiga-
ron algunos potenciales efectos de diferen-
tes fuentes de grasas insaturadas dietarias
sobre las alteraciones hepaticas induci-
das por los CLA en higado de animales de
experimentacion.

En ausencia de CLA, los ratones ali-
mentados con dietas conteniendo diferen-
tes fuentes de grasas dietarias, si bien no
mostraron alteraciones en el tamano, ni
en el contenido de lipidos hepéticos, pre-
sentaron diferencias en el estado lipope-
roxidativo y en su histologia. Los animales
del grupo O presentaron un bajo grado de
LPO hepética sin alteraciones histoldgicas.
El incremento de la LPO observado en los
grupos M y C frente al O estuvo en con-
cordancia con resultados de otros autores

(30, 31). Asimismo, este efecto estuvo aso-
ciado a una reducida actividad CAT que no
fue compensada por el incremento de los
niveles de GSH. Mientras que los higados
de los animales de los grupo O y C exhi-
bieron una histologia compatible con un
patron normal, los higados del grupo M
mostraron ciertas alteraciones morfologi-
cas, acompanadas de células apoptéticas,
focos inflamatorios e infiltrado leucocitario.
Estas observaciones estan en concordan-
cia con los trabajos de Baumgardner y col.
(6) y Ronis y col. (4), quienes observaron
que ratas alimentadas mediante nutricion
enteral con aceite de maiz, presentaron en
una manera dosis—dependiente, un desa-
rrollo progresivo de acumulacién de lipi-
dos hepéticos, infiltraciéon de macréfagos,
estrés oxidativo, acompanado de alteracio-
nes en la expresion de marcadores inflama-
torios, como el TNF-a (Tumor Necrosis Fac-
tor-alpha). Otros autores propusieron que el
incremento en el contenido de AL y é&cido
araquidonico (AA) en las fracciones de lipi-
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dos hepéticos, favorece la produccion de
eicosanoides pro-inflamatorios, contribu-
yendo al desarrollo de esteatohepatitis (32),
justificando de esta manera, la diferencia
observada en nuestras experiencias con los
animales alimentados con aceite de oliva 'y
de canola.

La suplementacién con CLA a las dietas
en nuestro modelo experimental produjo
acumulacién de TG y aumento de peso en
el higado, asociado a alteraciones histolo-
gicas y cambios en el estado lipoperoxida-
tivo dependiente de la fuente de grasa die-
taria. La hepatomegalia y esteatosis han
sido observadas por numerosos investiga-
dores en ratones alimentados con una mez-
cla equimolecular de cis-9,trans—11-CLA y
trans—10,cis—12-CLA (33, 34) o con el is6-
mero individual trans—10,cis—12-CLA (16,
35, 36). Los mecanismos que conducen a
estas alteraciones son de caracter multifac-
torial, involucrando, incremento en la capta-
ciény sintesis de AG, alteracién en la oxida-
cién de AG, y secrecion insuficiente de TG
como para prevenir la acumulacién de lipi-
dos (16, 35). Este fendmeno fue descripto
por Poirier y col. (12) quienes sugirieron que
el isdbmero trans—10,cis—12—CLA, pero no el
cis—9,trans—11-CLA, conduce a un conjunto
de alteraciones interconectadas denomina-
das “sindrome lipoatrdéfico”.

Estos efectos reportados dependen de
numerosos factores, y entre ellos la grasa
dietaria. En este sentido, si bien es posi-
ble postular influencias metabdlicas de los
CLA sobre las diferentes familias de AG
insaturados, existen sélo algunos estudios
y no sisteméaticos que abordaron la interac-
cion de estas dos variables sobre la posi-
ble atenuacion o exacerbacion de los efec-
tos inducidos por los CLA a nivel hepatico.
La suplementacién de CLA en los anima-

les alimentados con aceite de oliva como
fuente de grasa dietaria, produjo el mayor
incremento en los niveles de TG y Col hepa-
ticos, asociados a una hepatomegalia. En
recientes trabajos de nuestro laboratorio
(87), hemos demostrado que la suplemen-
tacion con AG trans al aceite de oliva como
fuente de grasa dietaria incrementé més los
depdsitos de TG hepéticos que al aceite de
maiz en ratones macho. Los mecanismos
involucrados que justificaron dichas dife-
rencias se centraron en una incrementada
actividad y expresion de enzimas lipogéni-
cas, una elevada expresion de SREBP-1a
(Sterol Regulatory Element Binding Protein),
con una normal actividad y expresién de la
enzima Carnitina Palmitoiltransferasa-1a.
Estudios de Clement y col. (16), mostraron
que la esteatosis hepética inducida por el
trans—10,cis—12—-CLA en ratones es secun-
daria a la hiperinsulinemia, que genera un
aumento de la expresion del SREBP-1c y
de la lipogénesis hepética. Asi, es posible
que el incremento en los niveles de TG y
Col hepatico exacerbado en este grupo, se
relacione a un desequilibrio entre la lipogé-
nesis/ b—oxidacién hepaética favorecida por
la presencia de bajos niveles de AGPI. Pese
a esta exacerbada acumulacién de lipidos
hepaticos en el grupo O+CLA, las alteracio-
nes histoldgicas fueron mayores en anima-
les cuyas fuentes de AG fueron mas insa-
turadas. Esto pudo estar relacionado a un
cierto efecto protector observado por los
CLA en el balance entre los sistemas prooxi-
dantes/ antioxidantes celulares del grupo
O+CLA, debido al bajo grado de insatura-
cién de los AG dietarios y al incremento de
los niveles de GSH. Estos resultados estan
en conformidad con los reportados por
estudios previos de nuestro laboratorio (33)
y de otros investigadores (38).



62 Revista FABICIB » afio 2013 « volumen 17

La suplementacion de CLA en los ani-
males alimentados con aceite de maiz, si
bien no causé desequilibrios en el estado
oxidativo hepético, generé profundas alte-
raciones histoldgicas acompafadas de
un incremento en los niveles de TG. Estos
resultados parecieran estar en contradic-
cién a los observados con otros AG de la
familia n—6. En este sentido, ha sido demos-
trado que el &cido—y-linolénico (39) y el
AA (40) previnieron la acumulacion de TG
hepéticos observados en ratones alimen-
tados con mezclas de CLA, a través de un
incremento en los niveles de prostaglan-
dina E, (PGE,) y, probablemente, de otros
prostanoides. Estas diferencias con nues-
tra dieta rica en AL podrian ser explicadas
por la inhibicion de los CLA sobre la activi-
dad de la enzima A6-Desaturasa (41), inhi-
biendo la metabolizacion de AL a &cido—y-
linolénico, y en consecuencia la formacion
de PGE,. Es dable mencionar que la PGE,
suprime la expresion génica y la actividad
de enzimas y proteinas asociadas a la lipo-
génesis. Asimismo, estos resultados no
explican el mayor grado inflamatorio obser-
vado histolégicamente en nuestra experien-
cia. Es posible prever que otros marcadores
pro-inflamatorios a nivel hepatico que son
inducidos por el AL (42) serian los causales
de la exacerbacion por los CLA del grado
de degeneracion del hepatocito, tumefac-
cién citoplasmatica, apoptosis e inflama-
cién observada histologicamente.

Finalmente, la combinacion de CLA con
aceite de canola atenué el higado graso
inducido por el CLA en los ratones. Estos
resultados estan en acuerdo con otros tra-
bajos que emplearon diferentes fuentes de
AG de la familia n-3, como aceites de pes-
cado (43), aceite de lino (44), 6 DHA aislado
(45). Este efecto protector no estuvo aso-

ciado a cambios en el estado lipoperoxida-
tivo hepatico y podria relacionarse a que el
aceite de canola posee los beneficios de
una alta relacion AG n—-3/ AG n-6, y de altos
niveles de acido oleico. Asimismo, com-
parado con el grupo M+CLA, se observa
cierto grado de proteccion de los AG n-3 y
n-9 sobre las alteraciones histologicas cau-
sadas por el CLA.

Conclusiones

Los CLA, independientemente de la
grasa dietaria, producen alteraciones en el
higado de ratones, no obstante los efec-
tos son diferentes en funcion de la fuente
de AG considerada. Asi, a nivel hepatico,
la suplementacién con mezcla de CLA a
aceite de oliva generd la mayor acumula-
cién de lipidos, a aceite de maiz indujo un
notable estado pro-inflamatorio, mientras
que a aceite de canola los efectos deleté-
reos fueron mas atenuados.

En virtud del empleo de la mez-
cla de CLA de sintesis como ayudas ergo-
génicas y para reducir la grasa corporal en
humanos, este trabajo podria contribuir al
conocimiento de ciertos efectos deletéreos
que los mismos podrian tener en funcién de
interacciones con otras grasas dietarias.
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