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Resumen

El objetivo de este trabajo fue investigar los efectos de los CLA en dos niveles de grasa (7 y 20%) sobre la secre-
cion biliar y el estrés oxidativo hepético. Los animales fueron divididos en cuatro grupos y alimentados con die-
tas suplementadas o no con CLA durante 30 dias. Transcurrido este tiempo, se analiz6 “in vivo” el flujo biliar (FB)
por cateterizacidn del colédoco y recoleccién de muestras de bilis durante 1 hora. En bilis se determiné la con-
centracion de acidos biliares (AB), proteinas, fosfolipidos (Fl) y colesterol (Col). Finalmente, en homogeneizados
hepaticos se determinaron pardmetros relacionados con el estado oxidativo. Los resultados demostraron que, en
ambos niveles de grasas de la dieta, los CLA aumentaron el FB (40% en dietas de bajo porcentaje de grasa y mas
de 50% en dietas de alto porcentaje de grasa). Esto estuvo acompanado por un aumento en la velocidad de
excrecion de AB y proteinas. No se observaron modificaciones significativas en los pardmetros de estrés oxidati-
vo evaluados. En conclusién, los CLA en ambos niveles de grasa dietaria aumentan el FB dependiente de AB, lo
cual podria estar relacionado con la actividad proliferativa peroxisomal de los mismos que, estimulando la ?-oxi-
dacién, aumentarian el flujo de Acetil-CoA necesario para la biosintesis de AB.

Palabras claves: higado; CLA; estrés oxidativo; flujo biliar.

Abreviaturas: CLA: conjugados del acido linoleico; FB: flujo biliar; AB: acidos biliares; Fl: fosfolipidos; Col: colesterol.

Summary:

The purpose of this work was to investigate the effects of CLA at two levels (7 and 20%) of dietary fat on biliary secre-
tion and oxidative stress in liver of rats. Animals were divided in four groups and fed with diets, supplemented or not
with CLA during 30 days. After this time, we analyzed “in vivo” bile flow by canulation of bile duct and collecting bile
during 1 hour. In bile, we evaluated biliary acids, proteins, phospholipids and cholesterol concentrations. Furthermore,
we determinate in liver homogenates oxidative stress parameters. The results of this experiment demonstrated that at
both dietary fat levels, CLA increased bile flow (40% and more than 50% in recommended and high fat levels, respec-
tively). This was accompanied by an increase in biliary acids and protein secretion rates without significant changes in
oxidative stress parameters. It can be concluded that at both dietary fat levels CLA increases the fractional bile flow
dependent of biliary acids. This can be related with peroxisomal proliferative activity of CLA that, stimulating ?-oxida-
tion, could produce a bigger flow of Acetil-Co A which is a precursor of bile acids synthesis.

Key words: Liver; CLA; oxidative stress; bile flow.

Abbreviations: CLA, conjugated linoleic acid.
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Introduccion

Las grasas dietarias son una importante fuente energé-
tica, transportan vitaminas liposolubles, suministran
acidos grasos esenciales, cumplen un rol vital para el
crecimiento y participan en diversas funciones biolégi-
cas como precursores de prostaglandinas, componen-
tes de membranas, moduladores de funciones celula-
res e inmunoldgicas. Se ha demostrado que dichas fun-
ciones estan principalmente relacionadas con el tipo
de acido graso (AG) dietario que es ingerido.

Durante los ultimos afios, han sido objeto de gran
atencion los efectos bioquimicos de los AG isoméricos
(geométricos y/o posicionales), abriendo un campo
cientifico especial, principalmente por la potencial
repercusion sobre la salud humana. Los Conjugados
del Acido Linoleico (CLA) son AG dienoicos derivados
del acido linoleico, que se caracterizan por modifica-
ciones isoméricas posicionales ®''7'%'? y geométricas
(cis/trans) de sus dobles enlaces. Los mismos son
generados por las bacterias del rimen y coldnicas, por
ello se encuentran naturalmente en la carne de
rumiantes, leche y productos lacteos derivados, y tam-
bién en menor proporcién pueden ser formados
industrialmente. El isémero ¢9,t11-CLA constituye
aproximadamente el 80% de los CLA presentes en los
alimentos de origen animal, mientras que los CLA pro-
ducidos industrialmente a partir de aceites vegetales
comerciales guardan una proporciéon isomérica equi-
molecular entre el ¢9,t11-CLA y el £10,c12-CLA.

El contenido de CLA en la leche de vaca es de aproxi-
madamente 4 a 20 mg/g de AG, dependiendo de la ali-
mentacion del animal, mientras que en los aceites
comerciales su contenido es muy variado.

Los CLA presentan propiedades muy diferentes a los
AG con isomeria solo trans y actualmente son conside-
rados importantes sustancias bioactivas. En este senti-
do, mientras numerosas implicancias deletéreas han
sido atribuidas a los AG-t, efectos positivos y negativos
han sido reportados sobre los CLA. ™ En animales de
experimentacion se ha demostrado una actividad pre-

ventiva de los CLA sobre el cancer en distintos tejidos
&9 principalmente de mamas, aumento de la masa
corporal magra”, modulacién de los lipidos circulan-
tes ® y protecciéon contra los efectos catabdlicos de
endotoxinas '®. Asimismo, se ha sugerido que los CLA
podrian tener efectos antioxidantes indirectamente a
través de la produccién de sustancias protectoras con-
tra los efectos deletéreos de los perdxidos. Por otro
lado, diversos efectos negativos han sido reportados,
entre ellos, hepatomegalia y esteatosis hepdtica. Los
efectos benéficos, como deletéreos de los CLA han
suscitado controversias, dependiendo sus resultados
de numerosos factores entre ellos, el modelo experi-
mental, la grasa dietaria, el tipo y nivel de isémeros uti-
lizados.

Dado que a nuestro nivel de conocimiento, no se dis-
pone de estudios que hayan investigado las acciones
que los isémeros CLA podrian tener sobre el metabo-
lismo lipidico hepatico, el objetivo de este trabajo fue
investigar en animales de experimentacion los efectos
de los CLA comerciales sobre la secrecion biliar y el
estado oxidativo en el higado.

El presente trabajo, en el area de la salud, podria tener
un alto impacto debido a que los CLA producidos
industrialmente estan siendo adicionados a ciertos ali-
mentos y son ofrecidos como ayudas ergogénicas lo
que enfatiza, por cuestiones de seguridad, la promo-
cién de mas investigaciones en este campo cientifico.

Metodologia

1- Animales y tratamientos dietarios

Ratas macho de la cepa Wistar fueron aclimatadas
desde su arribo en un ambiente con luz-oscuridad de
12 hs.y a temperatura controlada (23 + 2° C), teniendo
libre acceso al agua y a una dieta estandar de labora-
torio. Cuando alcanzaron 100-120 g de peso, fueron
divididos en cuatro grupos dietarios que recibieron
durante 30 dias “ad libitum” una de las dietas detalla-
das en la Tabla 1, basadas en las recomendaciones del
“American Institute of Nutrition”."”

TABLA 1
Composicion de las dietas (g/kg dieta)
C RG C+CLA RG+CLA

Aceite de maiz 7 20 6 17
Aceite ricoen CLA - - 1 3
Proteinas 20 20 20 20
Almidon 52.95 39.95 52.95 39.95
Sacarosa 10 10 10 10
Fibras 5 5 5 5
Vitaminas 1.0 1.0 1.0 1.0
Minerales 35 35 35 35
Cisteina/Metionina/Colina 0.55 0.55 0.55 0.55
Energia (Kjoule/g) 14.83 17.55 14.83 17.55

Composicion de las dietas utilizadas.
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Se conformaron los siguientes grupos experimentales:
-Control (C): 7% de Aceite de Maiz (AM), aceite rico en
Acido Linoleico.

-Rico en Grasa (RG): 20% de AM.

-Control enriquecido con CLA (C+CLA): obtenido por
sustitucion del 1% de AM de la dieta Control por 1% de
la mezcla de CLA (6% AM + 1% CLA).

-Rico en Grasa enriquecido con CLA (RG+CLA): obteni-
do por sustitucién del 3% de AM de la dieta Control
por 3% de la mezcla de CLA (17% AM + 3% CLA).

La mezcla de ismeros CLA cuyos principales compo-
nentes fueron ¢9,t11-CLA y t10,c12-CLA (aproximada-
mente 40-45% de c/u) fue cedida gentilmente Lipid
Nutrition B.V. Holanda.

2- Procedimiento quirurgico

Al cabo de los 30 dias de tratamiento, los animales ayu-
nados fueron pesados y luego anestesiados con una
dosis Unica intraperitoneal de acepromazina (1 mg/kg
pc) y ketamina (100 mg/kg pc). La temperatura corpo-
ral se mantuvo entre 37-38,5 °C con una lampara infra-
rroja de calentamiento. Finalizados los experimentos,
los animales fueron sacrificados, los higados removi-
dos y pesados para posteriores determinaciones.

3- Determinaciones bioquimicas

-Enzimas marcadoras de daifo hepatico

Sueros frescos fueron empleados para analizar, a tra-
vés de kits comerciales (Wiener Lab., Rosario,
Argentina), las actividades de enzimas plasmaticas
marcadoras de dano hepatico tales como aspartato
aminotransferasa (ASAT), alanina aminotransferasa
(ALAT) y fosfatasa alcalina (FAL). Los valores se expresa-
ron en U/I.

+Flujo biliar (FB)

Para el estudio “in vivo” de la secrecidn biliar, a los ani-
males anestesiados, se les cateterizo el colédoco con
un catéter P10 y muestras de bilis fueron recolectadas
cada 15 min durante 1 hora. El flujo biliar (FB) fue esti-
mado gravimétricamente, asumiendo una densidad
de la bilis de 1 g/mL. Los valores fueron expresados en
pl/min/100 g rata. ?

Las velocidades de excrecion biliar de los distintos
componentes excretados fueron calculadas como el
producto del FB y las concentraciones biliares de los
mismos.

- Acidos biliares (AB) totales

Los acidos biliares en bilis fueron medidos por el méto-
do de Talalay. ™ El mismo se fundamenta en la oxida-
cién del grupo hidroxilo 3 alfa del nucleo de los 4cidos
biliares por la enzima 3 alfa-hidroxiesteroide deshidro-
genasa formando NADH. Se origina 1 mol de NADH
por cada mol oxidado de 4cidos biliares hidroxilados.
Los resultados fueron expresados como pmol/mL.
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-Proteinas totales

Para la determinacion de las proteinas totales tanto en
bilis como en homogeneizados hepdticos se utilizé el
método colorimétrico de Lowry y col. ™

-Colesterol (Col) total

Se determiné la concentracidon de colesterol en bilis
por el método enzimatico de la colesterolasa, coleste-
rol oxidasa y colesterol peroxidasa (Wiener Lab.,
Rosario, Arg.).

Fosfolipidos (Fl)

Para la determinacion de fosfolipidos totales se utilizé
la técnica de Duck-Chong. " El fésforo de los fosfolipi-
dos es convertido primero en fosfato inorgdnico cuan-
do el extracto lipico es calentado en presencia de
Nitrato de Magnesio. El residuo es disuelto en HCI. El
fésforo inorganico se determina por el reactivo acido
formado por molibdato-verde de malaquita con la for-
macién de un complejo entre fosfomolibdato y el colo-
rante basico que se estabiliza con un tensoactivo. La
absorbancia se mide a 650 nm luego de 5 minutos de
finalizada la reaccion y a temperatura ambiente.
-Parametros relacionados al dafio peroxidativo en
el higado.

En muestras de higado lavado en solucion fisioldgica a
4 °C se determiné el grado de lipoperoxidacién (LPO)
mediante el dosaje de sustancias reactivas al acido tio-
barbiturico (TBAR) y el estado tanto de sistemas antio-
xidantes no enzimaticos, a través de la determinacion
del contenido de Glutation (GSH) reducido, como el de
sistemas antioxidantes enzimaticos midiendo las acti-
vidades de las enzimas Catalasa (CAT), Glutation pero-
xidasa (GSH-Px) y Glutation reductasa (GR).

El nivel de LPO se determiné por el método de
Ohkawa."® El ensayo se realizé en homogeneizados
hepaticos preparados en una proporcion de 1 gramo
de tejido humedo con 9 ml de KCI 1,15%, usando un
homogeinizador Potter-Elvehjén. EI método consiste
en la reaccién del Acido Tiobarbiturico (TBA) con un
producto secundario de la peroxidacién lipidica iden-
tificado como malonaldehido (MDA), formado durante
la incubacién de homogeneizados tisulares bajo con-
diciones aerdbicas. Esto genera, en medio acético y
caliente, un cromdgeno rojo con un pico de absorcién
espectrofotométrica a 532 nm. Los resultados fueron
expresados en nmol MDA/ g de tejido humedo.

La determinacion de GSH se realizé en homogeneiza-
dos hepaticos obtenidos con tricloroacético al 5% en
HCI 0,01 M a 4°C, en un proporcion de 4 mL por gramo
de tejido humedo. En el sobrenadante, obtenido por
centrifugacién, se determiné el contenido de GSH
segun la técnica de Ellman 7, utilizando como reacti-
vo el acido 5,5 ditiobis 2-nitrobenzoico (DTNB). Los
resultados fueron expresados en pmol/g de tejido
hdmedo.

La actividad enzimatica de CAT fue determinada por el
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método de Coheny col. "¥, la de GSH-Px por el método
de Paglia y Valentine " y la actividad de GR por el
método de Horn. ®” Las determinaciones enzimaticas
fueron realizadas en homogeneizados hepaticos pre-
parados con sacarosa 0,25 M.

La actividad CAT se basa en la cantidad de H202 degra-
dada por la enzima en buffer KH2PO4/Na2HPO4 50 mM
con EDTA 0,1 mM pH=7. La medicién de la disminu-
cion del contenido del sustrato se realizé espectrofoto-
métricamente a 240 nm durante 60 segundos. La acti-
vidad CAT fue expresada en U/mg de proteina.

La actividad GSH-Px se cuantificé utilizando peréxido
de hidrégeno como sustrato y la reaccion fue seguida
espectrofotométricamente por el consumo de NADPH
en presencia de la enzima Glutation reductasa. La reac-
cién fue realizada en buffer KH2PO4/Na2HPO4 50 mM
pH=7 con TmM de GSH, 0,2 mM de NADPH y 1,4 U de
GR. Los cambios en la absorbancia se registraron
durante 2 minutos a 340 nm. La actividad GSH-Px fue
expresada como U/mg de proteina.

La actividad GR se midi6 utilizando como sustrato glu-
tation oxidado (GSSG) en buffer Tris pH=8 con EDTA 4
mM y NADPH 2mM. La disminucién en la absorbancia
ocasionada por la transformacién del NADP+ a partir
de NADPH se registré durante 3 minutos a 340 nm. La
actividad GR se expres6é como U/mg de proteina.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron estadisticamente mediante un
test de variancia (2x2 ANOVA), seguido del test de
Scheffé a través del programa informatico STATGRA-
PHICS © (Statistical Graphics System Vers. 4.0). Los
resultados fueron expresados como la media + SEM y
p<0,05 fue considerado como limite para la significan-
cia estadistica.

Resultados

Los animales de todos los grupos dietarios tuvieron un
continuo incremento del peso corporal y no se obser-
varon diferencias en la ganancia de peso corporal total
al final de la experiencia (Figura 1).

En los animales no se observaron signos de dafo

FIGURA 1

Evolucion del peso corporal de los animales segtin su grupo
experimental.

Cada punto corresponde al peso promedio diario del lote
de animales (n=5) de cada grupo dietario.
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hepdtico evaluados a través de algunos parametros
indicativos, como las actividades de las enzimas ASAT,
ALATY FAL (Tabla 2).

Las dietas conteniendo CLA aumentaron significativa-
mente el FB (C+CLA: 51 % y RG+CLA: 56 %, vs. Cy RG,
respectivamente; p=0.0016), sin diferencias entre los
niveles de grasa utilizada. Ademds se pudo observar
un aumento significativo en la concentracién de AB
(C+CLA: 34% y RG+CLA: 42% vs. C y RG, respectiva-
mente; p=0.0001) sin diferencias por el tipo de grasa
utilizada. En consecuencia, el aumento tanto del FB
como en la concentracion de AB en ambos grupos CLA
provoca un aumento significativo en la velocidad de
excrecion de este componente (p=0,0001). Las veloci-
dades de excrecion biliar de Fl y Col no aumentaron
significativamente a pesar del incremento del FB
observado; por el contrario, el incremento en la veloci-
dad de excrecién de proteinas se relacioné directa-
mente al aumento del FB (Figura 2).

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos de
las determinaciones de parametros relacionados al
estrés oxidativo a nivel hepatico. Tanto en los valores
obtenidos de LPO, como en los pardmetros de siste-
mas antioxidantes no enzimaticos (GSH) y enzimaticos

TABLA 2
Actividades de enzimas plasmaticas: ALAT, ASAT Y FAL
C C+CLA RG RG+CLA
ALAT (U/l) 41,66+ 4,057 47.79+544° 41.55+2.05° 40.84+1.13°
ASAT (UN) 16.39+ 3.84° 17.92+1.34% 1736 £1.01° 16.73+£1.15°
FAL (U/N) 653.54+56.52° 563.85+50.73° 73222 +67.46° 527.34£76.55°

Los resultados se expresan como promedio + SEM (n=6). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos analizados

(ANOVA seguido de test de Scheffé)
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FIGURA 2
Flujo biliar, concentracion de AB y velocidades de excrecion de AB, Fl, Col y Proteinas.
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Los resultados se expresan como promedio + SEM (n=6).
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos analizados (ANOVA seguido de test de Scheffé.

TABLA 3
Marcadores de daiio peroxidativo hepatico
C C+CLA RG RG+CLA

LPO (nmol MDA/ g hig.) 36840 + 21.33 ° 31545 +1645 ° 328.20 + 30.66 ° 319.68 + 20.60 °
GSH (mmol/g hig.) 2049 *£0.136 ° 2276 *0215 *° 2687 * 0.106 ° 2276 +0272 °
CAT (U/ mg prot.) 103.93 + 17.70 *° 93.24 +7.90 ° 10531 £ 11,98 ° 123.26 + 15.02 °
GR (mU/mg prot.) 0.44 +0.06 ° 0.51 +0.06 ° 042 + 0.10° 047 + 042 °
GSH-Px (U/mg prot.) 11.00 + 0.82 ° 7.40 *0.81 ° 1260 * 2.33 ° 720% 146 °

Medida de Lipoperoxidacién y actividad de los sistemas antioxidantes hepdéticos enziméticos y no enziméticos. Los resultados se expresan como
promedio + SEM (n=6). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos analizados (ANOVA seguido de test de Scheffé)

47



ACTUALIZACION EN NUTRICION
VoL 9 - N° 1 - MarzoO 2008

BIOQUIMICA NUTRICIONAL

(CAT, GSH-Px y GR) no se observaron variaciones signi-
ficativas por la presencia de CLA, ni por el nivel de
grasa utilizada en la dieta.

Discusion

En el modelo utilizado en este trabajo estudiamos el
efecto de los CLA a dos niveles de grasa dietaria (7 y
20%). Dado que el aceite empleado es rico en Acido
Linoleico y los CLA compiten con los mismos, los nive-
les de CLA se incrementaron en forma semejante al
incremento de grasa para mantener constante la rela-
cién Acido Linoleico/CLA. De esta manera quedé con-
formado un modelo experimental sobre el que, segun
nuestro conocimiento, es el primero en mostrar como
la ingesta de isdmeros CLA afectaria el FB en animales
de experimentacion.

Park y col. 1997 ©" hallaron que los efectos mas consis-
tentes de los CLA fueron sobre el peso corporal con
una marcada disminucién del mismo. Sin embargo, los
escasos cambios inducidos por los CLA en nuestro
modelo dietario concuerdan con los resultados halla-
dos por otros autores en animales bien nutridos, ali-
mentados con niveles normales ** y elevados ** de
grasa en la dieta. En trabajos previos ha sido demostra-
do que los CLA generan hepatomegalia en ratones %,
aunque en otros modelos esto no se observd, debido
quiza entre otros factores a la diferencia de especie. La
ausencia de hepatomegalia en nuestro trabajo coinci-
de con los resultados, en la misma especie de animales
bien nutridos, obtenidos por Park y col. 2005. *®

El higado es un 6rgano blanco para la accién de los
CLA, lo que conduce una acumulacién muy significati-
va de TG acompanada de hepatomegalia. Dentro de
los mecanismos que podrian estar involucrados en la
induccién de la acumulacién de lipidos, podria men-
cionarse las alteraciones en la sintesis y oxidacién de
AG, regulacién de factores de transcripciéon y el
ensamble de pre- ? lipoproteinas, entre otros mecanis-
mos. Varios autores han reportado que la ingesta de la
mezcla de isomeros CLA en ratones incrementa la acti-
vidad y expresion de las enzimas involucradas tanto en
la sintesis de AG, como en la ?-oxidacién mitocondrial
y peroxisomal. ?” La expresién génica de casi todas las
enzimas involucradas en la oxidacién de lipidos hepa-
ticos y en la captacidn hepatica de TG es regulada por
los PPAR-? *** Moya- Camarena y col. ®® demostraron
que los CLA son potentes ligandos y activadores de
estos receptores nucleares. Asi, a través de la union y
activacion a los PPAR-?, la ingesta de CLA resulta en un
aumento del mRNA de la enzima Acil CoA oxidasa
(ACO) responsable de oxidacién de los AG en peroxiso-
mas y de la proteina de unién a AG (FABP). Esta induc-
cion de la ?7- oxidaciéon peroxisomal aumentaria la des-
composicion de AG favoreciendo una mayor produc-
cién de precursores para la sintesis de lipidos funcio-
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nales como ABy FI. " Los CLA inducen la expresién de
PPAR-? lo cual aumenta la ?-oxidacion mitocondrial y
peroxisomal. ®**? Los mismos estudios también sugie-
ren que la conformacién espacial que presentan los
CLA, de tipo hairpin, es la que permite las interaccio-
nes hidrofébicas especificas con las proteinas, pudien-
do explicar de esta manera su interaccién con los
PPAR-?. Esta caracteristica le otorga a la ?-oxidacion
una gran relevancia anabdlica debido a su habilidad
para generar Acetil- CoA. Como se puede observar en
nuestros resultados, los CLA, con ambos niveles de
grasa dietaria, aumentaron el FB a expensas de la frac-
cién dependiente de AB evidenciado por un aumento
en la concentracién de los mismos en la bilis.

Por otro lado, resultados controversiales han sido
reportados en relacion a los efectos de los isobmeros
sobre el estrés oxidativo hepatico. Sailajay col., 2004 ¥
hallaron en dietas con alto contenido de grasa niveles
incrementados de LPO asociados a un fuerte descenso
en varios sistemas enzimaticos a nivel hepatico mien-
tras que, Lin y col., 2008*® y Yang y col., 2006%® repor-
taron resultados similares, acompanados por un des-
censo de los niveles de GSH. La capacidad de los CLA
de prevenir el incremento en los niveles hepaticos de
LPO fue hallada también por Livisay y col., 2000%”,
quienes reportaron que la habilidad de los CLA de dis-
minuir la formacién de los mismos sin afectar otros
marcadores de oxidacidn, sugiere que la menor gene-
racion de estrés oxidativo seria el resultado de una dis-
minucién en el contenido de acidos grasos poli-insatu-
rados de las membranas. Aunque los CLA no actlen
directamente como antioxidantes, su habilidad de
alterar la composicién de AG podria disminuir la for-
macion de productos citotéxicos. Este resultado
puede relacionarse con el potencial efecto antioxidan-
te de los CLA que Yu y col., 2001 ®® evaluaron in vitro,
sugiriendo que podrian ejercer un efecto de quenching
sobre los radicales libres, protegiendo asi contra los
efectos deletéreos de los peroxidos. Nuestros estudios,
sin embargo, no mostraron modificaciones significati-
vas de los parametros de estrés hepatico en ninguno
de los niveles de grasa utilizados.

Conclusion

Estos resultados nos permiten inferir que los CLA, en
los niveles de grasas evaluados, producen un incre-
mento del FB dependiente de AB. En nuestro modelo
experimental, con ratas Wistar, las modificaciones rela-
cionadas al FB no estuvieron asociadas con variaciones
en los parametros evaluados de estrés oxidativo. Los
mecanismos involucrados podrian estar vinculados a
la actividad proliferadora peroxisomal de los CLA, que
estimulando la ?-oxidacién proveerian mayor flujo de
Acetil Co A, necesaria para la sintesis de AB.
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