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Efectos del consumo de leche bubalina con alto contenido de grasas
trans en la degeneracion grasa hepatica inducida por colesterol en

conejos

Effects of trans fatty acid-enriched bubaline milk intake in hepatic fat degeneration
induced by cholesterol in rabbits.
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RESUMEN

Este trabajo compard los efectos del consumo de dos leches bubalinas, con baja y alta relacién
de AG#/AGS, sobre la lipemia y el desarrollo de degeneracién grasa hepética inducido por
colesterol en conejos. Veinte conejos neozelandeses, machos, fueron aleatoriamente separados
en un grupo control (n=10) que recibié leche con baja relacion AG#/AGS (5,3% de AGry 67,12
% de AGS) obtenida de bifalas en sistema pastoril; y un grupo alto #rans (n=10) que recibi6
leche con alta relacién AG#AGS (25,84% de AGry 45,89% de AGS) obtenida de bufalas con
suplementacion lipidica en su dieta. La leche fue administrada durante 75 dias y su consumo fue
registrado diariamente. A partir del dia 15 todos los conejos recibieron 0,93 g de colesterol/dia,
via oral, para inducir degeneracién grasa hepdtica. Se evalu6 el lipidograma sérico y los niveles
de ALT y AST. En higado se midi6 el contenido de lipidos y, en muestras histoldgicas, se evalu6
el drea sudanofilica, la fibrosis e infiltracién de macréfagos. Los conejos consumieron 9293,13
mly 9930 ml de leche con baja y alta relacién AG#AGS, respectivamente, sin diferencia entre
grupos (p 0,404). El grupo alto #rans registré6 mayores niveles séricos de colesterol total que el
control (6,08 vs. 5,58 g/l, p 0,049). Los valores de ALT fueron significativamente (p <0,0001)
mayores en el grupo alto #7ans. El higado registré un significativo (p 0,0437) incremento de
lipidos en el grupo alto #rans (10,62 % de lipidos) cuando se comparé con el control (8,68 %
de lipidos). El grupo alto trans registré en el parénquima hepdtico mayor extensién del drea
sudanofilica (37,05 % vs. 26,42 %, p 0,0338), mayor frecuencia de fibrosis (8 vs. 3 higados,
p 0,0247) y mayor infiltracién de macréfagos (94,20 vs. 48 macréfagos, p 0,0190) que el
grupo control. En conclusién, la leche con alta relacion AG#/AGS contribuyé a incrementar la
colesterolemia y a incrementar el efecto hepatotéxico del colesterol, cuando se comparé con la
leche con baja relacién de AG#/AGS. Dichos efectos estén, posiblemente, relacionados con el
contenido de AGr de esta leche.

Palabras clave: (rumiante), (dcidos grasos trans), (conejo), (higado graso).

Recibido: 15-08-18
Aceptado: 24-07-19

Correspondencia e-mail: Walter Javier Lertora javierlertora@gmail.com

InVet Vol. 21 Ne 1, 2019 43



LERTORA,WJ; VILLORDO, GI; MUSSART; NB; PATINO, EM; MONTENEGRO, MA; CABRERA, AF; SANCHEZ NEGRETTE, M.

SUMMARY

This work compared the effects of the two bubaline milk consumption, with low and high
ratio of FA/SFA, on lipemia and the development of hepatic fat degeneration induced
by cholesterol in rabbits. Twenty New Zealand males rabbits were randomly separated
into a control group (n=10) that received milk with low #rans/saturated FA ratio (5.3%
tFA and 67.12% SFA) obtained from grazing buffalos; and a high #ans group (n=10)
that received milk with high #FA/SFA ratio (25.84% ¢FA and 45.89% SFA) obtained
from buffalos with lipid supplementation in their diet. The milk was administered for
75 days and its intake was recorded daily. From day 15, all rabbits were challenged with
0.93 g of cholesterol/day, orally, in order to induce hepatic fat degeneration. The serum
lipidogram, ALT and AST were recorded. On the liver, lipid content, sudanophilic area,
fibrosis and macrophage infiltration were evaluated. The rabbits voluntarily consumed
9293.13 ml and 9930 ml of milk with low and high #FA/SFA ratio, respectively, without
difference between groups (p 0.404). Rabbits in high #7ans group registered higher serum
levels of total cholesterol than the control group (6.08 vs. 5.58 g/, p 0.049). The ALT
were significantly (p <0.0001) higher in the high #7ans group than the control group. The
liver lipids recorded a significant (p 0.0437) increase in the high trans group (10.62%)
when it was compared to the control (8.68%).The high #rans group recorded a greater
extension of the sudanophilic area (37.05 + 7.53% vs. 26.42 + 12.55%, p 0.0338), a
greater frequency of fibrosis (8 vs. 3 livers, p 0.0247) and more infiltration of macrophages
in hepatic parenchyma (94.20 vs. 48 macrophages, p 0.0190) than the control group. In
conclusion, milk with high #FA/SFA ratio contributed to increase total cholesterol levels
and to increase the hepatotoxic effect of cholesterol, when was compared with milk with
a low ratio of zFA/SFA. These effects are possibly related to the #FA content of this milk.

Keywords: (ruminant), (z7ans fatty acids), (rabbit), (fatty liver).

INTRODUCCION

Mediante suplementacién lipidica en la
dieta de los rumiantes se puede reducir los
dcidos grasos saturados (AGS) de cadena media
e incrementar los dcidos grasos insaturados en
la leche?; con efectos hipocolesterolémico y
ateroprotector en el consumidor'® ' . Estas
estrategias de suplementacién lipidica causan,
invariablemente, incrementos de 4cidos grasos
trans (AG?) en la leche?. Un incremento
sustancial de AGzen laleche puede contrarrestar
el efecto saludable que se desea lograr con la
reduccién de AGS. Por ejemplo, una alta ingesta
de AGr de origen rumiante (3,7% de la ingesta
calérica diaria) causé hipercolesterolemia en
humanos®. En conejos, una manteca con altos
niveles de AGz (11,8% de #rans-10 C18:1 y
1,8% de trans-11 18:1) y reducida en AGS
(41,9%) causo hipercolesterolemia, incrementé
las lipoproteinas de baja densidad y favorecié
el desarrollo de ateroesclerosis™ '®. El efecto
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hepatotoxico de los AGr de origen rumiante
ha sido menos documentado. Una grasa lictea
enriquecida con #rans-10 18:1 (20,24%) indujo
degeneracién vacuolar de hepatocitos, asociado
a incrementos de triglicéridos y colesterol-
LDL, en las ratas'. En cultivos de células de
hepatoma humano (HepG2) desafiadas con
trans-10 18:1, extraido del tejido adiposo de
bovinos alimentados con granos, resulté ser
miés citotéxico que #rans-9 18:1 (extraido de
aceite parcialmente hidrogenado)*. Teniendo
en cuenta los antecedentes reportados para
algunos lacteos con alto contenido de AGy, este
trabajo evalud el efecto de dos leches bubalinas
experimentales, con alta y baja relaciéon AG#/
AGS, sobre la lipemia y el desarrollo de
degeneracién grasa hepdtica inducida por
colesterol en conejos.

Nuestra elecciéon del modelo bioldgico
experimental se fundamenté en que el
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conejo  hipercolesterolémico  presenta un
patrén  lipoprotéico humano
hipercolesterolémico®. Ademds, este modelo

similar  al
presenta muchas de las caracteristicas
fisiopatolégicas de la degeneracién grasa
hepética no alcohélica (NAFLD) del humano
inducida por hiperlipidemia® "°. Al igual que
otras investigaciones, el conejo fue empleado
para estudiar los efectos de la grasa ldctea sobre
la colesterolemia, perfil de lipoproteinas y
metabolismo de lipidos en higado®* ',

MATERIALES Y METODOS
Leche bubalina (Tabla 1): Dos

experimentales con diferente perfil de dcidos
grasos fueron obtenidas de bufalas con y sin
suplementacién lipidica. La leche control
presenté baja relacién AG#/AGS (5,3 y 67,12
%, respectivamente) y fue obtenida de bufalas
alimentadas con pastura natural y 2 Kg de
maiz/dia. La leche con alta relaciéon AG#/
AGS (25,84 y 45,89 %, respectivamente) fue
obtenida de bufalas alimentadas con pastura
natural y suplementadas diariamente con
una mezcla de 210 ml de aceite de girasol +
90 ml de aceite de pescado vehiculizado en 2
kg de maiz durante 24 dias. El contenido de
colesterol (Laboratorio Fisico-Quimico, INTT,
Buenos Aires) no difiri6 (prueba t bilateral
para muestras independientes = p 0,727) entre
la leche control (10,30 + 2,27 mg/100g) y la
leche con alta relacién AG#AGS (9,68 + 2,55
mg/100g).

leches

Animales, administracién de leche y
diseno experimental: Veinte conejos machos
Neozelandeses (proveidos por el Centro de
Medicina Comparada, FCV-UNL, Esperanza,
Santa Fe), con un peso corporal de 2,02 +
0,25 kg, fueron divididos aleatoriamente en
dos grupos de 10 animales, alojados en jaulas
metalicas individuales, en una habitacién con
temperatura controlada (22°C), con ciclo
de luz/oscuridad de 12 horas y con acceso
al agua de bebida y al alimento balanceado
“ad libitum”. Los conejos recibieron leche
control (grupo control) y leche alta relacién

AGHAGS (grupo alto trans) durante 75 dias.
La leche fue administrada en forma fluida
y su consumo fue voluntario; restringiendo
su consumo diario a un mdximo de 200 ml/
conejo hasta el dia 45 y a un mdximo de 100
ml/conejo hasta el final de la experiencia.
Durante los primeros 15 dias de la experiencia
se determinaron los efectos del consumo de las
leches bubalinas sobre el lipidograma sérico y
niveles de aspartato aminotransferasa y alanina
aminotransferasa en conejos sin administracién
de colesterol. Durante los 60 dias posteriores,
se indujo hipercolesterolemia mediante la
administracién de colesterol via oral (0,93g
de colesterol 94%/conejo/dia) y se determind
los efectos del consumo de las leches sobre el
lipidograma sérico, niveles de transaminasas
y degeneracién grasa hepdtica en conejos con
hipercolesterolemia. Se registro diariamente el
consumo de leche y de alimento balanceado
por animal. El peso corporal se registré
semanalmente. Todos los procedimientos de
este estudio fueron aprobados por el Comité de
Etica y Bioseguridad, FCV-UNNE, protocolo
Ne 017.

Extraccién de sangre, lipidograma y
enzimograma sérico: La extraccién de sangre
se realiz6 los dias 0, 15, 45 y 75 en todos los
conejos con ayuno de 8 horas. Se determinaron
triglicéridos ~ (técnica  del  glicerolfosfato-
oxidasa/peroxidasa, 505 nm, reactivos Wiener),
colesterol total (colesterol-oxidasa-peroxidasa,
505 nm), colesterol ligado alipoproteinas de alta
densidad (C-HDL) y debajadensidad (C-LDL):
precipitaciéon selectiva de la lipoproteina y
valoracién enzimitica de colesterol (reactivos
Wiener). Como marcadores de dafio hepético
se determind la actividad sérica de las enzimas
(AST-aspartato

aminotransferasa

aspartato  aminotransferasa
cetoglutarato) y
(ALT-alanina cetoglutarato) lectura a 505 nm

y reactivos de Wiener.

alanina

Necropsia y toma de muestras: Cumplido
los 75 dias de la experiencia, se procedié a la
eutanasia y necropsia de los animales. El higado
fue disecado, pesado y se tomaron muestras
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que fueron fijadas en formol bufferado al
10% durante 24 horas. Ademds, 15 gramos
de higado fue remitido para cuatificacién de
extracto etéreo (Laboratorio Tecnologia de

Alimentos, FCV-UNNE).

Histopatologia del higado:  Muestras
previamente fijadas de higado
congeladas, cortadas en criostato a 10 pm
y coloreadas con Sudan IV para grasas. Las
secciones de higado tefiidas con Sudan IV
fueron fotografiadas (microscopio Carl Zeiss
modelo Axio Scope Al con camera digital
AxiocamERc 5s) y las imdgenes digitales fueron
procesadas (software Image]) para medir el
drea de degeneracién grasa, que fue expresado
en porcentaje de sudanofilia que cubria un
campo de 10x. Ademds, muestras formoladas
de higado fueron procesadas segtn la técnica
histolégica cldsica para bloques parafinados,
cortadas a 5 pm y tefiidas con HE y tricrémica
de Mallory para fibras coldgenas. Basados en el
sistema de estadificacién de fibrosis hepdtica de
Kleiner et a/. (2005)°, la evolucién de la fibrosis
se clasificé en: 0 (ausente), 1a (delicada fibrosis
perisinusoidal en zona centrolobulillar, requiere
tricromica para ser identificada),
1b (densa fibrosis perisinusoidal en zona
centrolobulillar, visible facilmente con HE), 1c
(fibrosis portal/periportal), 2 (fibrosis en zona
centrolobulillar + portal/periportal), 3 (fibrosis
en zona centrolobulillar + portal/periportal
unidos por puentes de fibrosis) y 4 (cirrosis,
fibrosis estadio 3 + ndédulos de regeneracién
parenquimatosa + pérdida de la arquitectura).
Cortes a 5 um de bloques parafinados de
higado fueron montados en portaobjetos con
poly-l-lisina para la marcacién de macréfagos
mediante inmunohistoquimica. Brevemente,
los cortes fueron desparafinados en xilol e
hidratados en concentraciones decrecientes de
alcohol. La peroxidasa endégena se inactivd
durante la hidratacién con una solucién de
peréxido de hidrégeno al 3% en metanol
durante 10 minutos. Posteriormente, los cortes
fueron incubados con anticuerpo monoclonal
de ratén anti-macréfagos de conejos (clon

RAMI11, dilucién 1:200; Dako) durante 12

fueron

tincion

horas a 4°C. Posteriormente, los cortes fueron
incubados con anticuerpo policlonal anti-Ig G
de rat6n conjugado con biotina (Cédigo AM-
B1, dilucién 1:200; ISAL-CONICET) durante
30 minutos a 25°C, seguido de incubacién
extravidina-peroxidasa  (ExtraAvidin®-
Peroxidase; ~ Sigma-Aldrich)  durante 30
minutos a 25°C. Como cromdgeno se empled
diaminobenzidina al 0,05% diluido en buffer
fosfato salino con H,0, al 0,015%; durante
10 minutos. Entre cada paso, los cortes fueron
lavados con buffer fosfato salino 0,01 M, pH
7,2. En cada higado se registré6 manualmente
el nimero de macréfagos en 6 campos
representativos con objetivo de 40x.

con

Andlisis estadistico: Los resultados fueron
expresados en media + desvi6 estdndar (X+DE).
Con la prueba t para muestras independientes se
comparé las medias del peso corporal, peso del
higado, consumo de alimento, consumo de leche
y contenido de lipidos en higado. Para asociar
fibrosis al tipo de leche se realiz6 una tabla de
contingencia. Se realizé un andlisis de modelos
lineales mixtos para comparar las medias de las
variables del lipidograma sérico (colesterol total,
C-HDL, C-LDL vy triglicéridos) y comparar
media y estudiar el efecto del tiempo en las
variables del enzimograma (ALT y AST). Las
diferencias entre los grupos fueron declaradas
significativas con p < 0,05.

RESULTADOS

Consumo de leche, de alimento balanceado
y peso corporal: Todos los conejos aceptaron
de forma voluntaria ambos tipos de leche. A lo
largo de la experiencia, cada conejo consumié
9293,13 + 1770,74 ml de leche bubalina
control y 9930 + 1557,88 ml de leche con alta
relacién AG#/AGS, no registrindose diferencias
entre grupos (p 0,404). No difiri6 (p 0,4806) el
consumo diario de alimento del grupo control
(77,19 + 26,74 g/dia) y del grupo alto #rans
(69,25 + 34,80 g/dia). Los conejos ganaron
peso a lo largo de la experiencia, sin diferencias
(p 0,892) entre los grupos control (1,08 + 0,27
kg) y alto zrans (1,10 + 0,32 kg).
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Tabla 1. Composicién de dcidos grasos en leche de bufalas sin suplementacién lipidica (leche control) y suplementadas con 300 ml/dia
de una mezcla (70:30 wt/wt) de aceite de girasol y de pescado durante 24 dfas (leche alta relacién AG#/AGS).

Leche control (g/100 g de 4cidos Leche alta relacién AG#AGS

Acido graso grasos totales) (g/100 g de 4cidos grasos totales)
4:0 3,86 + 0,38 1,86 + 0,90*
6:0 1+0 0,46 + 0,11*
8:0 0,51 + 0,09 0,14 + 0,05*
10:0 0,99 + 0,04 0,33 + 0,05*
10:1 0,03 +0,01 0,01 + 0*
11:0 0,01 +0 0,01 +0
12:0 1,29 £ 0,49 1+0
12:1 0,09 + 0,02 0,10 £0
14:0 8,14 + 1,07 4 +0,82*
14:1 0,73 + 0,14 0,54 + 0,05
15:0 iso 0,30 + 0,08 0,09 + 0,02*
15:0 1,43 0,53 1+0
15:1 0,36 + 0,08 0,21 + 0,04*
16:0 27,57 2,70 20,57 + 0,53*
16:1 1£0 1+0
17:0 1,14 + 0,38 1+0
17:1 0,27 + 0,08 0,17 + 0,05*
18:0 21 + 2,45 15+ 2,77*
trans-8 18:1 0,49 + 0,07 1,71 + 0,49*
trans-918:1 0,26 + 0,05 1+0"
trans-1018:1 0,26 + 0,08 0,96 +* 0,08*
trans-1118:1 4,29 £ 1,25 22,14 + 3,44*
cis-918:1 21,29 + 1,50 19,14 + 2,73
cis-11'18:1 0,67 + 0,05 1,86 + 0,38*
trans-9,trans-12 18:2 0,01 +0 0,03 + 0,01*
cis-9,cis-12 18:2 0,97 + 0,05 140
cis-9,trans-11 18:2 1+0 3,57 + 0,79*
cis-9,cis-12,cis-15 18:3 0,54 + 0,14 0,27 + 0,05*
20:4 (ARA) 0,09 + 0,01 0,05 + 0,02*
20:5 (EPA) 0,06 + 0,01 0,05 + 0,01
22:6 (DHA) 0,01 +0 0,010
T AGS 67,12 2,07 45,89 + 2,37*
L 12+14+16 37 +3,87 25,57 + 0,98*
X cis AGM 24,44 + 1,65 23,03 + 2,43
L cis AGP 1,67 + 0,17 1,39 + 0,07*
L trans# 5,30 + 1,26 25,84 + 3,76*

* Prueba t bilateral para muestras independientes. ARA: 4cido araquidonico. EPA: 4cido eicosapentaenoico. DHA: 4cido
docosahexaenoico. AGS: 4cidos grasos saturados. AGM: 4cidos grasos monoinsaturados. AGP: dcidos grasos poliinsaturados. # La
suma no incluye a ¢is-9, trans-11 18:2.
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Lipidograma sérico: Los conejos que
consumieron leche con alta relacién AG#/AGS
registraron un leve incremento del colesterol
total (6,08 + 3,68 g/l) cuando se compard
con el grupo control (5,58 + 3,47 g/l), dicha
diferencia fue significativa (p 0,049). El
colesterol LDL no registr6 diferencias (p
0,073) entre los grupos alto #ans (4,10 +
2,79 ¢g/l) y control (3,64 + 2,70 g/l). No se
detectaron diferencias (p 0,078) en los registros
del colesterol HDL entre los grupos alto trans
(2,13 + 1,31 g/l) y control (1,90 + 1,26 g/).
Tampoco se detectaron diferencias (p 0,174) en
la trigliceridemia de los grupos alto #rans (1,97
+ 2,14 g/) y control (1,29 + 1,70 g/l). Cuando
se evalué el lipidograma sérico en los dias 15,
45 y 75, las tasas séricas de colesterol total,
colesterol HDL, colesterol LDL vy triglicéridos
no registraron diferencias significativas (p>
0,05) entre grupos.

Niveles séricos de transaminasas (Tabla 2):
Los conejos que consumieron leche con alta
relacién AG#/AGS registraron un incremento
significativo (p <0,0001) en la tasa sérica de
ALT en los dias 15, 45 y 75 de la experiencia.
El grupo control mantuvo estable los niveles
séricos de ALT hasta el dia 45; al final de la
experiencia (dia 75) registré un incremento en
la tasa sérica de ALT, aunque significativamente
inferior al grupo alto zrans. La tasa sérica de
AST no registré diferencias entre grupos (p
0,310) a lo largo de la experiencia.

Contenido de lipidos en higado e
histopatologia hepdtica (Tabla 3): El
contenido de extracto etéreo en higado (10,62 +
2,39 %) de los conejos que consumieron leche
con alta relacién AG#/AGS se incrementé
significativamente (p 0,0437), cuando se
comparé con el grupo control (8,68 + 1,50
%). En todos los animales la degeneracién
grasa  hepdtica fue microvesicular vy
predominé en los hepatocitos alrededor
de la vena central (zona centrolobulillar)
(Figuras 1c y 1d). El drea sudanofilica del
parénquima hepdtico (37,05 + 7,53%) de los
conejos del grupo alto #rans (Figura 1b) fue

significativamente mayor (p 0,0338), cuando
se compard con el grupo control (26,42 +
12,55 % de drea sudanofilica, Figura 1a). El
grupo alto trans registré un significativo (p
0,0190) incremento de macréfagos (94,20
+ 50,68 macréfagos/6 campos de 40x), con
respecto al control (48 + 16,14 macréfagos/6
campos de 40x, Figura 1g). Los macréfagos
se encontraron, principalmente, infiltrando
el parénquima alrededor de la vena central
(Figura 1h); en donde la
degeneracién grasa de hepatocitos fue mds
evidente.

El grupo alto #rans presenté 8 conejos
con fibrosis hepdtica, frecuencia que fue
significativamente mayor (p 0,0246) a la
registrada en el grupo control (3 conejos
con fibrosis hepdtica). Ademds, los conejos
del grupo alto trans evidenci6 estadios mds
avanzados de fibrosis hepdtica (Figura 1f)
que el grupo control (Figura le).

localizacién

DISCUSION

La leche con alta relacién AG#/AGS indujo
un leve pero significativo incremento del
colesterol total plasmdtico en los conejos, al
compararla con la leche con baja relacién AG#/
AGS. Nuestros resultados concuerdan con los
resultados reportados en humanos y cobayos
que recibieron ldcteos con alta relacién AG#/
AGS. En humanos, 3,3% de la ingesta calérica
diaria aportada por AGr de origen rumiante,
cuyo principal isémero es #rans-11 18:1,
caus6 hipercolesterolemia e increment$ las
subfracciones aterogénicas de las lipoproteinas.
En cobayos hipercolesterolémicos, una dieta
con 15 g AGt de origen rumiante/100g de
lipidos increment6 el colesterol total, C-LDL,
C-HDL y triglicéridos. Estos resultados fueron
similares al grupo de cobayos que recibi6
la misma dosis de AGr industriales. Esto
demostré que los AGz de origen rumiante y
de origen industrial, a pesar de su distribucién
isomérica diferente, cuando se consumié en
altas dosis tuvieron el mismo efecto sobre
factores de riesgos plasmdticos para enfermedad
cardiovascular en cobayos'’.
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Tabla 2. Comparacién de la tasa sérica de ALT y AST, segin grupo y tiempo.

Tasa sérica Tasa basal Dia 15 Dia 45 Dia 75
ALT (U/1)
control 10,80 + 4,44 7,60 + 3,81° 11,00 + 7,92° 22,50 £ 6,77°
alto rrans 13,00 + 6,15 18,15 + 4,93° 23,60 + 12,68° 86,30 + 23,88
AST (U/])
control 6,30 + 2,06 5,90 + 1,29 17,20 + 14,33*" 33,30 + 14,13
alto trans 6,70 + 5,42 5,60 + 1,35 19,40 + 21,53b¢ 20,20 + 18,68°¢

+bed; Medias con una letra comin no son significativamente diferentes. ALT: alanina aminotransferasa, AST: aspartato aminotransferasa.

Tabla 3. Efectos de leches bubalinas con baja (grupo control) y alta relacién AG#/AGS (grupo alto z7ans) sobre el peso, contenido de
lipidos, drea sudanofilica, fibrosis y recuento de macréfagos en higados de conejos hipercolesterolémicos.

Grupos
Control alto trans p valor

peso del higado (g) 148,00 + 17,51 133,00 + 25,84 0,146
extracto etéreo (%) 8,68 + 1,50 10,62 + 2,39 0,0437¢
drea sudanofilica (%) 26,42 + 12,55 37,05 +7,53 0,0338¢

0 7 2 0,0246
fibrosis

la 1 1
(frecuencia

1b 2 6
absoluta)

2 0 1
n° de macréfagos 48 + 16,14 94,20 + 50,68 0,0190¢

(6 campos de 40x)

% prueba # bilateral para muestras independientes. ": Chi cuadrado Pearson.
0 (fibrosis ausente), la (fibrosis perisinusoidal en zona centrolobulillar visible con tricromica), 1b (fibrosis perisinusoidal en zona
centrolobulillar visible con HE), 2 (fibrosis en zona 3 + portal/periportal).

Los incrementos séricos de ALT y AST
son, usualmente, buenos predictores de la
degeneracién grasa hepdtica no alcohélica®.
El grupo de conejos que consumié leche
con alta relaciéon AG#AGS durante 15 dias,
registr6 elevados niveles de ALT, con valores
normales de AST. Dicho patrén bioquimico de
transaminasas fue el tipicamente observado en
humanos asintomdticos con estadios iniciales
de degeneracién grasa hepdtica no alcohélica®.
En ratas, luego de una intoxicacién aguda (15
dias) con 2000 mg/kg de peso vivo de una grasa
lictea con alta relacién AG#AGS (27,30%
de AGry 51,20% de AGS), se reporté una
leve degeneracién vacuolar de hepatocitos
y rarefaccién citoplasmdtica hepatocelular'.
En nuestra experiencia, el incremento de
ALT sugirié6 que pudo ser causado por dafio

hepatocelular en los conejos que consumieron
leche con alta relacién AG#AGS. Mis tarde,
durante la induccién de hipercolesterolemia,
los incrementos graduales en los niveles
séricos de ALT y AST concordaron con la
evolucién sérica de las transaminasas causada
por la degeneracién grasa hepdtica inducida
por colesterol en este modelo'. Durante
esta fase, el grupo que recibié leche con alta
relacién AG#/AGS continué registrando un
significativo incremento en la tasa sérica de
ALT. Este resultado estuvo en concordancia
con el mayor contenido de lipidos y con los
hallazgos histopatoldgicos detectados en
higado de este grupo de animales.

El higado de los conejos que consumieron
leche con alta relacion AG#HAGS registro

aumento del drea sudanofilica, mayor
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Figura 1. Degeneracién grasa hepética inducida por colesterol en conejos que recibieron leche bubalina con baja relacién AG#/AGS (a,
¢, ey g: grupo control) y alta relacién AG#/AGS (b, d, fy h: grupo alto #7ans). 1a: Degeneracién grasa microvacuolar centrolobulillar.
1b: Degeneracion grasa microvacuolar panlobulillar (Sudan IV, barra: 100 pm). 1c: Degeneracién grasa microvacuolar, més evidente
en zona centrolobulillar. 1d: Degeneracion grasa de hepatocitos con fibrosis perisinusoidal en zona centrolobulillar (H-E, barra: 50
pm). le: Estadio de fibrosis 0 (ausente). 1f: Fibrosis perisinusoidal en zona centrolobulillar (Tricrémica de Mallory, barra: 50 pm). 1g:
Inmunomarcacién de macréfagos en higado de conejo control. 1h: Infiltracién de macréfagos alrededor de la vena central (anticuerpo
RAMI1, barra: 20 pm). ve: vena central, ep: espacio porta.
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incremento de
infiltracién de macréfagos, que el higado de
los conejos que consumieron una leche con
baja relacién AG#AGS. En concordancia
con nuestros hallazgos histopatolégicos,
la fibrosis del higado comenzé en la zona
centrolobulillar en respuesta a la necrosis
de hepatocitos con degeneracién grasa que
ocurrié con mayor severidad en esta zona
del lobulillo* . Cuando la enfermedad
avanzd, la fibrosis progresé a la zona portal
y formaron puentes de fibrosis’; como se
registré en un conejo del grupo alto zrans.
La fibrosis indica dafio hepdtico irreversible
y, si el dafio hepatocelular continda, puede
progresar a cirrosis’. Por otra parte, el
recuento de macréfagos se
alrededor de la vena central del lobulillo en
respuesta al mayor grado de degeneracién
grasa de hepatocitos®.

A diferencia de nuestros resultados, el
efecto individual de #7ans-11 18:1, principal
AGtde origen rumiante, demostré mejorar los
sintomas del sindrome metabdlico y reducir
la esteatosis hepdtica en ratas’. Sin embargo,
este trabajo evalué el efecto especifico de
un dcido graso, que puede diferir con el
efecto fisiolégico de un alimento complejo
como la leche®. Otro trabajo demostré que
una manteca reducida en AGS (41,2%) y
enriquecida con trans-11 18:1 (7%) y cis-9,
trans-11 18:2 (2,6%) no indujo esteatosis
hepdtica en conejos hipercolesterolémicos®.
Dicha diferencia puede deberse a la diferente
concentracién de dcidos grasos de la leche y
a la diferente dosis de colesterol empleada.

Nuestros concuerdan
la degeneracién grasa hepdtica reportada
al modificar el perfil de AGr en la leche
(sustitucién de zrams-11 18:1 por trans-10
18:1 como principal AG#). Una grasa lictea
con altos niveles de AGz (11,8% de trans-10
C18:1 y 1,8% de trans-11 18:1) y reducida
en AGS (41,9%) incrementd el colesterol
ligado a lipoproteinas de muy baja densidad,
incrementé los dcidos grasos no esterificados
plasmadticos, la glucemia e

frecuencia de fibrosis e

incrementé

resultados con

incrementé

indujo degeneracién grasa hepdtica en un
grupo de conejos®. Nuestros resultados
también concordaron con los efectos de
sustituir los AGS por AGr industriales en
modelos experimentales de degeneracién
grasa hepdtica no alcohélica. La tasa sérica
de ALT, la degeneracién grasa, la respuesta
inflamatoria (FNTa) y la respuesta pro-
fibrogénica (pro-coldgeno) en el higado de
ratones, fueron sustancialmente mayores
cuando recibieron una dieta con 30% de AG?
de aceite vegetal hidrogenado; comparado
con una dieta isocalérica conteniendo AGS*2.
En otro modelo, ratones alimentados con
una dieta rica en AG# de origen industrial
(20% del aporte energético) registraron
resistencia a la insulina, altos valores de ALT e
incrementaron la IL-1P en higado; cuando se
compar6 con ratones alimentados con grasa
de cerdo (caléricamente idéntica, pero sin
grasas trans)''. El exceso de AG# industriales
en la dieta incrementé la expresién hepdtica
de genes lipogénicos'® %, la afluencia de
dcidos grasos no esterificados al higado, la
acumulacién hepdtica de peréxidos lipidicos
e indujo degeneracion grasa hepdtica'.

Podemos especular que el alto contenido
de AGt (~25%) de la leche con alta relacién
AG#AGS  contribuyé a
el colesterol total plasmdtico e indujo
degeneracién grasa hepdtica mds extensa, con
incremento de fibrosis y mayor infiltracién de
macréfagos en el higado de los conejos. Por
otra parte, el menor contenido de AGP cis (en
particular cis-9,cis-12,cis-15 18:3) de la leche
con alta relacién AG#AGS (Tabla 1), también
pudo haber contribuido a estos efectos; debido
que los AGP cis redujeron la esteatosis hepdtica
en ratas’' y en ratones®.

En conclusién, el consumo de una leche
con alta relacién AG#AGS contribuyé a
incrementar la colesterolemia y a incrementar
el efecto hepatotéxico del colesterol en
conejos machos, cuando se comparé con una
leche con baja relacién de AG#/AGS. Dichos
efectos estén, posiblemente, relacionados con
el contenido de AG¢? de esta leche.

incrementar
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