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PROLOGO

Existen evidencias experimentales y epidemiolégicas que demuestran que un
consumo excesivo de productos derivados de lagrasa lactea (GL)incrementa en el
hombre el riesgo de enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT). La presencia de
una sobre abundancia de acidos grasos saturados(AGS), principalmente laurico
(C12:0), miristico (C14:0) y palmitico (C16:0), junto con ciertos acidos grasos
(AG)trans(AG-t) y colesterol,han conducido durante las ultimas décadas a un gradual
descenso en el consumo de dichos productos. No obstante, la leche contiene
componentes bioactivos que tienen efectos protectores sobre el riesgo de ECNT. La
GL puede ser naturalmente modificada en cuanto a sus AG constitutivos a través de la
alimentacion de los animales, como se demostré en estudios previos a través de la
suplementacion de sus dietas con aceites conteniendo acidos grasos poliinsaturados
(AGPI), entre ellos el aceite de soja, rico en acido linoleico (C18:2n-6, ALi) y el aceite
de lino, rico en acido linolénico (a-C18:3n-3, ALA). La plasticidad de la GL permitiria
reducir potenciales factores de riesgoasociados a la dieta (como la concentracion
elevada de algunos AGS e incrementar los niveles de AG bioactivos benéficos, entre
ellos elcis-9,trans-11 C18:2 (acido linoleico conjugado, CLA), eltrans-11 C18:1 (acido
vaccénico, AV), el cis-9 C18:1 (acido oleico, AO) y el C18:3n-3, entre otros. En el
presente trabajo de Tesis se abordaron dos aspectos centrales: En la primera etapa, el
objetivo fue determinar una combinacion adecuada de aceites de soja(AS) y de lino
(AL)que, al ser suministrada con la alimentacion a vacas y ovejas lecheras, resultara
capaz de producir una grasa lactea funcional (GLF), esto es, una combinacién capaz
de reducir en la leche los niveles de AG potencialmente deletéreos e incrementar los
de los benéficos desde el punto de vista de la salud humana. En la segunda etapa, se
apunt6 a la obtencion de la GL y GLF en cantidades necesarias para determinar la
capacidad de prevenir o al menos atenuar las alteraciones metabdlicas que se
producen en animales de laboratorio con exceso de grasa en su dieta.Se espera que
los resultados a obtener permitan proponer una alternativa tecnolégica viable para
producir lacteos con propiedades saludables y con agregado de valor en su origen
(tambo), asi como obtener informacion relevante sobre los mecanismos involucrados
en la posible prevencion o atenuacion de alteraciones en el metabolismo lipidico en los
eventuales consumidores humanos de dichos lacteos.Los resultados del proyecto
podrian contribuir a generar un nuevo nicho de mercado para los productos y una

mejor calidad de vida en la poblacion, asi como ahorros por parte del Estado en costos



asociados al mantenimiento de la salud publica a través de la prevencion de ECNTs

importantes y frecuentes.

INTRODUCCION GENERAL

Marco teérico general

Segun estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud(OMS), tres cuartas
partes de las muertes prematuras que se produzcan en el mundo para el afo 2020
estaran causadas por ECNT, tales como los trastornos cardiovasculares, hipertension,
la diabetes o el cancer (Toral et al., 2012), estos desordenes metabdlicos estan
relacionados a un aumento en la morbilidad y mortalidad en distintas etapas de la vida
(Nagao et al., 2008).Junto con los avances cientificos que vinculan la salud y la dieta,
existe un gran interés publico en los alimentos funcionales, en particular los lipidos
funcionales (Kim et al., 2016).Las evidencias cientificas que relacionan a la
alimentacion con la salud humana han tomado una especial relevancia durante los
ultimos afios y se detecta un interés creciente del consumidor sobre los efectos
benéficos que una buena alimentacion puede ejercer sobre la disminucion del riesgo.
La expresion “alimento funcional” se utiliza para identificar alimentos y/o componentes de los
mismos que poseen propiedades sobre la salud de los consumidores que superan al beneficio
clasico de un aporte de nutrientes (Milner, 1999) y deben también ser considerados como
alimentos con bioactibidad (Dr. Einard, VBP, comunicacion personal). Otra definicién sugiere
que un alimento funcional es aquél que contiene un componente, nutriente o no nutriente, con
efecto selectivo sobre una o varias funciones del organismo, por encima de su valor nutricional
y cuyos efectos positivos justifican que pueda reivindicarse su caracter saludable, (Ashwell,
2012)

Serian funcionales también los alimentos en los que se ha eliminado o reducido la
presencia de uno o varios componentes para que produzca menos efectos
indeseables sobre la salud humana(Milner, 1999). Hasler y Brown (2009) definen a los
alimentos funcionales como cualquier alimento modificado o ingrediente alimentario
que, ademas de sus efectos nutritivos, puede producir un beneficio o mejora del
estado de salud, o bien afectar beneficiosamente distintas funciones del organismo y/o
reducir el riesgo de padecer alguna enfermedad. Tambien, alimento funcional es todo
aquel alimento semejante en aparincia fisica al alimento convencional, consumido
como parte de la dieta diaria, pero capaz de producir demostrados efectos metabdlicos

o fisiologicos, utiles en el mantenimiento de una buena salud fisica y mental, en la



reduccion del riesgo de enferemedades cronico-degenerativas, ademas de sus
funciones nutricionales basicas (Serrano Rios et al., 2005)

Este concepto tiene su origen en Japon en la década de los 80 tendiente a reducir

las crecientes inversiones estatales en salud publica como consecuencia de la mayor
longevidad promedio de la poblacién y mejorar a su vez la calidad global de vida de la
misma.
La GL contiene una sobre abundancia de AGS con propiedades hipercolesterolémicas
(C12:0, C14:0 y C16:0) que pueden aportar entre un 25 a un 60% del total de grasa
saturada que un ser humano consume diariamente. También contiene ciertos AG con
propiedades saludables (CLA y AV)por ser capaces de prevenir la incidencia de
ECNT. Entre muchos otros efectos potencialmente benéficos sobre la salud humana
(Maijala, 2000; Gagliostro, 2004a), el isomero cis-9, trans-11 C18:2 (CLA) ha sido
sefalado como un agente preventivo del desarrollo y proliferacion de ciertos tipos de
cancer (Ip et al., 1994; Ip et al., 1999; De La Torre et al., 2006; Kelley et al., 2007; Kim
et al., 2016; Faramarzi et al., 2017), asi como un efectivo agente reductor del riesgo de
enfermedades cardiovasculares(ECV) a través de sus propiedades antiaterogénicas
(Lee et al., 1994; Lock et al., 2005) entre otros efectos potencialmente benéficos sobre
la salud humana (Gagliostro, 2004a, Kim et al., 2016).

La GL también posee una enorme plasticidad en cuanto a su composicién en AG,
siendo la alimentacion de los animales rumiantes una herramienta practica, natural y
eficaz para modificarla en un sentido mas saludable para el consumidor (Chilliard et
al., 2000; Gagliostro 2004b, Gagliostro, 2011; Gagliostro et al., 2017; Antonacci et al.,
2017). Este aspecto puede ser ventajosamente utilizado para obtener productos
lacteos bovinos (Gagliostro, 2004b, Antonacci et al., 2017; Gagliostro et al., 2017),
caprinos (Gagliostro, 2004c), ovinos (Gémez-Cortés, 2010) y bubalinos (Gagliostro et
al., 2015) con propiedades funcionales.

En el marco del presente Proyecto, en la primera etapa se modul6 a través de la
grasa dietaria la composicion de la GLen vacas y ovejas lecheras con el fin de lograr la
mejor combinacion de aceites vegetales (soja-lino)capaz de reducir en la leche la
fraccion pro-aterogénicay de aumentar la abundancia de AG con propiedades
funcionales. Si bien existen fundamentos técnicos quejustifican utilizar combinaciones
de aceites vegetales conteniendo acido linoleico (soja) y linolénico (lino) para obtener
lacteos mas saludables.presentan potenciales actividades sinérgicas sobre la
generacion ruminal del acido vaccénico y el flujo del mismo hacia glandula mamaria.

Este hecho esta positivamente correlacionado con la presencia de acido ruménico en



la leche con la ventaja adicional de una potencial mejora en la presencia del linolénico
en leche. Puesto que la disponibilidad de aceites de soja y de lino es alta en Argentina,
se utilizan ambas fuentes para vehiculizar la llegada de los acidos linoleico (C18:2) y
linolénico (C18:3) al compartimento rumen. Como se explica en el texto, ambos
compuestos no existen trabajos que permitan definir la mejor proporcion entre ellos
para lograr este objetivo, lo que se transformara en un aporte original de la presente
investigacion.

En la segunda etapa del Proyecto, el ensayo zootécnico se articula con la
evaluacion de las potenciales propiedades saludables de la GLF comparada con una
GL convencional. En animales de laboratorio se evaluan parametros o marcadores
bioquimicos que en el hombre se asocian al riesgo de ECNT, abocandonos en esta

tesis especificamente a las asociadas al riesgo cardiovascular.

Caracterizacioén y relevancia del problema

Desde el punto de vista de la salud humana, se considera que la GL deberia
contener hasta un 8% de AGS (Grummer, 1991). La composicion promedio en AG de
la GL de los rumiantes por lo tanto no resulta ideal porquenaturalmente posee una
elevada concentracion de AGS (Grumer, 1999). En Argentina, los AGS de la leche
representan en promedio el 54% (Maritano et al.,, 1987), y los valores de AGS
observados en sistemas no pastoriles son del orden del 70% en promedio (Jenkins y
McGuire, 2006). Por otra parte, la cantidad de AG monoinsaturados
(AGMI)yAGPlalgunos de los cuales han sido calificados como “agentes estimuladores”
de la salud (Gagliostro, 2005), resulta sub-6ptima.

Es sabido que los AGS tienden a aumentar los niveles de colesterol plasmatico
incrementando la incidencia de ECV (Hu et al., 2001), sin embargo algunas revisiones
de estudios epidemiologicos cuestionan estas afirmaciones (Maijala, 2000; Huth y
Park, 2012; De Souza et al., 2015). Este aspecto resulta de importancia ya que segun
los habitos alimenticios y el poder adquisitivo de la poblacion, los lacteos pueden
aportar entre un 25 a un 60% del total de AGS que un ser humano consume
diariamente. Un consumo excesivo de GL podria incrementar la incidencia de ECNT,
principalmente las asociadas al riesgo cardiovascular. Otros trabajos postulan que al
evaluar la asociacion de la grasa saturada con los perfiles de lipidos y el riesgo de
ECVse debe tener en cuenta la sustitucion con otros nutrientes (Mensink, 1994;

Maijala, 2000). Los estudios realizados en animales y seres humanos apoyan el



concepto de que la sustitucion de grasas saturadas por grasas poliinsaturadas da
como resultado perfiles lipidicos mas saludables, especificamente disminucion de
colesterol total y colesterol LDL con disminuciones minimas en la fraccion HDL, asi
como disminucion de riesgo ECV (Siri.Tarino et al., 2010). En la GL, los AG
contraindicados son los acidos laurico (C12:0), miristico (C14:0) y palmitico (C16:0)
que resultan ser los mas peligrosos (Ulbritch y Southgate, 1991) cuando son
consumidos en exceso ya que elevan el colesterol plasmatico total y el colesterol
asociado a las LDL (Schrezenmeir y Jagla, 2000; Legrand et al., 2001). Es importante
destacar que el colesterol total es en realidad un marcador muy deficiente, ya que
también incluye la fraccion HDL. De modo que el hecho de tener un colesterol total alto
no implica mayor riesgo ya que puede suceder que la fraccion HDL (protector) sea alta
y contribuya a un elevado colesterol total (Maijala, 2000; Mensink et al., 2003). El
C14:0 presenta el mayor potencial aterogénico ya que la fraccion tiene un efecto
cuatro veces mas fuerte que el C16:0 sobre los niveles plasmaticos de colesterol
(Ulbritch y Southgate, 1991).Por otro lado, niveles de LDL elevados no sugieren
mayores riesgos ya que se debe distinguir qué tipo de particula esta asociada a esa
LDL. Particulas pequefas y densas de LDL implican
pequenaslipoproteinasquepenetranla pared arterial y pueden faciimente impulsar la
enfermedad cardiaca, no asi las particulas de LDL grandes con poca posibilidad de
penetrar las paredes arteriales. Cabe destacar quealgunos estudios han sugeridoque
la grasa saturadapuede aumentar la LDLcolesterolsélo si laingesta de
grasaspoliinsaturadascae por debajo de un nivel de umbral; especificamente, la
disponibilidad de acido linoleicopuedendeterminar efectos colesterolémicos de otros
acidosgrasos (Wijendran et al., 2004, en Siri-Tarino et al., 2010). Se ha demostrado
que la sustitucion de grasas saturadas por grasas poliinsaturadas disminuye la HDL
colesterol, pero mas sustancialmente la fraccion LDL lo que implica un aumento sobre
la relacion HDL/LDL y una reduccion en la relacion Colesterol total/HDL colesterol
(Mensink et al., 2003). La asociacion positiva entre estos AGS vy los niveles elevados
de colesterol en sangre han conducido durante las ultimas décadas a un gradual
descenso en el consumo de GL (Maijala, 2000).

En este contexto, se ha observado que la suplementacién de la alimentacion de
vacas (Gagliostro, 2004b; Antonacci et al., 2017; Gagliostro et al., 2017), cabras
(Gagliostro, 2004c), ovejas (Gdmez-Cortés, 2010) y bufalas (Gagliostro et al., 2015)
con AGPI permite reducir en la leche la concentracién de los AG pro-aterogénicos. En

el caso de la leche de vaca, el aporte suplementario de AGPI a los animales a través



de una mezcla de aceite vegetal y de pescado (Gagliostro et al., 2006) produce
descensos del 63%, 51% y 29% en los niveles de C12:0, C14:.0 y C16:0,
respectivamente. En Antonacci et al.(2017), al suplementar vacas lecheras con
mezclas de AS y AL la concentracion total de C12:0 a C16:0 disminuy6 en todos los
tratamientos respecto a Control (-27,4% en promedio) sin diferencias entre las mezclas
de aceites. La suplementacién con 4,7% de aceite de girasol y 1,4% de aceite de
pescado (AP) del CTMS produjo una reducciéon en la concentracion de los AG
proaterogenicos (C12:0, C14:0 y C16:0) del 63%, 51% y 29% del CMST,
respectivamente (Gagliostro et al., 2017).

El suministro de una manteca producida en la Universidad de Auckland (Nueva
Zelanda) con una disminucion de los acidos C14:0 y C16:0, y un aumento en los
acidos oleico y linoleico, reduce significativamente el colesterol total (-7,8%) y el
asociado a las LDL (-9,5%) en hombres de buena salud sin una disminucién asociada
en a las HDL (Poppit et al.,, 2002).Estos autores concluyeron que el riesgo
cardiovascular de origen dietario puede ser exitosamente reducido en humanos a
través de cambios moderados en el perfil de AG de unalimento natural bien aceptado
como es la manteca.

No todos los AGS presentes en la GL son desfavorables para la salud humana. El
acido estearico (C18:0), que representa un 9-10% del total de AG en leches bovinas,
ovinas y caprinas, es considerado como inocuo(Ulbritch y Southgate, 1991), o aun con
efecto positivo, sobre la base de resultados obtenidos utilizando hamsteres
alimentados con raciones ricas en colesterol. En este modelo experimental,
lasuplementacion con C18:0 reduce la absorciéon de colesterol dietario y duplica la tasa
de excrecion de colesterol endégeno (Schneider et al., 2000).

Con respecto a los AGI de la leche, el AO (cis-9 C18:1), es el principal AGMI que

contiene. Su nivel alcanza un 28-30% del total de AG en los lacteos, y es
considerado un protector contra la aterogénesis, debido a sus propiedades benéficas
sobre la composicion de los lipidos plasmaticos (Legrand et al., 2001).

Los acidos C18:2n-6 y C18:3n-3 son AG esenciales y deben ser aportados por la
alimentacion. Juegan un rol importante como precursores de AGPI de cadena mas
larga de las series n-6y n-3 respectivamente, tales como el araquidénico (C20:4n-6,
AA) y el decosahexaenoico (C22:6n-3, DHA). A través de sus productos, el C18:2n-6
es esencial para el crecimiento y la reproduccion y el C18:3n-3 para las funciones del
cerebro y la retina (Geay et al., 2002; Elsherbiny et al., 2015). En el hombre, estudios

epidemioldgicos y experimentales han demostrado que los acidos de la serie n-3



presentan propiedades hipocolesterolémicas, antitrombdticas, antiinflamatorias e
inmunosupresoras  (Williams, 2000, Calder, 2006; Calder; 2008; Calder,
2012;Mozaffarian et al., 2012; Swanson et al., 2012, Calder, 2013; Calder, 2014).

En salud humana resulta mas conveniente utilizar el concepto de relacion entre las
proporciones de AGI de la serie n-3 y n-6 que la concentracion individual de los
mismos en la dieta. Una relacién n-6/n-3 entre 5 y 2 resultaria éptima para la
alimentacion humana (Okuyama e Ikemoto, 1999, citados por Geay et al., 2002). Es
interesante destacar que tanto la presencia de ambos tipos de AG en la grasa lactea
como dicha relacidon son modificables a través de la alimentacion de vacas, cabras,
bufalas y ovejas lecheras(Gagliostro, 2004abc, Toral et al., 2010; Gagliostro et al.,
2015; Gagliostro et al., 2017; Antonacci et al., 2017), unode los aspectos que se esta
estudiando en el presente Proyecto, empleando combinaciones de aceites ricos en

C18:2n-6 y C18:3n-3 (soja y lino, respectivamente).

Acidos grasos trans

Ciertos AGPI, que se encuentran en niveles bajos en la mayoria de las dietas
humanas, contienen una o mas dobles ligaduras en la configuracion trans, como es el
caso de varios isomeros del CLA.La principal fuente de CLA en la alimentacion son los
productos lacteos (Parodi, 1999; Chilliard, Ferlay, Mansbrigge y Doreau, 2000). Se ha
estimado que la ingesta total promedio de CLA en los Estados Unidos provenientes de
fuentes naturales estan cerca de 200 mg/dia para los hombres y 93-151 mg/dia para
las mujeres y en el Reino Unido es de 97,5 mg/dia (Herbel et al., 1998;Park et al.,
1999b; Ritzenthaler et al.,, 2001; Mushtag et al., 2010). Otros autores reportan
consumos de CLA en el ser humano oscilan entre 0,3 a 1,5 gramos por persona y por
dia observandose los mayores consumos en aquellos paises donde la leche es
producida bajo condiciones de alimentacion pastoril del ganado (Gagliostro, 2004a).
Los CLA fueron reconocidos como componentes funcionales de los alimentos en
forma accidental, cuando se descubrieron sus propiedades antimutagénicas en la
carne bovina cocida, buscando por el contrario en ella agentes mutagénicos(Parizay
Hargraves, 1985). La forma biolégicamente activa del CLA es el isébmero cis-9trans-11
C18:2, también denominado &cido ruménico (AR).Este es el isémero mas abundante
en la leche, donde representa entre el 75 al 85 % del total de CLA presente (Bauman,
Corl, Baumgard y Griinari, 2001; Stanton, Murphy, McGrath y Devery, 2003; Collomb

et al., 2006). En orden de importancia le sigue los isémeros cis-9 trans-7 que



representa el 10% del total de CLA, el trans-9 cis-11 y trans-11 cis-13(Dilzer y Park,
2012). Luego le sigue el isbmero trans-10cis-12 C18:2 cuya presencia en leches
naturales es muy baja (Bauman et al., 2001).

Existen resultados promisorios sobre efectos potencialmente beneficiosos del
consumo de CLA, entre ellos la reduccion de la obesidad (trans-10 cis-12 CLA) (Shen
et al. 2013; Hamilton et al., 2015) pero con evidencias (Risérus et al., 2002a) de
efectos de resistencia a la insulina con este isdbmero (efecto diabetogénico)y la
diabetes tipo Il (Ip et al., 2003; Parodi, 2004; Yurawecz et al., 2006),preventivo de la
hiperinsulinemia y aumento de HDL colesterol en animales de experimentacién (De
Almeida et al., 2015) y la disminucién del riesgo de cancer colorectal (Larson et al.,
2005), con el isémero cis-9trans-11 C18:2, por citar sélo algunos.

Los AG-tson también producidos industrialmente durante la hidrogenacién parcial
de los aceites vegetales para la fabricacibn de margarinas, por lo que han sido
denominados sustancias no naturales (Mensink, 2002). Dicha hidrogenacion trae como
consecuencia un enriquecimiento en los isémeros trans (mayoritariamente trans-9 y
trans-10 C18:1) y con ello una grasa mas peligrosa para la salud en el ser humano. En
efecto, existe una correlacion positiva entre el consumo de AG-t y las concentraciones
plasmaticas del colesterol asociado a las LDL. Se ha demostrado una relacién dosis-
respuesta dependiente y positiva entre el consumo de los AG-t y el aumento de la
relacion LDL/HDL con el agravante de que la magnitud de dicho efecto es alin mayor
para los AG-tque para los AGS (Ascherio et al., 1999). Los isdbmeros trans de los
acidos oleico y linoleico son negativos tanto para el crecimiento fetal como para el
crecimiento y desarrollo en la nifiez, debido al efecto inhibidor que ejercen sobre la
desaturacion de los acidos linoleico y alfa-linolénico, lo que afecta adversamente la
formacion de AGPI de mayor longitud e insaturacion, tales como los acidos
eicosapentaenoico (C20:5n-3, EPA) y C22:6n-3(DHA) (Trumbo et al., 2002).

Desde un punto de vista biofisico, los AG-t tienen al menos una doble ligadura en la
configuracién trans, lo que les confiere un angulo mayor de ligadura respecto a la de
los isbmeros cis. La cadena carbonada resulta en consecuencia mas extendida y se
parece mas a la de los AGS que a los insaturados de configuracion cis. Esta propiedad
les confiere una mayor tendencia a la adhesion o alineamiento de las cadenas
carbonadas, lo que resulta en una menor movilidad del AG. Para una membrana
biolégica cuyos lipidos contengan estos AG, esto implica una menor fluidez en
comparacion con los isébmeros que contienen sus dobles ligaduras en configuracion

cis. Este tipo de AG-t esta presente en una gran variedad de alimentos que contienen



margarinas. Si bien el llamado Nivel de Consumo Maximo Tolerable de estos AG-t
deberia ser de cero, alcanzar el mismo resulta impracticable debido a que también hay
AG-ten alimentos indispensables para el ser humano como son las carnes y las
leches. Dentro de los AG-t consumidos por el hombre, los isdmeros trans-C18:1 son
los de mayor porcentaje (85-95%), seguidos de los trans-C18:2 (8-22%), mientras que
las cantidades de trans-C18:3 son menores al 10% (Zbikowska, 2010).

Resulta por lo tanto importante distinguir entre los AG-tnaturales y los producidos
industrialmente. En los rumiantes, estos AG se producen naturalmente por la
biohidrogenacion (BH) de los AG dietarios por parte de las bacterias normalmente
presentes en el tracto gastrointestinal, a la temperatura y presién corporal normal de
los animales. En cambio, el proceso industrial de hidrogenacién de aceites vegetales
genera los AG-tbajo una hidrogenacién catalizada por metales, bajo una enorme

presibn a muy alta temperatura (http://www.dairynutrition.ca/nutrients-in-milk-

products/fat/natural-trans-fats). A diferencia del proceso biolégico, que genera una

cantidad importante de CLA y AG como el AV, el proceso industrial genera una amplia
variedad de isémeros, con las dobles ligaduras entre carbonos localizadas en distintas
posiciones de las moléculas de los AG. Entre lostrans- monoinsaturados de C18:1, el
acido elaidico (trans-9 C18:1, AE) es el que mas efectos negativos tiene sobre el
colesterol plasmatico y la incidencia de ECV en el ser humano (Stender et al., 2008).
Mientras que en la grasa de la leche de rumiantes los AG-trara vez superan el 6% de
los AG constitutivos, en las margarinas alcanzan valores de hasta un 60% de los AG
presentes. El AEy el trans-10 C18:1, que son los AG mayoritariamente presentes en
las margarinas y son considerados pro-aterogénicos.

Desde el inicio de la década de los 90, fueron puestos en evidencia los efectos
adversos del consumo de estos AG-tsobre los niveles de lipidos plasmaticos (Mensink
y Katan, 1990) y el riesgo de enfermedades coronarias (Ascherio et al., 1999). Ademas
de los efectos desfavorables sobre el perfil lipidico, se les han atribuido efectos pro-
inflamatorios (Calder, 2006, Calder, 2008, Calder, 2012) y acciones pro-arritmicas
(Stender at al., 2008). El consumo diario de 5 g de AG-tproveniente de margarinas ha
sido asociado a un 29% de incremento en el riesgo de enfermedades coronarias
mientras que dicha asociacion no pudo establecerse ni aun con un consumo maximo
de 4 g de AG-tprovenientes de rumiantes (Stender et al., 2008).Bendsen et al. (2011)
han reportado en estudios observacionales que el consumo de AG-tde origen
industrial, pero no los AG-tde origen natural, correlacionaban positivamente con los

sucesos y casos fatales de ECV.
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Como ya fue comentado, la BH (desaturacion) bacteriana en el rumen también
produce dobles ligaduras de tipo trans sobre los diversos AG ingeridos por la vaca
pero con una alta predominancia natural del acido AV, que representa al menos un
50% del total de isémeros trans. Dado que éste puede ser convertido en AR en los
tejidos humanos tiene cierto grado reconocido de funcionalidad, habiendo sido
considerado favorable en los estudios relacionados a salud humana (Mensink, 2002;
Banni et al., 2002). Otros isdmeros trans presentes en los lacteos parecen no ejercer
efectos negativos, y algunos hasta positivos, sobre la salud humana.

Los AG-tson transportados en forma esterificada en los ésteres de colesterol, los
triglicéridos y losfosfolipidos de las lipoproteinas. Experimentos en roedores realizados
en Canada sefalan que el aporte de AV disminuye la concentracion de
triglicéridos(TG) plasmaticos y en menor medida la de colesterol total y LDL con
efectos mas importantes en los experimentos de largo

plazohttp://www.clanetwork.com/2008. En sintesis, el AV es el AG-tmas importante

producido por los rumiantes, esta presente fundamentalmente en los lacteos y
contribuye con un 80 a un 90% del aporte de grasas trans en la dieta (Gagliostro,
2004a).

La via mas efectiva para modificar el perfil de AG en la leche de rumiantes es la
suplementacion con aceites vegetales ricos en AGPI, practica que permite aumentar la
generacion ruminal del AV y del AR (Gagliostro, 2004b, Gagliostro, 2004c, Gagliostro,
2011; Gagliostro et al., 2015; Gagliostro et al.,, 2017; Antonacci et al., 2017).
Inhibidores naturales de la BH del AV, como los acidos grasos EPA y sobre todo DHA,
pueden potenciar el efecto del aporte de AGPI (Gagliostro, 2004b, Palmquist y Griinari,
2006; Gagliostro et al., 2017). El AP se caracteriza por un alto contenido en estos dos
AG n-3 de cadena larga (AbuGhazaleh et al., 2003). Ensayos conducidos in vitro
sugieren que el DHA seria el principal compuesto activo presente en el AP que
favorece la acumulacion de AV en el rumen (AbuGhazaleh y Jenkins, 2004) para su
posterior transferencia a la glandula mamaria.

Los inconvenientes asociados al uso de AP son su extremadamente baja
palatabilidad, su elevado costo, la variabilidad estacional en sus AG constitutivos por la
diversidad bioldgica en las especies marinas capturadas para su obtencion y la falta de
un suministro constante de este insumo por parte de los laboratorios 0 empresas
proveedoras. Un aspecto importante es que la suplementacién de la dieta de vacas

lecheras con AP induce la depresion de la grasa de la leche (Griinari y Bauman, 2006),
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incluso en dietas con un alto contenido de fibra (Gama et al., 2008),lo que reduce la
rentabilidad para el productor.

A estos inconvenientes se suma la existencia de una restriccion a su uso en
algunos paises (entre ellos Brasil) para alimentacién de rumiantes, mas un cierto
riesgo de desvios en la fermentaciéon ruminal hacia la produccién de ciertos AG no
deseados, como el ya mencionado trans-10 C18:1, fundamentalmente en los ovinos
(Gémez-Cortés, 2010).

Existe una importante cantidad de trabajos que documentan la importancia que la
alimentacion de los animales rumiantes tiene sobre el contenido en AGS, n-3 y CLA
presentes en la grasa lactea del ganado bovino (Gagliostro, 2004b, Galiostro, 2011;
Antonacci et al., 2013; Gagliostro et al., 2017; Antonacci et al., 2017), caprino
(Gagliostro, 2004c), bubalino (Gagliostro et al., 2015) siendo aun muy escasa la
informacion disponible sobre los efectos logrables en leche de oveja (Gomez-Cortez,
2010; Pintus et al., 2013; Nuda et al., 2014).

El acido C18:3n-3 contenido en el aceite de lino, tal como el AP pero sin sus
inconvenientes, presenta potencialidad para incrementar los niveles de AV en el fluido
ruminal y los de AR en la grasa lactea, con menor tendencia a incrementar el trans-10
C18:1 (Gomez-Cortes et al., 2008). Otra ventaja de la suplementacion con aceite de
lino, es que puede reducir la relacion n-6/n-3 en leche de vacas, (Gagliostro, 2004b),
cabras (Gagliostro, 2004c) y ovejas (Gomez-Cortés, 2010).

Estudios in vitro (Castillo Vargas, 2012) demostraron que la sustitucién parcial de
C18:2n-6 por C18:3n-3 incremento la tasa de conversion del C18:2n-6 a CLA y de CLA
a AV. La mayor tasa de isomerizaciéon del C18:2n-6 se obtuvo al combinarlo con el
C18:3n-3, lo que implicaria que en el fluido ruminal la conversion del C18:2n-6 a estos
metabolitos también podria favorecerse por la presencia de C18:3n-3.

EIASes rico en acido linoleico (cis-9 cis-12 C18:2), mientras que el AL es una fuente
natural de acido linolénico (cis-9cis-12cis-15 C18:3) (Dubois et al., 2007). En la cabra 'y
en bufalas , ambos aceites, suministrados al 5-6% y 2,21-4,42 % del consumo de
materia seca total (CMST), respectivamente, provocan los efectos buscados para una
leche funcional (Gagliostro, 2004c; Gagliostro et al., 2015). Sin embargo, no existen en
nuestro conocimiento ensayos que demuestren la ventaja de combinar estos dos
aceites tanto en vacas como en ovejas lecheras.

Utilizando alimentos convencionales, la ingestion diaria de CLA y del AV resultaria
insuficiente en el hombre para alcanzar sus efectos bioquimicos, moleculares y

fisiologicos positivos contra el cancer, la aterosclerosis y la obesidad (Watkins y Li,
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2003). Sin embargo, es posible que una adecuada alimentacion de los rumiantes
productores de leche permita aumentar los niveles de CLA y de AV en la grasa lactea
para obtener lacteos funcionales.

Es importante conocer la cantidad efectiva minima de CLA y de AV a consumir
diariamente por un ser humano para obtener un efecto terapéutico o protector sobre la
salud. En animales de laboratorio (ratas), se demostré que con concentraciones muy
bajas de CLA en la racion total (0,1%) se lograba disminuir significativamente el
numero de tumores mamarios (Ip et al., 1994). Para una rata de unos 350 g de peso
vivo, el consumo diario preventivo de AR seria del orden de 0,015 g. Una ingestién
equivalente en el ser humano, utilizando el peso metabdlico como ajuste en el calculo,
permite estimar que un efecto antitumoral en una persona de unos 70 kg de peso vivo
podria lograrse con un consumo diario de 0,8 g/dia de CLA (Watkins y Li, 2003). Cabe
comentar que el consumo juzgado preventivo de CLA seria unas diez veces
menor(comunicacion personal del Dr. D Bauchart, cita Gagliostro 2004a).Por otra
parte, los efectos saludables del consumo de CLA sobre la aterosclerosis se
alcanzarian a partir de niveles de CLA cercanos a los 0,25 g /dia (calculo por
extrapolacién de los efectos observados en experimentos con animales ajustados al
ser humano en funcion al peso metabdlico).

Las estimaciones existentes de consumo diario de CLA en humanos se encuentran
en general por debajo de los valores mencionados, salvo en paises como Australia
donde predominan sistemas pastoriles de produccién de leche. El nivel de consumo
diario de CLA aconsejable seria mas facil de alcanzar si lograramos enriquecer
naturalmente a los lacteos en CLA. En la actualidad, existe un gran interés en
modificar el perfil en AG de la GL para responder a las demandas de los consumidores
que se orienta hacia la obtencion “natural” de este tipo de productos, esto es, sin la
adiciéon de moléculas bioactivas exdgenas. Cabe destacar que las propiedades
benéficas de la GLF rica en CLA se transfieren a los lacteos (manteca, queso, yogurt 'y
helados) elaborados con ella (Gagliostro, 2011).

Por las razones expuestas, y por el impulso que han tomado los alimentos
funcionales, la posibilidad de modificar la composicién de la grasa lactea de vacas,
cabras, bufalas y ovejas constituye una valiosa herramienta de diferenciacion y
valorizacién de los productos lacteos (Gagliostro, 2004abc; Gagliostro et al., 2015;
Antonacci et al., 2017). El presente Proyecto se orienta a la obtencién de lacteos con
reduccion del nivel de AG deletéreos para la salud (C12:0, C14:0 y C16:0) y con un

incremento de compuestos con caracteristicas saludables y preventivas (cis-9 C18:1,
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trans-11 C18:1 y cis-9, trans-11 C18:2 y C18:3n-3, entre otros). Este objetivo esta en
sintonia con la demanda creciente de alimentos funcionales que, manteniendo sus
atributos sensoriales comparados con los tradicionales, aporten beneficios para la
salud de los consumidores.

En el marco del presente plan de trabajo, se busco la mejor combinacién AS y AL
en la dieta de los animales que resulte efectiva para reducir en la leche la cantidad de
AGS pro-aterogénicos e incrementar en forma simultanea la proporcion de AG con
propiedades potencialmente benéficas para la salud humana. Se espera obtener una
GLF cuyo potencial beneficio sobre la salud sea evaluado en animales de laboratorio,
tanto normales como experimentalmente afectados por trastornos del metabolismo de
los lipidos y de los carbohidratos similares a los que se observan en humanos en
condiciones promotoras de aterosclerosis y diabetes.

Como objetivos a largo plazo, se espera que el desarrollo del proyecto tenga un
impacto positivo sobre la cadena de valor en la industria alimentaria a través de la
produccion de alimentos funcionales y sobre la salud de los consumidores, lo que
redundara indirectamente sobre la economia mediante el ahorro al Estado en costos

asociados a mantenimiento de salud publica.

Un resumen de las etapas en las que se ha dividido este proyecto y las actividades

a realizar en cada una son las siguientes:

ETAPA I. ENSAYOS ZOOTECNICOS

EFECTOS DE LA SUPLEMENTACION CON DISTINTAS COMBINACIONES DE
ACEITE DE SOJA Y DE LINO SOBRE EL PERFIL DE ACIDOS GRASOS DE LA
LECHE DE VACAS EN PASTOREO

CAPITULO I. Modulacion del perfil de los acidos grasos de la leche a través de la
suplementacion con combinaciones de aceites vegetales poliinsaturados (soja-lino)a
vacas lecheras en alimentacion base pastoril.

CAPITULOIIl. Ensayo de dosis-respuesta a niveles crecientes de la mejor
combinacion soja-lino en vacas lecherasen alimentacién base pastoril.

CAPITULOIIl. Efecto de la suplementacion de la dieta ovina con distintas

combinaciones de aceite de soja y de lino sobre el perfil de acidos grasos de la leche.
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ETAPA Il.LENSAYOS BIOMEDICOS

EFECTOS DE LA GRASA LACTEA FUNCIONAL OBTENIDA SOBRE MODELOS
CON EXCESO DE GRASA DIETARIA EN ANIMALES DE LABORATORIO

APENDICE. Obtencién de grasa estandar y grasa funcional bovina para los
ensayos biomédicos (Suplementacion con mezcla aceites vegetales y el perfil en
acidos grasos de leche bovina).

CAPITULO IV. Evaluaciones bioquimico nutricionales de una potencial grasa lactea

funcional bovina en animales experimentales.

Como resultado del proyecto, se espera lograr los siguientes objetivos:

OBJETIVOS GENERALES

Obtener leches bovina y ovina con propiedades funcionales para la prevencion
y/o reversion de ECNT importantes en el hombre, esto es, reducidas en acidos grasos
potencialmente perjudiciales y enriquecidas en AG saludables desde el punto de vista

de la salud humana.

Evaluar la potencia funcional de la grasa lactea bovina asi modificada en animales

de laboratorio con exceso de grasa dietaria.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-Obtener una leche con una GLF que tenga reducida concentracion de AG
proaterogénicos (C12:0, C14:0 y C16:0) e incrementado nivel de AG potencialmente
mas saludables (CLA, AV y AGPI de la serie n-3) a partir de modificaciones en los

lipidos dietarios de vacas y ovejas lecheras.

2.- Determinar cual es la mejor combinacion entre aceites de soja y de lino en la dieta
que permita alcanzar ese objetivo manteniendo en un minimo la aparicién del trans-9
ytrans-10 C18:1.



15

3.- Determinar cuanto es necesario y suficiente de dicha mejor combinacién para

lograr los efectos deseados.

4.-Generar grupos de ratas con exceso de grasa en su dieta para evaluar en ellas los
potenciales efectos positivos de la GLF producida, en comparaciéon con la grasa

estandar.

CAPITULO |

MODULACION DEL PERFIL DE LOS ACIDOS GRASOS DE LA LECHE A TRAVES
DE LA SUPLEMENTACION CON COMBINACIONES DE ACEITES VEGETALES
POLIINSATURADOS (SOJA-LINO) A VACAS LECHERAS EN ALIMENTACION
BASE PASTORIL (VER PUBLICACION 1. PAGINA 214)

Este primer trabajo experimental forma parte de las actividades previstas en la
Etapa | y satisface los objetivos especificos 1 y 2 en lo que respecta a la obtencion de
una leche bovina funcional. Constituye ademas la base para seleccionar una

combinacion de aceites idénea a utilizar en el ensayo de dosis-respuesta (Capitulo II).

RESUMEN

Treinta y seis vacas lecheras de raza Holstein (6 por tratamiento) fueron utilizadas
en un disefio completamente aleatorizado(DCA) para conocer la efectividad del aporte
de aceites de soja (AS) y de lino (AL) a fines de reducirla concentracion de los acidos
grasos (AG)hipercolesterolémicos de la leche (C12:0a C16:0) e incrementar la
presencia del acido linoleico conjugado (cis-9, trans-11 C18:2 CLA) y del acido
vacceénico (trans-11, C18:1, AV). El experimento tuvo una duraciéon de 38 dias con los
primeros 7 de covariable y los ultimos 31 para las mediciones experimentales. Los
tratamientos radicaron en una racion basal (Control), 56% pastura (Bromus unioloides,
Festuca arundinacea, Trifolium pratense y Trifolium repens) y 44% concentrado o la
racion basal suplementada al 4% del consumo de materia seca total (CMST) con
aceites puros (AS100 o AL100) o en mezcla (AS75- AL25, AS50- AL50 y AS25-
AL75) (% p/p).Los aceites o sus mezclas (0,8 kg/vaca/dia) fueron manual y totalmente

mezclados con el concentrado (8 kg/vaca/dia) y consumidos en su totalidad. El
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consumo de pastura (kgMS/vaca/dia) fue menor en AS25- AL75 (8,09) y AL100 (8,98)
respecto al lote Control (9,27 kg). El CMST (Control=16,47 kg) resulté superior solo en
AS100 (17,04 kg) y AS75 (17,20kg). La produccion de leche corregida por grasa al 4%
(LGC4%) (kg/vaca/dia) fue superior solo en AS75 (23,73) en comparacion al grupo de
vacas Control (20,73). La concentracion grasa de la leche (g/100g) estuvo
negativamente correlacionada a la concentracion del trans-10 C18:1 en leche y
disminuyo en los tratamientos AS50- AL50 (2,79) y AS25- AL75 (3,06) comparados a
Control (3,40). La concentracion de proteina lactea no fue afectada y la produccion de
proteina fue incrementada sobre el Control (0,729 kg/vaca/dia) en AS100 (11%) y
AS75 (21%). Las proporciones de C12:0, C14:0 y C16:0 en la grasa lactea de las
vacas suplementadas con aceites fueron reducidas en 42-37%, 28-37% y 30-17%,
respectivamente. La concentracion total de C12:0 a C16:0 en la grasa lactea de las
vacas Control fue reducida en 27,4% por los aceites (38,5 vs. 27,9 g/100g del total de
AG). La concentracion basal del trans-10 C18:1 (0,46 g/100g del total de AG) se
incrementé en un 222% (AS100), 107% (AS75- AL25), 291% (AS50- AL50), 146%
(AS25- AL75) y 98% (AL100). En comparacién a los valores de 3,49 g/100g del total
de AG observados en las vacas Control, el incremento promedio en el contenido de
AV luego del consumo de aceites fue de 135%. La mayor concentracion de AV (g/100g
del total de AG) se observé en los tratamientos AL100 (8,17) y AS50- AL50 (9,20). La
concentracién basal del CLA en leche (Control=1,56 g/100g del total de AG) se
increment6é en 94% (AS100), 106% (AS75- AL25), 108% (AS50- AL50), 49% (AS25-
AL75)y 90% (AL100). En una alimentacion base pastoril, no se observo una respuesta
bien definida ante el aporte de mezclas de aceites de soja y lino para incrementar la
proporcion de los AG saludables de la leche (AV y CLA). Tomados en conjunto, los
resultados sugieren una cierta ventaja a favor de la mezcla AS75- AL25 tomando en
cuenta los costos relativos de los aceites, el efecto sobre la produccion de leche, grasa
y proteina y el incremento en el valor saludable de la leche caracterizado por una
menor concentracion total de C12:0 a C16:0, un incremento en las concentraciones de
AV y CLAmanteniendo bajos los niveles de los AG no saludables (trans-9 y trans-10

C18: 1) y una relacién n-6/n-3 cercana a 5.

ABSTRACT

Thirty-six Holstein dairy cows (6 per treatment) were used in a complete randomized

design to determine the effectiveness of soybean (S0), and linseed (LO) oils to reduce
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the hypercholesterolemic fatty acid (FA) of milk (C12:0 to C16:0) and to enhance C18:2
cis-9, trans-11 conjugated linoleic acid (CLA) and trans-11 C18:1 (vaccenic acid, VA).
The experiment lasted 38 d with the first 7 d as covariable and the last 31 d for
experimental measurements. Treatments were a basal (Control) diet (pasture 56%,
concentrate 44%) or the basal diet supplemented at 4% of total DM intake with pure
(SO100 or LO100) or mixed (SO75- LO25, SO50- LO50 and S0O25- LO75) oils (%,
w/w). Qils or mixtures (0.8 kg/cow/day) were manually and thoroughly mixed to the
concentrate (8kg/cow/day) and completely consumed by cows. Pasture intake
(kgDM/cow/day) resulted lower in SO25- LO75 (8.09) and LO100 (8.98) compared to
Control (9.27 kg). Total DM intake (Control=16.47 kg) increased only in SO100 (17.04
kg) and SO75 (17.20kg). FCM (kg/cow/d) resulted higher only in SO75 (23.73) when
compared to cows in the Control group (20.73). Milk fat content (g/100g) was
negatively correlated to trans-10 C18:1 concentration and decreased in SO50- LO50
(2.79) and in SO25- LO75 (3.06) compared to Control (3.40). Milk protein content was
not affected and milk protein yield increased over control (0.729 kg/cow/d) in SO100
(11%) and SO75 (21%). The proportions of C12:0, C14:0 and C16:0 in milk fat from oil
supplemented cows were reduced in 42-37%, 28-37% and 30-17% respectively. Total
C12:0 to C16:0 in milk fat from Control cows (38.48 g/100g) were decreased by oils
(27.4%). Basal trans-10C18:1 (0.46 mg/100g) was increased by 222% (SO100), 107%
(SO75- LO25), 291% (SO50- LO50),146% (SO25- LO75) and 98% (LO100).
Compared to values of 3.49 g/100g observed in control cows, the increase in VA
content after oil feeding averaged 135%. The highest VA concentrations (g/100g) were
registered in AL100 (8.17) and SO50- LO50 (9.20) treatments. Basal milk CLA content
(C=1.56 g/100g) was increased in 94% (S0O100), 106% (SO75- LO25), 108% (SO50-
LO50), 49% (SO25- LO75) and 90% (LO100). In a pasture based diet, a clear
response to feeding mixtures of soy and linseed oils in order to increase the proportion
of healthy fatty acids (VA and CLA) in milk fat was not observed. Taken together, these
results suggest some advantage for the SO75- LO25 mixture considering the relative
cost of individual oils, the effect on milk, fat and protein yields and the increase in the
healthy value of milk defined by a lower total C12:0 to C16:0 content, enhanced AV
and CLA concentrations with low levels of the unhealthy fatty acids (trans-9 and trans-
10 C18: 1) and a n-6/n-3 ratio near 5.
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INTRODUCCION

La grasa lactea (GL) contiene una alta cantidad de acidos grasos saturados (AGS)
que representan alrededor de dos tercios de los AG totales siendo el acido palmitico
(C16:0) el mas abundante. El consumo excesivo de ciertos AGS presentes en dicha
grasa como el laurico (C12:0), miristico (C14:0) y palmitico (C16:0) elevan el colesterol
total y el LDL-colesterol aspecto que resulta de importancia ya que segun los habitos
alimenticios y el poder adquisitivo de la poblacion los lacteos pueden aportar entre un
25 a un 60% del total de AGS que un ser humano consume diariamente (Chilliard y
Ferlay, 2004). Aun en sistemas de produccion base pastoril, la composicién en AG de
la leche dista de ser ideal debido al exceso en AGS y a un déficit en acidos grasos
monoinsaturados (AGMI)y poliintasurados (AGPI) juzgados como mas adecuados en
nutricion humana. Por lo tanto, toda disminucién en el consumo de los acidos laurico,
miristico y palmitico contribuye a una alimentacién mas saludable disminuyendo el
riesgo de enfermedades cardiovasculares (ECV)de origen dietario.

Como contraparte, la leche también contiene AG con potenciales roles benéficos
(antiaterogénicos o anticancerigenos) como el acido butirico(AB),acido oleico (AO),
ciertos AGPI de la serie n-3 y una familia de compuestos denominados acidos
linoleicos conjugados (CLA) cuyo isémero cis-9, trans-11 C18:2 o acido ruménico (AR)
presenta efectos benéficos sobre la composicion de los lipidos plasmaticos, la funcion
cardiovascular (Lee et al., 1994; Lock et al., 2005; Smit et al., 2010) y la reducciéon de
incidencia de cancer y diabetes (Ip et al., 1994, 1999; Gagliostro, 2004a; De La Torre
et al., 2006; Kelley et al., 2007).

La alimentacién de la vaca lechera permite modular en forma rapida e importante la
composicion de los AG de la leche mediante el aporte suplementario de AGPI en la
racién (Chilliard et al., 2000; Gagliostro, 2004b; Antonacci et al., 2017; Gagliostro et al.,
2017)

Los precursores de los CLA son los AGPI como los acidos linoleico (cis-9, cis-12
C18:2, ALi) y a-linolenico(cis-9, cis-12, cis-15 C18:3, ALA). El primero resulta
abundante en los aceites de girasol y AS, mientras que el segundo predomina en las
pasturas y en el AL. El proceso de biohidrogenacion (BH) de estos AG en el rumen
genera cambios importantes incrementando la aparicion de numerosos isémeros
geomeétricos y posicionales, entre los que se encuentran el AR cuya transferencia a la
glandula mamaria resulta minima y AV que es el principal precursor del AR por accion

de la enzima A9 desaturasa(A9-D)en la glandula mamaria y en otros tejidos por
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desaturacion del AV en la posicion 9 (Harfoot et al., 1997; Bauman et al., 1999; Ribeiro
et al.,, 2007). Esta resulta la principal via de acumulacién del AR en leche bovina
explicando el 64 % de la sintesis del isdmero (Griinari, Bauman, Chiiliard, Parajoki y
Nurmela, 2000).

La utilizacidon de aceites ricos en ALi y ALA es una via efectiva para incrementar los
niveles de AV y AR en el rumen y en la leche (Harvatine y Bauman, 2006;Antonacci et
al., 2017; Gagliostro et al., 2017) permitiendo a su vez reducir la concentracion de los
AGS en la grasa lactea (Chilliard y Ferlay, 2000;Rego et al., 2009;Antonacci et al.,
2017; Gagliostro et al., 2017).

Estudios in vitro sugieren que la inclusion de aceites ricos en ALi como el AS
resultaria mas eficaz para incrementar el AV en comparacion a los aceites ricos en
ALA como el AL debido a una BH mas eficiente del ALi (Castillo Vargas, 2012). En
altas concentraciones, este AG inhibiria ademas la BH del AV a C18:0 (Hartoof et al.,
1973; Agazzi et al., 2004).

Se ha postulado que el ALA contenido en el AL presenta potencialidad para
incrementar los niveles de AV en el fluido ruminal y los de AR en la GL con menor
tendencia a incrementar las concentraciones del trans-10 C18:1 (Gémez-Cortes et al.,
2008). Otra ventaja potencial de la suplementacién con AL es que puede reducir (o al
menos mantener) la relacién n-6/n-3 dentro de valores cercanos a 5 en leche de
vacas, (Gagliostro, 2004b; Antonacci et al., 2017), cabras (Gagliostro, 2004c), ovejas
(Gomez-Cortés, 2010) y bufalas (Gagliostro et. al., 2015).

Estudios in vitro (Castillo Vargas, 2012) demostraron que la sustitucién parcial de
C18:2n-6 por C18:3n-3 incremento la tasa de conversion del C18:2n-6 a CLA y de CLA
a AV. La mayor tasa de isomerizaciéon del C18:2n-6 se obtuvo al combinarlo con el
C18:3n-3, lo que implicaria que en el fluido ruminal la conversion del C18:2n-6 a estos
metabolitos también podria favorecerse por la presencia de C18:3n-3.

El suministro de ambos aceites puros incrementa la concentracion de AV y ARy
disminuye la de los AG hipercolesterolémicos (C12:0 a C16:0) pero no existen en
nuestro conocimiento ensayos que demuestren la ventaja de combinar ambos aceites
en diferentes proporciones sobre los parametros que aumentan el valor funcional de la

leche lo que constituye el objetivo central del presente trabajo.
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HIPOTESIS

Existiria una combinacién 6ptima entre los AS y AL que suministrada al 4% del
consumo de materia seca de vacas lecheras permitiria disminuir la presencia en la
leche de los AGS desfavorables para la salud (C12:0, C14:0 y C16:0) y aumentar en
forma simultanea la concentracion de los AG potencialmente benéficos como el AR, el
AV y los AGPI de la serie n-3 sin desvios importantes hacia la formacién de AG no

saludables como trans-9 y trans-10 C18:1.

El consumo de los aceites puros o sus mezclas a la dosis propuesta no tendra

efectos negativos sobre la produccion y composicién de la leche.

OBJETIVOS

Conocer una combinacién de AS y de AL que suministrada a la racién de la vaca
lechera genere el mejor perfil en AG en la grasa lactea con el fin de obtener una leche
bovina funcional caracterizada por una reduccion de los AG hipercolesterolémicos y

enriquecida naturalmente en AR.

Determinar el efecto de la suplementacion con esos aceites sobre la produccion y

composicién quimica de la leche (grasa butirosa, proteina, lactosa y sélidos totales).

Conocer el efecto de la suplementacion con aceites sobre el consumo de forraje y
de concentrado, la variacidbn en el peso vivo de las vacas y la concentracion

plasmatica de metabolitos y hormonas.
MATERIALES Y METODOS
1.1.- Lugar experimental y fecha
El estudio se llevé a cabo en el Tambo Experimental de la Unidad Integrada
Balcarce (EEA INTA Balcarce- Facultad Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de

Mar del Plata), provincia de Buenos Aires (37° 45" LS, 58° 18" LO, 130 msnm) durante

los meses de octubre y noviembre de 2013. Tuvo una duraciéon de 6 semanas de las
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cuales una correspondié al periodo de covariable y cinco como periodo experimental.

El experimento se desarrollé bajo un sistema base pastoril.

1.2.- Animales

Se utilizaron 36 vacas multiparas de raza Holando Argentino en lactancia temprana
77 (£43), dias enlactancia(DEL) con un peso vivo(PV)promedio de 548 (+56) kg y una
produccion promedio de 23 (+ 0,5) Kg/dia.

1.3.- Diseiio experimental, tratamientos y alimentacién

Los animales fueron asignados al azar a seis tratamientos (6 vacas por tratamiento)
definidos por mezclas de AS y AL (porcentajes en peso): ASO-ALO (Control sin
aceites), 800 gramos de aceite de soja (AS100-AL0), 600 gramos de aceite de soja y
200 gramos de aceite de lino (AS75-AL25), 400 gramos de aceite de soja y 400
gramos de aceite de lino (AS50-AL50), 200 gramos de aceite de soja y 600 gramos de
aceite de lino (AS25-AL75) y 800 gramos de aceite de lino (AS0-AL100). Los aceites
puros o sus mezclas fueron suministradas al 4% del CMST (Chilliard et al., 2000)
estimado previo al inicio del consumo de aceites (periodo de covariable) en un DCA.

Durante los primeros 7 dias de ensayo (covariable) todos los animales recibieron la
misma alimentacién, a base de pasturas consociadas de festuca (Festuca
arundinacea), trébol rojo (Trifolium pratense), trébol blanco (Trifolium repens) y
cebadilla (Bromus unioloides) ofrecidas a razén de 27 kg MS/vacal/dia. Las vacas
recibieron ademas un concentrado comercial en sala de ordefio a razén de 8
kg/vacaldia ofrecido por mitades durante cada turno de ordefo. Dicho concentrado
(16% PB) estuvo compuesto por grano de maiz (35%), brote de malta (10%), pellet de
girasol (20%), sojilla (10%), afrechillo de trigo (21,48%), conchilla (2%), 6xido de
magnesio (0,4%), sal 1%, rumensin (0,02%), y nucleo vitaminico (0,1%). Se
suministraron ademas 150 gramos/vaca/dia de sales minerales(ppm) de Mn, Fe, Cu,
Zn, Co, Se y | (40.000; 30.000; 10.000; 50.000; 400; 300 y 600 respectivamente). El
nucleo vitaminico estuvo formulado con Vitaminas (unidades internacionales, Ul) A,
D3, E (4.500.000; 900.000; 10.000, respectivamente). Los datos colectados durante
este periodo fueron utilizados como covariable y también para asignar en forma
equilibrada a las vacas a los tratamientos. A partir del dia 8 de ensayo y durante 31

dias adicionales la oferta de concentrado y pastura fueron las mismas con la adicion
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de los aceites puros o sus combinaciones (800 g/vaca/dia) que fueron manualmente
mezclados al alimento concentrado.

El acostumbramiento a los aceites fue gradual comenzando con 200 g/vaca/dia
(100 g en cada ordefo) durante el primer dia (dia 1), 300 g/vaca/dia (150 g en cada
ordeno) durante los 2 dias siguientes (dias 2-3) y 800 g/vaca/dia a partir del dia 4 de
comenzada la suplementacion. A partir de ese momento, la cantidad se mantuvo
constante hasta la finalizacion del ensayo (28 dias de aporte de aceites a dosis
completa).

La pastura fue utilizada bajo un sistema de pastoreo en franjas diarias. La biomasa
disponible fue estimada semanalmente para ajustar el tamafo de la franja diaria de
pastoreo utilizando el método de doble muestreo (Fernandez, 1999) a través de la
relacion establecida entre la altura del forraje (x) y la biomasa disponible (y). Las
ecuaciones fueron ajustadas tanto para la disponibilidad inicial como para el forraje

remanente luego del pastoreo.

1.4.- Mediciones en los alimentos

A lo largo de todo el ensayo se tomaron muestras semanales representativas del
concentrado y de la pastura (0,5 kg). Las muestras de pastura se obtuvieron en el
horizonte de pastoreo por encima del residuo, en forma manual simulando la
selectividad de la vaca (hand-plucking) segun Meijs et al. (1982). Todas las muestras
fueron secadas en estufa con circulacion de aire forzado (60°C, 48 horas) para
determinar el contenido de materia seca (MS) y molidas en molino tipo Willey (malla 1
mm), materia organica (MO) (mufla a 550-600°C durante 4 horas), proteina bruta (PB)
(Horneck; Miller, 1998 con un analizador LECO FP-528), carbohidratos solubles en
agua (CSA) (Morris, 1948), fibra en detergente neutro (FDN) y acido (FDA) por la
técnica de bolsas filtrantes (Komarek et al., 1994 y Komarek et al., 1993,
respectivamente) con un autoanalizador (ANKOM Corp., Fairtport, Nueva York,
EE.UU., 1970), extracto etéreo (EE) por la técnica de extraccién con solventes en alta
temperatura (AOCS, 2004) con un autoanalizador (ANKOM Corp., Fairtport, Nueva
York, EE.UU.), digestibilidad de la materia seca (DMS) a 48 horas de incubacién in
vitro (equipo Daisy Il, ANKOM) y almidén (Mc Rae; Armstrong, 1968).
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1.5.- Medicién de la produccién y la composicion quimica de la leche

La produccion de leche fue registrada en forma individual y diaria durante todo el
ensayo. La composicién quimica de la leche se determiné a partir de muestras (50 ml)
de dos ordenos diarios, dos veces a la semana en dias no consecutivos. Con la leche
de dos muestreos consecutivos (ordefio de la tarde de un dia y mafana del dia
siguiente) se obtuvo una muestra Unica individual (pool) ponderada por la respectiva
produccion individual para la determinaciones de grasa, proteina y lactosa de la leche
con un analizador Milko Scan™ Minor (FOSS, Hillergd, Denmark). La concentracion de
nitrdgeno ureico en leche (NUL) fue determinada manualmente utilizando Kits
enzimaticos (Laboratorio Wiener, Rosario, Argentina) previa refrigeracion y
centrifugacién de la muestra de leche a 3000 rpm, durante 15 minutos (IEC Modelo

Centra MP4) y posterior lectura con un espectrofotdmetro (Spectrum modelo SP1102).

1.6.- Medicion de peso vivo, obtencion de plasma y analisis de metabolitos

y hormonas

Las vacas fueron pesadas luego del ordefio de la mafiana los dias 6 y 7 del periodo
de covariable y los dias 37 y 38 del experimento. La variacion diaria del peso de cada
vaca se calculd como la diferencia entre el peso promedio final menos el inicial,
dividido por el numero de dias transcurridos. Durante las dos ultimas semanas de
ensayo, se tomaron muestras de sangre por puncion de vena yugular luego del ordefio
de la mafana. La sangre fue colectada en tubos conteniendo &cido
etilendiaminotetraacético(EDTA, 7-8 gotas) (0,342 mol/L, pH 7,2, Laboratorio Wiener,
Rosario, Argentina), centrifugada (2000 x g por 15 min a 4°C) y el plasma obtenido fue
conservado (-24°C) hasta los andlisis de glucosa, nitrégeno ureico plasmatico (NUP),
triglicéridos, y colesterol utilizando kits enzimaticos (Laboratorio Wiener, Rosario
Argentina). Para la determinacién de los acidos grasos no esterificados (NEFA) se
utilizé el kit para NEFA (Randox Laboratories Ltd., UK). Las determinaciones de
insulina, hormona de crecimiento (GH) y somatomedina (Factor de crecimiento tipo
insulina, IGF-l) fueron realizadas segun se describe en Mejia et al., 1999 y Lacau-
Mengido et al., 2000 en el IByME (Instituto de Biologia y Medicina Experimental,

Buenos Aires, Argentina).
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1.7.- Medicion de consumo de alimento

El consumo diario de concentrado y aceite fue individualmente determinado por la
diferencia entre lo ofrecido y lo rechazado a lo largo de todo el experimento. El
consumo individual de pastura (parcelas individuales) se estimé durante los 3 ultimos
dias del periodo de covariable para determinar el porcentaje de suplementacion
lipidica sobre el CMST y durante los 3 ultimos dias de las semanas 4 y 5 del ensayo
mediante la diferencia entre el forraje ofrecido y el remanente (Meijs et al., 1982). El
promedio de los tres dias consecutivos de estimacién del consumo de cada animal fue
utilizado para realizar el analisis estadistico generando seis repeticiones por

tratamiento.

1.8.- Cuantificacion del perfil en acidos grasos de la leche y de los

alimentos

Para la determinacion de AG en leche, durante las 2 Uultimas semanas de
suplementacion con lipidos y de cada muestra compuesta colectada para la
determinacion de la composicion quimica, se congelaron (-24°C) en forma inmediata
alicuotas de 50 ml de leche de cada vaca para obtener una Unica muestra (pool) por
animal.

La grasa total (GT) se determiné gravimétricamente por extraccién con éter de
petréleo a 65-80 °C (Official Methods 960.39) (Association of Official Analytical
Chemists International [AOAC],1999). Es importante considerar que los AGI se
isomerizan a altas temperaturas. Por esta razén, para analizar el perfil de AG, todo el
procedimiento debe realizarse a una temperatura mas baja. Asi, los lipidos se
extrajeron con una mezcla de hexano: isopropanol (3:2) y sulfato de sodio 6% a
temperatura ambiente (Wolff 1995). El residuo lipidico extraido se secé a 40 °C bajo
una corriente de nitrégeno. Para la preparacién de ésteres metilicos de acidos grasos
(EMAG), se utiliz6 un método frio con hexano y KOH 2N en metanol (Bannon et al.,
1982). Los EMAG se cuantificaron usando un cromatégrafo de gases (Shimatzu GC-
2014, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japon) equipado con una columna capilar CP-Sil
88, 100 mx 0,25 mm id (Varian, Lake Forrest, CA, EE.UU.) y detector de ionizacion de
llama. De acuerdo con la técnica desarrollada por Masson et al. (2015), se
mantuvieron las temperaturas del inyector y del detector a 250 °C, la tasa de flujo

fuede 1: 100, 1 yl de muestra estandar o de muestra utilizando un dispositivo de
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muestreo automatico en cada corrida del GLC. El flujo de hidrégeno fue de 1 ml/ miny
el flujo de nitrégeno como gas de compresion fue de 25 ml / min. Se identificaron los
tiempos de retencién maximos y los porcentajes de area del total de AG inyectando
patrones conocidos. Estandares internos, Tritridecanoina [13: O-triacylglycerol (TAG)],
estandares externos de referencia GLC-463 que contenian mezclas de 52 EMAG
(pureza> 99%) y trans-mix GLC 481 (pureza> 99%) fueron adquiridos de Nu-Chek
(Nu-Chek Prep, Inc., Elysian, MN, USA).Esteres de metilo del acido linoleico, mezcla
cis / trans (Catalogo n ° 47791); las mezclas de EMAG de largo de cadena C4-C24
insaturados (Catalogo N ° 18919) y de los EMAG individuales de largo de cadena de
C4:0 a C24:1 saturados e insaturados se obtuvieron de Supelco (Bellefonte, PA, USA).
Las mezclas de isdmeros de AG posicional y geométrico fueron proporcionadas por la
Red CYTED Internacional (208RT0343). Los EMAG fueron identificados comparando
sus tiempos de retencion con los estandares comerciales. Los valores se expresaron
como un porcentaje de los EMAG totales. El limite inferior de cuantificacién par los
EMAG identificados varioé de 0,01% a 0,03%. Para convertir g EMAG / 100 g EMAG a
equivalentes de triacilglicéridos (TAG) (g AG como TAG / 100 g de TAG) se emplearon
los Factores de Conversion respectivos tabulados en el Método AOCS Ce 1j-07 (2007)
(Masson et al., 2015). Para estimar los g de AG / 100 g de muestra, los g de AG /100
g de TAG se multiplicaron por el contenido total de grasa (%). Los resultados se

expresaron como g de AG/100g del total de AG.

1.9.- Determinaciones complementarias sobre los aceites

Para evaluar la calidad de los aceites suplementarios de soja y de lino, se evaluo la
estabilidad oxidativa mediante las determinaciones de indice de peroxidos y
espectrofotometria UV (a 232 y 270 nm) y la estabilidad hidrolitica mediante el indice
de acidez por analisis espectrales de absorcion (AOAC). Estas determinaciones se
llevaron a cabo en el Laboratorio de Cromatografia del Dr. Claudio Bernal, catedra de

Bromatologia y Nutricion. Universidad nacional del Litoral (UNL).
1.10.- Analisis estadistico
Las variables de produccion y composicion de leche fueron analizadas mediante un

DCA con mediciones repetidas en el tiempo ajustado por covariable utilizando el
programa PROC MIXED de SAS/STAT® (2002-2010) segun el siguiente modelo:
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Yijk = p + Ci +A(i)j + Sk+ Cov + (C x S)ik + Eijk

donde Yijk es la variable respuesta; u es la media poblacional; Cov es el efecto de
covariable, Ci es el efecto del i-ésima combinacién de suplementacién con mezcla de
aceites, Aij es el efecto del animal dentro de tratamiento, Sk es el efecto de la semana,
(C x S)ik interaccion entre el tratamiento y la semana y Eijk es el error experimental
asociado a la ijk-ésima unidad experimental.

Los resultados de la composicion en AG de la GB, el consumo, el peso vivo,
metabolitos y hormonasse analizaron utilizando el programa PROC GLM de
SAS/STAT® (2002-2010) segun un modelo a un criterio de clasificacion:

Yij = p + Ci + Ejj

donde Yij es la variable respuesta; g es la media poblacional; Ci es el efecto del i-
Isima combinacién de suplementacién con mezcla de aceites y Eij es el error error
residual.

El umbral de significancia estadistica fue establecido en p<0,05 y el umbral de

tendencia fue p<0,10.

RESULTADOS Y DISCUSION

1.1.- Medicién de la biomasa del forraje

La biomasa promedio de la pastura (2253 +590 kg MS/ha) estuvo por encima de la
disponibilidad critica (2000 kg de MS/ha) por debajo de la cual el consumo de materia
seca (CMS) podria estar restringido (Minson, 1990). Por su parte, la asignacion diaria
de forraje fue de 27 kg MS/vaca/dia. Una asignacion diaria de 45 g MO por kg de PV y
por dia permitiria lograr maximos CMS en vacas lecheras en pastoreo segin Minson
(1990). En el presente ensayo, el PV promedio de las vacas (563 kg, Tabla 6) y el
contenido promedio de MO de las pasturas (90 g/100gMS, Tabla 1)permiten estimar
que la asignacién de pastura no limitante del consumo seria de 22,8 kg MS/vaca/dia
valor inferior al utilizado (27 kg MS/vacal/dia). Se ha postulado también que el maximo
CMS se alcanzaria cuando la oferta de pastura oscila entre 45 a 55 g MS por kg de PV
y por dia (Leaver, 1985). Para el peso promedio registrado en las vacas del presente
ensayo (563 kg) el rango de asignacién seria de 25 a 31 kg MS y por lo tanto la
asignacion de 27 kg MS/vacal/dia se encontr6 dentro del mismo. Puede concluirse que
la oferta forrajera no resultd limitante para la expresion del potencial de CMS de los

animales experimentales.
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En la Tabla 1 se presentan los valores de composicion quimica y digestibilidad in

vitro de la MS de la pastura y del concentrado utilizados durante el experimento. El

contenido de MS promedio del forraje (21,85%) estuvo por encima del rango critico de

15-18% informado por Verité y Journet (1970) como limitante del consumo. A su vez,

los contenidos de PB (15,1%) y de FDN (46,23%) de las pasturas se encontraron

dentro de los rangos (15-25% para PB y 36-54% para FDN) propuestos por Minson

(1990) a fines de obtener una alta DMS del forraje como lo sugieren los altos valores

obtenidos con la metodologia in vitro (68,62%).

Tabla 1. Composiciéon quimica y digestibilidad in vitro de la pastura y alimento concentrado.’

Variable Pastura? Concentrado
Materia Seca, % 21,85+ 2,70 89,6 £ 0,65
Materia Organica, % de la MS 90,01 £1,35 92,80 £ 0,46
Proteina Cruda, % de la MS 15,10 + 3,68 17,32 + 1,02
Fibra Detergente Neutro, % de la MS 46,23 + 8,16 23,97 + 2,00
Fibra Detergente Acida, % de la MS 26,84 + 4,42 11,51+ 1,41
Digestibilidad in Vitro de la MS, % 68,62 + 3,10 75,14 + 1,88
Almidon, % de la MS 2,38 + 0,66 32,59 + 4,05
Extracto Etéreo, % de la MS 2,62 +0,54 447 +£0,77
E. Metabolizable (Mcal/kg MS) 2,48 + 0,11 2,71 +0,07
CSA,% de la MS 11,90 + 3,60 20,70 + 2,30

' Valores expresados a través del promedio * el desvio estandar. Pastura y Concentrado
n=10. 2 pastura consociada de cebadilla (Bromus unioloides), Festuca (Festuca arundinacea),
Trébol rojo (Trifolium pratense) y trébol blanco (Trifolium repens). CSA=carbohidratos

solubles en agua

Los valores de carbohidratos no estructurales totales (14,3%) y de extracto etéreo

resultaron normales. Estos resultados, sumados a la adecuada oferta de forraje ya

discutida, resultan compatibles con un adecuado consumo voluntario de pastura.

La composicion en AG de los aceites, la pastura y el concentrado se presenta en la

Tabla 2.
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Tabla 2. Perfil en acidos grasos de la pastura, el alimento concentrado y de los aceites
puros de soja y de lino.

Aidos grasos Pastura’ AS2 AL3 Concentrado
g/100g del total de AG
C14:0 0,32 ND*4 ND ND
C16:0 17,55 10,25 7,15 15,40
C16:1 cis-9 1,16 ND ND ND
C18:0 1,50 4,90 5,45 3,43
C18:1 cis-9 1,87 21,55 21,05 26,95
C18:1 cis-11 ND ND ND 3,20
C18:1 cis-12 ND ND ND 0,81
C18:2 cis-9 cis-12 12,45 53,55 23,6 45,85
C20:0 0,69 0,40 0,25 0,33
C18:3cis-9cis-12 5 o 8,50 41,90 3,21
cis-15
C22:0 0,99 0,40 0,20 0,38

'Pastura consociada de cebadilla (Bromus unioloides), Festuca (Festuca arundinacea),
Trébol rojo (Trifolium pratense) y Trébol blanco (Trifolium repens).?aceite de soja.
3aceite de lino.*No se detecta.

El AS se caracterizdé por su alto contenido en ALi y su bajo contenido en AGS
caracteristicas deseables para cumplir con los objetivos del trabajo. EI AS utilizado
resultdé una buena fuente de AO (cis-9 C18:1, 21,55%),AGMI y fundamentalmente de
ALi (53,55%). Su composicion resulté normal y similar a lo informado por otros autores
(Glasser et al., 2008; Martinez, 2010).

El ALA representd el 41,9% del total de AG en el AL (Tabla 2) valor que resulto
inferior a lo reportado (55%) por otros autores (Flowers et al., 2008; Glasser et al.,
2008; Rego et al., 2009) pero comparable a lo informado por Martin et al. (2008) y
Pires et al. (2008). La concentracién de ALA en la pastura estuvo dentro de los valores
aceptables aunque superiores a los encontrados en otros trabajos (Loor et al., 2005;
Flowers et al., 2008).

El indice de acidez (mg KOH/g) para el AS y AL fue de 1,29 (+0,02) y 7,11 (+0,61),
respectivamente. El indice de perdxidos (meq O2/kg) fue de 3,11 (£1,29) y 5,87
(2£1,02), respectivamente. El indice de Espectrofotometria UV (AA 232) para el AS y AL
fue de 0,789 (+0,14) y 1,324 (10,37), respectivamente y el indice de
Espectrofotometria UV (AA 270) en ambos aceites fue de 0,106 (x0,02) y 0,297(+0,08),
respectivamente. Estos valores se encuentran dentro de rangos considerados

admisibles para el consumo animal.
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1.3.- Produccion y composiciéon quimica de la leche

El consumo de aceites increment6 (+9,4%; p<0,05) la produccion promedio de leche
(25,19 Kkg/vacal/dia) comparado al valor registrado en el lote Control (23,03
kg/vacal/dia) resultado fundamentalmente explicado por ambas combinaciones 75-25
(Tabla 3).

Puesto que la produccién de leche en AS100 (24,59 kg/vaca/dia) y AL100 (23,86
kg/vaca/dia) no se diferencié (p>0,05) del Control (23,03 kg) puede inferirse que
ambas mezclas (75- 25) ejercieron un efecto sinérgico sobre esta variable.

La comparacion de las mezclas de aceites entre si no sugiere un efecto especifico
de alguna de ellas sobre la produccion de leche. En el trabajo de Bu et al. (2007) el
aporte de AS, de AL o sus mezclas (50- 50) suministradas al 4% del CMS incrementé
la produccion de leche respecto al Control en un 16,7% sin diferencias entre los

tratamientos con lipidos.

Tabla 3. Produccion y composicion de leche en vacas lecheras suplementadas con diferentes mezclas de
aceites de soja y lino.

Tratamiento’

Variable AS100- AS75- AS50- AS25- ASO- .

Control n1g  AL25 AL50  AL75  ALtoo EEM T S s
pP<?

Leche, 23,03¢ 24,59 26,122® 24,53¢ 26,85° 23,86° 0,55 0,0004 0,44 NS3

kg/vaca/d

LGC4%, 20,73> 22,873 23,732 20,45> 22,90%* 21,21®* 0,92 0,08 0,0008 NS

kg/vaca/d

Grasa, 3,402 3,472 3,338 2,79¢ 3,06 3,402 0,12 0,002 <0,0001 NS

g/100 g

Proteina, 3,34 3,29 3,34 3,25 3,16 3,29 0,09 NS <0,0001 NS

g/100 g

Lactosa, 4,82 4,90 4,89 4,89 4,88 4,96 0,04 NS <0,0001 0,001

g/100 g

Sodlidos, 12,292 12,372 12,412 11,80° 11,74° 12,24%® 0,15 0,006 <0,0001 NS

g/100g

Grasa, 0,748> 0,857%* 0,886% 0,709¢ 0,820%c 0,791 0,04 0,04 <0,0001 NS

kg/vacal/dia

Proteina, 0,729¢ 0,8112c (0,882 0,806 0,850%> 0,773 0,03 0,007 0,001 NS

kg/vaca/dia

Urea 27,97 29,25 27,83 26,95 26,73 28,24 1,47 0,87 <0,0001 NS

mg/d|

abed Medias dentro de fila con distinta letra difieren significativamente entre si (Test Tukey-Kramer, p< 0,05).
Valores expresados a través de las medias minimas cuadraticas (LSMeans) y el error estandar de las
LSMeans (EEM). Control (C) sin aceites, 800g aceite de soja (AS100- ALO), 600g aceite de soja y 200g
aceite de lino (AS75- AL25), 400g aceite de soja y 400g aceite de lino (AS50- AL50) 200 g aceite de soja y
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600g aceite de lino (AS25- AL75), 800g aceite de lino (AS0-AL100). 2Efecto tratamiento. LGC4% = Leche
grasa corregida al 4%. 3 No significativo. T=tratamiento. S=semana

Una alta frecuencia de efectos favorables sobre la produccién de leche ante la
inclusion de aceites vegetales no protegidos fue informada por Morand-Fehr et al.
(1986). La falta de diferencias entre AS100 y AL100 respecto al lote Control fue
también observada en el meta analisis de Glasser et al. (2008) lo que sugiere ausencia
de una ventaja neta de uno u otro aceite sobre la produccion de leche.

El aporte de aceite de lino al 3 0 al 4% del CMS aumenté la produccion de leche en
el trabajo Bu et al. (2007) pero no ante el suministro de 0,5 kg de AL en Rego et al.
(2009), ni en el de Loor et al. (2005). Por su parte, el aporte de AS al 2,9 (£1,2) % del
CMS (533 g/dia = 228) no afecto la produccién de leche en los trabajos revisados por
Glasser et al. (2008).

La produccion de leche corregida por grasa al 4% (LGC4%) resulté superior al
Control sélo en la combinacion AS75- AL25 resultado explicado por el mayor volumen
de leche producido puesto que el tenor graso no varié. La suplementacién con lipidos
insaturados presenta en general efectos neutros sobre la produccién de LGC4% tanto
en condiciones de estabulacién (Gagliostro y Chilliard, 1992a) como en alimentacion
pastoril (Schroeder et al., 2004).

Comparado al lote Control, sélo los tratamientos con 50 y 75% de AL afectaron
negativamente la concentracién grasa de la leche junto a la concentracion de los
soélidos totales(ST)mientras que el tenor proteico no fue afectado por los tratamientos
(Tabla 3). La menor concentracion de GL se obtuvo en el tratamiento 50- 50 en
concordancia con la mayor concentracion del trans-10 C18:1 observada en la leche
(Tabla 8) ya que ambos parametros correlacionaron negativamente (Figura 1).

Se ha informado una relacién directa entre niveles crecientes de trans-10 C18:1 en
leche y reduccion de la sintesis mamaria de novo (Piperova et al., 2000; Lock et al.,
2007)lo que contribuye a explicar la caida en el tenor graso.

El efecto de la suplementacién con lipidos no protegidos sobre el tenor proteico de
la leche resulta sistematicamente desfavorable (71% de los casos analizados por
Morand-Fehr et al., 1986) y estd ademas asociado a una reduccién en la sintesis de
caseinas (Storry et al., 1974; Dunkley et al., 1977). Numerosos trabajos indican que la
suplementacion con lipidos presenta un efecto negativo sobre la concentracion
proteica de la leche bovina (Gagliostro y Chilliard, 1992; Palmquist et al., 1993) efecto

que resulta mas consistente ante el uso de grasas saturadas (-0,18 g/100g) y sales
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calcicas de AG (-0,12 g/100g) respecto a los aceites vegetales insaturados (Gagliostro
y Chilliard, 1992). Del analisis de 8 trabajos de suplementacién con lipidos insaturados
en vacas en pastoreo (Schroeder et al., 2004) surge una disminucion de la
concentracion proteica en leche del orden del 3,2% (-0,11 g/100g). La inclusion de AL
en la racién de vacas lecheras no parece afectar ni el contenido ni la produccion de
grasa (Bu et al., 2007; Glasser et al., 2008) o de proteina lactea (Loor et al., 2005;
Rego et al., 2005; Bu et al., 2007; Rego et al.,2009).

En comparacién al tratamiento Control, la combinacion AS75- AL25 resulté también
la mas efectiva para incrementar la produccion de grasa y proteina lactea. El resultado
puede ser relevante en un contexto del pago de la leche por kg de grasa y de proteina
producidos. La ausencia de efectos negativos sobre la concentracion proteica en todos
los tratamientos es importante ya que este parametro no sélo incide en el precio de la
leche sino que resulta determinante de la velocidad y calidad de coagulacion en la
fabricacion de quesos.

En condiciones de alimentacion pastoril, la suplementacién con lipidos no suele
afectar la concentracion proteica de la leche (Bargo et. al., 2003; Schroeder et al.,
2004) mientras que en alimentacion estabulada este parametro resulta
sistematicamente afectado (Gagliostro y Chilliard, 1992a; Wu y Huber, 1994).

El AS suministrado en un rango del 3,5 al 5% del CMS no afecto la produccién de
leche en los trabajos de Dhiman et al. (2000), Alzahal et al. (2008), y Huang et al.
(2008) lo que también fue informado por Glasser et al. (2008). Por su parte, el
consumo de AL (1 al 7% del CMS) tampoco afecté la producciéon de leche (Dhiman et
al., 2000; Loor et al., 2005; Flowers et al., 2008; Glasser et al., 2008). En un amplio
rango de aporte (0,2 a 1,0 kg/vaca/dia) se ha observado que la suplementaciéon con
lipidos insaturados a vacas lecheras en pastoreo suele reducir (8%) el contenido y la
produccion de GB de la leche (Schroeder et al.,, 2004) efecto que resulté ser muy
variable segun la fuente lipidica que se utilice.No se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) en la concentracién de lactosa. Muy pocos
estudios han observado cambios en el porcentaje delactosa en la leche. Jenkins y
McGuire (2006), indican que éstos solo ocurren en situaciones poco frecuentes de
alimentacion muy extremas. El nivel de Urea en leche no fue afectado por la inclusion
de lipidos en la dieta (p>0,05) y parece ser un buen indicador del equilibrio entre la

proteina y los Carbohidratos no estructurales totales aportados por la dieta (Tabla 1).
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1.4.- Metabolitos, hormonas plasmaticas y peso vivo

Los niveles circulantes de glucosa, urea, NEFA vy triglicéridos (TG) no fueron
afectados por el aporte de aceites puros o sus mezclas (p>0,05; Tabla 4). Los niveles
de colesterol resultaron superiores (p<0,05) al Control sélo cuando la participacién del
AL super6 el 50% de la mezcla. La comparacion de las mezclas entre si no evidencio
efectos netos sobre la colesterolemia.

El mantenimiento de la glucemia entre tratamientos resulté compatible con la
ausencia de efectos negativos de los aceites sobre el consumo de concentrado o de
MS total (Tabla 7). Cuando el CMS no fue afectado por el aporte de grasa protegida,

los niveles plasmaticos de glucosa permanecieron constantes (Vicente et al., 1984).

Tabla 4. Concentracion plasmatica de metabolitos en vacas lecheras suplementadas con
diferentes mezclas de aceites de soja y lino.

Variable

Tratamiento’

AS100-  AS75- AS50- AS25- ASO-

2

Control ALO AL25 AL50 AL75 AL100 EEM P

Glucosa 64,21 61,54 5880 5751 6042 60,01 227 028
(mg/dl)

Urea 38,81 3923 37,63 37,38 3446 3967 3,01 0,86
(mg/dl)

Trigliceridos 0.80 0,84 0,81 0,75 0,81 0,92 0,06 0,58
(mmol/L)

(c;rr?cl;e/SI)erOI 199,39°  208,56% 205,94 229,26 231,98 236,44% 9,92 0,04
NEFA

(uE) 404,59 430,33 385,13 386,04 424,67 431,67 31,52 0,80

abc Medias dentro de fila con distinta letra difieren significativamente entre si (Test Tukey-Kramer,
P< 0,05). "Valores expresados a través de las medias minimas cuadraticas (LSMeans) y el error

estandar de

las LSMeans (EEM). Control (C) sin aceites, 800g aceite de soja (AS100- ALO), 600g

aceite de soja y 200g aceite de lino (AS75- AL25), 400g aceite de soja y 400g aceite de lino (AS50-
AL50) 200g aceite de soja y 600g aceite de lino (AS25- AL75), 800g aceite de lino (ASO-
AL100).2Efecto tratamiento. NEFA= acidos grasos no esterificados.

Aun ante disminuciones en el CMS inducidos por la infusion duodenal de aceite de
colza (1kg/vaca/dia) la glucemia permanecié inalterada tanto en vacas en inicio como
en lactancia media (Gagliostro et al., 1991).

La reduccion en la concentracion de los AG sintetizados de novo (Tabla 8) sugiere
una menor lipogénesis mamaria lo que pudo haber contribuido a mantener (o inclusive
aumentar) la glucemia debido a una menor oxidacién de glucosa para produccién de

NADPH a nivel mamario (Chilliard et al., 1991).Ademas, también podria explicar, al
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menos en parte, el aumento de la produccion de leche observado en algunos
tratamientos con aceite, ya que la glucosa ahorrada podria ser dirigida a la sintesis de
lactosa.

Los aumentos en los niveles circulantes de todos los lipidos plasmaticos ante el
aporte de materia grasa es un resultado bien documentado (Gagliostro et al, 1991;
Gagliostro y Chilliard, 1991b) que se explica por un incremento en todas las fracciones
de lipoproteinas plasmaticas (Nestel et al., 1978; Christie, 1981; Storry, 1981). La
Unica excepcion a esta regla general son los TG debido a su alta tasa de recambio
(Christie, 1981) que podria explicar la ausencia de efecto de los aceites
suplementarios sobre la trigliceridemia (Tabla 4). Un resultado comparable fue también
observado ante la infusibn duodenal de aceite de colza (1kg/vaca/dia) a vacas
lecheras en lactancia temprana (Gagliostro et al., 1991).

Concordando con lo observado en otros trabajos (Mandebvu et.al., 2003; Ambrose
et al., 2006; Castafneda-Gutiérrez et al., 2007; Fuentes et al., 2008), la concentracion
de NEFA no fue afectada por los lipidos incluidos en la racion, lo que sugiere que los
AG que componen las dos fuentes de lipidos fueron utilizados de forma similar en el

metabolismo animal.

Tabla5. Concentracion plasmatica de hormonas en vacas lecheras suplementadas con
diferentes mezclas de aceites de soja y lino.

Tratamiento’

Variable o~ AS100- AS75- ASS50- AS25- ASO-  EEM P<
ALO AL25 AL50 AL75  AL100

I(SgF/-r:wl) 178,052 105,60% 97,159 94.01¢ 133,01% 140,17® 11,47 <0,0001

Insulina 550 904 038 053 036 077 013 0,11

(ng/ml)

GH 276 248 288 273 246 239 021 0,90

(ng/ml)

Valores expresados a través de las medias minimas cuadraticas (LSMeans) y el error
estandar de las LSMeans (EEM). Control (C) sin aceites, 800g aceite de soja (AS100-
ALO), 600g aceite de soja y 200g aceite de lino (AS75- AL25), 400g aceite de soja y
400g aceite de lino (AS50- AL50) 200g aceite de soja y 600g aceite de lino (AS25-
AL75), 800g aceite de lino (AS0-AL100).2 Efecto tratamiento.

Los niveles de hormonas en plasma se presentan en la Tabla 5. Los efectos sobre
la concentracion plasmatica de hormonas ante la inclusion de grasa en la dieta no son
consistentes (Chilliard, 1993) y la recopilacion de datos para vacas lecheras en
pastoreo son escasos. La respuesta productiva o las adaptaciones metabdlicas

despueés de la inclusion de lipidos en la dieta puede ser en parte consecuencia de
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cambio en las hormonas circulantes (Chilliard, 1993; Staples et al., 1998). No se han
encontrado efectos claros de la inclusion de lipidos sobre la GH circulante en vacas
lecheras (Wu and Huber, 1994). Cuando se incrementan los NEFA plasmaticos en
circulacion debido a la suplementaciéon con lipidos, se podria ocasionar una
disminucién en el plasma de la GH (Casper y Schingoethe, 1989; Chilliard, 1993). En
el presente trabajo los niveles promedio de NEFA y GH no fueron afectados (p>0,05)
por la inclusién de aceites en la racion (Tablas 4 y 5) resultados idénticos a los
ocurridos en otros trabajos ante la inclusién de aceites parcialmente hidrogenados
(Schroeder et al., 2002; Salado et al.,2004).

El IGF-I puede ser usado como un examen de seleccion de potencial reproductivo
especialmente para vacas de alta produccién lechera cuya capacidad reproductiva se
vea afectada. Sin embargo, el IGF-l no es pronosticador de eventos reproductivos,
pero si un indicador indirecto de la capacidad de un animal para lograr reproducirsey
sigue siendo importante en el estudio de la relacién entre nutricion y reproduccion
(Ruiz Arboleda et al., 2011). En nuestro trabajo la concentracion de IGF-1 se vio
afectada (p<0,05) con la inclusion de lipidos con concentraciones menores a medida
que la inclusién de aceite de lino disminuia. La concentracion plasmatica de insulina
como indicador de statusenergético no fue afectada (p>0,05) por la inclusion de lipidos
en la dieta.

Los resultados de variaciéon de PVde los animales experimentales se presentan en
la Tabla 6.

Tabla 6. Variaciones de PV en vacas lecheras suplementadas con diferentes mezclas
de aceites de soja y lino.

Tratamiento’

Variable 2
(kg) Contro] AS100- AS75- AS50- AS25- ASO-  EEM  P<
ALO AL25 AL50 AL75  AL100

PV inicial 542,2 5478 562,3 528,56 554,2 5548 239 094

PV final 568,6 584,7 5883 559,2 5922 5842 226 0,88
GPV 0,690 090 0,680 1,00 0,810 0,780 0,14 047
APV 26,5 36,8 26,0 30,8 38,7 29,7 555 045

Walores expresados a través de las medias minimas cuadraticas (LSMeans) y el error
estandar de las LSMeans (EEM). Control (C) sin aceites, 800g aceite de soja (AS100-
ALO), 600g aceite de soja y 200g aceite de lino (AS75- AL25), 400g aceite de soja y
400g aceite de lino (AS50- AL50) 200g aceite de soja y 600g aceite de lino (AS25-
AL75), 800g aceite de lino (AS0-AL100). 2 Efecto tratamiento. GPV=ganancia de peso
vivo. APV= variacién de peso vivo

Los cambios en el PV de los animales y sus variables asociadas indicaron ausencia

de efectos del aporte de aceites o sus mezclas sobre estos parametros. Si bien el
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resultado debe tomarse con precaucion debido a la corta duracion del trabajo el mismo
resulta compatible con lo informado por otros autores (AbuGhazaleh, Schingoethe,
Hippen, Kalscheur y Whitlock, 2002;AbuGhazaleh,Schingoethe, Hippen y Whitlock,
2002; Flowers et al., 2008; Angulo, 2012). La suplementacién con lipidos insaturados
no parece reducir la pérdida de peso en vacas en inicio de lactancia ni favorecer la
reconstitucion de reservas corporales en vacas en lactancia media (Gagliostro y
Chilliard, 1992b).

1.5.- Consumo de concentrado y pastura

A la concentracion utilizada (10% en alimento tal cual) la inclusion de aceite vegetal
en el concentrado no produjo rechazos en el consumo del mismo ni diferencias
respecto al Control (Tabla 7). EI CMS de la pastura se incrementd en un 6 y 8% en los
tratamientos AS100 y AS75- AL25 mientras que en AS50- AL50; AS25- AL75 y ASO-
AL100 se redujo en un 0,3; 13 y 9% respectivamente (Tabla 7).

En consecuencia, el consumo de los aceites resulté completo y el CMST fue mayor
en los tratamientos AS100 y AS75 (Tabla 7).

Tabla 7. Consumo de pastura, aceites, concentrado y consumo total de MS en vacas
lecheras suplementadas con diferentes mezclas de aceites de soja y lino.

Tratamiento'’

Ingredientes AS100- AS75- AS50- AS25- ASO-

(kg MS/dia) - Control /6™ Ao5 ALBO AL75 AL100 EEM P<
Pastura® 927% 084® 1000° 924 809° 8,98° 035 0,007
Concentrado 7, 2 7,20 7,20 7,20 7,20 7,20 - -
Aceites ) 080 080 08 08 080 - ]
Total MS 1647° 17.847 18%  17.24% 16,09° 16.98% 039 <0,0001

abc Medias dentro de fila con distinta letra difieren significativamente (test Tukey-
Kramer, p< 0,05). 'Valores expresados a través de las medias minimas cuadraticas
(LSMeans) y el error estandar de las LSMeans (EEM). Control (C) sin aceites, 800g
aceite de soja (AS100- ALO), 600g aceite de soja y 200g aceite de lino (AS75- AL25),
400g aceite de soja y 400g aceite de lino (AS50- AL50) 200g aceite de soja y 600g
aceite de lino (AS25- AL75), 800g aceite de lino (AS0-AL100). 2Efecto tratamiento.
3Pastura consociada de cebadilla (Bromus unioloides), Festuca (Festuca arundinacea),
Trébol rojo (Trifolium pratense) y Trébol blanco (Trifolium repens).

La inclusion de AL (3,2 £ 1,7% CMS) o AS (2,9 + 1,2% CMS) en la racion de vacas
lecheras no afectdé el CMS en el meta analisis de Glasser et al (2008) ni en Loor et al.
(2005) y Bu et al. (2007). Los efectos de la inclusion de aceites vegetales sobre la

digestién ruminal son muy variables reportandose efectos negativos (Sutton et al.,
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1983), neutros (Kim et al., 2008; Atkinson et al., 2009; Dschaak et al.,, 2011) o aun
positivos (Doreau y Chilliard, 1997; Ueda et al., 2003).

La relacion forraje: concentrado(F:C) puede interactuar con la respuesta sobre la
digestion ruminal. En efecto, cuando el AL fue incluido al 3% del CMS en una racion
con 65% de forraje y 35% de concentrado se informaron efectos positivos sobre la
digestion de la fibra con un resultado opuesto cuando dicha relacion fue de 35:65
(Ueda et al., 2003).En el presente ensayo, la relacion F:C fue de 54:46 (Tabla 7).

El consumo (g/dia) de C18:2n-6 y C18:3n-3 aportado por los aceites suplementarios
fue de 407,4- 179,4 (AS100- ALO); 321,67- 212,8 (AS75- AL25); 235,98- 246,24
(AS50- AL50); 150,29- 279,68 (AS25- AL75) y 64,6- 313,12 (ASO- AL100),

respectivamente.

1.6. Perfil de los AG de la leche

Un aumento en la captura mamaria de los TG plasmaticos luego del aporte de los
aceites vegetales explicaria las importantes modificaciones en el perfil en AG de la GL
respecto al grupo Control (Tabla 8). El resultado confirma la existencia de una gran
plasticidad de composicién de la GL en cuanto a sus AG constitutivos (Chilliard et al.,
2000; Glasser et al., 2008).

La ausencia de un efecto depresor sobre la concentracion del AB (C4:0) es un
resultado frecuentemente informado (Glasser et al., 2008) que resulta de interés por su
potencial rol benéfico en la salud humana. EI compuesto, presente Unicamente en la
leche de rumiantes, ha demostrado efectos antineoplasicos inhibiendo el desarrollo de
carcinoma mamario en ratas (Parodi, 1999).

El C4:0 puede ser sintetizado por una via malonil-CoA independiente y por lo tanto
no dependiente de la acetil CoA carboxilasa(ACC) cuya actividad resulta inhibida por
la captura de los AG exdégenos aportados por los aceites (Bauman y Davies, 1974;
Chilliard et al., 2003; Chilliard y Ferlay, 2004).

Tabla 8. Perfil en acidos grasos de la leche en vacas lecheras suplementadas con diferentes mezclas
de aceites de soja y lino.

Acidos Grasos Tratamiento' pP<2
(g/100g del total AS10-  AST75- AS50- AS25- ASO-

de AG) Control ALO AL25 AL50 AL75 AL100 EEM
C4:0 2,382 2,412 2,472 2,182 2,602 2,462 0,15
C6:0 1,502 1,250 1,358ab 1,11 1,302b 1,342b 0,10
C8:0 0,932 0,66° 0,74° 0,60 0,72 0,74° 0,06

T

<0,0001

0,02
0,0002
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C10:0 2,202 1,39° 1,55° 1,27° 1,54 1,55° 0,13 <0,0001
C12:0 2,582 1,60° 1,79° 1,52° 1,73° 1,730 0,12 <0,0001
C14:0 10,212 6,78° 7,27° 6,42° 6,75° 6,95° 0,32 <0,0001
C14:1 cis-9 0,88° 0,43° 0,48° 0,37° 0,42° 0,34 0,08 <0,0001
C15:0 0,982 0,68° 0,72° 0,73° 0,69° 0,68° 0,03 <0,0001
C16:0 25,692 19,49° 20,07° 19,53° 19,52° 18,96° 0,66 <0,0001
C16:1 0,882 0,58b¢ 0,62° 0,40b¢ 0,54b¢ 0,38° 0,07 <0,0001
C17:0 0,522 0,32° 0,31° 0,34° 0,34° 0,33° 0,03 <0,0001
C18:0 12,78¢ 14,11bc 13,86¢° 14,10b° 16,152 15,33% 0,67 0,004
C18:1lsémeros
Trans-6-8 0,16° 0,382° 0,32° 0,412 0,362° 0,362° 0,03 <0,0001
Trans-9 0,23° 0,532 0,482 0,522 0,472 0,502 0,02 <0,0001
Trans-10 0,46¢ 1,4820 0,95b¢ 1,802 1,138b¢ 0,91b¢ 0,29 0,006
Trans-11 (AV) 3,49¢ 8,172b 7,820 9,202 7,67° 8,150 0,38 <0,0001
Trans totales 4,34¢ 10,562 9,57° 11,932 9,63° 9,91b 0,52 <0,0001
C18:1 cis-9 26,14° 27,8080 27,5020 27,4520 27,762 28,102 0,68 0,02
C18:1 cis-11 2,152 2,100 1,920 1,9520 1,920 1,78° 0,09 0,01
C18:2 (n-6) 1,96° 3,36° 3,502 3,442 2,872 2,742 0,29 <0,0001
C18:3 (n-3) 0,354 0,40¢ 0,64°¢ 0,73bc 0,85%° 1,052 0,07 <0,0001
C18:2 cis-9,trans-11 a a a b a
(AR) 1,56¢ 3,03 3,21 3,24 2,33 2,96 0,22 <0,0001
AG cadena corta® 7,022 5,70° 6,112° 5,16° 6,172° 6,082° 0,42 0,005
AG cadena media* 41,692 29,300 31,21P 29,18 29,70 29,15P 0,98
AG cadena larga® 49,27° 61,322 60,212 62,702 61,522 61,862 1,08 <0,0001
Acidos grasos

59,762 48,24° 50,10° 47,74° 51,28 49,95P 1,24 <0,0001
saturados (AGS)
Amdos grasos 38,21 48,072 47,432 49,308 46,122 47,142 1,17 <0,0001
insaturados (AGI)
AGS/AGI 1,582 1,01° 1,06° 0,97° 1,12° 1,06° 0,06 <0,0001
iA8 1,852 1,05° 1,12° 1,00° 1,09° 1,070 0,07 <0,0001
ProductosAD 35,77° 43,932 42,972 44,722 42,042 43,002 0,99 <0,0001
Sustratos® 54,512 51,500 51,76° 52,992 53,012 52,010 0,85 <0,0001
index” 0,40° 0,46° 0,45° 0,462 0,442 0,452 0,08 <0,0001
AG de novo
(C4:0-C15:1) 21,07 15,60P 16,35° 14,170 15,59P 15,70° 0,81 <0,0001
é?f: Be)f"rmad“ 50,70° 61,26 60,167 62,57 61,42 61,722 106  <0,0001
n-6/n-3 5,940 8,532 5,66° 4,86° 3,474 2,76¢ 0,26 0,0008
AR/AV 0,442 0,373bc 0,42aP 0,33b° 0,31° 0,37bc 0,03 <0,0001
>(C12:0,
C(14:0,C16:0) 38,482 27,43 29,130 27,47° 28,000 27,64 0,96 <0,0001

abcdMedias dentro de fila con distinta letra difieren significativamente (test Tukey-Kramer, P< 0,05). 'Valor
expresados a través de las medias minimas cuadraticas (LSMeans) y el error estdndar de las LSMea
(EEM).Control (C) sin aceites, 800g aceite de soja (AS100- ALO), 600g aceite de soja y 200g aceite de lino (AS7
AL25), 400g aceite de soja y 400g aceite de lino (AS50- AL50) 200g aceite de soja y 600g aceite de lino (ASZ
AL75), 800g aceite de lino (AS0-AL100). 2Efecto tratamiento. 2Acidos grasos de cadena corta: (C6:0
C10:0).4Acidos grasos de cadena media: (C12:0 a C17:1).5Acidos grasos de cadena larga: (C18:0 a C22:
SIndice de aterogenicidad:(C12+4*C14+C16)/(ZAGI) los AGI de la formula son: cis-9C14:1, C16:1, cis-9C18
cis-11C18:1, trans-11C18:1, C18:3, C18:2, cis-9 trans-11 C18:2 CLA. Se excluyeron los AG no saludables (trar
6-8,9,
10).”Index:([ZpoductosA9D]/[2productosA9D+Sustratos]).8Sustratos:C14:0+C15:0+C16:0+C17:0+C18:0+Trans-1
C18:1. T= tratamiento.
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La disminucion en la concentracion total de los AG sintetizados de novo (C4:0-
C15:1) resulté de similar magnitud entre los aceites puros y sus mezclas. El resultado
concuerda con lo informado por Bu et al. (2007) y se explica a nivel de célula secretora
mamaria por la inhibicion de la actividad de enzimas lipogénicas como la ACC
(Christie, 1981; Storry, 1981). Antonacci et al. (2013) también observaron una
reduccion (-17,8%) del total de AG sintetizados de novo de 22,49 a 18,48 g/100g del
total de AG (p<0,001) ante el suministro de 700 g de una mezcla AS70- AL30 a vacas
lecheras en pastoreo.

Dicha reduccion es frecuentemente observada cuando se suplementa a vacas
lecheras con AGPI (Casper et al. 1988; Kelly et al., 1998). El efecto inhibidor aumenta
con la longitud de la cadena, el grado de insaturacion y la presencia de dobles enlaces
de configuracion trans (Chilliard et al., 2001).

En los tratamientos AS50- AL50 y AS25- AL75 la disminucion de los AG
sintetizados de novo no resulté aparentemente compensada por un aumento
correlativo en la captacion mamaria de los AG preformados ya que el tenor graso de la
leche experimenté una caida respecto al lote Control (Tabla 3). La depresién resultd
maxima en el tratamiento AS50- AL50 donde también se observé la maxima
concentracién del trans-10 C18:1. La disminucién en el tenor graso de la leche estuvo
negativamente asociada a la concentraciéon de trans-10 C18:1 (Figura 1) en

concordancia con lo informado por Piperova et al. (2000).

GB 6,00
(g/100g)
5,00

. y =-0,2807x + 3,465
u R?=0,1308

4,00

3,00

2,00

1,00

0,00 T T T T 1
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

trans-10 C18:1 (g/100g del total de AG)

Figura 1. Relacion entre la concentracion grasa de la leche (GB) y la de trans-10
C18:1.
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Una alta concentracién de trans-10 C18:1(o de metabolitos relacionados como el
trans-10, cis-12 C18:2CLA), ha sido asociada a disfunciones en la actividad de las
enzimas lipoproteina lipasa (LPL) y Estearil CoA desaturasa (SCD) que intervienen en
la sintesis de grasa causando asi una disminucién en el tenor graso de la leche
(Griinari y Bauman, 2001).

Es importante destacar que dicha reduccion se produjo en parte a expensas de la
cantidad de AGS hipercolesterolémicos (Tabla 8) lo que mejora el valor saludable de la
leche. En efecto, la concentracién total de C12:0 a C16:0 disminuyé en todos los
tratamientos respecto a Control (-27,4% en promedio) sin diferencias entre las mezclas
de aceites (Tabla8). El resultado es relevante ya que contribuye a disminuir el
potencial aterogénico de la GL. En efecto, el indice de aterogenicidad(lA) de la leche
Control (1,85) resulté mayor (+74%, p<0,05) al promedio registrado en los tratamientos
con aceites (1,10) sin diferencias entre las combinaciones AS-AL. En condiciones de
alimentacion pastoril, el aporte de 700 g/vaca/dia de una mezcla AS70- AL30 redujo el
IA desde un valor de 1,6 a otro de 1,25 (-25%, Antonacci et al., 2013).

La concentracion basal (10,21 g/100gdel total de AG) del acido miristico (C14:0) fue
reducida en un 33% en promedio sin diferencias entre mezclas (Tabla 8) resultado
importante ya que el rol pro-aterogénico del C14:0 es considerado como muy potente
(Ulbritch y Southgate, 1991). Expresadas en forma porcentual respecto a la
concentracion observada en la leche Control, las reducciones fueron del orden del
35% para el C12:0 y del 24% para el C16:0 también sin diferencias entre mezclas. El
aporte de 700 g/vaca/dia de una mezcla AS70- AL30 en vacas lecheras en pastoreo
produjo reducciones significativas del C12:0 (2,78 a 2,04 g/100g del total de AG,-27%),
C14:0 (9,01 vs 7,64 g/100g del total de AG,-15%) y C16:0 (25,15 vs 21,37 g/100g del
total de AG,-15%) en el trabajo de Antonacci et al. (2013). Estos resultados
contribuyen a evitar un exceso en el consumo de grasa saturada no saludable. En Bu
et al. (2007) las reducciones respecto al Control de estos tres AG ante el aporte (4%
del CMS) de una mezcla AS- AL al 50% o ante el suministro de los aceites puros no
resultaron diferentes entre tratamientos.

En el presente ensayo, las reducciones se encontraron dentro del rango estimado a
partir del meta-analisis realizado por Glasser et al. (2008) para suplementaciones con
AS y AL con valores del 42-37% para el C12:0, del 23-24% para el C14:0 y del 30-17%
para el C16:0. La suplementacién con aceites ricos en AG de cadena larga (>16

atomos de carbono) da lugar a una reduccién en el porcentaje de los acidos grasos de
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cadena cortay mediae induce un aumento en los de cadena larga resultado también
observado en el presente trabajo. Los AG de mas de 16 atomos de carbono inhiben la
sintesis de novo, y el consumo de aceites ricos en AGPI da lugar a un mayor flujo de
estos AG hacia la glandula mamaria como consecuencia del incremento en su
absorcion intestinal (Palmquist et al., 1993).

Respecto al Control, la concentraciéon de acido estearico (C18:0) aumenté sélo
cuando el AL representd el 75% y el 100% de la mezcla sin diferencias en los
tratamientos con mayor proporcion de AS. El resultado reflejé consistencia con lo
informado por Bu et al. (2007) y con la posible inhibicién de la BH del AV a C18:0 ante
altas concentraciones de C18:2n-6 observada en experimentos in vitro (Hartoof et al.,
1973; Agazzi et al., 2004). Puesto que la actividad estimada del complejo A9-D no
difirié entre mezclas (Tabla8) y que la enzima convierte de un 37 a un 50% del acido
estearico en AO en la leche (Bickerstaffe et al., 1974) los mayores niveles de C18:0
podrian explicarse por una mayor BH ruminal.

La comparacién del C18:0 entre mezclas resulté inconsistente lo que concuerda
con otros autores (Ward et al.,, 2002; Antonacci et al.,, 2013) sobre ausencia de
diferencias en el contenido de este AG en la leche al suplementar con aceites ricos en
C18:2n-6 o C18:3n-3. En su meta-analisis, Glasser et al. (2008) concluyen que todos
los suplementos con AGPI generan aumentos similares en el contenido de los acidos
estearico y oleico en la leche.

La concentracion del AO (cis-9 C18:1) aumentd en todos los tratamientos con
aceites pero se diferencié del Control sélo en el tratamiento AL100 (+7%, p<0,05). El
aumento del AO luego del aporte de aceites de girasol o soja es un hecho bien
documentado (Rego et al., 2005; Cruz Hernandez et al., 2007; Glasser et al., 2008)
también observado al suplementar con AL (Bu et al.,, 2007; Glasser et al., 2008;
Chilliard et al., 2009; Hurtaud et al., 2010). En Antonacci et al. (2013) no se detectaron
diferencias en los niveles de AO (25,56- 23,03 g/100g del total de AG ante el
suministro de 700g de una mezcla AS70- AL30 a vacas lecheras en pastoreo.

El suministro de aceites ricos en C18:2n-6 y C18:3n-3 a vacas lecheras aumenta
ligeramente su concentracion en la leche, ya que la alta BH limita su transferencia
completa a la glandula mamaria. En nuestro trabajo, el aumento promedio del C18:2n-
6 en los tratamientos con aceites resulté importante (62%, p<0,05) comparado al valor
registrado en leche Control sin diferencias significativas (p>0,05) entre combinaciones
de aceites. El aporte de 700 g/vaca/dia de la mezcla AS70-AL30 también incrementé
(20,6%) la concentracion de C18:2n-6 (3,25 a 3,92, p<0,05) en Antonacci et al. (2013).
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A diferencia de lo sucedido en el presente trabajo, el meta analisis de Glasser et al.
(2008) sugiere ausencia de incremento en el cis-9, cis-12 C18:2n-6 ante el aporte de
aceite de lino al 3,2% del CMS (613 £ 299 g/dia). En nuestro trabajo, la proporcion de
ALi en los AG de la leche de post suplementacion estuvo comprendida entre el 2,74 y
el 3,50% (Tabla 8) valores cercanos al rango (2-3%) informado por Chilliard et al.
(2007).

El aumento promedio del C18:3n-3 respecto al Control fue del orden de 87% con un
aumento gradual ante la participacion creciente de AL en la mezcla. El aporte de AL a
4% del CMS incrementd (170%) la concentracion de C18:3n-3 en leche respecto al
Control sin efectos del AS o la mezcla (AS50- AL50) de ambos (Bu et al., 2007). El
aporte de 700 g/vaca/dia de la mezcla AS70-AL30 no alteré la concentracion de
C18:3n-3 en Antonacci et al. (2013). La alta velocidad de pasaje asociada a raciones
que incluyen pasturas de alta calidad como las utilizadas en el presente trabajo genera
cierta capacidad de escape de los AGPI suplementarios lo que aumenta y explica su
transferencia a la leche.

La relaciéon n-6/n-3 en la leche Control (5,94) fue incrementada (p<0,05) ante el
aporte de AS puro (8,53). La inclusién de AL a 25% en la mezcla mantuvo dicha
relacion en valores similares (5,66) al tratamiento Control mientras que aportes
superiores de AL (50, 75 y 100%) provocaron una reduccion significativa de este
parametro de interés saludable (4,86; 3,47; 2,76, respectivamente). El aporte de 700
g/vacal/dia de una mezcla AS70- AL30 en vacas lecheras en pastoreo incremento
(p<0,05) la relaciéon n-6/n-3 desde un valor de 3,18 en pre suplementacién a 3,87
(Antonacci et al., 2013). En Bu et al. (2007) la menor relaciéon n-6/n-3 fue observada
ante el suministro de AL a 4% del CMS (2,13) con un resultado intermedio ante la
mezcla AS50- AL50 (3,44) y sin diferencias respecto al Control (4,25) cuando se
suministré AS puro (4,35).

El aporte de aceites vegetales no protegidos trae aparejado un aumento en la
produccion de los diversos AG-t C18:1 en el rumen los que resultan posteriormente
transferidos a la leche. La concentracion (g/100g del total de AG) del acido elaidico
(AE)trans-9 C18:1 (0,23) y del trans-10 C18:1 (0,46) en Control fue incrementada por
los aceites (Tabla 8) alcanzando un valor maximo de 0,53 (trans-9) y de 1,80 (trans-
10) en los tratamientos AS100 y AS50- AL50 (Tabla8) sin diferencias (p>0,05) entre
mezclas de aceites para el caso del AE o sin un patrén definido de respuesta en el
caso del trans-10 C18:1. En Antonacci et al. (2013) las concentraciones (g/100g del
total de AG) basales en leche del trans-10 C18:1 (0,56) y del trans-9 C18:1 (0,32) se
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mantuvieron bajas (0,99 y 0,58, respectivamente) luego del consumo (700 g/vacal/dia)
de una mezcla AS70- AL30 en vacas lecheras en pastoreo.

Estas concentraciones pueden considerarse bajas y sin efectos negativos para la
salud humana. En efecto, una concentracion de trans-10 C18:1 del orden de 2,28
g/100g del total de AG en una manteca suministrada al 12% de la dieta de conejos
experimentales sometidos a un desafio colesterolémico no presentoé efectos deletéreos
sobre el perfil lipidico plasmatico o el metabolismo de las lipoproteinas cuando dicho
nivel de trans-10 C18:1 estuvo acompanado por al menos 7% de AV y 3% del cis-9,
trans-11 C18:2 CLA (Roy et. al., 2007). En los tratamientos con aceites, los valores del
AV y del CLA en la leche promediaron 8,20 y 2,94 g/100g del total de AG,
respectivamente mientras que los valores del trans-10 C18:1 oscilaron entre 0,91 y
1,80 g/100 g del total de AG (Tabla 8).Se ha postulado que el C18:3n-3 contenido en
el AL presentaria una menor tendencia a incrementar el trans-10 C18:1 en la leche
(Gémez-Cortes et al., 2008) efecto no confirmado en el presente experimento (Tabla
8).

En la leche Control, el AV representé el 80,41% del total de los AG-t C18:1 valor
que permanecio alto (77 a 82%) en los tratamientos con aceites (Tabla8). Por su parte,
las proporciones de AEy trans-10 C18:1 fueron de 5,30 y de 10,60% del total de AG-t
C18:1 en la leche Control, valores que permanecieron bajos en los tratamientos con
aceites (11,5 y 28,9%, respectivamente). Estos resultados sugieren ausencia de
desvios significativos hacia la formacion de los AG-t no deseables en detrimento de la
produccién de AV a nivel ruminal.

El AV presente en los lacteos puede ejercer propiedades benéficas a través de un
efecto anticarcinogénico directo (Awad et al., 1995) o mediado por su conversion
endogena a cis-9 trans-11 CLA a una tasa estimada en un 20% (Turpeinen et al.,
2002) por accién de la A9-D en el ser humano (Parodi, 2003). La metabolizacién del
AV a CLA ha demostrado ser una efectiva prevencién del cancer quimicamente
inducido en ratas (Banni et al., 2001) e incrementa la biodisponibilidad del compuesto
en los tejidos (Siurana y Calsamiglia, 2016).

En las vacas del presente ensayo, la conversion promedio del AV en AR pareci6
situarse en un 32,84% (Figura 2) valor cercano al 33% informado por Griinari y
Bauman (1999). Tomando como estimador la relacién producto/precursor (AR/AV), la
conversién promedio resultd ser algo mayor (37,3%; Tabla8) pero comparable a los
valores de 39-35% obtenidos en Antonacci et al. (2013) ante el suministro de 700

g/vacal/dia) de la mezcla AS70-AL30 a vacas lecheras en pastoreo.
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Teniendo en cuenta las distintas fuentes de variacion que influyen sobre la actividad
microbiana de la BH ruminal (consumo de C18:2n-6 y C18:3n-3, interacciones con la
racién de base, relaciones F:C), se ha propuesto una relacion AR/AV promedio del
orden de 0,41 (Chilliard et al.,, 2007) valor cercano al de 0,44 observado en el
tratamiento Control (Tabla 8). Dicha relacién disminuyé (p<0,05) luego del aporte
suplementario de aceites (Tabla8) lo que sugiere que el aumento del precursor (AV)
para la sintesis del CLA (cis-9, trans-11 C18:2) no se ftradujo en incrementos
proporcionales de la actividad A9-D mamaria.

De acuerdo a lo esperado, la concentracion del AR en la leche correlacion6
positivamente (r?: 0,80, p<0,05) con su precursor el AV (Figura 2) resultado
frecuentemente informado (Chilliard et al., 2000; Chilliard y Ferlay, 2004; Bu et
al.,2007). El aporte de aceites incremento significativamente la concentracion del AV
en comparacion al valor registrado en el tratamiento Control (3,49 g/100g del total de
AG) observandose los valores mas altos con la mezcla AS50- AL50 (9,20 g/100g del
total de AG, +163%) y en el tratamiento AS100 (8,17 g/100g del total de AG, +134%).
El aporte de 700 g/vaca/dia de una mezcla AS70- AL30 a vacas lecheras en pastoreo
produjo un incremento significativo en la concentracién de AV en leche del orden del
186% (de 3,15 a 8,99 g/100g del total de AG) lo que explicé el aumento significativo
(+152%) en la concentraciéon del AR de 1,24 a 3,13 g/100g del total de AG (Antonacci
et al., 2013).

Las concentraciones del AR y del AV en leche mostraron una elevada variabilidad
de respuesta ante el consumo de AS y AL puros o en mezclas sin un patron de
respuesta bien definido (Tabla 8 y Figura 2). El tratamiento 50- 50 presenté el valor
numérico mas alto de AR (3,24 g/100g del total de AG) pero también de trans-10
C18:1 sin diferencias significativas al compararlo con las concentraciones obtenidas

cuando los aceites se suministraron de forma separada (Tabla 8).
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cis-9, trans-11 5,00
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4,00 - X
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y =0,3284x + 0,159
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¢ CONTROL mAS100- ALO AS75- AL25
X AS50- AL50 x AS25- AL75 ASO- AL100

Figura 2. Relacion entre la concentracion de trans-11 C18:1 y cis-9 trans-11 C18:2
CLA en leche.

Tanto los resultados obtenidos in vivo (Chilliard et al., 2000; Lock y Garnsworthy,
2002; Bu et al., 2007) como in vitro (Hartoof et al., 1973; Agazzi et al., 2004) sugieren
que los aceites ricos en C18:2n-6 (girasol-soja) resultarian mas efectivos para
incrementar el AV respecto a los aceites ricos en C18:3n-3 por una mas eficiente BH
del C18:2n-6.

La concentracion basal (1,56 g/100g del total de AG) del AR fue incrementada
(p<0,05) en todos los tratamientos con aceites sin diferencias entre mezclas (Tabla8)
salvo para la combinacién AS25- AL75 donde se registré el valor mas bajo (2,33
g/100gdel total de AG). Los niveles de AR alcanzados con los aceites puros (2,96 a
3,03 g/100gdel total de AG) resultaron superiores a los obtenidos por Bu et al. (2007)
(1,60-2,39 g/100gdel total de AG) a similar dosis utilizada (4% del CMS) en raciones
con alto contenido de forraje (59%). Dichos autores obtienen mayores incrementos
tanto para el AV como para el AR utilizando aceite de soja respecto al aceite de lino
con respuestas aditivas ante la mezcla (AS50- AL50) de ambos pero siempre
inferiores a los aportes en su forma pura lo que sugiere ausencia de efectos
sinérgicos. Una mayor y mas completa BH ruminal de los AGPI en los animales que
consumieron el AL explicaria la respuesta obtenida (Bu et al., 2007).

En el presente ensayo, los niveles de AR observados en post suplementacion (2,33

a 3,24 g/100gdel total de AG) resultaron superiores a los valores promedio informados
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en el meta analisis de Glasser et al. (2008) ante el suministro de AS (1,02 10,36
g/100gdel total de AG) o AL (1,75 +0,84 g/100gdel total de AG) a vacas lecheras y
también a los obtenidos por Rego et al. (2005) ante el suministro de 500 g/dia de
aceite de girasol o AS (2,02 g AR/ 100 g del total de AG) a vacas lecheras en
pastoreo. También fueron superiores a los observados por Schroeder y Gagliostro
(2007) ante el aporte de 900 g/vaca/dia de sales calcicas de acidos grasos insaturados
(AGl)conteniendo un 30% de C18:2n-6 pero cercanos a los reportados por Antonacci
et al. (2013) ante el suministro de 700 g/vaca/dia de una mezcla AS70- AL30 a vacas
lecheras en alimentacion pastoril (3,13 g/100gdel total de AG para el AR).

El total de AGI en los tratamientos con aceites se incrementé (+25%)
significativamente (p<0,05) comparado con el Control sin diferencias (p>0,05) entre los
tratamientos con mezclas. La relacién basal entre los AGS y AGI (1,58) fue
significativamente (p<0,05) reducida ante el suministro de aceites (-52% en promedio)

sin diferencias entre mezclas.

CONCLUSIONES

En un sistema base pastoril y bajo similares condiciones de alimentacién no se
observé un patrén definido de respuesta ante el suministro de aceites ricos en acido
linoleico (AS) o linolénico (AL) suministrados al 4% del CMS en su forma pura o en
mezclas sobre el conjunto de parametros que mejoran el valor saludable de la grasa
lactea. Tomados en conjunto, los resultados sugieren cierta ventaja de la mezcla
AS75- AL25 en funcién a los costos relativos de ambos aceites, sus efectos positivos
sobre las variables productivas (produccion de leche, grasa y proteina lactea, consumo
de MS) y sobre la mejora en el valor saludable de la grasa lactea definida por la
disminucion de los AG hipercolesterolémicos, los incrementos en AV y AR vy el
mantenimiento de bajas concentraciones de los AG no saludables (trans-9 y trans-10
C18:1) con una adecuada relacion n-6/n-3 en la leche cercana a 5. Los resultados
confirman la existencia de una amplia plasticidad de composicién en AG de la grasa
butirosa de la vaca lechera ante el aporte de AGPI lo que constituye una herramienta
muy efectiva a fines de mejorar el valor saludable de la leche con un beneficio
potencial para la salud de los consumidores. Como se ha postulado en (Dalmeijer et
al., 2013) el relativamnte alto contenido de grasa saturada en la leche y los productos
lacteos podria incrementar el riesgo de enfermedades cardiovasculares y la

mortalidad, la implicancia practica de los resultados obtenidos reside en la capacidad
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de reducir el tenor de los compuestos no saludables (grasa saturada) a través de una

biointervencion como la alimentacion de los animales productores.

CAPITULOIII

EFECTO DEL CONSUMO DE NIVELES CRECIENTES DE UNA MEZCLA DE
ACEITES DE SOJA Y LINO SOBRE LA RESPUESTA PRODUCTIVA Y EL PERFIL
DE ACIDOS GRASOS DE LA LECHE DE VACAS EN PASTOREO (VER
PUBLICACION 2. PAGINA 215)

Este trabajo forma parte de las actividades previstas en la Etapa | y satisface al

objetivo especifico 3.

RESUMEN

El objetivo del trabajo fue conocer el efecto del consumo creciente de una mezcla (75-
25) de aceites de soja(AS) y de lino(AL) sobre la respuesta productiva y el perfil de
acidos grasos(AG) de la leche. Veinticuatro vacas multiparas de raza Holando
Argentino fueron asignadas a 4 tratamientos en un disefio completamente aleatorizado
(DCA) con tres semanas de acostumbramiento y una de mediciones experimentales.
Base materia seca (MS), la racion estuvo compuesta pastura (63%) y concentrado
energético (37%). La mezcla AS- AL fue suministrada en cuatro tratamientos al cero,
(Control), 2% (T2%, 0,36 kg/vaca/dia), 4% (T4%, 0,72 kg/vacal/dia) y 6% (T6%, 1,08
kg/vacal/dia) del consumo de materia seca total (CMST). La mezcla de aceites fue
manualmente homogeneizada con el concentrado y suministrada por mitades durante
cada turno de ordefio sin registrarse rechazos. Los consumos de MS(CMS) de pastura
y total promediaron 11,27 y 18,85 kg/vaca/dia respectivamente sin diferencias entre
tratamientos. La produccién de leche (22,71 kg/vacal/dia) resultd similar (p>0,05) entre
tratamientos. La concentracion grasa de la leche disminuy6 en forma lineal (p<0,01)
ante la inclusién creciente de mezcla de aceites mientras que la concentracion y
produccion de proteina lactea no fueron afectadas (p>0,05). La concentracion (g/100g
del total de AG) de los AG hipercolesterolémicos (C12:0, C14:0 y C16:0) en la leche
Control fue de 38,93 disminuyendo linealmente ante el consumo de aceite (T2%:
37,81; T4%: 31,59 y T6%: 29,18). La concentracion del acido vaccénico (trans-11
C18:1,AV) fue de 3,63 g/100g del total de AG en T0O, aumentando linealmente en todos
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los tratamientos (T2: 4,97; T4: 7,05 y T6: 8,38 g/100g del total de AG). La
concentraciéon del acido rumenico (cis-9, trans-11 C18:2, AR) en leche Control (2,28
g/100g del total de AG) aumentd linealmente resultando maxima en T4% (3,88) sin un
incremento adicional en T6% (3,89). El indice de aterogenicidad (IA) de la leche
Control (1,87) disminuy6 (p<0,01) linealmente (T2%=1,64; T4%=1,18 y T6%=0,95). La
relacion n-6/n-3 en leche Control (3,57) no difirié (p>0,05) de T2% (3,37) aumentando
(p<0,05) en T4% (4,41) y T6% (4,63) pero permaneciendo por debajo de los valores
recomendados (5:1). Los valores maximos de los AG trans-10 y trans-9 C18:1 fueron
de 2,23 y 0,73 g/100g del total de AG, respectivamente. En vacas lecheras en
pastoreo, el nivel 6ptimo de inclusion de la mezcla de AS y AL parecio situarse en el
4% del CMST a fines de maximizar la presencia del CLA, reducir la concentracién de
los AG hipercolesterolémicos y mantener bajos los niveles de los AG no saludables

(trans-9 y trans-10 C18:1) con una relacion n-6/n-3 cercana a 5.

ABSTRACT

The objective was to determine the effect of increasing intake of a mixture (75- 25)
of soybean (SO) and flax (LO) oils on the productive response and milk fatty acid (FA)
profile in grazing dairy cows. Twenty-four Holando Argentino cows were assigned to 4
treatments in a completely randomized design with three weeks of adaptation and one
of experimental measurements. On a dry matter (DM) basis cows consumed pasture
(63%) and energy concentrate (37%). The SO-LO mixture was consumed at zero
(Control), 2% (T2%, 0,36 kg/cow/day), 4% (T4%, 0,72 kg/cow/day) and 6% (T6%, 1.08
kg/cow/day) of total estimated DM intake. Oil mixture was manually homogenized with
the concentrate and supplied by halves during each milking time without refusals.
Pasture and total DM intake averaged 11.27 and 18.85 kg/cow respectively without
differences between treatments. Milk production averaged 22.71 kg/cow/day) resulting
similar (p> 0.05) between treatments. Milk fat content decreased linearly (p<0.01) as oil
mixture intake increased while milk protein concentration or yield were not affected
(p>0.05). The concentration (g/100g FA) of the hypercholesterolemic FAs (C12:0,
C14:0 and C16:0) in Control milk averaged 38.93 decreasing linearly with oil
consumption (T2%=37.81; T4%=31.59 and T6%=29.18). Concentration of vaccenic
acid (trans-11 C18:1, VA) in milk was 3.63 g/100g FA in Control, increasing linearly
after mix-oil intake in T2% (4.97), T4% (7.05) and T6% (8.38 g/100g FA).
Concentration of rumenic acid (cis-9, trans-11 C18: 2, RA) in Control milk (2.28 g/100g
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FA) increased linearly resulting maximal in T4% (3.88) without any additional increase
in T6% (3.89). The atherogenic index (Al) of Control milk (1.87) decreased (p<0.01)
linearly (T2%=1.64, T4%=1.18 and T6%=0.95). The n-6/n-3 ratio in Control milk (3.57)
did not differ (p>0.05) from T2% (3.37) but resulted higher (p<0.05) in T4% (4.41) and
T6% (4.63). It remained below the recommended value of 5:1. The maximum values of
the trans-10 and trans-9 C18:1 was 2.23 and 0.73 g/100g FA respectively. In grazing
dairy cows, the optimum inclusion level of soybean and flaxseed oils appeared to be
near to 4% of total DM intake in order to maximize the presence of CLA, reduce the
concentration of hypercholesterolemic FA and maintain low levels of unhealthy FA

(trans-9 and trans-10 C18: 1) maintaining a n-6/n-3 ratio close to 5.

INTRODUCCION

La composicién en AG de la leche es un factor determinante de sus propiedades
saludables debido a los potenciales efectos que ciertos AG especificos tienensobre la
salud humana. La grasa lactea(GL) puede representar hasta un 75% del consumo
total de grasa proveniente de rumiantes y los productos lacteos aportan alrededor del
25 a 35% del total de grasa saturada consumida diariamente. Algunos acidos grasos
saturados (AGS)presentes en la leche como el laurico (C12:0), miristico (C14:0) y
palmitico (C16:0) resultan potencialmente aterogénicos cuando son consumidos en
exceso (Ulbritch y Southgate, 1991; Tholstrupet al.,2004) y se los asocia al incremento
en el riesgo de enfermedades cardiovasculares(ECV) (Chilliard et al., 2000; Parodi,
1999). Los trabajos disponibles (Gagliostro, 2004b) y los resultados obtenidos en
Antonacci et al. (2017) demuestran que el aporte suplementario de aceites
poliinsaturados constituye unaherramienta efectiva y natural para inhibir la sintesis
mamaria de novode los AGS reduciendo también la presencia de los AG pro-
aterogénicos en la leche. Un interés especial ha sido puesto en la presencia del
AR(cis-9, trans-11 C18:2 CLA) por su potencial rol saludable sobre los niveles y la
composicion de los lipidos circulantes, la salud cardiovascular (Kritchevsky et al.,
2000; Valeille et al., 2005), la reduccién en la incidencia de algunos tipos de cancer
(Parodi, 1999; Gagliostro, 2004a; Stachowska, 2008; Shiraishi et al., 2010; Kim et al.,
2016) y respuesta inmune (Kelly, 2001; Bhatacharya et al., 2006). Por su parte, el AV
(trans-11 C18:1) es el principal acido graso trans (AG-t)presente en la leche, resulta el

precursor del AR mas importante y presenta ademas propiedades antiproliferativas. El
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AV es convertido en AR en los tejidos humanos a una tasa promedio del 20% (Stanton
et al., 2003).

La GL es la mas importante fuente natural del AR y su concentracionen leche es
altamente dependiente de la alimentacién y de la suplementacion lipidicade los
animales (Chilliard et al., 2000; Gagliostro, 2004b; Antonacci et al., 2017; Gagliostro et
al.,, 2017). La alimentacion base pastoril permite obtener leches con altos niveles
basales de AR los que pueden amplificarse a través del aporte suplementario de
aceites vegetales poliinsaturados (Chilliard et al., 2000; Schroeder et al., 2004,
Gagliostro, 2004b; Antonacci et al., 2017) o una mezcla de aceites de AS y AL como la
utilizada en Antonacci et al. (2017).

Determinar la dosis Optima de aceite a suplementar para obtener un perfil mas
saludable en los AG de la leche es un aspecto importante que merece ser explorado
experimentalmente. Las razones que justifican ajustar dicha dosis reconocen aspectos
economicos asociados al alto costo de los aceites, metabdlicos a fines de evitar
desvios importantes y no deseables hacia los AG-t no saludables de la leche por
sobredosis de aceites y finalmente razones digestivas por los posibles efectos
deletéreos de los aceites libres sobre la funcion ruminal y la digestion. Pese a la
enorme importancia practica de conocer cual es la cantidad mas adecuada de aceites
a suministrar, los resultados experimentalesson por el momento y en nuestro
conocimiento muy escasos o directamente inexistentes. Se ha postulado un efecto
lineal del consumo de aceite sobre la concentracion de AR en leche hasta un maximo
de inclusién al 4% del CMST no lipidica (Chilliard et al., 2000) aspecto que merece ser

explorado experimentalmente.

HIPOTESIS

La concentracion en la leche de los AG potencialmente aterogénicos (C12:0, C14:0
y C16:0) disminuye mientras que la de los AG benéficos (AV y CLA) se incrementa en
forma lineal manteniendo bajas concentraciones de AG-t no saludables (trans-9 y
trans-10 C18:1) y una adecuada relacion n-6/n-3 ante dosis crecientes de una mezcla
de AS- AL (75- 25) hasta alcanzar un nivel de consumo de mezcla en el que ulteriores

aumentos no produciran incrementos o reducciones proporcionales.
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OBJETIVOS

Determinar si existe una respuesta lineal, y en qué punto deja de serlo, al
suministro creciente de la mezcla AS-AL (75- 25) sobre parametros que mejoran el

valor saludable de la lechede vacas en alimentacién base pastoril.

Determinar la dosis adecuada de mezcla de aceites que permita obtener una leche
con un nivel alto de CLA y reducida en AG no saludables al menor costo asociado al

aporte suplementario de la mezcla de AS y AL.

MATERIALES Y METODOS

2.1.-Lugar experimental y fecha

El trabajo se llevd a cabo en el Tambo Experimental de la Unidad Integrada
Balcarce ubicado en la Provincia de Buenos Aires (37° 45" LS, 58° 18" LO) a 130
metros sobre el nivel del mar durante los meses de septiembre y octubre de 2014.El
periodo experimental fue de 4 semanas con las tres primeras consideradas de

acostumbramiento a los aceites y la cuarta para toma de datos experimentales.

2.2.- Animales, tratamientos y disefio experimental

Se utilizaron 24 vacas multiparas de raza Holando Argentino en lactancia avanzada
244 (x 69) dias posparto, con una produccion inicial promedio de 20,5 (£1,8) kg de
leche por dia y un peso vivo (PV) promedio de 552 (£50) kg. El manejo, cuidado y
utilizacion de los animales experimentales fue aprobado por dictamen 002/2014 del
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacién (CICUAE,
INTA, Centro Regional Buenos Aires Sur). Los animales fueron asignados al azar en
un DCA a cuatro tratamientos con 6 vacas por tratamiento definidos por el aporte de
una mezcla de AS- AL al 75- 25 (porcentajes en peso) suministrada al 0% (Control sin
aceites), 2% (T2%), 4% (T4%) y 6% (T6%) del CMST (18 KgMS/vaca/dia) medido
durante la semana previa al inicio del ensayo. Durante la semana precedente al
comienzo de la adaptacion, todos los animales consumieron una pastura consociada y
un concentrado energético para registrar laproduccion y composicion individual de

leche, el PV y el CMST quedando definidas las cantidades diarias (kg/vaca/dia) de
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mezcla de aceites a suministrar en cada tratamiento. La pastura estuvo compuesta por
cebadilla criolla (Bromus unioloides) y trébol rojo (Trifolium pratense) y se utilizé una
oferta forrajera de 27 kgMS/vaca/dia bajo un sistema de pastoreo rotativo en franjas
diarias. La biomasa disponible fue estimada semanalmente para ajustar el tamafo de
la franja diaria de pastoreo (y asegurar la oferta) utilizando el método de doble
muestreo (Fernandez, 1999) a través de la relaciéon establecida entre la altura del
forraje (x) y la biomasa disponible (y). Las ecuaciones fueron ajustadas semanalmente
tanto para la disponibilidad inicial como para el forraje remanente luego del pastoreo.
El concentrado energético fue ofrecido a razén de 8 kg/vaca/dia por mitades
durante cada turno de ordefio. La mezcla de aceites (mitades en cada ordeino) fue
manualmente incorporada con el concentrado no registrandose rechazo en ninguna de
las dosis utilizadas. El concentrado estuvo compuesto por grano de maiz (35%), brote
de malta (10%), pellet de girasol (20%), sojilla (10%), afrechillo de trigo (21,28%),
conchilla (2%), oxido de magnesio (0,4%), sal (1,2%), rumensin (0,02%), y nucleo
vitaminico (0,1%). El nucleo vitaminico incluyé vitaminas A, D3, E (4.500.000, 900.000
y 10.000 Unidades internacionales (Ul), respectivamente) y minerales de Mn, Fe, Cu,
Zn, Co, Se y | (40.000, 30.000, 10.000, 50.000, 400, 300 y 600 ppm, respectivamente).
Las cantidades efectivas de mezcla de aceites consumidas (kg/vaca/dia) fueron de
0,36 (T2%), 0,72 (T4%) y 1,08 (T6%). El acostumbramiento a los aceites fue gradual
procediendo por mitades de la dosis diaria durante cada turno de ordefio comenzando
con 0,1 (T2%), 0,2 (T4%) y 0,3 (T6%) kg/vaca/dia durante el primer dia (dia 1), 0,2; 0,3
y 0,4 kg durante los 2 dias siguientes (dias 2-3), 0,2; 0,3 y 0,5 kg/dia al dia 4 y dosis
completa segun tratamiento a partir del dia 5 hasta la finalizacién del ensayo. Los
animales fueron ordefados dos veces por dia a las horas 6:00 y 16:00. Luego de cada

ordeno fueron conducidos a la pastura con disponibilidad de agua limpia a voluntad.

2.3.- Mediciones en los alimentos

Durante todo el ensayo se tomaron muestras semanales representativas del
concentrado y de la pastura (0,5 kg). Las muestras de pastura se obtuvieron en el
horizonte de pastoreo por encima del residuo en forma manual simulando la
selectividad de la vaca (hand-plucking) segun Meijs et al. (1982). Todas las muestras
fueron secadas en estufa con circulacion forzada de aire a 60°C durante 48 horas para
determinar el contenido de MS y molidas en molino tipo Willey (malla 1 mm). Se

cuantificaron los tenores de materia organica(MO) (mufla a 550-600°C durante 4
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horas),proteina bruta (PB) (Horneck y Miller, 1998 con un analizador LECO FP-528),
carbohidratos solubles en agua (CSA) (Morris, 1948), fibra detergente neutro (FDN)y
acido (FDA) (mediante la técnica de bolsas filtrantes, Komarek et al., 1994 y Komarek
et al., 1993, respectivamente) con un autoanalizador (ANKOM Corp., Fairtport, Nueva
York, EE.UU., 1970), extracto etéreo(EE) por la técnica de extracciéon con solventes en
alta temperatura (AOCS, 2006) con un autoanalizador (ANKOM Corp., Fairtport,
Nueva York, EE.UU.), digestibilidad de la MS (DMS) a 48 horas de incubacioén in vitro
(equipo Daisy II, ANKOM) y almidon (Mc Rae; Armstrong, 1968).

2.4.-Medicion de consumo de alimento

El consumo diario de concentrado y aceites fue determinado en forma individual
mediante la diferencia entre la cantidad ofrecida y la rechazada a lo largo de todo el
experimento sin registrarse rechazos. El consumo individual de pastura se estimé por
el método de la diferencia entre el forraje ofrecido y el remanente (Meijs et al., 1982)
utilizando parcelas individuales durante 3 dias consecutivos en la semana previa al
comienzo del experimento y durante los 3 ultimos dias de la semana 4 de ensayo. El
promedio de los tres dias consecutivos de estimacion en cada animal fue utilizado
para realizar el analisis estadistico (seis repeticiones de consumo de pastura por

tratamiento).

2.5.-Medicion de la produccion y composicion quimica de la leche

La produccion de leche fue registrada en forma individual y diaria durante todo el
ensayo. La composiciéon quimica fue determinada a partir de muestras (50 ml) de dos
ordefios diarios, dos veces a la semana en dias no consecutivos. Con la leche de dos
muestreos consecutivos (ordefio de la tarde de un dia y manana del dia siguiente) se
obtuvo una muestra individual compuesta ponderada por el volumen producido en
cada ordefo para la determinacion de grasa butirosa(GB), proteina, lactosa, sélidos
totales(ST) y sdlidos no grasos(SNG) por espectrofotometria infraroja (longitud de
onda media) utilizando un autoanalizador Milko Scan-Minor (Foss Electric, Hillerod,
Denmark). La concentracion de nitrogeno ureico en leche (NUL) fue determinada
manualmente utilizando Kits enzimaticos (Laboratorio Wiener, Rosario, Argentina)

previa refrigeracion y centrifugacién de la muestra a 3000 rpm, durante 15 minutos



53

(centrifuga IEC Modelo Centra MP4) y posterior lectura con un espectrofotémetro
(Spectrum modelo SP1102).

2.6.- Medicion de peso vivo y concentracion de metabolitos plasmaticos

Las vacas fueron pesadas dos dias consecutivos luego del ordeno de la mafiana a los
dias 6, 7, 27 y 28 de ensayo. La variacion diaria del peso de cada vaca se calculd
como la diferencia entre el peso promedio final (dos dias) menos el inicial (dos dias)
dividido por el numero de dias transcurridos. Durante las dos ultimas semanas de
ensayo, se tomaron muestras de sangre por puncién de vena yugular luego del ordefio
de la manana. La sangre fue colectada en tubos conteniendo acido
etilendiaminotetraacético(EDTA, 7-8 gotas) (0.342 mol/L, pH 7.2, Laboratorio Wiener,
Rosario, Argentina) y centrifugada (2000 x g por 15 min a 4°C). El plasma obtenido fue
conservado (—24°C) hasta los andlisis de glucosa, NUP, triglicéridos, y colesterol
utilizando kits enzimaticos (Laboratorio Wiener, Rosario Argentina). Para la
determinacion de los AG no esterificados (NEFA) se utilizd un kit enzimatico (Randox
Laboratories Ltd., UK).

2.7.-Cuantificacion del perfil en acidos grasos de la leche y de los

alimentos

A los 21 dias de suplementacion con aceitesse congelaron (-24°C) alicuotas de 50
ml de leche de cada vaca provenientes de cada muestra compuesta colectada para la
determinacion de la composicion quimica. Se analizé una Unica muestra compuesta
(pool) por animal. La grasa total se determind gravimétricamente por extraccion con
éter de petréleo a 65-80 °C (Official Methods 960.39) (AOAC,1999). Puesto que los
acidos grasos insaturados(AGI) se isomerizan al utilizar altas temperaturas todo el
procedimiento analitico fue realizado a baja temperatura. Los lipidos fueron extraidos
con una mezcla de hexano:isopropanol (3:2) y sulfato de sodio 6% a temperatura
ambiente (Wolff, 1995). El residuo lipidico se seco a 40 °C bajo una corriente de
nitrégeno. Para la preparacion deésteres metilicos de acidos grasos(EMAG), se utilizd
un método frio con hexano y KOH 2N en metanol (Bannon et al., 1982). Los EMAG se
cuantificaron usando un cromatégrafo de gases (GLC- Shimatzu GC-2014, Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japén) equipado con una columna capilar CP-Sil 88, 100 mx 0,25

mm id (Varian, Lake Forrest, CA, EE.UU.) y detector de ionizacién de llama. Se utilizd
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la técnica desarrollada por Masson et al. (2015) manteniendo las temperaturas del
inyector y del detector a 250 °C, la tasa de flujo a 1:100 y 1 pl de muestra estandar o
de muestra utilizando un dispositivo de muestreo automatico en cada corrida del GLC.
El flujo de hidrégeno fue de 1 mi/min y el flujo de nitrégeno como gas de compresion
fue de 25 mil/min. Se identificaron los tiempos de retencion maximos y los porcentajes
de area del total de AG inyectando patrones conocidos. Los estandares internos
[(Tritridecanoina [13: O-triacilgliceridos (TAG)], estandares externos de referencia GLC-
463 (mezclas de 52 EMAG (pureza> 99%) y trans-mix GLC 481 (pureza> 99%) fueron
adquiridos de Nu-Chek (Nu-Chek Prep, Inc., Elysian, MN, USA). Esteres de metilo del
acido linoleico, mezcla cis/trans (Catalogo n ° 47791); las mezclas de EMAG de largo
de cadena C4-C24 insaturados (Catalogo N ° 18919) y de los EMAG individuales de
largo de cadena de C4:0 a C24:1 saturados e insaturados se obtuvieron de Supelco
(Bellefonte, PA, USA). Las mezclas de isomeros de AG posicional y geométrico fueron
proporcionadas por la Red CYTED Internacional (208RT0343). Los EMAG fueron
identificados comparando sus tiempos de retencién con los estandares comerciales.
Los valores se expresaron como un porcentaje de los EMAG totales. El limite inferior
de cuantificacion para los EMAG identificados varié de 0,01% a 0,03%. Para convertir
g EMAG/100g EMAG a equivalentes de TAG (g de AG como TAG/100g de TAG
totales) se emplearon los Factores de Conversion respectivos tabulados en el Método
AOCS Ce 1j-07 (2007) (Masson et al., 2015). Para estimar los g de AG/100 g de
muestra, los g de AG/100 g de TAG se multiplicaron por el contenido total de grasa

(%). Los resultados se expresan en g/100g del total de AG.

2.8.- Determinaciones complementarias sobre los aceites

Para caracterizar la calidad de los aceites de soja y de lino, se evalud la estabilidad
oxidativa mediante las determinaciones de indice de peréxidos y espectrofotometria
UV (a 232 y 270 nm) y la estabilidad hidrolitica mediante el indice de acidez por
analisis espectrales de absorcién (AOAC). Estas determinaciones se llevaron a cabo
en el Laboratorio de Cromatografia del Dr. Claudio Bernal, catedra de Bromatologia y

Nutricion. Universidad Nacional del Litoral (UNL).
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2.9.- Analisis estadistico

El efecto del consumo de niveles crecientes de la mezcla de aceites sobre la
produccion y composicion quimica de la leche, perfil en AG de la leche y PV se evaluo
mediante contrastes ortogonales para ajustar los efectos lineales, cuadraticos y
cubicos con el paquete estadistico PROC MIXED de SAS/STAT® (2002-2010).

Los resultados de consumo y metabolitos plasmaticos se analizaron utilizando el
programa PROC GLM de SAS/STAT® (2002-2010) segun un modelo a un criterio de
clasificacion:

Yij = p + Ci + Eij

donde Yij es la variable respuesta; py es la media poblacional; Ci es el efecto de
tratamiento y Eij es el error error residual.

El umbral de significancia estadistica fue establecido en p<0,05 y el umbral de

tendencia fue p<0,10.

RESULTADOS Y DISCUSION

2.1.- Oferta forrajera y calidad de los alimentos

La disponibilidad forrajera de las franjas previo al pastoreo (2100 + 308 KgMS/ha)
estuvo por encima del valor critico de 2000 kg de MS/ha por debajo del cual el CMS
podria estar restringido (Minson, 1990). El sistema de pastoreo en franjas diarias
permiti®6 mantener una oferta diaria de 27(x2) kgMS/vaca/dia considerada como
adecuada para obtener un alto nivel de consumo de forraje (Minson, 1990). El
consumo de pastura seria maximo cuando el forraje es ofrecido a razén de 45 g MO
de pastura/kg de PV (Minson, 1990). El PV promedio de las vacas (554 kg, Tabla 6) y
el contenido promedio de MO de las pasturas (92 g/100gMS, Tabla 1) permiten
estimar que la asignacion de pastura no limitante seria de 23 Kg MS/vaca/dia valor
inferior al utilizado (27 kgMS/vaca/dia). Se ha postulado también que el maximo CMS
se alcanzaria cuando la oferta de pastura oscila entre 45 a 55gMS/kg de PV por dia
(Leaver, 1985). Para un peso promedio de 554 kg (Tabla 6) el rango de asignacion
seria de 25 a 30 kgMS y por lo tanto la asignacion utilizada (27 kgMS/vaca/dia) se
encontré dentro del mismo. Puede concluirse que en el presente trabajo, la oferta

forrajera no resultd limitante para la expresion del potencial de CMS de los animales.
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Ademas de la asignacion, el consumo de pastura puede resultar también afectado
si el contenido de MS resulta inferior al 18% existiendo una relacion lineal entre el
contenido de MS de la pastura y el consumo en un rango de 13 a 22% de MS. La
depresion promedio estimada del consumo seria de 0,34 kgMS por cada unidad
porcentual de disminucién en el tenor de MS del pasto (Verité y Journet, 1970). En el
presente trabajo, el contenido de MS de la pastura (20,5%; Tabla 1) estuvo por encima
del rango critico informado por (Verité y Jornet, 1970). Asimismo, los contenidos de PB
(24,1%) y de FDN (36,4%) de las pasturas (Tabla 1) se encontraron dentro de los
rangos (15-25% para PB y 36-54% para FDN) propuestos por Minson (1990) a fines
de obtener una alta DMS del forraje en concordancia con los altos valores in vitro

obtenidos (70,93%) para dicho parametro (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion quimica y digestibilidad in vitro de la pastura y del concentrado()

Variable Pastura? Concentrado
Materia Seca, % 20,50 + 0,70 89,6 £ 0,65
Materia Organica, % de la MS 91,66 £ 0,55 92,80 £ 0,46
Proteina Cruda, % de la MS 24,10 + 1,56 17,32 + 1,02
Fibra Detergente Neutro, % de la MS 36,40 £ 1,00 23,97 £ 2,00
Fibra Detergente Acida, % de la MS 18,23 + 1,11 11,51+ 1,41
Digestibilidad in vitro de la MS, % 70,93 + 0,40 75,14 + 1,88
Almidén, % de la MS 1,57+ 0,40 32,59 + 4,05
Extracto Etéreo, % de la MS 3,23 + 0,31 447 +0,77
EM, Mcal/kg MS) 2,89 + 0,01 2,71 +£0,07
CSA, % de la MS 12,00+ 3,40 20,80+ 1,51

(WValores expresados a través del promedio * el desvio estandar (n=4 muestras
analizadas).?Pastura consociada de Cebadilla (Bromus unioloides) y Trébol rojo
(Trifolium pratense). CSA=Carbohidratos solubles en agua. EM= energia
metabolizable. MS=materia seca

Los valores de CSA y de EE resultaron normales para pasturas de calidad. Puede
concluirse que tanto la calidad como la cantidad de pastura ofrecidaresultaron
suficientes para alcanzarun adecuado CMS y de energia. La composicion quimica del
concentrado resulté compatible con la de los alimentos utilizados para su formulacién y
normales para un concentrado energético de calidad. La composicion en AG de los

alimentos utilizados se presenta en la Tabla 2.
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Tabla 2. Perfil en acidos grasos de la pastura, el alimento concentrado y de los aceites
puros de soja y de lino.

Acidos grasos Pastura’ AS? AL3 Concentrado
g/100g del total de AG
C16:0 14,08 10,67 6,71 13,91
C18:0 1,31 4,31 5,38 1,92
C18:1 cis-9 1,53 17,43 18,28 26,89
C18:1 cis-11 0,18 2,83 3,16 413
C18:2 cis-9 cis-12 14,58 52,87 16,35 49,75
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 62,76 11,36 49,87 2,29

'Pastura consociada de Cebadilla (Bromus unioloides) y Trébol rojo (Trifolium pratense).
?Aceite de soja. 3Aceite de lino.

De acuerdo a lo esperado, el contenido de acido linolénico (cis-9 cis-12 cis-
15C18:3) resulté alto en el aceite de lino (49,87%) y en la pastura (62,76%) donde se
observaron valores mayores a los informados por Loor et al. (2005) y Flowers et al.
(2008) resultado compatible con la alta calidad del forraje utilizado. Por su parte, el
aceite de soja se caracterizd por su alto contenido (52,87%) en é&cido linoleico (cis-9
Cis-12C18:2) y su bajo contenido en AGS caracteristicas deseables para el alcance de
los objetivos del trabajo. Los aceites (y el concentrado) resultaron una buena fuente de
acido oleico (cis-9C18:1, AO). Su composicion resultd normal y similar a lo informado
por otros autores (Bu et al., 2007; Glasser et al., 2008; Martinez et al., 2010; Martinez
del Olmo, 2012).

Es importante destacar el rol de la presencia de pastura en la dieta sobre el
metabolismo de los lipidos en el rumen y su importancia para lograr cambios
saludables en la composicién de los AG de la leche particularmente en relacion a los
acido grasos poliinsaturados (AGPI) n-3 y el CLA, como asi también la reduccion de
los AGS y el aumento del AO (Dewhurst et al., 2006). La presencia de forraje fresco
evita aumentos en la concentracién de isémeros trans-C18:1 no deseables excluyendo
el AV.EIl indice de acidez (mg KOH/g) para los aceites de soja y lino fue de 2,37
(x0,03) y de 6,18 (+£0,52) respectivamente. El indice de perdxidos (meq O2/kg) fue de
496 (x1,10) y 2,25 (£1,52), respectivamente. El indice de espectrofotometria
ultravioleta (UV) (AA 232) para el AS y AL fue de 0,860 (+0,12) y 1,044 (+0,27),
respectivamente y el indice de espectrofotometria UV (AA 270) para ambos aceites fue
de 0,151 (x0,01) y 0,294 (+0,05), respectivamente.Estos valores se encuentran dentro

de rangos considerados admisibles para el consumo animal.
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2.2.- Consumo, producciéon y composicion quimica de la leche

La inclusién creciente de la mezcla de AS y AL en el concentrado no produjo
rechazos en el consumo del mismo ni afectdé el consumo de pastura o de MS total

respecto al tratamiento Control (p>0,05; Tabla 3).

Tabla 3. Consumo de pastura y de suplementos en vacas lecheras en pastoreo
recibiendo cantidades crecientes de una mezcla de aceites de soja y de lino (75- 25) al
0 (Control), 2%, 4% y 6% del consumo total de materia seca.

Ingredientes Tratamientos'

(kg MS/dia) EEM P-valor?
Control T2% T4% T6%

Pastura? 12,00 10,83 10,67 11,57 0,59 0,49

Concentrado 7,04 7,04 7,04 7,04 - -

Aceites 0,00 0,36 0,72 1,08 - -

Total MS 19,04 18,23 18,43 19,69 0,68 0,31

Walores expresados a través de las medias minimas cuadraticas (LSMeans) y el error
estandar de las LSMeans (EEM). 2Efecto tratamiento. 3Pastura consociada de
cebadilla criolla (Bromus unioloides) y trébol rojo (Trifolium pratense). MS= materia
seca.

El consumo de aceite vegetal podria afectar negativamente la digestion ruminal de
la fibra (FDN) (Jenkins, 1994) con reduccion del consumo (Sutton et al., 1984) y por lo
tanto de la produccién de leche (Chilliard et al., 2001a; Rego et al., 2005; Chilliard et
al., 2009). Los efectos negativos sobre la digestion ruminal de los aceites libres son
variables habiéndose informado efectos negativos (Sutton et al., 1983), neutros
(Pantoja et al., 1996; Kim et al., 2008; Atkinson et al., 2009; Dschaak et al., 2011;
Gagliostro et al., 2017), o aun positivos (Doreau y Chilliard, 1997; Ueda et al., 2003).

La inclusion de aceite de lino al 3,2%(x1,7)ode aceite de soja al 2,9%(x1,2)de la
raciénno afectd el CMSen el meta-analisis de Glasser et al. (2008) o en los trabajos de
Loor et al. (2005) y Bu et al. (2007). La relacién forraje:concentrado (F:C) parece
interactuar con los efectos de la suplementaciéon con aceite libre sobre la digestion
ruminal (Palmquist, 1988). Cuando el aceite de lino fue incluido al 3% de la MS en una
racién de vacas lecheras cuya relacion F:C fue de 65:35 se observaron efectos
positivos sobre la digestion de la fibra (FDN) con un resultado opuesto cuando dicha
relacion fue de 35:65 (Ueda et al., 2003). En el presente trabajo, la relacion F:C fue de

61:39 (Tabla 3) y no se observé depresion del CMS.
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El consumo (g/vaca/dia) de C18:2n-6 y C18:3n-3 provenientes de la mezcla de
aceites fue de 149,7 y 71,9 en el T2%, 299,4 y 143,8 en el T4% y de 449,1y 215,7 en
el T6%, respectivamente. En Antonacci et al. (2017), el consumo de C18:2n-6 y
C18:3n-3 fue de 321,7 y de 212,8, respectivamente, ante el aporte de la mezcla soja-
lino (75- 25) al 4% del CMST. EI consumo total de energia seria mayor en los
tratamientos con aceites como consecuencia de ausencia de efecto negativo sobre el
consumo de pastura y de concentrado (Tabla 3) y la alta densidad energética de los
aceites. Sin embargo, y pese al mayor consumo tedrico de energia en las vacas
suplementadas, no se detectaron diferencias significativas (p>0,05) en la produccion
de leche tal cual o expresada como leche corregida al 4% de grasa (LGC4%) (Tabla
4).

Tabla 4. Produccion y composiciéon de leche en vacas lecheras en pastoreo recibiendo
cantidades crecientes de una mezcla de aceites de soja y de lino (75- 25) al 0 (Control),
2%, 4% y 6% del consumo total de materia seca.

. Tratamientos' P<2
Variable Control  T2% T4% T16% °°M "Trat  Lin®  Cuad®
Leche, kg/dia 2196 2058 2399 2430 190 046 NS NS
LGC4%, kg/dia 1932 17.93 2061 1945 162 073 NS NS
Grasa, kg/dia 0706 0641 0724 0652 006 073 NS NS
Grasa g/100g  3.20° 3,142 306 267° 014 006 005 NS
Proteina, kg/dia 0831 0774 0919 0963 006 011 NS NS
Proteina.g/100g 381 380 387 399 011 056 NS NS
Lactosa, g/100g 480 485 493 506 007 008 NS NS
ST.g/100g 1274 1285 1282 1261 023 085 NS NS
SNG,g/100g 937 951 959 977 014 027 NS NS
Urea. mg/d 3783 3711 3330 3312 176 014 NS NS

"Valores expresados a través de las medias minimas cuadraticas (LSMeans) y el error
estandar de las LSMeans (EEM). 2Efecto tratamiento. 3Contrastes: lineal y cuadratico.
abl SMeans dentro de fila con distinta letra difieren significativamente.

(Tukey- Kramer, p< 0,05). “No significativo. ST=s6lidos totales. SNG=sélidos no grasos

La suplementacion con AS o AL solos o en combinacién (50- 50)al 4% de la racion
produjo un aumento en la produccion de leche del 16,7% respecto al tratamiento
Control en el trabajo de Bu et al. (2007) sin diferencias entre ambos aceites. En
Antonacci et al.(2017), el aumento promedio en la produccion de leche de las vacas
suplementadas con aceites fue moderado (9,4% sobre el Control) y principalmente
explicadopor ambas mezclas en una relacion75- 25. En condiciones no pastoriles de
alimentacion, una alta frecuencia de efectos favorables sobre la produccion de leche
fue informada por Morand-Fehr et al. (1986) ante la inclusion de aceites vegetales no

protegidos en la racion.El aporte de AL al 3% o 4% de la racién incrementd la



60

produccion de leche en el trabajo de Bu et al. (2007) resultado no observado en otros
experimentos (Loor et al., 2005; Rego et al., 2009). EI AS suministrado al 2,9 (£1,3) %
de la racion (533 + 228 g/dia) no afectd la produccién de leche en los trabajos
revisados por Glasser et al. (2008) y tampoco cuando el AS fue suministrado en el
rango del 3,5 al 5% de la MS total consumida (Dhiman et al., 2000; Alzahal et al.,
2008; Huang et al., 2008). La suplementacion con aceite de lino (1 al 7% de la MS
total) no afectd la produccion de leche en diversos trabajos (Dhiman et al., 2000; Loor
et al., 2005; Flowers et al., 2008; Glasser et al., 2008).

El tenor graso de la leche disminuyé linealmente (p<0,05) ante el suministro
creciente de la mezcla de AS y AL. El efecto estuvo fundamentalmente explicado por
la importante disminucién registrada en el T6% donde se registré una caida del 13%
respecto al Control (Tabla 4). La importante reduccién en la concentracion de los AG
sintetizados de novo (-100 g/kg) en el T6% en comparacién al Control (Tabla 7), no fue
aparentemente compensada por un incremento en la captura mamaria de los AG
preformados (+137 g/kg) ya que el contenido graso de la leche resulté menor (Tabla
4). El resultado fue su vez consistente con la mayor concentracién observada del
trans-10 C18:1 en la leche (Tabla 7) ya que ambos parametros correlacionaron
negativamente (Figura 1). Una relacién directa entre niveles crecientes de trans-10
C18:1 en leche y la reduccion de la sintesis mamaria de novo ha sido reportada por
Piperova et al. (2000) lo que contribuye a explicar la caida lineal en el tenor graso de la
leche en el presente experimento. Cabe destacar que dicha caida (Tabla 4) se explico
en parte por la menor presencia de los AG juzgados como hipercolesterolémicos

(Tabla 7) lo que mejora el valor saludable de la leche.
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Figura 1. Relacion entre la concentracion grasa de la leche (GB) y la de trans-10
C18:1en vacas lecheras en pastoreo recibiendo cantidades crecientes de una mezcla
de aceites de soja y de lino (75- 25) al 0 (TO), 2% (T2), 4% (T4) y 6% (T6) del consumo

de materia seca total.

La disminucién del tenor graso de la leche ante el consumo de aceites vegetales
poliinsaturados es un resultado bien documentado (Dhiman et al., 2000; Whitlock et
al., 2006; Shingdfield et al., 2006; Bu et al., 2007; Huang et al., 2008). En un rango
extendido (0,2 a 1,0 kg/vaca/dia) de suplementacioncon lipidos insaturados en vacas
lecheras en pastoreose ha informado una disminucién promedio del orden de 8%en el
tenor graso y en la secrecién de grasa lactea (Schroeder et al., 2004). El ingreso a la
glandula mamaria de ciertos AG preformados (trans-10 C18:1,trans-10, cis-12 CLA y
trans-8, cis-10 CLA) reduce la actividad y/o expresién de genes que codifican
importantes enzimas involucradas en la captura, sintesis y desaturacién de los AG
(Chilliard et al., 2002) contribuyendo a explicar la reduccion en el tenor graso de la
leche.

La produccion expresada como LGC4% no resultd diferente entre tratamientos
(Tabla 4) lo que sugiere que el aumento (numérico) en la produccion de leche en T4%
y T6% compenso la reduccion en el tenor graso de la leche. Estos resultados fueron
consistentes con los efectos de la suplementacion con lipidos insaturados que
demuestran en general efectos neutros sobre la produccion de LGC4% no solo en
condiciones de alimentacion estabulada (Gagliostro y Chilliard, 1992a) sino también en

sistemas de alimentacién base pastoril (Schroeder et al., 2004).
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La ausencia de efectos negativos del consumo de mezcla de aceites sobre la
concentracién proteica de la leche (Tabla 4) fue un resultado importante ya que este
parametro no soélo incide en el valor comercial (precio) de la leche sino que resulta
determinante de la velocidad y calidad de coagulacion en la fabricaciéon de quesos. En
condiciones de alimentacion pastoril, la suplementacion con lipidos no suele afectar la
concentracion proteica de la leche (Bargo et al., 2003; Schroeder et al., 2004) mientras
que en alimentacidon estabulada este parametro resulta sistematicamente afectado
(Gagliostro y Chilliard, 1992a; Wu y Huber, 1994).La inclusion de aceite de lino en la
racién de vacas lecheras no parece afectar ni el contenido ni la produccion de proteina
lactea (Loor et al., 2005; Rego et al., 2005; Bu et al., 2007; Rego et al., 2009). En
condiciones no pastoriles, la suplementacién con lipidos no protegidos afectd
negativamente el tenor proteico de la leche en el 71% de los casos analizados por
Morand-Fehr et al. (1986) estando ademas asociado a una reduccién en la sintesis de
caseinas (Storry et al., 1974; Dunkley et al.,, 1977). Una gran cantidad de trabajos
demostraron un efecto negativo de los lipidos suplementarios sobre la concentracion
proteica de la leche bovina (Gagliostro y Chilliard, 1992; Palmquist et al., 1993; Ward
et al., 2002; Shingfield et al., 2006; Alzahal et al., 2008) efecto que resulta mas
consistente ante el uso de grasas saturadas (-0,18 g de proteina/100 g de leche) y
sales calcicas de AG (-0,12 g de proteina/100g de leche) respecto a los aceites
vegetales insaturados (Gagliostro y Chilliard, 1992). Del analisis de 8 trabajos de
suplementacion con lipidos insaturados en vacas en pastoreo (Schroeder et al., 2004)
surge una disminucion de la concentracion proteica en leche del orden del 3,2% (-0,11
g/100g). Los mecanismos fisiolégicos que explican la reduccion en el contenido en
proteina lactea ante la suplementacion lipidica no estan plenamente dilucidados.
Algunos autores lo explican por una alteracion en la fermentacion ruminal que reduce
la sintesis de proteina microbiana y por lo tanto la cantidad de aminoacidos que llega a
la glandula mamaria para la sintesis proteica (Onetti y Grumer, 2004). Otros autores
indican un efecto de dilucién por aumento diferencial de la produccion de leche y la
sintesis proteica (Gagliostro y Chilliard, 1992a; Wu y Huber, 1994; Garnsworthy, 1997;
Schroeder et al., 2004). En el presente trabajo, no se detectaron efectos
estadisticamente significativos (p>0,05) de los niveles crecientes de la mezcla de
aceites sobre la produccién de leche, el contenido o la cantidad de proteina secretada
(Tabla 4).

La concentracion de lactosa tampoco fue afectada (p>0,05) por el consumo

creciente de mezcla de aceites (Tabla 4). La disminucion aparente de la lipogénesis de
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novo mamaria (Tabla 7) supone una reduccion de la oxidacion de glucosa para la
sintesis de NADPH lo que podria haber aumentado la biodisponibilidad de glucosa
para sintesis de lactosa efecto que no parece haber ocurrido en el presente trabajo ya
que los niveles circulantes de glucosa tampoco fueron afectados (p>0,05; Tabla
5).Muy pocos estudios han observado cambios en la concentraciéon de lactosa en la
leche resultado que estaria explicado por la capacidad osmoreguladora del
compuesto. Jenkins y McGuire (2006) sugieren que dichos cambios solo ocurririan en
situaciones muy extremas y poco frecuentes de alimentacion. El nivel de urea en leche
no fue afectado por la inclusion de niveles crecientes de lipidos en la dieta (p>0,05)
resultado consistente con la ausencia de un efecto depresor de los lipidos

suplementarios sobre el consumo de pastura.

2.3.- Metabolitos plasmaticos y variaciones de peso

Los niveles circulantes de urea, triglicéridos (TG), colesterol, glucosa y NEFA no

fueron afectados (p>0,05) por el aporte creciente de la mezcla de aceites (Tabla 5).

Tabla 5. Concentracién plasmatica de metabolitos en vacas lecheras en pastoreo
recibiendo cantidades crecientes de una mezcla de aceites de soja y de lino (75- 25) al
0 (Control), 2%, 4% y 6% del consumo total de materia seca.

Variable Tratamientos' EEM P<2
Control T2% T4% T6%
Urea, mg/dI 45,87 39,50 44,24 48,05 3,88 0,45
TG, mmol/L 0,25 0,30 0,30 0,31 0,02 0,41
Colesterol, mg/dl 220,97 235,44 2571 252,31 14,54 0,29
Glucosa, mg/dl 71,92 70,60 69,13 69,38 3,12 0,91
NEFA, yeq/L 276,71 274,93 280,89 335,38 30,94 0,48

"Valores expresados a través de las medias minimas cuadraticas (LSMeans) y el error
estandar de las LSMeans (EEM). ?Efecto tratamiento. TG= triglicéridos. NEFA=acidos
grasos no esterificados.

La ausencia de efectos negativos sobre la glucemia sugiere que la disponibilidad de
precursores gluconeogenicos no fue afectada por el aporte de lipidos lo que resulta
compatible con la ausencia de un reemplazo isoenergético de carbohidratos (grano de
maiz) por lipidos (aceites) en el concentrado y con la ausencia de efectos negativos
del aceite sobre el consumo de concentrado o de MS total (Tabla 3). Cuando el
consumo total no resulté afectado por el aporte de grasa protegida los niveles
plasmaticos de glucosa permanecieron constantes (Vicente et al., 1984). Aun ante

disminuciones en el CMS inducidos por la infusion duodenal de aceite de colza (1
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kg/vacal/dia) la glucemia permanecié inalterada tanto en vacas en inicio de lactancia
como en lactancia media (Gagliostro et al.,, 1991). La reduccion lineal en la
concentracion de los AG sintetizados de novo (Tabla 7) ante el suministro creciente de
mezcla de aceites sugiere una menor lipogénesis mamaria lo que pudo haber
contribuido a mantener la glucemia debido a una menor oxidacién de glucosa para
produccion de NADPH a nivel mamario (Chilliard et al., 1991).

Los aumentos en los niveles circulantes de todos los lipidos plasmaticos ante el
aporte de materia grasa en la racion es un resultado bien documentado (Gagliostro et
al., 1991; Gagliostro y Chilliard, 1991b) que se explica por un incremento en todas las
fracciones de lipoproteinas plasmaticas (Nestel et al., 1978; Christie, 1981; Storry,
1981). La unica excepcion a esta regla general son los TG debido a su alta tasa de
recambio (Christie, 1981) lo que podria explicar la ausencia de efecto del suministro
creciente de mezcla de aceites sobre la trigliceridemia (Tabla 5).

Concordando con lo observado en otros trabajos (Mandebvu et al., 2003; Ambrose
et al., 2006; Castaneda-Gutiérrez et al., 2007; Fuentes et al., 2008), la concentracion
plasmatica de NEFA no fue afectada por los lipidos suplementarios resultado
consistente con los cambios de PV que resultaron positivos en todos los tratamientos
(Tabla 6).

Tabla 6. Variaciones de peso vivo (PV) en vacas lecheras en pastoreo recibiendo cantidades
crecientes de una mezcla de aceites de soja y de lino (75- 25) al 0 (Control), 2%, 4% y 6% del
consumo total de materia seca.

H 1 2
Variable Tratamientos EEM P<

Control T2% T4% T6% Trat Lin3 Cuad? Cub?

PVinicial, kg 599,002 521,50> 556,40%® 538,71° 18,29 0,04 0,50 0,12 0,07
PV final, kg 647,832 554,83 598,80%" 584,00c 18,78 0,02 0,60 0,05 0,04
GPV, kg/dia 1,622 1,120 1,420 1,51ab 0,11 0,02 0,40 0,03 0,07
APV, kg 48,832  33,33° 42,30% 45,292 3,41 0,03 043 0,01 0,07

"Valores expresados a través de las medias minimas cuadraticas (LSMeans) y el error estandar de
las LSMeans (EEM). 2Efecto tratamiento. 3Contrastes: lineal, cuadratico y cubico. #>°LSMeans
dentro de fila con distinta letra difieren significativamente (Tukey- Kramer, p< 0,05). GPV=ganancia
de peso vivo. APV=PV final — PV inicial.

2.4.- Perfil de los AG de la leche

Respecto al tratamiento Control, la concentracion del acido butirico (C4:0, AB)
resultdé menor (p<0,05) solo ante el maximo aporte de la mezcla de aceites en el
T6%(Tabla 7). En general, la presencia de este AG saludable no suele ser afectada

por el consumo de lipidos ya que es sintetizado por una via malonil-CoA independiente
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y por lo tanto no asociada a la actividad acetil-CoA carboxilasa(ACC) que resulta
inhibida por la captura de los AG exdgenos aportados por los aceites (Chilliard et al.,
2000; Chilliard y Ferlay, 2004). Toda reduccion en los niveles del AB en leche resulta
no deseable debido a que el mismo presenta efectos benéficos sobre la salud humana
(Chilliard et al., 2000). En este contexto, el consumo de mezcla de aceites hasta un
4% de la MS total seria la maxima dosis aconsejada (T4%).

La disminucién en la concentracion de los AG sintetizados de novo (C4:0 a C15:1)
respecto al Control resultd significativa solo a partir del aporte del 4% de mezcla de
aceites en la racion total (Tabla 7). Los resultados informados en Antonacci et al.
(2017)también muestran una reduccion (-22,4%) en el total de los AG sintetizados de
novo de 21,07 a 16,35 g/100g del total de AG (p<0,05) ante el suministro de 0,8
kg/vaca/dia de la mezcla (75- 25) soja-lino.Antonacci et al. (2013) informaron una
reduccion del total de AG sintetizados de novodel orden del 17,8% (desde 22,49 a
18,48 g/100g del total de AG) en vacas lecheras en pastoreo que consumieron 0,7
kg/vaca/dia de una mezcla (70- 30) de aceites de soja-lino. Estos efectos se explican
por la inhibicion de la actividad de las enzimas lipogénicas mamarias como la ACC
(Christie, 1981; Storry, 1981) y son normalmente informados cuando se suplementa a
las vacas lecheras con AGPI (Casper et al., 1988; Kelly et al., 1998). El efecto inhibidor
resulta mas potentea medida que aumenta la longitud de la cadena de los AGPI, el
grado de insaturacion y la presencia de dobles enlaces de configuraciéon trans
(Chilliard et al., 2001).Puesto que la dosis mas alta de consumo mezcla de aceites
(T6%) afectd negativamente la concentracion grasa de la leche (Tabla 4), un 4% de
inclusién seria un maximo recomendable para mantener el valor comercial en un
contexto de pago por cantidad de sélidos utiles. A dosis mayores, la disminucién de la
sintesis de novo mamaria no parecié verse compensada por un aumento proporcional
en la captura de los AG exdgenos preformados y el tenor graso disminuyé respecto al
tratamiento Control (Tabla 4).La depresion resultd maxima ante el consumo de mezcla
de aceites al 6% lo que ademas coincidié con la mas alta concentracién del trans-10
C18:1 en leche (Tabla 7). Este AG presenta efectos deletéreos sobre la salud humana
(Roy et al., 2007) y esta negativamente correlacionado con la concentracién grasa de
la leche (Figura 1). Una elevada concentracion de trans-10 C18:1 o del isémero trans-
10, cis-12 C18:2 CLA, ha sido relacionada con disfunciones en la actividad de las
enzimas lipoproteina lipasa (LPL) y estearil CoA desaturasa (SCD) que intervienen en
la sintesis de la grasa causando asi una disminucion en el tenor graso de la leche

(Bauman y Griinari, 2001).
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La concentracion total de los AG hipercolesterolémicos (C12:0 a C16:0) disminuyd
significativamente ante el 4% de inclusion de mezcla de aceites en la racion total sin
una reduccion adicional ante la dosis superior (T6%) utilizada (Tabla 7). Asociado a
este resultado, el |IAde la leche disminuy6 significativamente enT4% sin detrimentos
adicionales (p>0,05) entre T4% (1,18) y el T6% (0,95). En Antonacci et al. (2017), el
aporte de 0,8 kg/vaca/dia de la mezcla soja-lino (75- 25) mostré unadisminucién del
41% en el IA respecto al valor registrado en el tratamiento Control(IA=1,83). En el
presente trabajo, ellAen la leche Control fue de 1,87 (Tabla 7) resultando comparable
al observado en Antonacci et al. (2017). El consumo de 0,8 kg/vaca/dia de la mezcla
soja-lino(75- 25) también generd reducciones (p<0,05) en las concentraciones de
C12:0 (-30,6%), C14:0 (-28,8%) y C16:0 (-21,9%) respecto al Control (Antonacci et al.,
2017).

La concentracion de C12:0 y C16:0, dos AG potencialmente aterogénicos cuando
son consumidos en exceso, demostré el mismo patrén de respuesta (Tabla 7). La
concentracién del acido miristico en T4% se redujo en un 21,6% respecto a la
observada en el Control (Tabla 7) resultado importante debido al potente rol
aterogénico que se le atribuye a este AG (Ulbritch y Southgate, 1991). Las
reducciones registradas en el T4% vs el Control en la concentracion de los AG C12:0
(35,9%), C14:0 (21,7%) y C16:0 (15,5%) resultaron ligeramente inferiores al rango
estimado a partir del meta-analisis de Glasser et al. (2008) para suplementaciones con
aceites de soja y lino quienes informaron valores de 42-37% para el C12:0, 23-24%
para el C14:0 y del 30-17% para el C16:0.

Tabla 7. Perfil en acidos grasos (AG) de la leche en vacas lecheras en pastoreo recibiendo cantidades
crecientes de una mezcla de aceites de soja y de lino (75- 25) al 0 (Control), 2%, 4% y 6% del consumo
total de materia seca.

Acidos Grasos Tratamiento' p<2

\g/00a A‘fg') Control  T2%  T4%  T6% °EM  Trat  Lin® Cuad® Cubd
C4:0 281 236®  233® 184 021 002 002 002 035
C6:0 1732 1400  121® 091 013 0001 0001 091 065
C8:0 103° 085 064> 045 008 <0,0001 <0,0001 096 085
C10:0 2492 2122 146> 108 018 <0,0001 <0,0001 097 051
C12:0 3042 2772 195 158 019 <00001 <0,0001 081 028
C14:0 10,00°  10,50°  854°  7.09° 040 <0,0001 <0,0001 020 026
C14:1 cis-9 1212 135  092® 095 012 003 001 096 005
C16:0 24,99 2455 2111 2051 072 00002 <0,0001 091 0,08
C16:1 0,89 123 095 117 043 022 097 067 007
C17:0 045  059°  053% 020¢ 006 001 009 0005 094
C18:0 1150 967 1158 11,06 069 020 029 034 006

c18:1
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Isébmeros

trans-9 0,21 0,40 064° 0,73 0,05 <0,0001 <0,0001 032 043
trans-10 0,20° 0,40° 0,91°  2,23¢ 0,117 <0,0001 <0,0001 0,003 0,52
trans-11 (AV) 3,63 4,97 705 838 024 <0,0001 <0,0001 098 0,18
trans totales 4,04 5,77 860° 11,35¢ 0,34 <0,0001 <0,0001 0,15 0,45
C18:1 cis-9 25742 26,042  27,90° 30,06 020 0,005 0,002 028 074
C18:1 cis-11 1,572 1,362 1,94  1,91®» 0170 006 001 060 0,07
C18:2 (n-6) 1,082 2,600 2,81 278 020 003 002 012 088
C18:3 (n-3) 0,58 0,78 066 064 006 040 073 018 0,28
C18:2 cis-9, 228° 316 3,88  38% 022 <0,0001 <0,0001 005 0,57
trans-11 (AR)

/C*O?t;fde”a 8,062 6,72°  563® 427 055 0,0005 0,0002 0,98 0,83
ﬁcea d?:;’e”a 43332  42,67°  3499> 3248> 109 <0,0001 <0,0001 0,40 0,02
g%g?de”a 48,145  50,03°  5840° 62,33 132 <0,0001 <0,0001 044 0,08
Acidos grasos

saturados 60,69° 52,38 47,59 43,38 1,15 <0,0001 <0,0001 0,08 0,57
(AGS)

Acidos grasos

insaturados 38,520 42,93  4869° 53,39° 1,04 <0,0001 <0,0001 0,90 0,64
(AGI)

AGS/AGI 1,592 1,230 0,98°  0,82¢ 0,06 <0,0001 <0,0001 0,12 0,96
a7 1,873 1,64 1,18° 095 0,09 <0,0001 <0,0001 099 0,26
ProductosA9D ~ 34,96°  3822°  4430° 49,02¢ 1,06 <0,0001 <0,0001 049 0,40
Sustratos® 5565 54,41  52,51° 52,20 065 0,003 0,0005 044 0,43
index? 0,38° 0,410 0,46° 048" 0,009 <0,0001 <0,0001 095 0,40
AG de novo 24762 22,822  17,90° 14,70 1,01  <0,0001 <0,0001 0,53 0,31
(C40_C151) ’ il El ’ ’ El El ’ ’
AG

preformados 48,89° 50,61 58,93 6262° 1,33 <0,0001 <0,0001 046 0,07
(>17:0)

n-6/n-3 3,572 3,372 441 483 032 002 0003 052 0,16
AR/AV 0,56 0,59 049  037° 003 <0,0001 <0,0001 0,01 0,32
Z(C1201 a a b b

140, C1e0)  389% 37817 3159 2918 115  <0,0001 <0,0001 057 0,10

"Valores expresados a través de las medias minimas cuadraticas (LSMeans) y el error estandar de las
LSMeans (EEM), 2Efecto tratamiento, 3Contrastes: lineal y cuadratico, 9 LSMeans dentro de fila con distinta
letra difieren significativamente (Tukey- Kramer, p< 0,05), Acidos grasos de cadena corta: (C6:0 a
C10:0),°Acidos grasos de cadena media: (C12:0 a C17:1),%Acidos grasos de cadena larga: (C18:0 a C22:6),
"Indice de aterogenicidad:(C12+4*C14+C16)/(2AGI) los AGI de la formula son: C14:1 cis9, C16:1, C18:1
cis9, C18:1 cis11, C18:1 trans11, C18:3, C18:2, C18:2 cis9 trans11CLA, Se excluyeron los AG no
saludables(trans6-8,9,10),8Sustratos:C14:0+C15:0+C16:0+C17:0+C18:0+trans11C18:1,
%Index:([ZpoductosA9D]/[>productosA9D+Sustratos])

El nivel de acido estearico (C18:0) no difirié6 estadisticamente (p>0,05) del
Controlen ninguna de las dosis utilizadas pero se registré un aumento significativo y

lineal (Tabla 7) del acido linoleico (C18:2n-6). Estos resultados podrian explicarse por
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una posible inhibicion en el proceso de biohidrogencion (BH) hacia el C18:0 cuando
altos niveles de C18:2n-6 estan presentes en rumen (Hartoof et al., 1973; Agazzi et al.,
2004).La ausencia de incrementos en el contenido de C18:0en la lechecuando las
vacas son suplementadas con aceites ricos en C18:2n-6 o C18:3n-3 puede
considerarse un resultado positivo por su potencial rol trombogénico (Ulbritch y
Sothgate, 1991) y resulté consistente con lo informado en otros trabajos (Ward et al.,
2002; Antonacci et al., 2013).

El nivel de AO(cis-9C18:1)resulté superior al Control sélo en el T6%antela maxima
dosis de mezcla de aceites (Tabla 7). En Antonacci et al. (2017), no se registraron
diferencias (p>0,05) entre el Control (26,14 g/100g del total de AG) y el tratamiento
con 0,8 kg/vaca/dia de la mezcla soja-lino (27,50 g/100g del total de AG) resultado
consistente con lo observado en el T4% del presente trabajo (Tabla 7). En Antonacci
et al. (2013) tampoco se detectaron diferencias en los niveles de AO ante el suministro
de 0,7 kg/vaca/dia de una mezclade aceitesde soja (70%) y lino (30%) a vacas
lecheras en pastoreo. Sin embargo, un aumento en los niveles de cis-9C18:1 en leche
luego de la suplementacion con aceites de girasol o soja es un resultado
frecuentemente informado (Rego et al., 2005; Cruz Hernandez et al., 2007; Glasser et
al., 2008) inclusive ante elconsumo de aceite de lino(Bu et al., 2007; Glasser et al.,
2008; Chilliard et al., 2009; Hurtaud et al., 2010). El aumento lineal en el indice
(INDEX) utilizado para estimar la actividad de desaturacién mamaria (Tabla 7) resulto
compatible con el aumento del AO contribuyendo en parte a mantener niveles
similares del C18:0 en leche (Tabla 7). Chilliard et al. (2009), informaron un valor mas
alto del indice desaturasa en la leche de los animales suplementados con aceite de
lino a pesar de que los AGPI inhiben la actividad del complejo enzimaticodelta 9
desaturasa (A9-D). Bu et al. (2007) no observaron diferencias en este indice al
comparar la racioén control con la que incluy6 aceites de soja y linoo sus mezclas al 50-
50.

El contenido de C18:2n-6 se incrementd en forma lineal desde 1,98 (Control) a 2,78
g/100g del total de AG en el T6%(Tabla 7) permaneciendo por lo tanto dentro del
rango normal (2-3 g/100g del total de AG)informado por Chilliard et al.(2000) pero
inferior al observadopor Antonacci et al. (2013) en un experimento previo(3,25 a 3,92
g/100g del total de AG) luego de la suplementacién con 0,7 kg/vaca/dia de una mezcla
(70- 30) de aceites de soja y lino en vacas en alimentacién pastoril. En Antonacci et al.
(2017) también se reportd un incremento del C18:2n-6 de 1,96 (Control) a 3,50 g/100g

del total de AG ante el consumo de 0,8 kg/vaca/dia de la mezcla soja-lino.
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Por su parte, los niveles de acido linolénico (C18:3n-3) en lecheno difirieron
(p>0,05) entre tratamientos (Tabla 7) resultado consistente con lo observado en
Antonacci et al. (2013). El aporte de aceite de lino suministrado al 4% del CMS en
forma pura incrementd (170%) los niveles de C18:3n-3 en leche resultado no
observado al suplementar con una mezcla al 50% con aceite de soja (Bu et al., 2007).

La relacion n-6/n-3 en el Control (3,57) se incrementd (p<0,05) ante el suministro
creciente de la mezcla de aceites permaneciendo siempre debajo del valor
recomendado de 5 hasta el 4% de consumo de aceites (T4%) donde alcanzé un valor
de 4,41. En el T6%, dicho parametro supero la relacion de 5:1 considerada como mas
saludable alcanzando un valor de 6,63. Al 4% de inclusion de mezcla en vacas
lecheras en pastoreo, la relacion n-6/n-3 se mantuvo entre3,18 (Basal) y 3,87
(Suplementadas) en Antonacci et al. (2013). En Antonacci et al. (2017) se demostro
que para alcanzar una baja relacién n-6/n-3 el suministro de aceite de lino puro al 4%
del CMS resulté una medida efectiva (2,13 vs 4,25 del Control) efecto que resulté
atenuado al utilizar mezclas con aceite de soja. En dichotrabajo, la relacion n-6/n-3 en
leche luego del consumo de 0,8 kg/vaca/dia de mezcla de AS- AL al 75- 25 fue mayor
(5,66) que en el presente experimento.

El aporte de aceites vegetales no protegidos trae aparejado un aumento en la
produccion de los diversos AGtrans-C18:1 en el rumen los que resultan transferidos a
la leche. Algunos de ellos (trans-9 y trans-10 C18:1) son juzgados como deletéreos o
no saludables (Mozaffarian, et al., 2006; Roy et al., 2007;Dorfman, 2009) y por lo tanto
resulta prudente evitar o prevenir todo aumento de sus niveles en la leche. La
concentracion (g/100g del total de AG) basal en leche Control del trans-9 C18:1(AE)
(0,21) y del trans-10 C18:1 (0,20) fue linealmente (p<0,01) incrementada por el
consumo creciente de mezcla de aceites (Tabla 7) alcanzando los valores maximos de
0,73 para el AE y de 2,23 para el trans-10 C18:1 en el T6% los que pueden
considerarse bajos o inocuos. En efecto, una concentracion de 2,28 g de trans-
10C18:1 g/100g del total de AG en una manteca suministrada al 12% de la dieta de
conejos experimentales sometidos a un desafio colesterolémico no presentd efectos
deletéreos sobre el perfil lipidico plasmatico o el metabolismo de las lipoproteinas
cuando dicho nivel de trans-10 C18:1 estuvo acompafado por al menos 7 g/100g del
total de AG de AV y 3 g/100g del total de AG del AR (Roy et. al., 2007). En el T4%,
tanto para el AE(0,64 g/100g del total de AG) como para el trans-10 C18:1 (0,91
g/100g del total de AG) los valores resultaron menores (p<0,05) que en T6% lo que

posiciona favorablemente a este tratamiento. Puesto que en elT4%, los valores del
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trans-10 C18:1 fueron de tan solo 0,91 g/100g del total de AG con registros de AV y
deARen leche de7,05 y 3,88 g/100g del total de AG, respectivamente (Tabla 7)
resultaria posible hipotetizar un rol atero-protector de la leche similar (o aun superior)
al obtenido en Roy et al. (2007). El consumo de 0,7 kg/vaca/dia de una mezcla (70-
30) de aceites de soja y lino también generd valores bajos de AE(0,58 g/100g del total
de AG) y de trans-10 C18:1 (0,99 g/100g del total de AG) en vacas lecheras en
pastoreo (Antonacci et al., 2013).

En la leche Control, el AV representé el 90% del total de los AG trans-C18:1 valor
que permanecio alto (74 a 86%) ante niveles crecientes de consumo de aceites (Tabla
7). Por su parte, las proporciones en el total de trans-C18:1 de losAG trans-9 y trans-
10 C18:1 fueron de 5,19 y de 4,95% en la leche Control aumentando en el caso del
trans-10 C18:1 ante los consumos crecientes de la mezcla de aceites. El aumento
resultdé mayor entre los tratamientos T4% (10,5% del total de trans-C18:1) y el T6%
(19,7%). Aunquela concentraciones de este AG-t resultaron moderadas resulta
conveniente evitar desvios hacia la formacion del mismopor su potencial efecto
aterogénico (Roy et al., 2007). En este contexto, los resultados sugieren no superar el
4% del CMST no lipidica bajo la forma de mezcla de aceites.

La concentracion deAV en lechedemostré6 un incremento lineal (p<0,05) ante
consumos crecientes de la mezcla de aceites pero su conversion aparente en AR
estimada por la relacion AR/AV presentd una relacién opuesta alcanzando un valor
minimo de 0,37 en el T6% (Tabla 7). El resultado sugiere que el aumento en la
disponibilidad de precursor (AV) para la sintesis del AR no se tradujo en incrementos
proporcionales de la actividad A9-D mamaria lo que resultdé consistente con la
ausencia (p>0,05) de incremento en el nivel de AR en leche entre los tratamientos
T4% (3,88 g/100g del total de AG) y T6% (3,89 g/100g del total de AG). Una relacion
promedio (AR/AV) del orden de 0,41 fue propuesta por Chilliard et al.(2007)valor
cercano al 0,49 observado en elT4% (Tabla 7). EI AV presente en los lacteos puede
ejercer propiedades benéficas a través de un efecto anticarcinogénico directo (Awad et
al., 1995) o mediado por su conversion endégena a AR a una tasa estimada del 20%
en tejidos humanos (Turpeinen et al., 2002) por accion de la A9-D (Parodi, 2003).
Puestoque sélo un 20% del AV seria convertido en AR en los tejidos humano y hasta
que se disponga de mayores evidencias experimentales de los efectos saludables del
AV, resulta prudente evitar excesos de concentracion en leche y consumo elevado de
este compuesto (Dr. Yves Chilliard, comunicacién personal). En este contexto, la

suplementacién con mezcla de aceites al 4% de la MS consumida (T4%) seria la dosis
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mas aconsejable a utilizar al no haberse detectado incrementos marginales del AR

aunque si del AV (Tabla 7 y Figura 2) al aumentar el consumo de aceites en el T6%.

AV en leche 95 -
(g/100g AG) 8,5 -

7,5 -
6,5 -
55 -
4,5 -
3,5 y = 4,54x + 3,56
2,5 - Rz = 0,99

1,5

0 0,5 1 1,5
Consumo de mezcla de aceites (kg/vacal/dia)

Figura 2. Concentracion de acido vaccénico (AV, trans-11 C18:1) en vacas lecheras
en pastoreo recibiendo cantidades crecientes de una mezcla de aceites de soja y de
lino (75- 25).

De acuerdo a lo esperado, la concentracion del AR en la leche correlaciond
positivamente (R20,89;p<0,01) con su precursor el AV (Figura 3) resultado
frecuentemente informado (Chilliard et al., 2000; Chilliard y Ferlay, 2004; Bu et al.,
2007). La conversion promedio del AV en AR pareci6 situarse en un 34,2% (Figura
3)valor muy cercano al 33% informado por Griinari y Bauman (1999) y al 35-39%
estimado en Antonacci et al. (2013) ante el suministro de 700 g/vaca/dia de una
mezcla (70- 30) soja-lino a vacas lecheras en pastoreo. Tomando como estimador la

relacion AR/AV, la conversion promedio estimada resulté mayor(50,25%; Tabla 7).
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AR en leche 0 - y =0,3418x + 1,2509
(g/100g de AG) R? = 0,894

2,5 -

2,0 -

1,5 L] L L L
1,5 3,5 5,5 7,5 9,5

AV en leche (g/100g del total de AG)

Figura 3. Relacion entre la concentracion del acido vaccénico (AV, trans-11 C18:1) y

el acido ruménico (AR, cis-9trans-11 C18:2) en la leche.

En el presente trabajo, la concentracion basal (Control) del AR resulté elevada(2,28
g/100g del total de AG) y fue incrementada (p<0,05) en todos los niveles de consumo
de aceite suplementario sin diferencias (p>0,05) entre T4% y T6% (Tabla 7). El
resultado sugiere que la respuesta en los niveles de AR en leche seria lineal hasta un
maximo de 4% de consumo de aceites en la racion total (Figura 4) y confirma

experimentalmente lo previamente sugerido por Chilliard et al. (2000).

——  # 3,89¢
3,88 ¢c

AR en leche
(9/100g AG)

y = -1,68x2 + 3,35x + 2,25
R2=0,99

2,0 . . .
0 0,5 1 1,5

Consumo de mezcla de aceites
(kg/vacaldia)
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Figura 4. Relacion entre el consumo de una mezcla (75- 25) de aceites de sojay linoy

la concentraciéon de acido ruménico (AR, cis-9 trans-11 C18:2) en leche.

Los niveles de AR en leche obtenidosen el T4% (3,88 g/100g del total de AG)
resultaron superiores a los informados por Bu et al. (2007) (1,60-2,39 g/100gdel total
de AG) a similar dosis de aceite utilizada (4% del consumo de MS) en raciones con
alto contenido de forraje (59%). También fueron mayores a los obtenidos Antonacci et
al. (2017) para el tratamiento 75- 25 soja-lino (3,21 g/100g del total de AG) y en el
trabajo de Antonacci et al. (2013) ante el suministro de 0,7 kg/vaca/dia de la mezcla
soja- lino (70- 30) a vacas lecheras en alimentacién pastoril (3,13 g/100g del total de
AG). Los valores promedio de AR en leche en el meta analisis de Glasser et al. (2008)
ante el suministro de aceite de soja (1,02 (£0,36) g/100gdel total de AG) o de lino (1,75
(x0,84) g/100gdel total de AG), los obtenidos por Rego et al. (2005) ante el suministro
de 500 g/dia de aceite de girasol o de soja (2,02 g/100gdel total de AG) a vacas
lecheras en pastoreo y a los informados por Schroeder y Gagliostro (2007) ante el
aporte de 0,9 kg/vaca/dia de sales calcicas de AG insaturados conteniendo un 30% de
C18:2n-6 resultaron inferiores a los registrados en el presente experimento.Los
elevados valores basales de AR observados en la leche Control (2,28 g/100gdel total
de AG, Tabla 7 y Figura 3) podrian explicar en parte las diferencias entre
experimentos.

Las concentraciones del AR en leche presentaron también una alta variabilidad de
respuesta ante los niveles crecientes de consumo de mezcla soja- lino sobre todo ante
el mayor consumo de mezcla (T6%) como puede observarse en la Figura 4.

La presencia de los AGI se incrementd linealmente con el consumo de aceite
alcanzando un valor maximo en el T6% con 38,6% de aumento respecto al Control
(Tabla 7).Por su parte, el nivel de AGS disminuy6 alcanzando su reduccién maxima en
el T6% con un 37,7% respecto a Control. La relacion AGS/AGI disminuy6 con el
consumo de aceites sin diferencias entre T4% y T6% (Tabla7).

Los resultados confirman la existencia de una gran plasticidad de respuesta en la
composicion de la grasa lactea en cuanto a sus AG constitutivos (Chilliard et al., 2000;
Glasser et al., 2008) la que puede ser modulada via alimentacion para incrementar el

valor saludable de los lacteos.
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CONCLUSIONES

La suplementacién de vacas lecheras en pastoreo con dosis crecientes de una
mezcla de aceites de soja y lino incrementé de manera lineal el contenido de losacidos
ruménico y vaccénico en la lechesin desvios importantes hacia ciertosacidos grasos
no saludables (trans-9 y trans-10 C18:1) y sin afectar ni la produccién de leche ni su
contenido proteico.La estrategia resultétambién una herramienta efectiva a fines de
reducir el contenido de acidos grasos saturados y la fraccion hipercolesterolémica de
la grasa lactea lo que mejora su valor saludable. Tomados en conjunto, los resultados
indican que el nivel 6ptimo de inclusion de la mezcla de aceites estuvo situado
alrededor del 3,91% del consumo total de MS sin ventajas adicionales al incrementar

la dosis de aceites en la racion total.

CAPITULO Il

EFECTOS DE LA SUPLEMENTACION DE LA DIETA OVINA CON DISTINTAS
COMBINACIONES DE ACEITE DE SOJA Y DE LINO SOBRE LOS ACIDOS
GRASOS DE LA LECHE (VER PUBLICACION 3. PAGINA 216)

RESUMEN

Treinta y seis ovejas de raza Pampinta (6 por tratamiento) fueron utilizadas en un
disefio completamente aleatorizado(DCA) para conocer la efectividad del aporte de
aceites de soja (AS) y de lino (AL)para reducirla concentraciéon de los acidos grasos
(AG) hipercolesterolémicos de la leche (C12:0 a C16:0) e incrementar la presencia del
acido linoleico conjugado (cis-9, trans-11C18:2, CLA) o acido ruménico (AR) y del
acido vaccénico (trans-11 C18:1, AV). Los tratamientos fueron una racién Control
(71% heno de alfalfa y 29% de concentrado) o la racién Control suplementada con
aceites puros (AS100 o AL100) o sus mezclas (% p/p)(AS75- AL25, AS50- AL50 y
AS25- AL75)al 7% (240 g de aceite/animal/dia) del consumo de materia seca total
(CMST).EI promedio de las tres ultimas semanas de suplementacién fue utilizado para
el analisis estadistico. El aporte suplementario de aceites no afecté la produccion de
leche, el tenor graso o la secrecion de la grasa lactea. La concentracién proteica de la
leche resultd mayor en AS75- AL25, AS50-AL50 y AS25- AL75 sin efecto sobre la
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secrecion de proteina lactea. El contenido de sélidos totales(ST) de la leche tendio
(p<0,10) a aumentar con el consumo de aceites. La concentracion total de los AG
potencialmente aterogénicos disminuyo y la concentracion de los acidos estearico,
oleico y linolénico aumentd. El nivel de AV y AR fue mayor en los tratamientos con
aceites sin diferencias entre mezclas. El indice de aterogenicidad (IA)de la leche
Control (2,23) fue reducido (p<0,05) en los tratamientos con aceites (1,15 a 1,37) asi
como también la relaciéon n-6/n-3 pasando de 7,27 en la leche Controla un valor
minimo de 1,89 en AL100. La suplementacién con aceites poliinsaturados en la racion
de ovejas lecheras al 7% del consumo de materia seca (CMS)no afecté la respuesta
productiva y resulté una estrategia efectiva para mejorar el valor saludable de la leche
siendo la combinacion AS50- AL50 la que generé el mayor numero de cambios

favorables desde el punto de vista de la salud humana.

ABSTRACT

Thirty-six Pampinta ewes (6 per treatment) were used in a completely randomized
design to assess the effectiveness of soybean (SO) and linseed(LO) oils to reduce the
concentration of the hypercholesterolemic (C12:0 to C16:0)fatty acids(FA) and
increase the presence of conjugated linoleic acid (cis-9, trans-11 C18:2, also called
rumenic acid, RA) and vaccenic acid (trans-11 C18:1, VA). The treatments consisted in
a Control ration (71% alfalfa hay and 29% concentrate) or the Control ration
supplemented with pure oils (SO100 or LO100) or their mixtures at (%w/w)SO75-
LO25, SO50- LO50 and SO25- fed at 7% (240 g/ewe/day) of total DMintake. Mean
parameter records of the last three weeks of supplementation werecomputed for
statistical analysis. Milk yield, milk fat content or milk fat secretion were not affected by
oil intake. Milk protein contentresulted higher in SO75- LO25, SO50-LO50 and SO25-
LO75 with no effect on milk protein secretion. The milk total solid content tended
(p<0.10) to increase afteroil intake. Total milk fat concentration of atherogenic FA
decreased and milk content of stearic, oleic and linolenic acids increased. Milk fat
content of VA and RA resulted higher in treatments with oils without differences
between oil-blends. The atherogenicity index (Al)in Control milk (2.23) was reduced
(p<0.001) by oil intake (1.15 to 1.37) as well as the n-6/n-3 ratio that averaged 7.27 in
Control milk reaching a minimum value of 1.89 in LO100. Polyunsaturated oils

supplementation at 7% of DM intake to dairy ewes did not affect the productive
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response resulting an effective strategy to improve the healthy value of milk. The
SO50- LO50 blendshowed the highest number of milk favorable changes concerning

human health.

INTRODUCCION

La produccion de leche de oveja representa aproximadamente el 1,4% de la
produccion mundial (9.584 millones de toneladas por afio como promedio para 2007-
2011 (FAO [FAOSTAT], 2013) y se destaca por una baja actividad alergénica, una alta
concentracion de solidos y compuestos nutracéuticos presentando el queso ovino un
alto valor lo que genera un importante mercado mundial y un creciente interés en
paises como EE.UU., Brasil y China (Nudda et al., 2014).

Puesto que gran parte de la leche de oveja se transforma en yogur y queso, la
calidad de la misma se evalua principalmente en términos de sus propiedades
tecnoldgicas y de coagulacion las que a su vezdependen de los contenidos de grasa y
proteina y del recuento de células somaticas (Nudda et al., 2014)

Tanto los consumidores como los responsables de la cadena lactea estan cada vez
mas interesados en el valor saludable de los lacteos que se generan el que depende
en parte de la composicion en AGde la grasa lactea, tanto por los potenciales efectos
aterogénicos atribuidos al exceso del consumo de los acidos grasos saturados
(AGS)como por las potenciales propiedades antiaterogénicas (Lee et al., 1994) y las
anticancerigenas (lp et al., 1994; Ip et al., 1999; De La Torre et al., 2006; Kelley et al.,
2007) presentes en los CLA naturales como el AR(Gagliostro, 2004a).

La leche ovina es un producto muy valorado tanto por su calidad nutricional como
por su alto rendimiento industrial, atribuido al alto contenido de sdlidos utiles que
posee. En nuestro pais, el destino principal de la leche ovina es la produccién de
quesos, siendo minoritarios otros destinos industriales (Suarez, 2004; Busetti, 2006).
La raza Pampinta es una raza ovina doble propdsito (lechera y carnicera) desarrollada
por la Estaciéon Experimental Agropecuaria “Guillermo Covas” del INTA durante la
década del 80 en la Provincia de La Pampa (Anguil) a partir del cruzamiento de ovejas
Corriedale con carneros Frisones del Este (Suarez y Busetti, 1992). Su leche presenta
un alto contenido deST que puede ser superior al 19% con valores promedio del 6,7%
en proteina y 7,4% en grasa butirosa lo cual la convierte en una leche de excelente

rendimiento quesero (Busetti, 2005).
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Al igual que en vacas (Gagliostro, 2004b), cabras (Gagliostro, 2004c), y bufalas
(Gagliostro et al., 2015), la suplementacién de ovejas lecheras con fuentes de AG
poliinsaturados (AGPI) permite disminuir la concentracién de AGS no saludablesde la
leche (C12:0, C14:0 y C16:0) y en consecuencia su IA (Gémez-Cortés, 2010). Por las
caracteristicas de su grasa, la leche de ovejas Pampinta podria presentar valores delA
comparables o aun mas elevados que los de la leche bovina lo que justifica el intento
de reducir la presencia de sus AGS y obtener beneficios adicionales en salud humana
(Busetti, 2005).

Estudios in vitroutilizando fluido ruminal demostraron que la sustitucion parcial de
acido linoleico (cis-9,cis-12C18:2) por linolénico (cis-9,cis-12,cis-15
C18:3)incrementaria las tasas de conversion del acido linoleico al CLA y del CLA al
AVcon una mayor tasa de isomerizacion del 4cido linoleico cuando se lo combina con
el linolénicolo que podria extrapolarse a situaciones in vivo (Castillo-Vargas, 2010).

En ovejas lecheras, la adicién de un 6% deAS a una racion con una baja relacion
forraje/concentrado (F:C) del orden de 20:80 generé aumentos en la concentracion de
CLA y AV en la leche los que disminuyeron a la primera semana post suplementacion
con aumentoa niveles de 6 g/100g de un AG deletéreo como el trans-10 C18:1
(Gomez-Cortés et al., 2008). Adicionalmente, la suplementacién con ALpermite reducir
la relacion n-6/n-3 en leche de cabras (Gagliostro, 2004c) y ovejas (Gémez-Cortés,
2010) con un incremento en los niveles de CLA en la grasa lactea ovina y en el fluido
ruminal (Gomez-Cortés et al., 2008). Esta estrategia conduce a la formacion de AV
con un menor riesgo de desvios hacia la generacion de trans-10 C18:1 que
resultadesfavorable para la salud humana. Estudios previos en cabras mostraron que
los AS y AL suministrados al 5-6% del CMST, provocan los efectos buscados para una
leche funcional (Gagliostro, 2004c). La informacion disponible acerca del efecto de los
lipidos suplementarios sobre el perfil en AG de la leche de oveja es bastante limitado
en comparacién con los estudios conducidos en vacas y cabras (Chilliard et al., 2003,
Hervas et al., 2008;Gomez-Cortés, 2010) y no existen en nuestro conocimiento
ensayos que demuestren la ventaja potencial de combinar AS y AL en la racién de

ovejas lecheras lo que justifica la realizacidn del presente trabajo experimental.

HIPOTESIS

En raciones de alta relacion F:C existiria una combinacion entre los AS y AL que

suministrada al 6% del consumo de materia seca de ovejas lecheras
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permitiriadisminuir la presencia en la leche de los AGS desfavorables para la salud
(C12:0, C14:0 y C16:0) y aumentar en forma simultanea la concentracion de los AG
potencialmente benéficos como el AR, el AV y los AGPI de |la serie omega tres (n-3)
sin desvios importantes hacia la formacién de AG no saludables como el trans-10
C18:1.

El consumo de los aceites puros o sus mezclas a la dosis propuesta no tendra
efectos negativos sobre la produccién y composicion de la leche en cuanto a los

parametros determinantes de su rendimiento para elaboracion de queso.

OBJETIVOS

Conocer una combinacion de AS y de AL que consumida por la oveja lechera
genere un perfil en AG potencialmente mas saludable en la grasa lactea a fin de
obtener una leche ovina funcional caracterizada por una reduccién de los AG

hipercolesterolémicos y enriquecida naturalmente en AR.

Determinar el efecto de la suplementacion con esos aceites sobre la produccién y

composicion quimica de la leche (grasa butirosa, proteina, lactosa y sélidos totales).

MATERIALES Y METODOS

3.1.- Condiciones experimentales

El trabajo se llevd a cabo en el tambo ovino de la Estacién Experimental “Ing.
Agronomo Guillermo Covas” de INTA (Anguil, Provincia de La Pampa) con una
duracion de 36 dias de los cuales los 7 primerosfueron de covariable sin aceites, con 7
de adaptacional 50% de la dosis de aceites y 22 dias con suplementacion a dosis
completa de aceites.Se utilizaron 36 ovejas multiparas de raza Pampinta en lactancia
temprana (50 + 2,5 dias en lactancia), homogéneas,con 3 lactancias, una produccién
lactea promedio de 1,058 (+ 0,28) kg/dia y un peso vivo (PV) promedio de 72,3 (+ 2,3)
kg. Previo al inicio del ensayo se registré la produccién lechera y el PVa fines de
asignar a los animales en forma homogénea a los tratamientos. Los animales fueron

ordefiados una vez por dia a primera hora de la mafiana y se mantuvieron separadas
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por tratamiento en corrales de 10 m? a cielo abierto con sombra naturaly agua limpia a
voluntad. Se controlé de presencia de mastitis y se monitored el recuento de células

somaticas (RCS) a lo largo del ensayo.

3.2.- Disefo experimental y tratamientos

Las ovejas fueron alimentadas una vez al dia en corrales con rollo de alfalfa de
calidad (2300 g MS/oveja) y alimento balanceado comercial (1200 g, Lechera al 18%
PB) en el momento del ordefio (alimento tal cual). Los alimentos que integraron el
concentrado (% tal cual) fueron grano de maiz partido (38,7%), pellet de girasol
(25,3%), pellet de soja (5,0%), afrechillo de trigo (29%), sal comun (0,8%) y una
mezcla comercial (AF Mix ACA Lechera; 1,2%).

En un DCA, 6 ovejas por tratamientofueron asignadas a las siguientes
combinacionesde AS y AL (% en peso): 0-0 (Control, sin aceites), 100- 0, 75-25, 50-
50, 25-75 y 0- 100. Los aceites puros o sus mezclas fueron ofrecidos al 6% del
CMSTestimado en 4 kg. Durante los 7 dias previos al inicio de la suplementacion con
aceites todos los animales recibieron la alimentacion Control. Desde el dia 8 al 15 los
animales suplementados recibieron 1200 g de balanceado y 100 gramos de aceites
para continuar a dosis completa (240 g/oveja/dia)desde el dia 16 al 36 de ensayo. Los
aceites (puros o combinaciones) fueron manualmente mezclados con el concentrado y

ofrecidos individualmente en el momento del ordefio.

3.3.- Mediciones en los alimentos

Se colectaron dos muestras de heno de alfalfa y de concentrado a lo largo de todo
el periodo experimental. Las muestras fueron secadas en estufa con circulacién de
aire forzado (60°C, 48 horas) para determinar el contenido de materia seca (MS),
proteina bruta (PB) (Horneck; Miller, 1998 con un analizador LECO FP-528), fibra
detergente neutra(FDN) y acida(FDA)por la técnica de bolsas filtrantes (Komarek et
al., 1994 y Komarek et al., 1993, respectivamente) con un autoanalizador (ANKOM
Corp., Fairtport, Nueva York, EE.UU., 1970),extracto etéreo (EE)por la técnica de
extraccién con solventes en alta temperatura (AOCS, 2006) con un autoanalizador
(ANKOM Corp., Fairtport, Nueva York, EE.UU.) y digestibilidad de la materia seca
(DMS) a 48 horas de incubacion in vitro (equipo Daisy |l, ANKOM).
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3.4.- Medicion de la produccion, composicion quimica de la leche y

consumo de alimento

La producciéon de leche se registr6 en forma individual y diaria durante 5 dias
consecutivos a la semana durante todo el ensayo. Las muestras (100 ml) para
composiciéon de leche (grasa butirosa(GB), proteina, lactosa y ST) se obtuvieron
durante dos dias no consecutivos en cada semana de ensayo, fueron conservadas
con el agregado de Bronopol y Natamicina y enviadas refrigeradas al Laboratorio de
Fisico Quimica del Instituto Nacional de Tecnologia Industrial- INTI Lacteos (PTM
Miguelete, Buenos Aires) para su analisis por metodologia infrarroja (Milko Scan).

El consumo de heno de alfalfa fue medido en forma grupal dentro de cada
tratamiento durante 5 dias consecutivos en cada semana de ensayo. El consumo del
concentrado y del aceite fue determinado en forma individual y diaria al finalizar el

ordefio por oferta-rechazo durante todo el periodo experimental.

3.5.-Cuantificacion del perfil en acidos grasos de la leche y de los

alimentos

El analisis de composicion en AG de la leche y de los alimentos fue realizado sobre
muestras individuales colectadas a los dias 7, 15, 22, 29 y 36 de ensayoy conservadas
a -20°C por cromatografia gas- liquido (CGL) como se describe en Gagliostro et al.
(2017).

3.6.- Analisis estadisticos

El promedio de las tres ultimas semanas de toma de datos fue utilizado para el
analisis de produccion, composicion y perfil en AG de la leche ajustado por covariable
utilizando el Programa PROC GLM de SAS/STAT® (2002-2010) segun el siguiente
modelo:

Yi=p + Ci+ Cov + Ei

donde Yi es la variable respuesta; u es la media poblacional; Cov es el efecto de
covariable, Ci es el efecto del i-ésima combinacion de suplementacion con mezcla de

aceites y Ei es el error experimental asociado a la i-€sima unidad experimental.
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El umbral de significancia estadistica fue establecido en p<0,05 y el umbral de

tendencia fue p<0,10.

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.-Composicion quimica y valor nutricional de los alimentos

La calidad de los alimentos utilizados en el ensayo se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion quimica de los alimentos utilizados en

el experimento.

Heno de

Variable Concentrado
alfalfa

Materia seca, % 87,09+3,43 87,50+2,53
Proteina bruta, % de la MS 19,39+1,65 19,00+1,74
FDN, % de la MS 43,65+5,53 35,10+4,60
FDA, % de la MS 32,40+3,16 11,40+3,12
Digestibilidad de la MS, % 64,83+1,30 80,00+2,48
Extracto etéreo, % de laMS  1,59+0,09 5,50+0,05
EM, Mcal/kg MS 2,34 + 0,05 2,89 + 0,06

EM= energia metabolizable.FDN= fibra detergente neutra.
FDA= fibra detergente acida. MS= materia seca.Valores
promedio + el desvio estandar. Heno de alfalfa y
concentrado, n=2

La calidad del heno de alfalfa resulté adecuada destacandose su digestibilidad y su
alto contenido en PB con moderados contenidos de FDN, EE y EM comparables a los
informados en Prieto et al. (2014). El alimento concentrado se caracterizd por un
elevado contenido proteico y una alta digestibilidad. Estos resultados son comparables
con la calidad de los alimentos utilizados en el meta-analisis de 21 trabajos (Martinez

Marin et al., 2015) en ovejas suplementadas con semillas y aceites poliinsaturados.

3.2.-Composicion en acidos grasos de los alimentos y de los aceites

El perfil en AG de los alimentos utilizados en el presente ensayo se presenta en la
Tabla 2. De acuerdo a lo esperado, el AS se caracterizdé por su riqueza en acido
linoleico (50%) aunque inferior a lo informado por otros autores (Glasser et al., 2008;
Antonacci et al., 2013; Martinez Marin et al., 2015, Antonacci et al., 2017) pero
comparable al utilizado en el trabajo de Ortega Pérez (2012). El contenido en AGS fue

bajo mientras que el nivel (19,81%) de acido oleico (cis-9 C18:1, AO) resultd
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importante. El acido linolénico representé el 46,80% del total de AG en el AL (Tabla 2)
valor inferior a lo reportado por otros autores (Flowers et al., 2008; Pires et al.,
2008;Cieslak et al., 2010; Antonacci et al., 2013; Martinez Marin et al.,, 2015) pero

mayor al reportado por Antonacci et al. (2017).

Tabla 2. Composicién en acidos grasos de los aceites de soja, de lino,
del heno y del concentrado utilizados en el experimento.

Acidos Grasos

(9/100g del total de Heno' AS? AL3 Concentrado
AG)

C16:0 13,25 10,13 6,85 9,48
C18:0 2,55 4,86 5,47 3,79
C18:1 cis-9 28,18 19,81 20,08 22,96
C18:1 cis-11 1,13 1,79 1,47 1,95
C18:2 cis-9 cis-12 11,78 49,99 18,66 48,19

C_18:3 cis-9 cis-12 12,82 12,15 46,80 2,50
cis-15

"Heno de alfalfa. 2aceite de soja. 2aceite de lino

En el heno de alfalfa, el nivel observado de acido linoleico resultdé bajo (12,82%) e
inferior a lo informado por Solis Limén (2010) aunque comparable al valor (13,59%)
reportado por Nahum et al. (2016). Una disminucion promedio del orden del 20% en el
contenido de acido linolénico en los forrajes conservados ha sido informado por
Dewhurst y King (1998).

3.3.-Produccién y composicion quimica de la leche

La produccién promedio de leche en los tratamientos con aceites (877 g/oveja/dia)
resultdé numéricamente mayor (+12,2%) a la observada en el tratamiento Control (782
g/dia) aunque dicha diferencia no resulté significativa (p<0,54). El resultado indicé
ausencia de efectos negativos del consumo de aceite vegetal libre sobre la produccion
de leche en ovejas alimentadas con una relacion F:C cercana a 80:20. No se
detectaron cambios en la concentracion (p>0,05) o produccion (p>0,05) de grasa
lactea lo que sugiere que la importante caida (27%) en la concentracién de los AG
sintetizados de novo (Tabla 4) fue compensada por un incremento en la captura de los

AG preformados puesto que su concentracion en leche aumentd (39%, Tabla 4) ante
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el consumo de aceites. Estos resultados son compatibles con lo informado por
Martinez Marin et al. (2015). Una menor produccién de leche sin diferencias en el
contenido de grasa y proteina lactea fue observada en ovinos por Gémez-Cortés et al.
(2011) ante el consumo de 167 g/oveja/dia de aceite de girasol en una racién con una

relacion F:C inversa (20:80) a la utilizada en el presente trabajo.

Tabla 3. Produccion y composicion de leche en ovejas lecheras suplementadas con
diferentes mezclas de aceites de sojay de lino.

Tratamiento’ P<2

Variable AS100- AS75- AS50- AS25- ASO-
Control ALO AL25 AL50 AL75 AL100 FEEM T

Leche (g/dia) 782 963 854 805 902 862 213 0,54
Grasa, % 6,42 506 656 675 7,09 6,59 0,37 0,18
Proteina, % 5,69¢ 567¢ 579 6,10® 6,102 518% 011 0,05
Lactosa,% 5,68 537 522 498 526 514 0,10 0,07
ST.% 16,79 17,07 17,50 17,77 1853 17,58 0,19 0,10
Grasa, g/dia 50 60 60 60 60 60 0,006 0,87
Proteina, g/dia 50 50 50 50 50 50 0,003 0,71

abcMedias dentro de fila con distinta letra difieren significativamente (test Tukey-Kramer,
P< 0,05). 'Valores expresados a través de las medias minimas cuadraticas (LSMeans) y
el error estandar de las LSMeans (EEM). Control (C) sin aceites, 240g aceite de soja
(AS100- ALO), 1809 aceite de soja y 60g aceite de lino (AS75- AL25) ,120g aceite de soja
y 120g aceite de lino (AS50- AL50) 60g aceite de soja y 180g aceite de lino (AS25-
AL75), 240g aceite de lino (ASO- AL100). 2Efecto tratamiento. T=tratamiento. ST=so6lidos
totales.

Respecto al tratamiento Control (5,69), la concentracion (g/100g) proteica de la
leche resulté mayor (p<0,05) en los tratamientos AS50- AL50 (6,10) y AS25- AL75
(6,10) sin efecto (p>0,05) sobre la secrecion de proteina lactea (Tabla 3). El aumento
en la concentracion proteica de la leche ante consumos crecientes de aceite de lino
resulté comparable a lo informado por Martinez Marin et al. (2015).

La tendencia observada en el aumento del contenido de sdlidos totales ante el
consumo de aceites (Tabla 3) es un resultado importante para el productor de quesos
ovinos y compatible con lo informado por Gémez-Cortés et al. (2011) ante la inclusion
de niveles crecientes (60, 117 y 167 g/oveja/dia) de aceite de girasol en la racién. En
otro trabajo con aceite de girasol consumido al 2,5% de la racién total no se detectaron
diferencias en la produccién de leche, grasa, proteina, lactosa y sélidos totales
(Castro-Carrera et al., 2015).

La leche de oveja presenta una elevada aptitud industrial por su alto rendimiento
(20% 6 5:1)para la elaboracion de quesos en comparacion al 14% (7:1) de la leche de
cabra y al 10% (10:1) de la leche de vaca (Busetti, 2006). En el presente trabajo, el

extracto quesero (contenidos de grasa y proteina) resulté mayor en los tratamientos
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con mezclas de aceites (12,80 g/100g) respecto al Control (12,11 g/100g) mientras
que los menores valores fueron observados con los aceites puros de soja (11,63
g/100g) y de lino (11,77 g/100g). Por lo tanto, la inclusién de mezcla de aceites ricos
en AGPI en la racion de ovejas lecheras no afectaria el valor comercial de la leche en
un sistema de pago referenciado al extracto quesero (Pirisi et al., 2007). Por otro lado,
la relacion grasa:proteina resulté 6ptima (1 = 0,1) en acuerdo con lo informado por
Goémez-Cortés et al. (2011)lo que garantiza un adecuado nivel de grasa para
procesamiento industrial y maduracién del queso (Caja y Bocquier, 2000).

El RCS es unatécnica utilizada para diagnosticar mastitis sub-clinicas ya que en
respuesta a procesos infecciosos, la ubre reacciona con un proceso inflamatorio
localizado permitiendo el pasaje de glébulos blancos a la leche y aumentando el
numero de células presentes. En el caso de la leche de oveja, en EEUU se fija un
valor de referencia para sano de 10 a 200 x 103 células/ml (Busetti, 2006). En el
presente trabajo, los valores promedio de RCS en las ovejas suplementadas con
lipidos (99 x 10® cel/ml, Figura 1) estuvieron dentro de los valores de referencia
resultando menores a los observados en el tratamiento Control (128 x 10° cel/ml) y al
valor de 191 x 103 informado por Busetti (2006).

200 -
RCS
3
(cel/ml x10°) 150 -
100 - «
9
50 -
0 T T 1
3 4 5
semanas
—=—Control —a—AS100- ALO ——AS75-AL25

——AS50- AL50 —*—AS25-AL75 ——ASO-AL100

Figura 1.Recuento de células somaticas (RCS) durante las tres ultimas semanas de
suplementacién en ovejas lecheras consumiendo aceites de soja (AS) y de lino (AL) en

diferentes mezclas.
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3.4.-Consumo de concentrado y forraje

No hubo diferencias (p>0,05)entre los aceites puros y sus mezclaspara el consumo
de alimento concentrado.Respecto al observado en el tratamiento Control (933 g
MS/dia), el consumo aumentoé (p<0,05) en los tratamientos con aceites puros de soja
(950 g; +1,8%) y de lino (965 g; +3,4%) y también en el tratamiento 50- 50 (964 g;
+3,3%) resultandonuméricamente menor (p>0,05) en los tratamientos AS75 y AS25
(925 y 932 g MS/oveja/dia, respectivamente). A partir de la medicion grupal del
consumo de heno, el consumo total promedio calculadofue de 3245 g MS/oveja/dia. La
oferta de alimento concentrado fue de 1050 g MS/oveja/dia y el consumo (g
MS/oveja/dia) promedio de heno de alfalfa y alimento concentrado fue de 2300 y 945,
respectivamente. El consumo voluntario de MS no fue afectado ante la ingestién de
83,6 (+ 33,6) g/oveja/dia de lipidos (Martinez Marin et al. (2015) o por la inclusién de
aceite de soja al 6 % en la racion (Hervas et al., 2008) resultados consistentes con los
obtenidos en el presente trabajo. Una reduccion en el CMS ante la suplementacion
con aceites vegetales ricos en acidos grasos insaturados (AGI) es un resultado
frecuentemente observado (Shingfield et al., 2006) y asociado a potenciales efectos
perjudiciales sobre la fermentacion ruminal (Jenkins, 1993). Martinez Marin et al.
(2011b) informaron que la inclusién de lipidos en la dieta de los rumiantes
habitualmente reduce la digestion de la fibra cuando el nivel de inclusién es superior al
4% de la MS. En el presente trabajo, el similar CMS ante el suministro de aceites al
7% de la racion sugiere ausencia de efectos negativos sobre la digestién ruminal como
fue observado en vacas lecheras suplementadas con aceites poli-insaturados
(Gagliostro et al.,, 2017). Los resultados disponibles sobre tipo y/o procesado del
forrajeson escasos ya que la mayoria de los trabajos con ovejas han sido realizados
utilizando forraje henificado y el numero de especies vegetales involucradas es
relativamente bajo (Chilliard et al., 2007).

El consumo estimado (g/oveja/dia) de los acidos linoleico y linolénico provenientes
del concentrado, del heno y de los aceites fue de 106 y 18 g/dia en AS100- ALO, de 96
y 27 en AS75- AL25, de 79 y 46 en AS50- AL50, de 71-y 51 en AS25- AL75 y
finalmente de 58 y 63 en AS0O- AL100, respectivamente.
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El contenido de acido butirico (C4:0, AB) no disminuyé o inclusive aumenté (AS100

y AS25) luego del consumo de aceites (Tabla 4) de acuerdo con lo informado por

Chilliard et al. (2000). La consistente proporcion de este AG (C4:0) o su aumento es un

resultado positivo debido a sus potenciales efectos favorables sobre la salud humana

(Chilliard et al.,, 2000). EI AB es en parte sintetizado por una via malonil-CoA

independiente y por lo tanto no asociada a la actividad de la acetil CoA carboxilasa

(ACC)enzima que resulta inhibida por los AG exdgenos (Chilliard et al., 2000; Chilliard

y Ferlay, 2004).

Tabla 4. Perfil en acidos grasos de la leche en ovejas lecheras suplementadas con
diferentes mezclas de aceites de sojay de lino.

Acidos Grasos Tratamiento' p<2
(g/100g del total AS100- AS75- AS50- AS25-  ASO-
de AG) Control Ao AL25 AL50 AL75  AL100 EFEM T
C4:0 262 284° 253  251°  275% 272 0074 0,03
C6:0 2745 178¢ 2470 212 218 1909 008  <0,0001
C8:0 2945 1509 221 214> 243  178% 012  <0.0001
C10:0 9212 418% 643 645 611 5309 039  <0.0001
C10:1 0.39° 0116 049  020° 018> 014 002  <0.0001
C12:0 538 2916 358 373 359 3366 019  <0.0001
C12:1 0.10°  006° 007° 008 008 007 0005 <0.0001
C14:0 1068% 839  7.27° Q07 928  885° 028 0,001
C14:1 029° 0.14° 047  047°° 018> 016 001  <0,0001
IsoC15:0 0.13°  009° 008 009 010  00% 001 0,02
C15:0 103 065 075 075 078 075 003  <0,0001
C15:1 022:  012° 043 013b° 014>  013b° 0,005 <0.0001
C16:0 25345 20,01° 20,070 20,11° 2040° 20,38> 063  <0.0001
C16:1 1042  047° 059 059 057° 052 004  <0,0001
C17:0 0.55¢ 044> 0420 041> 044> 043> 002  <0.0001
C17:1 0242  011° 0416  041® 012  042° 0009 <0.0001
C18:0 6.11°  7.89°  695%° 601c  7.27% 679 036 0,01
C18:1
Trans-8 0,54 0,87°  079% 074 076® 078 004  0,0002
Trans-9 0.45° 056° 058  067° 058  054* 003  0.0007
Trans-10 207°  6.20° 484>  3.94° 351 311 069 0004
Trans-11 (AV) ~ 2.26° 498%  550° 563 576° 5200 053 0006
Trans totales ~ 532° 12,612 11,71® 1098> 10,61® 9.63° 052  <0,0001
C18:1 cis-9 1657° 18.40° 16.94° 16.89° 17.32% 1848 046 0,03
C18:1 cis-11 0716 108 106  1,03% 1,06 1,142 004 <0,0001
< ?6?6‘;'5'9 CiS-  §51c 11258 934> 931 808 918 045  <0,0001
CIBIASICIT 030 1970 2400 3240 34% 518 022 <0,0001
cis-5(n-3)
< ?/fé;s'g’”ans' 1500 2422 2790 304 2722 2500 030 0,02
C20:4 AA 0,26° 0,18 019  0,18c 0415 015 0012 <0,0001
C20:5 EPA 0.07° 006°  007° 009 007 010° 0005 <0.0001
C22:6 DHA 0,062 004> 006 006° 006° 005% 0004 0,03
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AG cadena 17,882 1042¢ 1357° 1343° 1336* 11,79 054  <0,0001
diﬁge”a 44,76 33,34°  3551° 3537° 3574° 34,46 094  <0,0001
Q%S?de”a 37,38 56,13° 49,76° 5171° 5055 5258° 1,01  <0,000f

Acidos grasos
saturados (AGS)
Acidos grasos

66,5° 50,68° 54,19  53,82° 54,94°> 5229 0,97  <0,0001

insaturados 3348° 4930° 4583° 46,15> 4505> 47,70 096  <0,0001
(AGI)

AGS/AGI 203  103°  119%  118% 123 112 005  <0,0001
A7 223 115° 1300 132 1370 126 007  <0.0001
ProductosA9-D  2542¢ 3548% 3328 3267 32,70 3206° 0,80 <0001
index® 0,34® 0412 0418 0412 040° 0413 0,006 <0001
AG de novo a . b b b bo

AT 35412 2259° 26,87° 27,30 27,33 2519% 090  <0,0001
é(f?p_g;formados 3811c 56,67@ 51,850 5152 5155 54068 070  <0,0001
n-6/n-3 7272 566> 379 287 232% 189 020  <0,0001
AR/AV 0.69° 046° 047 054> 048° 047 003  <0,0001

>(12:0,14:0,16:0) 41,26 31,32°  33,04> 33,15* 33,29° 32,31° 0,89 <0,0001

abede Medias dentro de fila con distinta letra difieren significativamente (test Tukey-
Kramer, P< 0,05). '"Valores expresados a través de las medias minimas cuadraticas
(LSMeans) y el error estandar de las LSMeans (EEM). Control (C) sin aceites, 240g
aceite de soja (AS100- ALO), 180g aceite de soja y 60g aceite de lino (AS75- AL25) ,120
g aceite de soja y 120 g aceite de lino (AS50 — AL50) 60g aceite de soja y 180g aceite de
lino (AS25- AL75), 240g aceite de lino (ASO- AL100). ?Efecto tratamiento. “Acidos grasos
de cadena corta: (C6:0 a C10:0),°Acidos grasos de cadena media: (C12:0 a
C17:1),fAcidos grasos de cadena larga: (C18:0 a C22:6),Indice de
aterogenicidad:(C12+4*C14+C16)/(2AGl) los AGI de la formula son: C14:1 cis-9, C16:1,
cis-9 C18:1, cis-11 C18:1, trans-11 C18:1, C18:3, C18:2, cis-9 trans-11 C18:2 CLA, Se
excluyeron los AG no saludables(trans-8,9,10),8Index:([>ZpoductosA9-D]/[> productosA9-
D+Sustratos]). T=tratamiento.

Respecto a la leche Control, la concentracion total de los AG de 6 a 12 atomos de
carbono fue significativamente disminuida ante el consumo de aceites puros o sus
mezclas (Tabla 4) aspecto relevante en la leche ovina por los aromas y sabores
caracteristicos que estos AG le confieren a los productos siendo a su vez parcialmente
responsables del valor econdmico de los lacteos ovinos (Busetti, 2006) Los acidos
caprilico (C8:0) y caprico (C10:0) representan entre un 3 a 18 % de los AG totales
mientras que en la leche vaca dicha contribucion es de tan solo 3 a 5% (Busetti, 2006).
El contenido de estos dos AG en la leche Control totalizé un 12,15% disminuyendo en
promedio a 7,65 % (p<0,01) en los tratamientos con aceites resultado frecuentemente
observado ante el consumo de aceites no protegidos (Chilliard et al.,, 2000).La
concentracion de AGS de cadena media (44,76 g/100 g del total de AG) disminuy6 a
un valor promedio de 34,88 g/100g del total de AG (-22%, p<0,05) ante el consumo de

aceites sin diferencias entre mezclas (p>0,05).
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La disminucion observada en todos los tratamientos de la concentracion de los AG
sintetizados de novo (C4:0 a C15:1) resultd importante registrandose los menores
valores en AS100 y AL100. El efecto puede explicarse por la inhibicion en la actividad
de las enzimas lipogénicas mamarias como la ACC (Christie, 1981; Storry, 1981).
Dicha caida fue aparentemente compensada por un incremento en la captura mamaria
de los AG preformados ya que ni la concentracion ni la secrecién de grasa lactea
disminuyd (Tabla 3) a pesar del importante incremento en la concentracién del trans-
10 C18:1 en leche observado en AS100 y AS75 (Tabla 4) y de la correlacion negativa
(R?=0,46, p<0,05) entre este isdbmero trans-10 y la concentracién grasa de la leche
(Figura 2) en concordancia con lo informado por Piperova et al. (2000) y Antonacci et
al. (2017).

GB 10,00 -
(9/100g) 9,00 -
8,00 -

7,00 -

6,00 -

5,00 -

4,00 -

3,00 -

y=-0,26 x + 7,6
2,00 | R2=0,46; p<0,05
1,00 -

0,00 . . .
0,00 5,00 10,00 15,00

trans-10 C18:1 (g/100g del total de AG)

Figura 2.Relacion entre la concentracidén grasa de la leche (GB) y los niveles de trans-

10 C18:1 en ovejas lecheras suplementadas con aceites vegetales poliinsaturados.

En los bovinos, la disminucion en el tenor graso de la leche ante el consumo de
AGPI también esta frecuentemente asociada a un aumento en los niveles de trans-10
C18:1 (Piperova et al., 2000; Antonacci et al., 2017). La presencia de trans-10 C18:1
y/o de sus compuestos relacionados (trans-10, cis-12 C18:2) han sido asociados a
disfunciones en la actividad de enzimas como la lipoproteina lipasa (LPL) y la estearil
CoA desaturasa (SCD) involucradas en la captura (LPL) y sintesis de AG lo que

explica la caida en el tenor graso de la leche.
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El 1A basal en la leche Control (2,23) fue reducido por el consumo de aceites como
consecuencia de una importante disminucion en la concentracion de los AGS de C12:0
a C16:0 atomos de carbono y al incremento en los AGI sin diferencias importantes
entre las mezclas de aceites. En efecto, y en relacion al tratamiento Control, el nivel
total de los AG pro-aterogénicos (C12:0 a C16:0) disminuy6 (-21%) desde 41,26
g/100g del total de AG a un promedio de 32,62 g/100g del total de AG resultado que
como ya fue comentado podria explicarse por el efecto inhibidor de ciertos AG (trans-
10 C18:1, trans-10, cis-12 C18:2) sobre la lipogénesis mamaria de novo. El resultado
es relevante ya que contribuye a prevenir un consumo excesivo de AGS no
saludables, mejora el valor nutricional de la leche y reduce el potencial aterogénico de
la grasa lactea ovina. La reduccion promedio (19,7%) en el contenido de acido
miristico respecto a Control (Tabla 4) es importante ya que el rol pro-aterogénico del
mismo (C14:0) es considerado como muy potente (Ulbricht y Southgate, 1991).

El menor nivel de AGS (Tabla 4) mejora el valor nutricional de la leche por su
asociacion con la incidencia de enfermedades cardiovasculares (Mensink et al., 2003).
Una tendencia similar y mas acentuada a disminuir el nivel de AGS de cadena media
fue también observada por Hervas et al. (2008) ante la inclusion de AG insaturados al
6% de la racién y por Gomez-Cortés et al. (2011) con la inclusion de niveles crecientes
de los mismos a una dieta basal de alta relacién C:F (80:20).

Los niveles basales de trans-9 C18:1 (0,45 g/100g del total de AG) se
incrementaron (p<0,05) en todos los tratamientos mientras que los de trans-10 C18:1
(2,07 g/100g del total de AG) lo hicieron sélo en los tratamientos con predominio de
aceite de soja (AS100=6,20 y AS75=4,84 g/100g del total de AG, Tabla 4). Resulta
aconsejable evitar todo consumo excesivo de trans-10 C18:1 ya que en conejos
sometidos a un desafio hipercolesterolémico (0,2 % de inclusién de colesterol en la
racion), el consumo de una manteca rica en trans-10 C18:1 (13% de la racion)
increment6 el colesterol VLDL, el total y el LDL reduciendo la concentracion de
colesterol HDL con un incremento en la deposicion lipidica en arteria aorta. En cambio,
los animales que consumieron una manteca rica en AV y AR presentaron efectos
neutros o una tendencia a reducir la deposicion lipidica en dicha arteria (Roy et al.,
2007).

Puesto que los menores valores numéricos del trans-10 C18:1 (3,94 g/100g del total
de AG) y los mayores valores numéricos de AR (3,04 g/100g del total de AG)
fueronencontrados en el tratamiento 50- 50 manteniendo una alta relacién numérica

entre el AR y el AV se destaca esta combinacion de aceites como la mas promisoria.
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Los desvios hacia la formacién de este isobmero no deseado (trans-10 C18:1) estan
asociados a la utilizacién de raciones muy ricas en almidén y mecanismos capaces de
alterar la actividad microbiana ruminal asociada con la biohidrogenacion(BH) de los
AGPIl y a la presencia de una fuente de acido linoleico (Chilliard y Ferlay, 2004;
Palmquist et al., 2005). En una racion pobre en forraje y rica en concentrado (20:80), el
consumo de cantidades crecientes de aceite de girasol (60, 117 y 167 g/oveja/dia)
generd aumentos significativos en el nivel de trans-10 C18:1 en leche el que se
mantuvo constante y por debajo del 1% en la raciéon control (Gémez-Cortés et al.,
2011). Mele et al. (2006) observaron que niveles crecientes de concentrado generan
aumentos significativos en la presencia de trans-10 C18:1 en la leche de oveja.

El contenido de AO aumenté (p<0,05) sdélo en los tratamientos con aceites puros
(AS100 y AL100) resultado consistente con lo observado en bovinos (Glasser et al.,
2008). Dicho aumento no parecié estar explicado por una mayor actividad de
desaturacion del acido estearico (Chilliard et al., 2000; Lock y Garnsworthy, 2003) ya
que la concentraciéon del mismo no disminuyé o inclusive aument6 en AS100 y AS25.
Podria en cambio explicarse por el aporte suplementario y captura a nivel mamario del
AO contenido en los aceites (Tabla 2). Los aumentos en la concentracion de C18:0 en
AS100 y AS25 resultaron comparables a los informados por Gémez-Cortés et al.
(2011) ante una dosis de 167 g/oveja/dia de aceite de girasol en una racion alta en
concentrado y por Castro-Carrera et al. (2015) con 2,5 % de inclusion de aceite de
girasol en una racién 60:40 F:C.

El contenido de acido linoleico en leche Control (6,51 g/100g del total de AG, Tabla
4) resultdé muy superior al rango normal (2-3 g/100g del total de AG) informado para la
leche bovina (Chilliard et al., 2000). En todos los tratamientos con consumo de aceites,
el nivel basal de este AG resulté fuertemente incrementado (44,9% en promedio,
p<0,05) alcanzando un maximo de 11,25 g/100g AG en AS100. Estos valores resultan
superiores a los maximos reportados por Chilliard y Ferlay (2004) para vacas lecheras
suplementadas con aceites de soja y lino (4 g/100g del total de AG) o al rango (2,74-
3,92 g/100g del total de AG) observado en alimentacién pastoril por Antonacci et al.
(2013; 2017). Estos resultados discrepan con lo informado por Goémez-Cortés et al.
(2011) quienes reportan un menor impacto sobre los niveles de acido linoleico en
leche (2,63; 2,87 y 2,95 g/100g del total de AG) ante el consumo creciente (60, 117 y
167 g/ovejal/dia) de aceite degirasol en la racion. En vacas o cabras suplementadas
con fuentes de &cido linoleico, la presencia de este AG en leche no supera en general

en mas de 1,5 unidades porcentuales al valor basal (Chilliard y Ferlay, 2004) con
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aumentos en la leche de oveja o de cabra comprendidos entre +0,5 y +1,8 g/100g del
total de AG a una tasa de incremento de 0,07% (+0,02) por gramo de acido linoleico/kg
de la MS ingerida (Chilliard et al., 2007) resultados no consistentes con lo observado
en el presente experimento.Otros estudios realizados con ovejas (Hervas et al., 2008;
Castro et al., 2009) resultaron consistentes con Chilliard et al. (2007).

Los derivados no conjugados del acido linoleico que escapan a la BH ruminal
forman parte de los fosfolipidos y ésteres de colesterol los que resultan pobremente
utilizados (3%) por la glandula mamaria (Tyburczy et al., 2008).

El nivel de AV (hipocolesterolémico, antiaterogénico y precursor del AR) en la leche
de las ovejas del tratamiento Control fue de 2,26 g/100g del total de AG
experimentando un fuerte incremento (140%, p<0,05) ante el consumo de aceite en
todos los tratamientos sin diferencias entre combinaciones de aceites. Los valores
numéricos aumentaron con la inclusion creciente de AL en la mezcla hasta un maximo
de 75% para luego decaer en el tratamiento 100% AL (Tabla 4).

En la leche control, el AV representé el 42,5 % del total de los AG-t C18:1 valor que
se mantuvo en un rango de 39-54% en los tratamientos con consumo de aceites.
Estas proporciones (AR/AV) resultan bajas en comparacion a los valores observados
en la leche de vacas en pastoreo (77-82%) suplementadas con las mismas mezclas de
aceites (Antonacci et al., 2017). La diferencia se explicaria en parte por la mayor
presencia de trans-9 y sobre todo del trans-10 C18:1 en las leches ovinas de post
suplementacion.

Los cambios observados en los niveles de trans-10 C18:1 y de AV son consistentes
con lo informado en Toral et al. (2010) luego de la suplementacién al 2% con aceites
de girasol y de pescado (trans-10 C18:1=6,48 g/100g del total de AG y AV=8,05
g/100g del total de AG) en una racidon con 80% de concentrado y similar a lo
observado por Gémez-Cortés et al. (2011) luego de la suplementacion con aceite de
girasol (167g) a ovejas lecheras (trans-10 C18:1=3,74 y AV=8,50 g/100g del total de
AG). El aporte de AS al 6% de una racion F:C=20:80 provocé un transitorio aumento
en los niveles de AV durante la primera semana con un importante aumento posterior
en los niveles de trans-10 C18:1 (10 g/100g del total de AG). Por su parte, Castro-
Carrera et al. (2015) informaron un incremento del 79% en el AV (2,36 g/100g del total
de AG) respecto al valor basal (1,32 g/100g del total de AG) al suplementar la dieta
ovina con aceite de girasol al 2,5% del CMST.

Los mayores valores de acidos grasos trans(AG-t)C18:1 totales en la leche ovina

se obtendrian en alimentacion base pastoril (5,7t1,1 g/100g del total de AG) en
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relacion a sistemas estabulados (3,412,5 g/100g del total de AG) siendo el isémero
mayoritario el trans-11 C18:1 (2 a 3,5%) al igual que en la vaca y la cabra (Chilliard et
al., 2007). Dichos valores promedio resultan menores a los obtenidos en el presente
trabajo sin la presencia de forraje fresco (Tabla 4).

En el ser humano, el AV puede ejercer efectos anticarcinogénicos directos (Awad
etal., 1995) o mediados via conversion endégena al AR (cis-9, trans-11 C18:2) a una
tasa estimada del 20% (Turpeinen et al., 2002) por accién de la desaturasa (Parodi,
2003). Esta via ha demostrado ser una efectiva prevencién del cancer quimicamente
inducido en ratas (Banni et al., 2001) e incrementa la biodisponibilidad del AR en los
tejidos (Siurana y Calsamiglia, 2016).

En el presente trabajo en ovinos, la tasa de conversion promedio del AV en AR
parecié situarse en un 43% (Figura 3) valor superior al 33% informado por Griinari y
Bauman (1999) en vacas lecheras. Tomando como estimador la relacion AR/AV, la
conversién promedio en los tratamientos con aceites resultd del orden del 48 (+ 3,2) %
(Tabla 4) semejante al valor de 50% informado por Castro-Carrera et al. (2015) y
mayores a los informados (35 y 30%) por otros autores (Toral et al., 2010; Gémez-
Cortés et al., 2011). En vacas lecheras, se ha propuesto una tasa de conversion
promedio del orden del 41% (Chilliard et al., 2007) valor cercano al obtenido en el

presente trabajo (Figura 3).
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Figura 3. Relacion entre la concentracion de acido vaccénico (AV, trans-11 C18:1) y la

de acido ruménico (AR,cis-9 trans-11 C18:2 CLA) en leche de ovejas.

El nivel basal de AR (1,50 g/100g del total de AG, Tabla 4) resulté mayor a los
valores informados para ovejas lecheras alimentadas con raciones sin forraje fresco
(0,6+0,30 g/100g del total de AG) y cercano a lo observado en ovejas en pastoreo (1,6
10,53 g/100g del total de AG) o a los valores de 1,3(x0,6)g/100g del total de AG
observados en alimentacién pastoril y concentrados no enriquecidos en lipidos
(Chilliard et al., 2007). Dicho nivel basal aumenté 1,79 veces (p<0,05) luego del
consumo de aceite (Tabla 4) sin diferencias (p>0,05) entre mezclas. El valor numérico
mas alto de AR fue observado en el tratamiento AS50-AL50 (3,04 g/100g del total de
AG) y los menores se registraron cuando los aceites fueron suministrados en forma
pura (AS y AL 100%, Tabla 4). Castro-Carrera et al. (2015) informaron valores basales
de AR de 0,69 g/100g del total de AG en raciones F:C=60:40 alcanzando valores de
1,18 g/100g del total de AG luego de la inclusion de aceite de girasol al 2,5 % del
CMST. Los incrementos registrados en el AV y en el AR (Tabla 4) son relevantes por
sus efectos protectores sobre el riesgo cardiovascular (Lock et al., 2005; Smit et al.,
2010) y sus promisorias propiedades anti-carcinogénicas (Gagliostro, 2004a; Kelley et
al., 2007). El aporte de aceite de girasol al 5,1% de la racion permitié alcanzar
nivelesde AR del orden de 2,19g/100g del total de AG en leche ovina (Gomez-Cortés
et al.,2011) resultado comparable al 2,31 g/100g del total de AG obtenido en una
racion similar y una inclusion menor (2%) de aceite (Toral et al., 2010). En una racion
rica en concentrado (80%), el aporte suplementario de AS al 6% generdé un aumento
transitorio del AR ya que el nivel comenzd a decaer luego de la primera semana de
consumo de aceite (Gomez-Cortés et al., 2008). En el presente trabajo, los valores
mas altos de AR en leche fueron observados en la semana 3 de ensayo (Figura 4) sin

un patrén bien definido o diferente entre las combinaciones de aceites ensayadas.
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Figura 4.Concentracion promedio de acido ruménico (AR, cis-9, trans-11 C18:2 CLA)

en muestras de leche obtenidas durante cinco semanas de ensayo.

Un nivel de AR del orden de 2,59 g/100g del total de AG podria mantenerse con la
inclusion de 117 y 167 g/oveja/dia de aceite de girasol lo que a su vez generaria
elevados incrementos del trans-10 C18:1 por lo que resultara necesario explorar
alternativas (Gomez-Cortés et al., 2011) como la utilizacién de la mezcla AS50- AL50
que pareci6 presentar la mayor persistencia (Figura 4).

En el presente trabajo, el nivel basal de AV y de AR asi como también los
incrementos registrados luego de la ingestién de aceites resultaron inferiores a los
obtenidos en vacas lecheras en pastoreo consumiendo similares combinaciones de AS
y de AL (Antonacci et al.,2017). El enriquecimiento de la leche y del queso de ovejacon
compuestos bioactivos como el AV, AR y acido linolénico ha adquirido relevancia
debido a los promisorios resultados obtenidos en salud humana (Pulina et al., 2014).

En efecto, en sujetos clinicamente sanos, el consumo de 200 g por semana durante
10 semanas de un queso de alto contenido de AV (3,26 g/100g del total de AG) y de
AR (1,56 g/100g del total de AG) en comparacién al consumo de un queso estandar
(AV=0,4 y AR=0,19 g/100g del total de AG) produjo favorables cambios bioquimicos
en los marcadores ateroscleréticos (Sofi et al, 2010). En individuos
hipercolesterolémicos, la ingesta de queso ovino rico en AR (2,5 g/100g del total de
AG) disminuyé (7%) las concentraciones plasmaticas de LDL colesterol en
comparacion con un queso control conteniendo 1,5 g de AR/100g del total de AG
(Pintus et al., 2013).
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En el presente trabajo, la reduccion en el total de AGS respecto al Control inducida
por el consumo de aceites fue en promedio de 0,8 veces mientras que el aumento de
los AGI fue de 1,4 veces (p<0,05) sin diferencias importantes entre mezclas (Tabla 4).
La grasa lactea de ovejas de raza Pampinta presenta un menor contenido en AG de
cadena larga(AGCL) y un nivel mas alto de los AG de cadena corta (AGCC)que la
leche de vaca. Los acidos caprico, laurico, miristico, palmitico y oleico representan el
65% del total de AG (Busetti, 2006) valores consistentes con los encontrados en la
leche de ovejas Control del presente trabajo (67%). La mayoria de los AG de la leche
presentd importantes modificaciones ante el consumo de aceites o0 sus mezclas
generando un aumento del contenido de los AG de 18 atomos de carbono a expensas
del contenido de los AGS. Este patrén de respuesta ha sido reportado en vacas y
cabras (Chilliard y Ferlay, 2004; Gagliostro, 2004c) asi como en ovejas alimentadas
con altos niveles de AS (Mele et al., 2006; Gomez-Cortés et al., 2008).

El nivel de &cido linolénico (C18:3n-3) en leche aumento6 ante el consumo creciente
de AL con un aumento promedio del orden de 400% en relacion a la leche Control. No
se detectaron diferencias significativas (p>0,05) entre los tratamientos 100AS y AS75-
AL25 ni entre AS50- AL50 y AS25- AL75 pero si entre AL100 y el resto de las mezclas
(Tabla 4). El aporte de aceite de lino al 4% del CMS incrementd la concentracion de
acido linolénico en leche (+170%) respecto al Control sin efectos del AS o la mezcla
(50- 50) de ambos en vacas lecheras (Bu et al., 2007).

La relacion n-6/n-3 en la leche Control resulté relativamente alta (7,27) y fue
disminuida (p<0,05) ante la inclusién de AL en las mezclas alcanzando los valores
mas bajos (2,32 y 1,89) en AL75 y AL100 (Tabla 4). En ovejas lecherassuplementadas
con aceite de girasol (2%) la relacién n-6/n-3 fue de 8,14 (Toral et al., 2010) y por lo
tanto muy superior a lo registrado en AS100 (5,66) incluido al 7% de la racion. En
vacas lecheras (Bu et al., 2007) la menor relacion n-6/n-3 fue observada ante el
suministro de aceite de lino al 4% del CMS (2,13) con un resultado intermedio ante la
mezcla AS50- AL50 (3,44) y sin diferencias respecto al control (4,25) cuando se
suministré AS puro (4,35). Valores menores a 4 de este parametro (n-6/n-3) se
asocian a una disminucién de la mortalidad por enfermedades cardiovasculares y
riesgo de cancer de mama con efectos positivos sobre enfermedades cronicas como el
cancer de colon y la artritis reumatoide (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentaciéon y la Agricultura [FAO], 2012). Trabajos recientes también informan
efectos positivos sobre la depresion (Husted et al., 2016). En el presente trabajo, los

valores registrados estuvieron por debajo de 4 a partir del tratamiento AS75 (Tabla 4).
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El total de AGI en los tratamientos con mezclas de aceites se incrementé (+40%)
significativamente (p<0,05) en relacién al Control sin diferencias significativas (p>0,05)
entre los aceites puros pero si (p<0,05) entre AS100 y los tratamientos con inclusion
de AL, sus mezclas con AS y AL100 (Tabla 4).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos confirman la existencia de una importante plasticidad en la
composicion de AG de la leche ovina ante el aporte de lipidos poliinsaturados aspecto
que puede ser ventajosamente utilizado para mejorar el valor nutricional del alimento y
sus derivados. El consumo de aceites poliinsaturados al 7% de una racion compuesta
por forraje (71%) y concentrado (29%) no afectd la respuesta productiva ni el
rendimiento y contenido de la grasa lactea, lactosa y sdlidos totales, con aumentos
positivos sobre el contenido de proteina. El extracto quesero y el recuento de células
somaticas tampoco se vieron afectados por el consumo de aceite suplementario lo que
constituye una estrategia de alimentacién valida para producir leche ovina destinada a
industrializacion quesera. Respecto al valor nutricional de la leche y su relacién con
salud humana se destaca la disminucién obtenida de los acidos grasos potencialmente
hipercolesterolémicos (C12:0, C14:0 y C16:0 y los incrementos en los AG bioactivos
como el vaccénico, el rumeénico, el oleico y el linolénico con ausencia de desvios
importantes hacia el isomeros deletéreos como los trans-9 y trans-10 C18:1. Estas
propiedades representan una potencial ventaja para la salud del consumidor y para el
agregado de valor en origen obtenido por vias naturales como la alimentacion.
Tomados en conjunto, los resultados sugieren que la combinacion de aceites de soja y
de lino al 50% generd el mayor numero de cambios nutricionales favorables en la
leche ovina teniendo en cuenta como criterios la disminucién de la fraccion
hipercolesterolémica, el aumento simultaneo en los niveles de los acidos vacceénico,
ruménico y linolénico con una relacién n-6/n-3 menor a 4 y un IA menor a 2. La
cantidad éptima de la mezcla de aceites a suministrar (ensayos de dosis-respuesta) y
la persistencia de los favorables cambios inducidos en la leche a través de la

alimentacion son aspectos que merecen ser abordados experimentalmente.
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CAPITULO IV

EVALUACIONES BIOQUIMICO NUTRICIONALES DE UNA POTENCIAL GRASA
LACTEA FUNCIONAL BOVINA EN ANIMALES EXPERIMENTALES

Este capitulo de trabajo de tesis doctoral satisface el objetivo especifico 4. La GL y
GLF se colectaron a través de un ensayo zootécnico llevado a cabo en la EEA. INTA
Rafaela. Provincia de Santa Fe (VER APENDICE).

RESUMEN

Ratas macho joévenes (n=192) de la cepa Wistar con un peso vivo de
aproximadamente 100g y luego de un periodo de aclimatacion fueron aleatoriamente
divididas en 8 grupos dietarios segun el origen y nivel de grasa: Soja (S), grasa lactea
(GL), grasa lactea funcional (GLF) y grasa lactea estandarizada (GLE) al 7% y 30%
(p/p), respectivamente. Los animales recibieron agua de bebida y las respectivas
dietasad libitum. Durante 60 dias de tratamiento dietario, se siguié la ingesta de
alimentos y se registraron los pesos corporales de los animales. Al final de dicho
periodo, las ratas fueron anestesiadas con el objetivo de tomar muestras de sangre y
sacrificadas para la obtencién de tejidos y asi, valorar parametros nutricionales y del
metabolismo lipidico y glucidico. Los resultados, expresados como promedios + EEM,
se compararon mediante ANOVA donde las variables independientes fueron el nivel
de grasa dietaria (7 0 30%) y el origen de la grasa en la dieta, seguido del test de
tukey, fijando una significancia estadistica a un p< 0,05.La ganancia de peso de los
animales mostré diferencias por el origen de la grasa dietaria, y un mayor incremento
de peso por efecto del nivel de grasa (30%). Los niveles de colesterol y TG sérico
disminuyeron en el grupo GLF a niveles recomendados de grasa. Los TG hepaticos
disminuyeron a niveles recomendados de grasa en el grupo experimental GLF.Los
isbmeros: 4cido ruménico (AR) y acido vaccénico (AV) fueron incorporados y retenidos
en higado, tejido adiposo y suero asociados a cambios en los perfiles de los otros AG.
Especificamente, los mayores niveles de AV y AR en higado fueron encontrados en
aquellos animales alimentados con GLF30. Los AGS en higado de animales
alimentados con 30% de grasa dietaria, como era de esperar, incrementaron por el
tratamiento con GL, GLF y GLE; no obstante en higados de animales del grupo

GLF30, mostré niveles significativamente menores que aquellos correspondientes a
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GL y GLE. Estos cambios fueron a expensas de mayores niveles de AG
monoinsaturados (AGMI) con configuracién cis y a la incorporacion de isémeros,
principalmente AV y AR. Ademas, a nivel hepatico es de manifestar el mejoramiento
de la relacién entre los AG poliinsaturados (AGPI) de las familias n-6/ n-3 [(expresado
por las relaciones de los niveles totales de AGPI, Acido Linoleico (ALi)/ Acido a-
Linolénico(ALn) y Acido Araquidénico (AA)/ Acido Eicosapentaenoico (EPA))] producto
de la ingesta de GLF30. Asi como fuera observado en higado, en tejido adiposo
epididimal de animales alimentados con GLF al 30% se observaron los maximos
niveles de AV y AR. Ademas, la GLF al 30% en el tejido adiposo mejoré el perfil de
AGS, junto con la relacion de AGPI n-6/ n-3. En suero de animales ayunados, los
niveles de AV y AR, fueron relacionados a sus ingestas, asi en el grupo GLF30 se
observaron las concentraciones mas elevadas de dichos AG funcionales. El perfil de
AG circulantes de los animales alimentados con GLF30 mostré notables mejoras
respecto al de la GL y GLE, mostrando entre ellas una menor relacion AGS/AGMI,
ALi/ALn y AA/EPA. A niveles elevados de grasa la actividad de las enzimas ACC y
CPT-I disminuyé con aumentos en los niveles de ARNm PPAR-a. La expresion del
factor de transcripcion SREBP-1 disminuyd con incrementos en la de las enzimas FAS
y SCD1. En referencia al metabolismo de la glucosa los resultados de los niveles de
glucemia muestran que la GLF30 presentd niveles de glucemias inferiores a aquellos
observados con S30, como también con GL30 y GLE30 pero sin diferencias
significativas. De acuerdo a los resultados, se puede concluir que la GLF
caracterizada por bajos niveles de AGS y elevado contenido de AR y AV, condujo a
una reduccion de acumulacion de lipidos hepaticos y a mejoras en el metabolismo
lipidico y glucidico. Dichos efectos benéficos han sido asociados a una significativa
retencién de AG potencialmente funcionales y a unas sustanciales mejoras del perfil
de los AG circulantes y tisulares. Asi el conocimiento de los efectos benéficos que
presentan la GLF desarrollada y los mecanismos de acciéon involucrados podran
contribuir a una mejor intervencion o prevencion de ECNT elevada incidencia en

nuestra poblacion.

ABSTRACT

Male Wistar rats after a period of acclimatization were randomly divided into 8 dietary

groups according to origin and fat level: Soybean (S), milk fat (MF), functional milk fat
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(FMF); standardized milk fat (SMF) at 7% and 30% (w / w), respectively.During 8
weeks of dietary treatment, the intake was followed and the body weights of the
animals were recorded. At the end of this period, the rats were anesthetized for blood
and tissue sampling. Samples were obtained for the evaluation of nutritional
parameters, and lipid and glucose metabolism. The results, expressed as means *
SEM, were compared by ANOVA where the independent variables were the dietary fat
level (7 or 30%) and the type of fat in the diet, followed by the tukey test. The weight
gain of the animals showed differences by the type of dietary fat, and a greater
increase of weight by effect of fat level (30%). Cholesterol and serum TG levels
decreased in the FMF group at recommended levels of fat. Hepatic TG decreased to
the recommended levels of fat in the FMF experimental group. The isomers: rumeric
acid (RA) and vaccenic acid (VA) were incorporated and retained in liver, adipose
tissue and serum associated with changes in the profiles of the other MFs. Specifically,
higher levels of VA and RA in liver were found in those animals fed FMF30. The SFA in
liver of animals fed with 30% dietary fat, as expected, increased by treatment with MF,
FMF and SF; However in livers in the FMF30 group, showed levels significantly lower
than those corresponding to MF and SMF. These changes were at the expense of
higher levels of monounsaturated FA (MUFA) with cis configuration and the
incorporation of isomers, mainly VA and RA. In addition, at the hepatic level, the
improvement in the ratio of polyunsaturated fatty acids (PUFAs) of the n-6 / n-3 families
[expressed by the ratio of total levels of PUFA, Linoleic Acid (ALi)/Linolenic acid (ALn)
and Arachidonic acid (AA)/Eicosapentaenoic acid (EPA)) product of FMF30 intake. As
observed in liver, in epididymal adipose tissue of animals fed with FMF30, the highest
levels of VA and RA were observed. In addition, FMF30 in the AT improved the SFA
profile, along with the PUFA n-6/n-3 ratio. In serum of fasted animals, VA and RA
levels were related to their intakes, so in the FMF30 group the highest concentrations
of these functional FAs were observed. The circulating FA profile of the animals fed
with FMF30 showed remarkable improvements over MF and SMF, indicating a lower
SFA/MUFA, ALi/ALn and AA/EPA ratio. At high fat levels the activity of the ACC and
CPT-I enzymes decreased with increases in mRNA levels of PPAR-a. Gene
expression of the SREBP-1 transcription factor decreased with increases in the FAS
and SCD1 enzymes. In reference to glucose metabolism the results of the glycemia
levels show that FMF30 presented lower levels of glycemia than those observed with
S30, as well as MF30 and SMF30, but without significant differences. According to the

results, it can be concluded that the FMF characterized by low levels of SFA and high
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content of RA and VA, led to a reduction of hepatic lipid accumulation and to
improvements in lipid and glucose metabolism. Such beneficial effects have been
associated with a significant retention of potentially functional FAs and substantial
improvements in the profile of circulating and tissue FA. Thus, knowledge of the
beneficial effects of developed FMF and the mechanisms of action involved may
contribute to a better intervention or prevention of chronic non-communicable diseases

with a high incidence in our population.

INTRODUCION

Es ampliamente conocida la relacidn existente entre una elevada ingesta de lipidos
y el incremento del riesgo de numerosas alteraciones metabdlicas en el hombre. Las
enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT)estan asociadas especialmente a
factores nutricionales, ambientales y genéticos. Entre las ECNT mas importantes se
encuentran el cancer, las enfermedades cardiovasculares (ECV)y la diabetes tipo 2.

Por otro lado, existen una serie de trastornos metabdlicos considerados factores de
riesgo para las ECNT como son la hipertension seguido de sobrepeso-obesidad, la
hiperlipemia y la hiperglucemia (OMS, 2015). Existen un conjunto de factores de riesgo
individuales que se relacionan entre si y unidos a otros como la resistencia a la
insulina, obesidad abdominal, intolerancia a la glucosa y estado pro-inflamatorio son
determinantes del sindrome metabdlico.

La hiperlipidemia o hiperlipemia es aquella condicion en la que se elevan las
concentraciones plasmaticas de los lipidos (colesterol, triglicéridos(TG) o ambos) y
que tiene como consecuencia una mayor predisposicion a padecer en humanos la
ECV (Ross, 1999). Numerosos estudios han ido reafirmando la relacion directa que
existe entre estas enfermedades y sus complicaciones con las concentraciones
elevadas de colesterol y triglicéridos (Roldan et al., 2005).

Las ECV constituyen la primera causa de muerte en el mundo y se debe a la
confluencia de multiples factores como la falta de actividad fisica, el tabaquismo, la
hipertension arterial, la hiperlipemia, entre otros. La situacion es muy alarmante si
consideramos que las muertes por ECV exceden el 80% en paises con ingresos
medianos y bajos (OMS, 2012).

A pesar de que la hiperlipemia es relativamente asintomatica, tiene consecuencias
clinicas significativas a nivel individual y constituye ademas un importante problema de

salud de gran impacto demografico, sanitario y social (Rosas et al., 2012).
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Un estudio realizado en el 2006 en el que se incluyeron 995 casos de pacientes con
diagnéstico de infarto de miocardio agudo (IMA), reportd6 que la muerte
intrahospitalaria fue de 7,4% mientras que uno de los principales factores de riesgo fue
la hiperlipemia (41,1%) (Reyes et al., 2012)

Una de las complicaciones que genera la hiperlipemia es la ateroesclerosis, que se
define como la alteracion patolégica de las arterias. Se caracteriza por el depdsito
anormal de lipidos y tejido fibroso en la pared arterial, que desorganiza la estructura, la
funcidon de los vasos sanguineos y reduce en forma variable el flujo de sangre
(Digirolamo et al., 1991).

Estudios conducidos en el laboratorio del Dr. Bernal y colaboradores (Facultad de
Bioquimica y Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe) han
demostrado en animales de experimentacion que dietas ricas en AGS producen
hipertrigliceridemia, con acumulo de TGen higado y otros tejidos, asociados a
profundas alteraciones en la utilizacién periférica de la glucosa. Esta asociacion ha
sido también observada en humanos, aunque las alteraciones presentan ciertas
caracteristicas diferenciales (Bernal et al., 2006).

La relacion existente entre elevadas ingestas de lipidos y las alteraciones
observadas dependen de numerosos factores, como la especie, el sexo, la edad, pero
el nivel y el origen de la grasa dietaria son dos factores determinantes de las
modificaciones inducidas por los lipidos dietarios. Asi, en diferentes modelos
experimentales, el equipo del Dr. Bernal ha demostrado que un incremento del 7 % al
20 % (p/p) en la grasa dietaria induce una serie de modificaciones en el metabolismo
lipidico y glucidico. Ciertos efectos pueden ser exacerbados y/o atenuados
dependiendo del tipo de AG contenido en los lipidos dietarios (Bernal et al., 2006;
Veaute et al., 2007; Sain et al., 2012).

No todas las grasas saturadas tienen el mismo impacto sobre el metabolismo. El
largo de cadena de los AGS es muy importante en el efecto que los mismos ejercen,
razon que da justificacién al hecho de que las grasas lacteas, caracterizadas por un
elevado porcentaje de AGS de cadena corta, tengan diferentes efectos sobre la salud
que las grasas saturadas animales presentes en las carnes rojas, o que distintas
grasas saturadas de origen vegetal (Colandré et al., 2003). Modificaciones en la
relacién Grasa Saturada/Grasa Insaturada dietaria también pueden inducir cambios en
el metabolismo lipidico y glucidico en animales de experimentacion del tipo de los que,

en el hombre, incrementan la incidencia de ECNT, siendo el tipo de AGS e insaturado,
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asi como el equilibrio entre los AG insaturados factores determinantes de los efectos
especificos de los lipidos dietarios.

El consumo de AG isoméricos pueden también tener un alto impacto sobre la salud,
con efectos que varian dependiendo de la isomeria que presenten (Sain et al., 2009;
[llesca et al., 2009; Scalerandi et al., 2009; Andreoli et al., 2009; Gonzalez et al., 2010;
Farifia, 2014). Asi, mientras ingestas elevadas de AG con isomeria geométrica
trans(AG-t) incrementan el riesgo de ECNT, los CLA han mostrado ejercer efectos
bioactivos benéficos (Andreoli et al., 2007; 2010; 2012;). Asi, a nivel experimental los
CLA inhiben la carcinogénesis, son antiobesogénicos, y mejoran la respuesta inmune,
asi como el metabolismo glucidico y lipidico (Andreoli et al., 2007; 2012). No obstante
ello, también han sido demostrados efectos deletéreos en modelos animales, y las
evidencias en humanos son aun muy escasas, como asi también contradictorias.

Entre las causales de los resultados conflictivos observados, la especie animal y el
tipo de CLA empleado en los estudios juegan un rol clave. Dentro de las acciones
benéficas y deletéreas de los CLA han sido mostradas grandes diferencias en el efecto
de los CLA de origen natural generados por rumiantes, rico en cis-9, trans-11 C18:2 y
el de origen comercial, rico en cantidades equimoleculares de cis-9, trans-11 C18:2 y
trans-10, cis-12 C18:2 (Scalerandi et al., 2009E; Sain et al., 2009; 2011F; 2011G).

El grupo de trabajo del Dr. Bernal ha trabajado en modelos experimentales
enriquecidos con grasas saturadas, insaturadas e isomeéricas, y durante los ultimos
afios viene desarrollando distintos proyectos en el tema de isomeros CLA de origen
comercial. En este ultimo eje tematico, dicho grupo ha trabajado con ratas y ratones en
diferentes estadios de su vida y con distintos tratamientos nutricionales (Andreoli et al.,
2007, 2010; Scalerandi, 2013; Farina, 2014, lllesca, 2015), dietas normales,
hiperlipidémicas (ricas en grasas), dietas de recuperaciéon nutricional post-deplecion
caldrico-proteica y dietas con déficit parcial de acidos grasos esenciales.

El presente trabajo espera contribuir al conocimiento de los mecanismos
bioquimicos y moleculares implicados en el desarrollo y posible prevencion de
enfermedades de elevada morbi-mortalidad en nuestra poblacion. Asimismo permitira
profundizar el conocimiento de las propiedades bioactivas de los CLA naturales, con
miras a una posterior intervencion o prevencién de alteraciones metabdlicas

producidas nutricionalmente.
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HIPOTESIS

La GLF bovina obtenida, con sus niveles de CLA naturales aumentados y su
mejorado perfil de AGS, al ser administrada a animales de experimentacién cuyo
metabolismo lipidico y glicémico fue alterado experimentalmente para imitar o reflejar
patologias humanas de alta incidencia en nuestra poblacion, producira efectos
biolégicos protectores o preventivos sobre dichos trastornos.

Los mecanismos por los cuales la GLF bovina produciria sus efectos benéficos
podrian estar asociados a una mejora en el trafico de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos (mayor eficacia en la salida desde el higado o en la incorporacion de las
mismas por parte de los tejidos adiposo y/o muscular), o a una mayor eficiencia con

que los tejidos oxidan a los AG a nivel mitocondrial o peroxisomal.

OBJETIVOS GENERALES

Investigar en ratas a las que experimentalmente se les suministra una
sobreabundancia de grasa (que por estudios previos se sabe que se acompafa de
importantes alteraciones del metabolismo lipidico e hidrocarbonado), si aspectos clave
de esos perjuicios pueden revertirse, o al menos atenuarse, bajo la influencia de la
GLF bovina obtenida (caracterizada por un mejoramiento sustantivo en la composicion
de AGS y un enriquecimiento natural en cis-9 trans-11 C18:2 CLA o acido ruménico-
AR)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

En ratas adultas macho alimentadas con dietas que difieren en el origen y en el
nivel de grasa dietaria, los objetivos especificos son investigar la capacidad de la
grasa lactea naturalmente enriquecida en CLA y reducida en su fraccion

hipercolesterolémica sobre:

1. Peso y ganancia de peso de los animales experimentales.

2. La composicion de los AG de los lipidos circulantes y hepaticos
incluyendo la incorporacién de CLA en los mismos y determinar su
impacto sobre la proporcion de AGPI de cadena larga.

3. Parametros lipidicos y glucidicos del plasma y tejidos.
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4. La biosintesis de AG en higado.

5. La capacidad oxidativa mitocondrial y peroxisomal de AG en higado

6. La capacidad de estimular la secrecion hepatica de TG-pre-B-
lipoproteina in vivo.

7. La actividad y la expresion de algunas de las enzimas claves del

metabolismo lipidico.

MATERIALES Y METODOS

4.1.- Animales de experimentacion

Con el objetivo de investigar los efectos metabdlico-nutricionales potencialmente
benéficos de una GLF con niveles de CLA naturales aumentado y su perfil en AGS
mejorado, se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar (n=48/experiencia), de dos
semanas post-destete, provistas por el Centro de Medicina Comparada del Instituto de
Ciencias Veterinarias del Litoral (Esperanza, Santa Fe).Durante el periodo
experimental los animales fueron aclimatados en un ambiente con luz-oscuridad (12
hs) a temperatura controlada (23 + 2°C) y tuvieron libre acceso al agua y a una dieta
estandar de laboratorio (Control -S7-) hasta el inicio del periodo dietario experimental.
Las experiencias fueron programadas segun 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 ética de la FBCB-UNL.

4. 2.- Tipos de 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 et al.,
1993) y difirieron en el origen de la grasa y en el nivel de grasa recomendado -7%- o
elevado -30%- (Tabla 1).

Control (S7):basada en las recomendaciones emanadas del Comité ad hoc del
“American Institute of Nutrition” para roedores en crecimiento. Contenido de 7% (p/p)

de aceite de soja.
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Grasa Lactea (GL7): caracterizada por la sustitucion de 4 % del aceite de soja de la
dieta C por 4 % de Grasa Lactea (Obtenida de la leche de los animales sin

suplementacion lipidica).

Grasa Lactea Funcional (GLF7): caracterizada por la sustitucion de 4 % del aceite

de soja de la dieta C por 4 % de Grasa Lactea Funcional previamente obtenida de

bovinos enriquecida con CLA natural y mejorada en la composicion de sus AG.

Grasa Lactea Estandarizada (GLE7): caracterizada por la sustitucién de 4 % del

aceite de soja de la dieta C por 4 % de Grasa Lactea Estandarizada a equivalentes

niveles de grasa saturada e insaturada que la GLF (sin niveles elevados de CLA).

Hiperlipidica (S30): Dieta con alto contenido de aceite de soja. Se sustituye almidon

por aceite de soja para arribar al 30 % (p/p) de grasas.

Hiperlipidica con Grasa Lactea Funcional (GLF30): se sustituye 27 % del aceite de

soja de la Dieta Hiperlipidica (S30) por 27 % de Grasa Lactea Funcional mejorada en

la composicion de AGS y rica en CLA. Contiene 30 % (p/p) de grasas.

Hiperlipidica con Grasa Lactea (GL30): se sustituye 27 % del aceite de soja de la

Dieta Hiperlipidica por 27 % de Grasa Lactea. Contiene 30 % (p/p) de grasas.

Hiperlipidica con Grasa Lactea Estandarizada(GLE30): se sustituye 27 % del aceite

de soja de la Dieta Hiperlipidica por 27 % de Grasa Lactea Estandarizada a
equivalentes niveles de grasa saturada e insaturada que la GLF. Contiene 30 % (p/p)

de grasas.

Las grasas lacteas a investigar, GL y GLF, se obtuvieron de la leche de origen
bovino (apéndice). La GLE se obtuvo por mezclado de GL con aceite de soja en
cantidad y proporciones necesarias para obtener niveles equivalentes de AGS y AGI

totales, y la misma relacién AG n-6/ n-3 que la GLF.
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Composicién de las dietas experimentales (g/100g)

Ingredientes (g/100g de o1 G F GLF7 GLE7 S30 GL30 GLF30 GLE30

dieta)

Aceite de soja 7 3 3 3 30 3 3 3
Grasa Lactea Funcional - 4 - - - 27 - -
Grasa Lactea - - 4 - - - 27 -
Grasa Lactea

Estandarizada ) ) ) 4 ) ) ) 27
Proteinas 20 20 20 20 20 20 20 20
Almiddn 52,95 52,95 52,95 52,95 39,95 39,95 39,95 39,95
Sacarosa 10 10 10 10 10 10 10 10
Fibras 5 5 5 5 5 5 5 5
Vitaminas 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Minerales 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3.5
Cistina/Metionina/Colina 0,55 0,55 055 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55
Energia (Kjoule/g) 16,52 16,52 16,52 16,52 21,33 21,33 21,33 21,33

' Dieta control segun las recomendaciones por el “American Institute of Nutrition”
(Reeves etal., 1993) para roedores en crecimiento.Dietas experimentales: S7: 7% *AS;
GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 %
AS +4 % grasa lactea estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea;
GLF30: 3% AS+ grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea
estandarizada. *AS: aceite de soja.

El nivel de grasa dietaria (30 % p/p) elegido para las dietas hiperlipidicas supera las
recomendaciones especificas de diferentes sociedades cientificas, pero esta basado
en consumos altos observados frecuentemente en nuestra poblacién. Ademas en este
modelo nutricional el equipo del Dr. Bernal ha demostrado numerosos efectos
perjudiciales sobre el metabolismo lipidico de animales de experimentacion.

Todas las dietas contuvieron al menos un 3% de Aceite de Soja para garantizar la
cobertura de requerimientos de AG esenciales recomendada por el Comité ad hoc del
“American Institute of Nutrition” para roedores en crecimiento (Reeves et al., 1993).

La composicion de AG de los lipidos constituyentes de las grasas y aceites fue
evaluada por GC acorde a procedimientos oficiales. Se cuid6 la calidad de esas
grasas y aceites para minimizar procesos de oxidacion a través de la eliminacion del
oxigeno por desplazamiento con gas nitrégeno y se controlé antes de su uso el grado
de deterioro mediante la evaluacién del indice de peréxidos, AG libres y formacién de
dienos, trienos y tetraenos conjugados por analisis espectrales de absorcién (AOAC).
A lo largo de todo el periodo experimental se prepararon las dietas semanalmente,
conservadas a -20°C y ofrecidas a los animales diariamente durante todo el periodo

experimental.
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4. 3.- Grupos experimentales y protocolo de trabajo

Ratas de la cepa Wistar, macho, con un peso de 100 g (al menos 6/grupo)
aclimatadas 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, fueron distribuidos aleatoriamente en 8 grupos experimentales
y alimentados durante 60 dias con alguna de las dietas experimentales definidas en el
apartado anterior (S7, GL7, GLF7, GLE7, S30, GL30, GLF30 y GLE30) y ofrecidas ad
libitum junto a agua de bebida.

Durante 60 dias de tratamiento dietario, se registré el peso corporal de los animales
(Experiencia 1- 4). Al finalizar el periodo experimental, los mismos fueron sacrificados
bajo anestesia (1 mg acepromicina + 100 mg ketamina/Kg peso). Se extrajeron
muestras de sangre por puncion cardiaca sin anticoagulante y se centrifugaron a 4°C.
El suero obtenido fue alicuotado y congelado a -20°C hasta el momento de su
valoracién. Higado, tejido adiposo epididimal (TAE)y musculo gastrochnemio fueron
extraidos en forma completa, y muestras de cada uno de ellos fueron congeladas con
una pinza enfriada en nieve carbdnica, pesadas, morterizadas y conservadas en

ultrafreezer (-80°C) hasta su procesamiento.

4. 4.- Cuantificaciones en suero

4.4.1.- Concentracion de triglicéridos séricos (Experiencias 1, 2y 3)

La concentracion de TG en suero se determind mediante un método enzimatico
empleando un kit comercial (Sociedad de Bioquimicos, Santa Fe, Argentina). El
método se fundamenta en la hidrélisis enzimatica de los TG en glicerol y AG libres, por
medio de una combinacion especial de lipasas. El glicerol es fosforilado a glicerol-
fosfato en presencia de glicerol quinasa y ATP luego, este derivado fosforilado, es
oxidado con produccion de peréxido de hidrégeno por accion de la enzima glicerol
fosfato oxidasa. El indicador final de color es una quinoneimina roja formada a partir
del peréxido de hidrégeno, 4-aminofenazona y 4-clorofenol, con la accién catalitica de
una peroxidasa. La quinoneimina posee un pico de absorcion a 510 nm, cuya
intensidad de color es directamente proporcional a la concentracion de TG presentes

en la muestra. Los resultados se expresaron en g/l.
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4.4.2.- Concentracioén de colesterol total sérico (Experiencias 1y 2)

La concentracion de Colesterol en suero se determindé mediante un método
enzimatico empleando un kit comercial (Sociedad de Bioquimico, Santa Fe,
Argentina). EI método se fundamenta en la hidrélisis enzimatica de los ésteres de
colesterol por la enzima colesterol esterasa liberando colesterol y AG. El colesterol
producido en esta reaccién, mas el colesterol libre, es oxidado por accién de una
colesterol oxidasa, con formacién de perdxido de hidrégeno. Este ultimo, en presencia
de peroxidasa, oxida el cromdgeno 4-aminofenazona a un compuesto de color rojo. La
quinoneimina roja formada posee un pico de absorcién a 505 nm. La intensidad de
color es directamente proporcional a la concentracion de colesterol presente en la

muestra. Los resultados se expresaron en g/l.

4.4.3.- Concentracién de glucosa sérica (Experiencias 1, 2, 3y 4)

La concentracion de glucosa en plasma se determind mediante un método
enzimatico empleando un kit comercial (Sociedad de Bioquimicos, Santa Fe,
Argentina). El fundamento se basa en que la glucosa plasmatica es oxidada por la
glucosa oxidasa a acido glucénico y peroxido de hidrogeno. Este ultimo en presencia
de peroxidasa oxida al cromoégeno 4-aminofenazona/fenol a una quinona de color rojo
cuya intensidad se mide espectrofotométricamente a 505 nm y es proporcional a la

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

4.4.4.- Perfil de acidos grasos séricos (Experiencia 1)

La composicion de AG de los lipidos circulantes se cuantific6 mediante
cromatografia gaseosa (CG), empleando un cromatégrafo gas-liquido marca
Shimadzu (GC-2014), con detector FID y columna capilar CP-Sil 88 (100 m x 0,25 mm
id x 20 mm de espesor). Los metil ésteres de los AG plasmaticos fueron identificados
por comparacion con los tiempos de retencion relativos a estandares comerciales. La
identificacion y cuantificacion de ésteres metilicos correspondientes a AG por CG,
requiere de tres etapas: obtencion del extracto lipidico, derivatizacion de los AG, y

corrida cromatogréfica.
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La extraccién de la materia grasa del suero se realizé mediante el método de Bligh
y Dyer (1959). Este método permite una rapida extraccién de lipidos de tejidos o
muestras que contienen una cantidad significativa de agua. El método se basa en la
homogenizaciéon de la muestra con cloroformo, metanol y agua en proporciones
1:2:0,8 para que se forme una sola fase miscible con el agua de la muestra que extrae,
tanto la grasa libre, como estructural. Luego se afiaden alicuotas de cloroformo y agua
para lograr la separacion de fases. El material lipidico se encuentra en la fase
organica, mientras que el material no lipidico se ubica en la fase acuosa. El volumen
de suero a utilizar para la extraccion lipidica debe ser de 0,8 ml (ajustandose con el
agregado de agua destilada, de ser necesario), ya que el contenido de agua de la
muestra es critico para conservar la proporcién de cloroformo, metanol y agua, que
permite la formacion del sistema homogéneo. La fase organica conteniendo el material
lipidico de la muestra se colocé bajo corriente de N2 gas, con el fin de evaporar los
restos de solvente.

Para la derivatizacion de los AG es importante considerar que, incluso al estado de
vapor, los mismos se encuentran en forma de un dimero unidos por puente de
hidrogeno. Esta estructura corresponde al doble de su peso molecular y se refleja en
sus propiedades fisicas como el punto de ebullicion. Asi, los AG tienen sus puntos de
ebulliciébn anormalmente altos, lo cual impide su analisis directo por CG. Por esta
razon los AG de los TG presentes en la muestra son convertidos en metil ésteres con
KOH 2N, previa disolucién del extracto lipidico en hexano calidad HPLC (ISO
5509:2000 (E)). Los ésteres metilicos formados tienen un peso molecular algo mayor
que el respectivo acido graso, pero al romperse el puente de hidrégeno, bajan su
punto de ebullicion a la mitad, pudiendo ser analizados por CG, ya que son volatiles a
las temperaturas en que se manejan las fases liquidas (Los resultados se expresaron
como g/100 g del total de AG)

Con los resultados se realizé6 un andlisis exhaustivo de la incorporacion de AG
isoméricos en los lipidos totales de plasma de las alteraciones de la biosintesis de
AGPI de cadena larga de las familias n-3 y n-6, y del tipo de substitucion de AG que

los isbmeros AV y CLA podrian producir.
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4.4.5.- Concentracion de acidos Grasos no Esterificados (NEFA)

(Experiencias 3y 4)

La concentracién de acidos grasos no esterificados(NEFA) en plasma se determiné
mediante un método enzimatico empleando un kit comercial (Randox Laboratories
Ltd., UK).Los NEFA de la muestra, por la accion de la sintetasade acil-CoA (ACS), se
transforman en acil-CoA, AMP y acido fosforico (PPi) bajo lamodulacién dela coenzima
A (CoA) y la adenosina-5-trifosfato-sal disédica (ATP).Por la accidon de la acil-CoA-
oxidasa (ACOD), la acil-CoA se transforma en2,3-trans-enoil-CoA y peroxido de
hidrogeno y posteriormente, en presencia de laperoxidasa (POD) y por la accién
conjunta de la 3-metil-N-etil-N-(B-hidroxietilo)-anilina(MEHA) y la 4-aminoantipirina (4-
AA), se obtiene un complejo cromatico azul-violetapor acoplamientos
oxidativos.Leyendo (550 nm) la absorcién azul-violeta se puede determinar la

concentracién de NEFA.Los resultados se expresaron como UEQ/L.

4. 5.- Cuantificacion de lipidos tisulares

4. 5.1.- Concentracion de triglicéridos tisulares (Experiencias 1, 2y 3)

Para cuantificar los niveles de TG tisulares (higado), una cantidad determinada del
tejido conservado a -80°C se homogenizd con un volumen apropiado de solucién
fisioldgica fria (4°C) para obtener una dilucion 1/10. El contenido de TG se determiné
mediante la técnica propuesta por Laurell (1966), se extrajeron utilizando una mezcla
éter isopropilico:etanol (95:5; v/v) y luego fueron saponificados con una solucién de
KOH 6N:etanol (0,5:9,5; v/v). El glicerol liberado fue cuantificado mediante su
oxidacion con peryodato generando un mol de &cido férmico y dos moles de
formaldehido para cada mol de sustrato. El formaldehido reacciona a 100°C con acido
cromotrépico para dar un compuesto violeta, cuya intensidad de color se mide a 570
nm y es proporcional a la cantidad de TG presentes en la muestra. Los resultados se

expresaron como umol/g tejido humedo (TH).
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4. 5.2.- Perfil de acidos grasos tisulares (Experiencia 1)

La composicion de AG de los lipidos tisulares (higado y TAE) se determinaron
mediante CG, como fuera descripto en el item 4.4, previa extraccion de la materia
grasa tisular mediante el método de Bligh y Dyer (1959). En este caso, el método
requiere determinar el contenido de humedad de la muestra. 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 formacién del sistema

homogéneo. (Los resultados se expresaron como g/100g del total de AG).

4. 6.- Parametros relacionados al metabolismo lipidico

4.6.1- Secrecion hepatica “in vivo” de TG-pre- B lipoproteinas

(Experiencia 3).

La velocidad de secrecion de TG-pre-f lipoproteinas (VSTG) “in vivo” se determino
utilizando la metodologia propuesta por Otway et al. (1967) modificada por Bernal et
al. (1989). La misma se fundamenta en la inhibicién de la remocién intravascular de las
lipoproteinas de 6< 1,006 g/ml por la administracion de Tritdon WR 1339, de modo que
los TG se acumulan en el tiempo en el sistema vascular en forma proporcional a la
velocidad con la que son secretados por el higado.

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

la técnica de dilucién del Azul de Evans (Wang et al., 1949).

La VSTG fue calculada mediante la siguiente ecuacion:
([TG120] — [TGo]) x Vp
VSTG (nmol/100g/min) =
Pxt
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Siendo [TG12] y [TGo] las concentraciones de TG a tiempo 120 y 0 minutos de la
administracion del Triton WR 1339 y expresadas en umol/ml; P: el peso en gramos del
animal; Vp: en ml y t: en minutos.

En un trabajo previo (Bernal et al., 1989) ha sido demostrado que, en ratas, la
dosis empleada es la que provee la maxima inhibicion de la clarificacion de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)-TG y que bajo estas condiciones el
acumulo de TG en el plasma es lineal hasta los 150 minutos, razén por la que so6lo se
cuantificaron los niveles de TG a los tiempos 0 y 120 minutos. Los resultados se

expresaron en nmol/100g/min.

4.6.2.- Actividad total de la enzima lipoproteina lipasa (LPL)

4.6.2.1.- Actividad total de la enzima lipoproteina lipasa en tejido

adiposo epididimal (Experiencia 3)

A pesar de que el tejido adiposo de la rata representa s6lo un 7-10% de su peso
corporal y que recibe menos del 5% del flujo sanguineo, se ha demostrado que es el
principal tejido responsable de la capacidad de captacibn o remocion de las
lipoproteinas ricas en TG presentes en circulacion. La actividad total de la enzima LPL
en el TAE se determiné empleando el método fluorimétrico descripto por Del Prado et
al.(1994). Para tal fin, una cantidad de TAE se homogeneizé en frio con buffer Tris
(hidroximetil) aminometano (Tris-HCI) 0,2 M pH 8,2 a4°C, en una proporcién 0,2 g de
tejido/ml de buffer. Una alicuota del homogeneizado fue utilizada para la preparacién
de extracto enzimatico “polvo de acetona” (Lutz et al., 1989). Esta preparacion
consiste en una doble extraccion con acetona fria (dilucién 1/4, -20°C) seguida de una
doble extraccion con éter dietilico frio (dilucion 1/4, -20°C). El polvo de acetona
obtenido se llevo a sequedad bajo corriente de N»(1 hora a 4°C) y se re-suspendié en
1 ml de buffer NH4CI 25 mM pH 8,1 con 1 Ul/ml de heparina. La concentracion de
proteinas en el re-suspendido se determiné mediante la técnica de Lowry et al. (1951).

El método fluorimétrico para la determinacion de la actividad de la enzima LPL
descripto por Del Prado et al. (1994), utiliza di-butiril fluoresceina (DBF) como sustrato
enzimatico, el cual fue sintetizado a partir de la mezcla de fluoresceina con piridina y
anhidrido butirico. La mezcla fue almacenada a temperatura ambiente por 24 hs antes
de la adicién de etanol absoluto. Finalmente, la mezcla se guardd en freezer a -20°C

por 18 hs. El DBF fue recristalizado en 95% de etanol sucesivas veces hasta remover
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las trazas de fluoresceina libre. La pureza del producto final se evalué realizando un
espectro de emision, comprobando que no exista pico de excitacion de fluoresceina a
490 nm. La reacciéon enzimatica 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 re-suspendido
(teniendo en cuenta de no superar los 15 mg de proteinas en la mezcla de reaccion).
La cuantificacion de la actividad LPL se realiz6 midiendo durante 5 minutos el
aumento de fluorescencia (Aexcitacion= 490 nm; Aemision= 530 nm) producto de la
liberacion de fluoresceina como consecuencia de la hidrélisis enzimatica de DBF.
Paralelamente, el mismo ensayo fue llevado a cabo en presencia de 1M NaCl para
inhibir la actividad enzimatica especifica. La actividad LPL en tejido adiposo se
determind sustrayendo la actividad lipolitica no especifica (determinada en presencia
de NaCl 1M) de la actividad lipolitica total (determinada en ausencia de NaCl 1M). Los
resultados se expresaron como nmol de fluoresceina liberada por minuto por gramo de
tejido (nmol F/minuto/g) y como nmol de Fluoresceina/minuto. TAE, afectada por el

peso del tejido adiposo (nmol F/min. TAE)

4.6.2.2.- Actividad de la enzima lipoproteina lipasa en musculo

gastrocnemio (Experiencia 3)

El masculo gastrocnemio conservado a -80°C fue homogeneizado (dil 1/10) en una
solucion buffer NH4CI/NHsOH—-Heparina (50 mM, pH 8,6, conteniendo 4 Ul/ml de
heparina). Luego de reposar 15 minutos a 4°C los homogenados fueron centrifugados
a 2.600g a 4°C durante 15 minutos obteniéndose los extractos crudos frescos
tisulares. La cuantificaciéon de la actividad LPL se realizé midiendo durante 5 minutos
el aumento de fluorescencia (Aexcitacion= 490 nm; Aemisién= 530 nm) producto de la
liberacion de fluoresceina como resultado de la hidrdlisis enzimatica del DBF. La
reaccion se llevo a cabo a 37°C en un buffer fosfato 0,1 M, pH 8,0, conteniendo 5% de
2-etoxietanol, 10 mM de DBF y extracto enzimatico (teniendo en cuenta de no superar
los 15 mg de proteinas en la mezcla de reaccion). La actividad medida fue expresada

como nmol de fluoresceina liberada por minuto por gramo de musculo (nmol F/min/g).

4.6.3.- Actividad de las enzimas lipogénicas en Higado

Las enzimas relacionadas con la actividad lipogénica en higado se encuentran en la

fraccion citosolica celular. Para la determinacion de la actividad de estas enzimas se



114

homogenizaron fracciones de higado (0,5 g) fresco en buffer pH 7,6 (KCI 150 mM,
MgCl>1 mM, N-acetil-cisteina 10 mM y ditiotreitol 0,5 mM) en proporcion 0,5:5 Luego,
se centrifugé el homogenado a 60.000g a 4°C durante 90 minutos y se separé el
sobrenadante, el cual se almacend a -80°C hasta la posterior determinacién de la
actividad de las enzimas.Por otro lado, una alicuota del sobrenadante se utilizé para la
determinacion de la concentracion de proteinas a través de la técnica de Lowry et al.
(1951).

4.6.3.1.- Actividad de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

(Experiencia 4)

La actividad de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) se determiné
espectrofotométricamente a través de la formacion de NADPH durante 5 minutos a
37°C, medida por absorbancia a 340 nm, en buffer glicil-glicina 0,1 M, pH 8,0 en
presencia de glucosa 1,2 mM, NADP 0,4 mM y MgSO4 12 mM. La actividad de G6PDH
fue expresada como nmol de NADPH producidos por minuto por miligramo de proteina
(nmol NADPH/min/mg prot.) (Kuby y Noltmann, 1966).

4.6.3.2.- Actividad de la enzima sintasa de acidos grasos (Experiencia
4)

La actividad de la enzima sintasa de acidos grasos (FAS) se determind
espectrofotométricamente a 340 nm, mediante la diferencia en la oxidacion de NADPH
en presencia y en ausencia de malonil-CoA. Para esta determinacion, la enzima fue
incubada previamente a 37°C en buffer KH,PO41 M, pH 6,5, en presencia de EDTA 2,5
mM, cisteina 10 mM, albumina sérica bovina 0,3 mg/ml, acetil-CoA 0,06 mM y NADPH
0,15 mM. La reaccion fue iniciada con 20 pl de malonil-CoA 7 mM. La actividad de
FAS se expresé como nmol de NADPH consumidos por minuto por miligramo de

proteina (nmol NADPH/min/mg prot.) (Lynen, 1969).

4.6.3.3.- Actividad de la enzima carnitina palmitoil transferasa-I en

higado (Experiencia 4)

El proceso de B-oxidacion de los AG se realiza en la matriz mitocondrial de las

células, siendo una de las enzimas clave la carnitina palmitoil transferasa-I(CPT-
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I).Esta enzima es la encargada de transportar los AG, que se encuentran en el citosol,
hacia el interior de las mitocondrias.

Para la determinacion de la actividad de la enzima CPT-I se realizé un homogenado
(relacién 1:5) a partir de tejido congelado (-80°C) de higado, en solucién de sacarosa
0,25 M, EDTA 1 mM, fenil-metil-sulfonil fluoruro 0,2 mM, antipain 1 mg/l, aprotinin 1
mg/l, leupeptin 2 mg/l y pepstatin 0,7 mg/l. El homogenado se centrifugd a 300g a 4°C
durante 10 minutos y luego el sobrenadante se volvié a centrifugar a 12.000g a 4°C
durante 5 minutos. Este nuevo sobrenadante, conteniendo un aislado de mitocondrias,
se utiliz6 como fuente de enzima. La determinacién de la actividad de la enzima mide
la cantidad de coenzima A, liberada a partir de palmitoil-CoA en presencia de 5,5'-
ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico)(DTNB). Para esto, se incubaron las mitocondrias a
30°C durante 5 minutos en un medio conteniendo 800 ul de buffer Tris-HCI, pH 8,
(Tris-HCI 116 mM, EDTA 2,5 mM, DTNB 0,11 mM, Triton X-100 0,2%), 75 ul de
solucion de homogenado, palmitoil-CoA 0,05 mM y L(-) carnitina 0,11 mM. La reaccion
fue iniciada con 25 pl de muestra y la actividad se determiné siguiendo la liberacién del
CoA (a través de la formacion de CoASH) a 412 nm durante 3 minutos. Este resultado
valora la actividad de un conjunto de enzimas que, al igual que la CPT-I, liberan CoA,
por lo que se determind paralelamente la actividad en ausencia de L(-) carnitina para
cuantificar la actividad de todas las enzimas excepto de la CPT-1. Para la expresion del
resultado se realizé la diferencia entre la actividad en presencia y en ausencia de L(-)
carnitina. La concentracion de proteinas se estimd en el sobrenadante utilizando la
técnica de Lowry et al. (1951). La actividad de la CPT- I fue expresada como nmol de
CoA liberados por minuto por miligramo de proteina (nmol/min/mg prot.) (Bieber et al.,
1972).

4.6.3.4.- Actividad de la enzima Acetil-CoA Carboxilasa (Experiencia 4)

Para la determinacién de la actividad de la enzima acetil-CoA carboxilasa (ACC) se
realizd un homogenado a partir del tejido hepatico conservado a -80°C en buffer
fosfato pH:7 (KH2PO4 9 mM, K:HPO4 85 nM, ditiotreitol 1mM y KHCO3 70 mM) en
relacion 1:10, el cual fue posteriormente centrifugado a 100.000 g a 4°C durante 60
minutos. Un volumen del sobrenadante de centrifugacion fue incubado 10 minutos a
37°C con el medio de reaccion (Tris-HCI 50 mM, citrato de potasio 10mM, MgCl, 10
mM, glutation reducido 3,75 mM, albumina sérica bovina 0,75 mg/ml, acetil-CoA 0,125

mM, fosfoenolpiruvato 0,50 mM, NADH 0,125mM, piruvato kinasa 5,6 U/ml y lactato
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deshidrogensa 5,6 U/ml), ATP 150 mM y KHCOs;. 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 mU/mg de proteina (Zimmermann et al.,
2003). La concentracion de proteinas se estimé en el sobrenadante utilizando la

técnica de Lowry et al., (1951).

4.7.- Extraccion, analisis y cuantificacion de ARN por PCR en tiempo real

(Experiencia 1)

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 gendmico. El rendimiento y
calidad de 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 ug de ARN total fue
sometido a transcripcidon reversa para sintetizar la primera cadena de ADN
complementaria (ADNc) usando kit de sintesis M-MLV Reverse Transcriptase
(Invitrogen, Argentina).

Se analizaron los niveles de ARNm de las enzimas vinculadas a la lipogénesis,
sintasa de acidos grasos (FAS), Stearoyl-CoA desaturase- A9-desaturasa (SCD1) y la
principal enzima vinculada a la B-oxidacién: carnitina palmitoil transferasa-I(CPT-I).
También se evalu6 el nivel de de expresion de los factores de transcripcion: Sterol
regulatory element-binding transcription factor 1c(SREBP-1c)y Peroxisome
proliferator-activated receptors- alpha (PPAR-a).

Los niveles de ARN fueron cuantificados usando PCR en tiempo real con un equipo
de deteccion StepOne TM Real-Time (Applied Biosystems). Los niveles de B-actina
fueron medidos de la misma manera y utilizados como gen de referencia. Se tomaron
0,1 ul de cada ADNc que fueron agregados a la mezcla de reaccién de PCR, SYBR

Green Master Mix (Applied Biosystems) con los primers (pares de oligonucleétidos)
correspondientes (600nmol/l para FAS y SCD1, y 900nmol/l para CPT- |, PPAR-a y

SREBP-1c). Los oligonucledtidos especificos fueron disefiados utilizando informacion
en Genbank, sintetizados comercialmente (Invitrogen Custom primers) y las

secuencias fueron:

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

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

CPT-I: 5-ACGTGAGTGACTGGTGGGAAGAAT-3" (sentido);
5-TCTCCATGGCGTAGTAGTTGCTGT-3" (antisentido).

SCD1: 5 -TGGGTTGGCTGCTTGTTG-3" (sentido)
5-GCGTGGGCAGGATGAAG-3’ (antisentido).

PPAR-a: 5-CCCCACTTGAAGCAGATGACC-3" (sentido).
5-CCCTAAGTACTGGTAGTCCGC-3’ (antisentido).

Las condiciones de amplificacion de la PCR fueron: 2 minutos iniciales a 50°C,
desnaturalizaciéon a 95°C durante 15 segundos combinados con anillado y extension a
60°C por minuto. En todas las muestras, los niveles de RNA mensajero fueron
normalizados segun los valores obtenidos para B-actina y los resultados expresados

usando el método recomendado de 2-AACt (Livak et al., 2001).

4.8.- Analisis estadisticos

Las variables fueron analizadas a través de un arreglo factorial 4 x 2 (origen y nivel
de grasa dietaria) utilizando el programa PROC MIXED de SAS (2002-2010) donde las
variables independientes fueron el nivel de grasa dietaria (7 o 30%) y el origen de la
grasa en la dieta, seguido del test de Tukey (prueba de comparaciones multiples). El

nivel de significancia estadistica se fijé a un p< 0.05.

Yijk = p + Dj + Ni + (N x T)jj + Eij.

donde Yijk es la variable respuesta; y es la media poblacional;, Dj es el efecto del j-
ésimo origen de la grasa, Ni es el efecto del i-ésimo nivel de grasa, (D x N)ij
interaccion entre el origen de la grasa y el nivel de grasa y Eij es el error experimental

asociado a la ij-ésima unidad experimental.
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RESULTADOS

En funcion a los objetivos planteados para evaluar los posibles efectos de la ingesta
de una GLF (con sus niveles de cis-9 trans-11 C18:2 CLA naturales aumentados y su
mejorado perfil de AGS) en el presente modelo experimental, se describen a
continuacion las experiencias llevadas a cabo teniendo en cuenta:

a) Origen de la grasa utilizada (S, GL, GLF y GLE)

b) Nivel de grasa dietaria recomendado y elevado (7 y 30%, respectivamente).

4.1.- Perfil de acidos grasos del aceite de soja

La composicién del aceite de soja utilizado se presenta en la Tabla 1. EI AS se

caracteriza por una concentracién (g/100g del total de AG) elevada de C18:2 n-6

(54,24) y baja en AGS (15,06).

Tabla 1. Composicion de acidos grasos del aceite
de soja utilizado en las dietas experimentales

AG AS'
(9/100g del total de AG)
C14:0 0,07
C16:0 10,12
C18:0 4,25
cis-9 C18:1 23,21
cis-9 cis-12 C18:2n-6 54,24
cis-9 cis-12 cis-15 C18:3n-3 5,01
C22:0 0,46
C24:0 0,16

1AS: aceite de soja

4.2.- Composicion de acidos grasos de las dietas experimentales

La concentracion (g/100g del total de AG) de las dietas se presenta en la Tabla 2.
Todas las dietas cumplieron las recomendaciones de acidos grasos esenciales (AGE),
con el objetivo de evitar cualquier posible alteracion como consecuencia de un déficit

dietario de los mismos.
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AG

(g/100g AG) S7 GL7 GLF7 GLE7 S30 GL30 GLF30 GLE30
C 4.0 0,0 1,8 1,6 1,4 0,0 2,8 2,5 2,2
c 6.0 0,0 1,0 0,9 0,8 0,0 1,6 1,4 1,3
c 8.0 0,0 0,6 0,5 0,5 0,0 0,9 0,8 0,7
C 10:0 0,0 1,3 1.1 1,1 0,0 2,1 1,8 1,7
C12:0 0,0 1,6 1,4 1,2 0,0 2,5 2,3 2,0
C14:0 0,1 55 54 4.3 0,1 8,6 8,5 6,8
C16:0 10,1 21,2 17,8 19,7 10,1 27,6 22,2 25,2
C18:0 4.3 8,7 7,8 7,4 4.3 11,3 9,8 9,3
trans-8 C18:1 0,0 0,2 0,2 0,1 0,0 0,3 0,4 0,2
trans-9 C18:1 0,0 0,2 0,2 0,1 0,0 0,3 0,4 0,2
trans-10 C18:1 0,0 0,4 0,5 0,3 0,0 0,7 0,8 0,5
trans-11 C18:1- AV 0,0 1,2 3,4 0,9 0,0 1,9 5,3 1,5
cis-9 C18:1n-9 23,2 22,8 23,9 26,8 23,2 22,6 243 28,8
cis-9 cis-12 C18:2n-6 54,2 24,6 24,6 26,4 54,2 7,6 7,6 10,4
cis-9 cis-12 cis-15
C18:3n-3 5,0 2.1 2,1 2,2 5,0 0,5 0,5 0,6
cis-9 trans-11 C18:2
CLA- AR 0,0 0,5 1,7 0,4 0,0 0,8 2,6 0,6
C22:0 0,5 0,2 0,2 0,2 0,5 0,1 0,1 0,1
AGMI 23,64 27,92 31,49 31,68 23,64 30,38 36,00 36,30
AGPI 60,01 28,08 26,67 29,82 60,01 9,73 12,22 12,45

S7: 7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 %
grasa lactea estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ 27% grasa

lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea estandarizada. *AS: aceite de soja

Los AG isoméricos (cis-9 trans-11 C18:2 CLA y trans-11 C18:1) fueron aportados
principalmente por la GL y GLF obtenida a través de un ensayo zootécnico llevado a
cabo en vacas lecheras. En la GLE, estos AG se encontraron en menores

concentraciones (Tabla 2).

4.3.- Parametros nutricionales

4.3.1.- Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre el peso y la

ganancia de peso (A60-0)

Las dietas fueron bien aceptadas por los ocho grupos experimentales (Experiencias
1 a 4). Al comienzo del trabajo, los pesos promedio de los animales de los 8 grupos
experimentales fueron similares y tuvieron un continuo incremento de peso durante

todo el periodo experimental Figuras 1a, 1b, 1c, y 1d.
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En la experiencia 1 (Figura 1a) se observa el aumento de peso fue en el orden

GL30>S30>GLF30>GLE30>S7>GL7>GLF7>GLE?7.
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Figura 1a. Evolucién del peso a lo largo del periodo experimental (Experiencia 1).
Resultados expresados como promedio (n=6).

En la experiencia 2 (Figura 1b) se observa el aumento de peso fue en el orden
GLE30>S30>GLF30>GL30>GLF7>GLE7>S7>GL7



121

410
390
370
350
330
310
290
270
250
230
210
190
170
150
130

Peso (g)

Lo ]

il
134

<

[BES

* L
L Ry ]
40 =
L B 1
B8

| BEL
L ey
S0 i@
* E 0

* @
B ¥ B
B %

0

5

+S7 mGL7

GLF7

10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempo (dias)

GLE7 xS30 eGL30 +GLF30

55 60

-GLE30

Figura 1b. Evolucion del peso a lo largo del periodo experimental (Experiencia 2).

Resultados expresados como promedio(n=6).

En la experiencia 3 (Figura 1c) se observa el aumento de peso fue en el orden
GLF30>GLE30>GL30>S30>GL7>GLE7>S7>GLF7




122

(]

=

[—]

1
> ORE
BB

Peso (g}
[}
[-=-]
[—]
.\_
- iy

160 - G
140 e

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tiempo (dias)
S7 mGL7 AGLF7 <GLE7 +S530 #GL30 +GLF30 -GLE30

—

[—

[—
:__ﬁ-ul

Figura 1c. Evolucién del peso a lo largo del periodo experimental (Experiencia

3).Resultados expresados como promedio(n=6).

En la experiencia 4 (Figura 1d) se observa el aumento de peso fue en el orden
GLF30>GLE30>GL30>S30>S7>GLE7>GL7>GLF7
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Figura 1d. Evolucion del peso a lo largo del periodo experimental (Experiencia
4).Resultados expresados como promedio (n=6).

Al final de cada experiencia, se observd un incremento significativo de la ganancia
de peso (APso-o; Figuras 1e, 1f, 1g, 1h).

En la experiencia 1, la ganancia de peso se vio afectada (p<0,05) por el origen y
nivel de grasa dietaria. Las mayores ganancias de peso se observaron en los grupos
experimentales S30, GL30 y GLF30, sin diferencias significativas (p>0,05) entre ellos

(Figura 1e).
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Figura 1e. Ganancia de peso (Experiencia 1). Resultados expresados como el
promedio + EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de tukey.
Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa
lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea
estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ 27 %
grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea estandarizada. *aceite de

soja.

En la experiencia 2, la ganancia de peso se vio afectada (p<0,05) por el nivel de
grasa dietaria (Figura 1f). Las mayores ganancias de peso se observaron en los
grupos experimentales GL30, GLF30 y GLE30.
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Figura 1f. Ganancia de peso (Experiencia 2).Resultados expresados como el
promedio £+ EEM(n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de tukey.
Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa
lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea
estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ 27 %
grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea estandarizada. *aceite de

soja.

En la experiencia 3, la ganancia de peso no fue afectada (p>0,05) ni por el origen ni

por el nivel de grasa dietaria (Figura 19).
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Figura 1g. Ganancia de peso (Experiencia 3). Resultados expresados como el
promedio + EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de tukey.
Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa
lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea
estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ 27 %
grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea estandarizada. *aceite de

soja.

En la experiencia 4, la ganancia de peso fue afectada (p<0,05) por el origen de la

grasa, esos cambios se atribuyen a los grupos dietarios GLF30 y GLE30 (Figura 1h).
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Figura 1h. Ganancia de peso (Experiencia 4). Resultados expresados como el
promedio + EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de tukey.
Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa
lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea
estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ 27 %
grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea estandarizada. *aceite de

soja.

4.3.2.- Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre el peso de

higado, tejido adiposo epididimal y musculo gastrocnemio

El peso absoluto del higado (Experiencia 1) se incrementd significativamente
(p<0,05) cuando el nivel de grasa se aumenté de 7 % a 30 %, observandose los
mayores pesos en los tratamientos GL30 y GLF30. Cuando los resultados fueron
expresados en forma relativa al peso corporal (g higado/100g de peso corporal) no se
observaron diferencias significativas (p>0,05) en ninguno de los grupos

experimentales (Tabla 3).



Tabla 3 .Parametros nutricionales experiencia 1

Grupos experimentales’ Efecto?
Parametro s7 GL7 GLF7  GLE7 S30 GL30 GLF30 GLE30 EEM DIETA GNIQAESI:A DXN
ZSSO animales 377,72%2  37533bc 366,15 334,00° 408,00° 415657 398,80 386,03" 14,55 0,08 0,0005 0,88
Peso higado (g) 8,930 9,09  856°  832° 982 10,182 10,162 9,69 0,37 039 <0001 0,79
E%Z%ge'a“"o 2,38 2,42 2,34 2,49 2,44 2,47 2,45 251 002 021 013 082
Peso TAE (g) 10,09 10,66 10,82 7,57 10,64 10,88 10,83 946 099 008 033 079
poso relativo 2,64 2,84 2,95 2,26 2,56 2,58 2,53 243 017 007 028 042
Peso misculo (g)  2,80° 2,842 280ba  284ba 3122 303a 302 3112 010 0,99 0003 0,84

' Grupos experimentales: S7: 7% *AS; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea
estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea
estandarizada. ? Efecto Dieta, Nivel de grasa e interaccion dieta x nivel de grasa. Los resultados son presentados como el promedio + EEM de al
menos 6 animales por grupo. El analisis estadistico se realizé6 mediante 2 x 4 ANOVA, seguido de test de tukey. Letras distintas indican diferencia

estadisticamente significativa entre grupos. Significancia estadistica: p< 0,05.

*AS: aceite de soja
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Tabla 4. Parametros nutricionales experiencia 2

Grupos experimentales’ Efecto?
Parametro s7 GL7 GLF7  GLE7 $30 GL30 GLF30 GLE30 SEM DIETA é‘é‘g'A DXN
'(3580 animales 377,722 37533 366,15 334,00° 40800° 41565% 398,80t 386,032 14,55 0,08 0,0005 0,88
Peso higado (g) 8,41b° 8,36° 0,34ba  ggobac  gg7ba Q9 gfa  Q q@bec 9799 033 019 001 013
Peso relativo 2.52 253 2.67 2.60 257 2.54 2.63 2.59 005 075 068 083
higado
Peso TAE (g) 7,090 6,26° 771a 783 6,750 9,282 7,79b2 038 067 015 004 008
Peso relativo 2.19 1,91 2,22 2,28 1,92 2,45 2020 2.41 014 030 037 006
TAE
Peso musculo (g) 2.49 2,63 2,90 2,78 2,70 2,99 2,81 3,14 025 060 027 082
Peso relativo 0,77 0,80 0,83 0,81 0,77 0,79 0,80 0,81 002 08 082 099
musculo

" Grupos experimentales: S7: 7% *AS; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea
estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea
estandarizada. ? Efecto Dieta, Nivel de grasa e interaccion dieta x nivel de grasa. Los resultados son presentados como el promedio + EEM de al
menos 6 animales por grupo. El analisis estadistico se realizd mediante 4 x 2 ANOVA, seguido de test de tukey. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre grupos. Significancia estadistica: p< 0,05. *AS: aceite de soja



Tabla 5. Parametros nutricionales experiencia 3

Grupos experimentales’ Efecto?
Parametros s7 GL7 GLF7  GLE7 S30 GL30 GLF30 GLE30 EEM DIETA é‘g‘g: DXN
Peso animales (g)  358,75% 366,55 342409 357,959 374,66°c 389,28b%2 387,66°c 414,00° 10,44 0,17 <,0001 0,20
Peso higado (g) 10,38 10,43 10,28 10,80 11,08 11,40 10,03 1152 047 067 040 098
E%Z%ge'at'vo 2.89 2.84 3,00 3,00 2.94 2.94 2.88 2.78 0,06 099 032 021
Peso TAE (g) 9,8 11,54bc  835¢  1067%  10,78% 11,80 14,05®  1528° 071 008 00003 040
Peso relativo TAE 2,71 3,13ba 2.42¢ 2.060c 2 86bc 3,000 3,602 3672 009 007 0001 0,30
Peso musculo (g) 2.81 2.84 2.97 2.87 3,12 3,03 3,03 3,11 005 098 008 091
rﬁ’]%ssf;l:fgat"’o 0,750 0766  079%= 086 077 073  076°  081% 002 005 037 075

' Grupos experimentales: S7: 7% *AS; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea
estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea
estandarizada. ? Efecto Dieta, Nivel de grasa e interaccion dieta x nivel de grasa. Los resultados son presentados como el promedio + EEM de al
menos 6 animales por grupo. El analisis estadistico se realizé mediante 4 x 2 ANOVA, seguido de test de tukey. Letras distintas indican diferencia

estadisticamente significativa entre grupos. Significancia estadistica: p< 0,05. *AS: aceite de soja
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Tabla6. Parametros nutricionales experiencia 4

Grupos experimentales’ Efecto?

Parametro s7 GL7 GLF7  GLE7 $30 GL30 GLF30 GLE30 EEM DIETA é"&%’; DXN
Peso animales (g)  339,50°  335,75°  336,00°  344,00° 346,71° 346,83 369,67° 362,67 6,49 0,14 0,0003 0,18
Peso higado (g) 0,14b° 8,09 8,82 0,05 962 979 1026 963 029 091 00003 0,38
E%Z%ge'a“vo 2,696 2,68 2,620 2,630 2.77b 2.832 2,775 266 006 033 0,03 0,73
Peso TAE (g) 9,65 9,39 9,56 10,04 9,80 9,89 10,93 1091 059 043 0,09 0,75
Peso relativo TAE 2,84 2.79 2.91 2.84 2.82 2.84 2.96 2.99 0,03 072 0,55 0,95
Peso musculo (g) 2.47 2,63 2.85 2.70 2,75 2.99 2.80 3,11 023 0,60 0,14 0,76

' Grupos experimentales: S7: 7% *AS; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea
estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea
estandarizada. ? Efecto Dieta, Nivel de grasa e interaccién dieta x nivel de grasa. Los resultados son presentados como el promedio + EEM de al
menos 6 animales por grupo. El analisis estadistico se realizé mediante 4 x 2 ANOVA, seguido de test de tukey. Letras distintas indican diferencia

estadisticamente significativa entre grupos. Significancia estadistica: p< 0,05. *AS: aceite de soja
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El peso del TAE no se incrementé (p>0,05) ni de forma absoluta ni relativa en
ninguno de los grupos experimentales ni a nivel recomendado o elevado de grasa
dietaria. El peso absoluto del musculo gastrocnemio fue afectado por el nivel de grasa
dietaria (p<0,05) en los grupos S7 vs S30 (Tabla 3) con un aumento en S30 del 11%.

El peso absoluto del higado (Experiencia 2) se incrementd significativamente
(p<0,05) cuando el nivel de grasa se elevé de 7 % a 30 %, dandose los pesos mayores
en los tratamientos GLF7, GL30 y GLE30. Cuando los resultados fueron expresados en
forma relativa al peso corporal (g higado/100g de peso corporal) no se observaron
diferencias significativas (p>0,05) en ninguno de los grupos experimentales (Tabla 4).

El peso del TAE incremento (p<0,05) de forma absoluta por efecto del nivel de grasa
dietaria, observandose los mayores pesos en los grupos experimentales GL30, GLF30 y
GLE30 sin diferencias significativas entre ellos (p>0,05). El peso absoluto y relativo del
musculo gastrocnemio no se vio afectado (p>0,05) ni por el origen ni por el nivel de
grasa dietaria (Tabla 4).

El peso absoluto y relativo del higado (Experiencia 3) no fue afectado (p>0,05) ni por
el origen ni por el nivel de grasa dietariaen ninguno de los grupos experimentales. El
peso del TAE incrementé (p<0,05) de forma absoluta por efecto del nivel de grasa
dietaria. El peso absoluto del musculo gastrocnemio no se vio afectado (p>0,05) ni por
el origen ni por el nivel de grasa dietaria, mientras que cuando el resultado fue
expresado en forma relativa se observaron diferencias significativas (p<0,05) por efecto
del origen de la dieta (Tabla 5), las diferencias se dieron entre los grupos S7, GL7 y
GLE7 mientras que este ultimo grupo se diferencié de GL30 y GLF30.

Los pesos absoluto y relativo del higado (Experiencia 4) fueron afectados (p<0,05)
por el nivel de grasa dietaria con diferencias entre el grupo GL30 y los grupos GLF7 y
GLE7Y. Ni el origen ni el nivel de grasa dietaria, afectaron (p>0,05) los pesos absoluto y

relativo del TAE, ni el peso absoluto del musculo gastrocnemio (Tabla 6).

4.4.- Parametros bioquimicos

4.4.1.- Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre la concentracion

de triglicéridos y colesterol séricos

En la experiencia 1, la ingesta de dietas S7 y GL7 produjo un aumento (p<0,05) en la
concentracion (g/l) sérica del colesterol pero con reducciones significativas (p<0,05)

ante el aumento en el nivel de grasa en los grupos S30, GL30, GLF30 y GLE30 (Tabla
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7). La concentraciéon promedio de colesterol en los grupos experimentales con nivel
elevado de grasa disminuy6 (-32%) al compararla con la concentracién de los grupos
experimentales con nivel recomendado de grasa (Tabla 7).

Comparado con S30 (0,60), la concentracion sérica de los TG (g/l) aumento (p<0,05)
en los grupos S7 (0,99), GL7 (1,26), GLF7 (0,97), GL30 (1,13) y GLF30 (1,24; Tabla 7).

En la experiencia 2, los niveles de colesterol sérico no fueron afectados (p>0,05) por
ninguna de las dietas suministradas a los animales. Los niveles (g/l) de TG circulantes
fueron afectados por el origen de la dieta y el nivel de grasa (p<0,05). La concentracion
de TG séricos en ambos controles (S7 y S30) difirieron significativamente (p<0,05) con
el resto de los grupos experimentales dentro de cada nivel de grasa (7% y 30%,
respectivamente) con disminuciones (Tabla 8) en los grupos con nivel elevado de grasa
al compararlo con las concentraciones de los grupos con nivel de grasa recomendado
(7%) de grasa dietaria.

Dentro del nivel 7% de grasa dietaria, los niveles promedio de TG séricos (g/l) en
GL7, GLF7 y GLE7 (0,92) se redujeron (26,1%) al compararlo con el control (S7; 0,68).
Dentro del nivel elevado de grasa dietaria, los niveles promedio de TG séricos (g/l) en
GL30, GLF30 y GLE30 (0,75) se redujeron (54,9%) al compararlo con el control (S30;
0,34).

En la experiencia 3, la ingesta de la dieta S30 dio como resultado una disminucién
(p<0,05) en la concentracion (g/l) sérica de los TG de 53% al compararlo con la

concentracién promedio del resto de los grupos experimentales (Tabla 9).

4.4.2.- Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre la concentracién

de triglicéridos hepaticos

En la experiencia 1, comparado con S7, el contenido (umol/g) hepatico de TG
aumentod (+63%) significativamente (p<0,05) en los animales que consumieron la dieta
S30. El grupo GLF30 mostré un mayor contenido (p<0,05) de TG en higado al
compararlo con el contenido en higado de los animales que consumieron las dietas
GL30 y GLE30, pero menores que S30 (Tabla 7). Los animales alimentados con S7,
S30, GL30, GLF30 y GLE30 mostraron los mayores niveles de TG en higado con un
efecto mas acentuado a niveles de grasa elevados (30%).

En la experiencia 2, el contenido (umol/g) hepatico de TG se vio afectado por el
origen y el nivel de grasa dietaria (p<0,05). Dichos cambios fueron atribuidos

principalmente a la disminucion promedio (-31%) de los niveles hepaticos en los grupos
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GL7, GLF7 y GLE7 (19,55) al compararlo con el control (S7; 28,32). Dentro del nivel de
grasa 30%, el mayor descenso (-32%, p<0,05) de los niveles de TG hepéaticos se dio en
el grupo GLF (23,83) al compararlo con el control (S30; 34,90). Las dietas con
concentraciones superiores de cis-9 trans-11 C18:2 CLA disminuyeron las
concentraciones de TG hepaticos en los animales que consumieron dichas dietas, tanto
a niveles de grasa recomendado (7%) como a niveles elevados (30%) pero sin
diferencia entre ellas (Tabla 8).

En la experiencia 3, el contenido hepatico de TG (umol/g) se incrementd (+47) en los
grupos S30 y GLE30 (31,90) al compararlo con el grupo GL7 (21,58; p<0,05), Tabla 9.

4.4.3.- Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre la composicion de

acidos grasos de higado, tejido adiposo epididimal y suero

4.4.3.1.- Perfil AG en higado

En la Tabla 10 se presenta el perfil de AG en higado de los diferentes grupos
experimentales, el perfil de AG fue modificado en distintos grados por el origen y nivel
de grasa dietaria. Se describen con mas profundidad los AG de mayor relevancia a nivel
metabolico y/o cuantitativo para enfocar en los objetivos planteados en el presente
trabajo. ElI AV (trans-11 C18:1) y el CLA (cis-9 trans-11 C18:2) fueron incorporados
(Tabla 10) y retenidos (Figura 2 y 3, respectivamente) en higado. La retencion de cada
AG fue estimada usando la relacién entre el porcentaje de AG en la muestra y el
porcentaje de cada unos de los AG en las dietas suministradas.

El AR, producto de la bio-conversion del AV por la actividad de la enzima A9-
desaturasa se muestra en la Tabla 11. La conversion, expresada por la relacién AR/AV,
fue mayor para los grupos GL30 (3,06) y GLF30 (2,96) sin diferencias (p>0,05) entre
grupos con nivel recomendado y elevado de grasa (7% y 30 %, respectivamente). La
retencion de AV y CLA en el grupo experimental GLF fue 2,8 y 3 veces mayor,
respectivamente, a nivel elevado de grasa (30%) que a el nivel de grasa recomendado

(7%) (Figura 2 y 3, respectivamente)



Tabla 7. Parametros lipidicos experiencia 1

Grupos experimentales’

Parametro s7 GL7  GLF?7 GLE7  S30 GL30 GLF30 GLE30
ayeretsenee g5 119° 083 085 075 068  070° 062

Trigliceridos 0,99ba 1260 0097  088%  060°  1143b%a 1242 079
séricos (g/l)

Trigliceridos en

higado 38.06% 2448  2084%  2644c 63042 3006 4308 37,37

(Mmol/g)

EEM
0,09

0,14

5,42

Efecto?

NIVEL
DIETA GRASA DXN

0,03 <,0001 0,13

0,007 0,28 0,07

0,003 0,001 0,66

' Grupos experimentales: S7: 7% *AS; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea
estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea
estandarizada. 2 Efecto Dieta, Nivel de grasa e interaccion dieta x nivel de grasa. Los resultados son presentados como el promedio + EEM de al
menos 6 animales por grupo. El analisis estadistico se realizd mediante 4 x 2 ANOVA, seguido de test de tukey. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre grupos. Significancia estadistica: p< 0,05. *AS: aceite de soja
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Tabla 8. Parametros lipidicos experiencia 2

136

Grupos experimentales’ Efecto?
Parametro s7 GL7 GLF7  GLE7 $30 GL30 GLF30 GLE30 EEM DIETA é"&%’k DXN
g‘/’l')eSterO' sérico 0,65 0,66 0,71 0,73 0,55 0,68 0,71 068 004 009 033 052
g}?)"cer'dos sericos 0,68 0,902 0,992 0,875 0,34¢ 0,812 063 082 0,08 002 0,02 043
Trigliceridos en
higado 28,32b  2140% 2070  1655¢ 34000 3140b2 2383¢ 3338 300 006 00004 021
(umol/g)

" Grupos experimentales: S7: 7% *AS; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea
estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea
estandarizada. 2 Efecto Dieta, Nivel de grasa e interacciéon dieta x nivel de grasa. Los resultados son presentados como el promedio + EEM de al
menos 6 animales por grupo. El analisis estadistico se realiz6 mediante 4 x 2 ANOVA, seguido de test de tukey. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre grupos. Significancia estadistica: p< 0,05. *AS: aceite de soja



Tabla 9. Parametros lipidicos experiencia 3

Grupos experimentales’ Efecto?
Parametro S7 GL7 GLF7 GLE7 S30 GL30 GLF30 GLE30 EEM DIETA (?FI(\,;E‘,%A DXN
Trigliceridos 0,87° 1028 120° 0812 046>  1,00° 101 096 009 002 023 022
séricos (g/l)
Trigliceridos en
higado 27,3402 21,58 24 ,20¢pa 28,262 31,612 24,262 26,21ba 32,182 1,20 0,05 0,15 0,98

(Mmol/g)

" Grupos experimentales: S7: 7% *AS; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea
estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea
estandarizada. ? Efecto Dieta, Nivel de grasa e interaccion dieta x nivel de grasa. Los resultados son presentados como el promedio + EEM de al
menos 6 animales por grupo. El analisis estadistico se realizé mediante 4 x 2 ANOVA, seguido de test de tukey. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre grupos. Significancia estadistica: p< 0,05. *AS: aceite de soja
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Figura 2. Retencion de AV en higado. Resultados expresados como el promedio £
EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de tukey. Nivel de
significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7:
3% AS + 4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS + 4 % grasa lactea estandarizada;
S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS + 27 % grasa lactea

funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea estandarizada. *aceite de soja.
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Figura 3. Retencion de CLA en higado. Resultados expresados como el promedio +
EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de tukey. Nivel de
significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7:
3% AS + 4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS + 4 % grasa lactea estandarizada;
S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS + 27 % grasa lactea

funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea estandarizada. *aceite de soja.

La concentracion (g/100g del total de AG) de AV en higado fue afectada por el
origen y nivel de grasa dietaria (p<0,05). La concentracién mayor se dio en el grupo
experimental GLF30 (0,84; p<0,05) con un aumento (+546%) con respecto al promedio
del resto de grupos experimentales (0,13). La concentracion de AR en el higado del
grupo experimental GLF30 (2,31) se incrementd (+881%) significativamente (p<0,05)
cuando se la comparé con el promedio (0,24) del resto de los grupos experimentales.
Las menores concentraciones se observaron en los grupos GL7 (0,17), GLE7 (0,20) y
GLE30 (0,32) sin diferencias significativas entre ellos (p>0,05). Las concentraciones
intermedias se observaron en los grupos GL30 y GLF7 (0,62 y 0,49 g/100 g del total

de AG, respectivamente) sin diferencias significativas entre ellos (p>0,05; Tabla 10).
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La concentracion de C16:0 en el higado del grupo experimental S30 (13,57) se vio
reducida (-36,1%) significativamente (p<0,05) al compararla con la concentracion
promedio del resto de los grupos experimentales (21,23). La concentracién (g/100 g
del total de AG) de los AG C12:0 y C14:0 en higado siguié el mismo patrén de
comportamiento, mayores concentraciones en los grupos experimentales GL30 (0,18 y
1,60, respectivamente) y GLF30 (0,14 y 1,57, respectivamente) con diferencias
significativas (p<0,05) entre el origen y nivel de grasa dietaria (Tabla 10). La retencién
de los AG, C12:0, C14:0 y C16:0 se presenta en la figura 4 y los mayores porcentajes
de retencion se observaron en los AG C12:0 y C16:0. Con respecto al C12:0 las
mayores retenciones se dieron en los grupos experimentales S7 y S30 con diferencias
significativas entre ellos (p<0,05). En referencia al C16:0 la retencion fue superior en
los grupos experimentales S7, S30 y GLF7 con diferencias entre ellos (p<0,05; Figura
4).
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Figura 4. Retencién de C12:0, C14:.0 y C16:0 en higado. Resultados expresados
como el promedio + EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de
tukey. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3%
AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 %
grasa lactea estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30:
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3% AS+ 27 % grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea

estandarizada. *aceite de soja.

Los AGS totales fueron afectados (p<0,05) por el origen y nivel de grasa dietaria. La
menor concentracién (g/100g del total de AG) se observé en el grupo experimental
S30 (27,13) con diferencias significativas (p<0,05) cuando se la compard con el
promedio (35,2) del resto de los grupos experimentales y con un aumento del 30%. No
hubo diferencias significativas (p>0,05) entre los grupos experimentales S7, GLF7,
GLF30, GLE7 y GLE30 (Tabla 10).

La relaciéon AGPIc n-6/AGPIc n-3 fue afectada por el origen de la dieta (p<0,05) y
esos cambios fueron atribuidos a la diferencia entre la relacion del grupo experimental
GLF30 (5,91) cuando fue comparado con el promedio de los grupos GL7, GL30 Y
GLF7 (6,3) con una reduccion del 5,8%. Mientras que la relacion se redujo en un 26%
en el grupo GLF30 cuando se la comparé con el promedio de la relacion de los grupos
S7, S30 y GLF30 (8,02), Tabla 10.

4.4.3.2.- Perfil AG en tejido adiposo epididimal

El perfil de AG en TAE se presenta en la Tabla 11. Los isémeros trans-11 C18:1,
AV y cis-9 trans-11 C18:2, CLA fueron incorporados al TAE. La concentracién (g/100g
del total de AG) de ambos isémeros fue afectada por el origen y nivel de grasa dietaria
(p<0,05). La concentracion de AV en el grupo GLF30 (2,58) aumentd (+656%) cuando
se la compard con la concentracién promedio del resto de los grupos experimentales
(0,34; Tabla 11). No hubo diferencias significativas (p>0,05) entre los grupos
experimentales S7, S30, GL7 y GLE7; entre GL30 y GLE30 y entre GL7 y GLF7. La
concentracion (g/100g del total de AG) de CLA en el grupo GLF30 (3,26) aumento
(+459%) cuando se la comparé con la concentracion del promedio del resto de los
grupos experimentales (0,58; p<0,05). No hubo diferencia significativa (p>0,05) entre
los grupos experimentales GL7 y GLE7 y entre S7 y S30. Al comparar los grupos
experimentales GL30, GLF7, GLF30 Y GLE30 se observd diferencia significativa
(p<0,05; Tabla 11).

La conversion, expresada por la relacion AR/AV, fue mayor para los grupos GLE7
(4,83) y GLF7 (2,92) con diferencias (p<0,05) entre grupos con nivel recomendado y
elevado de grasa (7% y 30 %, respectivamente). La diferencia (p<0,05) entre dietas

fue atribuido a la diferencia entre el grupo GLE7 y S7 y S30 (Tabla 11).
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La retencion de ambos isémeros (AV y CLA) se presenta en las figuras 5y 6
respectivamente. Al comparar la retencién de AV entre niveles de grasa se puede
observar que entre los grupos experimentales GLF7 y GLF30, el aumento fue de 449%
(p<0,05; Figura 5).
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Figura 5. Retencién de AV en tejido adiposo epididimal.Resultados expresados como
el promedio + EEM (n=6). Andlisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de tukey.
Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa
lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea
estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ 27 %
grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea estandarizada. *aceite de

soja.

Al comparar la retencion de CLA entre niveles de grasa se puede observar que
entre los grupos experimentales GLF7 y GLF30 el aumento fue de 159% (p<0,05;
Figura 6).
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Figura 6. Retenciéon de CLA en tejido adiposo epididimal. Resultados expresados
como el promedio + EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de
tukey. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3%
AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 %
grasa lactea estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30:
3% AS+ 27 % grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea
estandarizada. *aceite de soja.

El contenido (g/100g del total de AG) del acido ladrico (C12:0) presento
modificaciones (p<0,05) a causa del origen y nivel de grasa dietaria. La diferencia
entre el origen de las dietas estuvo atribuida a los grupos experimentales GLF7,
GLE30, GL30, S7 y S30. Las concentraciones mas elevadas (Tabla 11) se observaron
en GL30 (1,44), GLF30 (1,21), GLE30 (1,01). El contenido del acido miristico (C14:0)
también fue afectado por el origen y nivel de grasa (p<0,05). Las concentraciones mas
elevadas se observaron en los grupos experimentales GL, GLF y GLE a niveles
recomendados (7%) y elevado (30%) de grasa. Se observaron diferencias estadisticas
significativas (p<0,05) entre los grupos experimentales S7, S30, GL7, GL30, GLF30,
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GLE7 y GLE30. No se observaron diferencias (p>0,05) entre los grupos GLF7 y GLE7
(Tabla 11).

Los niveles (g/100g del total de AG) de acido palmitico (C16:0) en TAE
disminuyeron significativamente (p<0,05) en el higado de los grupos GLF30 (21,92) y
S30 (12,45) con diferencias (p<0,05) entre ambos grupos (Tabla 11), con una
reduccion del 43 %.

La concentracion (g/100g del total de AG) de AGS en TAE estuvo afectada por el
origen y nivel de grasa dietaria (p<0,05). El contenido mas elevado se observo en el
grupo experimental GL30 (41) mientras que el menor se observé en el grupo S30
(16,56) con diferencia significativa (p<0,05) entre ellos y una reduccién del 60% (Tabla
11). La relaciéon AGPIc n-6/AGPIc n-3 fue menor en el grupo GLF30 (11,63) sin
diferencias (p>0,05) con la relacion del grupo S7 (13,24). La relacion C18:2/C18:3
siguié el mismo patrén de comportamiento. Los grupos experimentales con presencia
del isdmero CLA redujeron la concentracion de los AG C18:2 y C18:3 al compararlos
con los controles con niveles recomendados y elevados de grasa (S7 y S30,
respectivamente). No se observo diferencia significativa (p>0,05) entre los grupos
experimentales GLF7, GLF30 y GLE7; entre GL30 y GLE30; entre GLF30 y GLE30.
Las diferencias (p<0,05) son atribuidas a los grupos S7 y S30; GL7 y GL30; GLE7 y
GLE30 (Tabla 11).

4.4.3.3.- Perfil AG en suero

La composicion de AG presentes en el suero de los animales expresa el conjunto
de AG correspondiente a los lipidos de la dieta mas aquellos procedentes de la
metabolizacion de lipoproteinas a nivel de diferentes tejidos.

Los distintos tipos de dieta y los niveles recomendados y elevados de grasa
indujeron cambios importantes en el perfil de AG en suero y se presentan en la Tabla
12.

La concentracién (g/100g del total de AG) mas elevada del isémero trans-11 C18:1
(1,26) se observo en los lipidos séricos de los animales alimentados con la dieta
GLF30. Asi, el contenido de AV de este grupo experimental fue 332% mayor que el
promedio del resto de los grupos experimentales (0,29; p<0,05). El contenido de este
isdmero en suero fue afectado por el origen y nivel de grasa dietaria. En particular los
animales que consumieron las dietas con grasas lacteas, con menor o mayor

contenido de AV fueron los que mostraron mayores concentraciones de este isbmero
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con diferencias significativas (p<0,05) entre dietas y entre nivel de grasa de los cuatro
grupos experimentales (GL7, GL30, GLF7 y GLF30). No se observaron diferencias
(p>0,05) entre los grupos experimentales S7 y S30; GL7 y GLE30; GL7 y GLE7; GL30
y GLF7.

El contenido (g/100g del total de AG) de CLA (cis-9 trans-11 C18:2) fue afectado
por el tipo de grasa (p<0,05). Las concentraciones mas elevadas se observaron en los
grupos experimentales GLF7 (0,47) y GLF30 (0,61) sin diferencias significativas entre
ellos (p>0,05). El aumento (+134,6%) fue atribuido al grupo GLF30 (0,61) cuando fue
comparado con el promedio del resto de los grupos experimentales (0,26). Se observo
diferencia significativa (p<0,05) entre los grupos GL7 y GLF30; S7 y S30 del resto de
los grupos experimentales, GLF30, GLE7 y GLE30 (Tabla 12).

La retencién de ambos isomeros mostré dependencia del nivel y también del origen
de la grasa dietaria, ademas las retenciones fueron significativamente mas elevadas
en los grupos experimentales GL30 y GLE30 (Figuras 7 y 8).
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Figura 7. Retencion de AV en suero. Resultados expresados como el promedio £+ EEM
(n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de tukey. Nivel de
significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7:

3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea estandarizada;



146

S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ 27 % grasa lactea

funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea estandarizada. *aceite de soja.



Tabla 10. Composicion de acidos grasos en higado
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Grupos experimentales’

AG Efecto?

(9/100gAG) S7 S30 GL7 GL30 GLF7 GLF30 GLE7 GLE30 D NG DxN
C10:0 0,01#0,00°  0,01£0,00®  0,000,00° 0,04£0,01  0,01#0,00®  0,03£0,01%¢  0,00£0,00° 0,04£0,01° 0,21 0,000 0,03
c12:0 0,02£0,00°  0,01+0,00° 0,03£0,01° 0,180,04° 0,03:0,00°  0,14+0,04®  0,036£0,00°  0,10+0,04® 0,03 0,000 0,05
C14:0 0,4740,09°  0,18£0,02°  0,64%0,04® 1,60£0,21°  0,60£0,03®  1,57#0,16°  0,53:0,02®  1,07%0,19* 0,000 0,000 0,000
-9 C14:1 0,030,01*  0,00£0,00° 0,06£0,01° 0,14£0,01° 0,0740,00°  0,15#0,01°  0,03+0,01®®  0,06£0,01° 0,000 0,000 0,000
C15:0 0,10£0,00®  0,09+0,00° 0,18£0,00° 0,36£0,02°  0,16£0,00  0,39£0,01°  0,16£0,01"  0,26£0,02 0,000 0,000 0,000
C16:0 iso 0,04£0,00®  0,02+0,00° 0,04£0,01° 0,05:0,01°  0,04+0,00®  0,05:0,00°  0,04:0,01®  0,03+0,00® 0,01 0,76 0,07
C16:0 21,93+1,60° 13,5740,20°  22,380,26° 21,580,447  2222:0,61°  20,17:0,07°  20,46:0,21°  19,87+0,47° 0,000 0,000 0,000
C17:0 anteiso 0,15£0,05  0,00£0,00° 0,160,032 0,1410,04%  0,16$0,02¢  0,21#0,012  0,20:0,04°  0,12t0,01® 0,007 0,03 0,03
C17:0 0,16£0,02*  0,20£0,01®  0,23$0,01% 0,30£0,01%  0,19£0,01®  0,31:0,00°  0,24%0,02°¢  0,28+0,01<® 0,000 0,000 0,02
c18:0 10,14+1,01  12,80+1,01  12,58+0,68 12,66+0,80  11,72¢0,46  10,674¢0,32  13,58+0,48  1378+123 0,02 0,41 0,16
t-9 C18:1 0,00£0,00°  0,00£0,00° 0,05£0,00° 0,10£0,00°  0,00¢0,00a  0,360,10°  0,0840,02  0,18£0,08® 0,007 0,001 0,005
t-11 C18:1 0,00£0,00°  0,00+0,00° 0,11x0,01° 0,2510,60° 0,190,012  0,84%0,12°  0,12#0,03*  0,24%0,06° 0,000 0,000 0,000
-9 C18:1 13,33+2,17% 9,75:0,55°  13,930,88%  19,22+0,67  1503£0,58™  20,7840,26°  12,59£0,55%  18,92+1,29% 0,000 0,000 0,000
c-11 C18:1 3,05£0,52%  2,130,12°  4,880,20° 3,5410,37%  4,61+0,29%  4,05+0,17%®  4,50£0,27%®  3,44+0,25° 0,001 0,000 0,23
c-9¢c-12 C18:2 22,54+1,67% 33,77+1,99°  13,64%0,23° 12,69+0,29°  14,43:0,48°  13,824¢0,73°  1561£0,78°  14,79:0,53° 0,000 0,006 0,000
¢-9 c-12 ¢-15C18:3 1,09¢0,10°  1,760,20°  0,47+0,03° 0,41£0,01° 0,58+0,01°  0,630,05°  0,52+0,08° 0,39£0,04° 0,000 0,05 0,001
-9 t-11 C18:2 (CLA) 0,00£0,00°  0,00£0,00°  0,1740,03% 0,62¢0,09°  0,49+0,05%  2,31#0,09°  0,20£0,04®  0,32+0,05* 0,000 0,000 0,000
C20:4 (AA) 153241,95%  1628+1,18°  18,62+0,98° 152240,8960°  17,41+0,89  12,604049°  19,81+0,47° 16,7344 0,04 0,004 0,10
SAGS 33,19:0,84° 27,13+1,10°  36,34+0,40 36,98+0,44°  3520£0,41%¢ 33,6240,41%  353440,43%¢ 3568+0,71%¢ 0,000 0,001 0,000
$AGMIc 21,49+3,68° 12,80+0,65°  23,01%1,39° 2579+1,38%  2416+129°  2826+0,65°  20,41+0,39®  2469+1,712 0,000 0,61 0,002
$AGPIc 44,71+4,29° 59,36£0,61°  39,39+1,19%¢  34,3741,41%  38,9441,50°¢ 32,00£0,29° 42,85+0,42%  37,64+1,49°¢ 0,000 0,77 0,000
$AGPIc n-6 39,67+3,68% 52,65:0,85°  33,99+0,98%°  29,70£1,22°  33,46%1,29%  2819+043°  37,27+0,37°  33,49+1,18*° 0,000 0,94 0,000
$AGPIc n-3 =5 04+0,62° 6,7140,34°  540%0,21% 467+0,19° 548021  481+022°  557+0,08®  4,15+0,30° 0,02 0,20 0,000



148

AGS/AGMIc 1,66£0,23*°  2,15+0,20° 1,60+0,10%° 1,45+0,07° 1,47+0,06° 1,19+0,04° 1,73+0,04%° 1,47+0,11* 0,002 0,60 0,02
AGS/AGMIt 0,00£0,00%®  0,00+0,00° 201,10+16,7802° 90,38+15,52°° 144,93+7,21% 23,21+2,67*® 179,65+33,20° 95,15+24,04* 0,000 0,000 0,006
AGS/AGPIc 0,79+0,112  0,47+0,02¢ 0,94+0,03%° 1,09+0,04° 0,92+0,043 1,04+0,01°° 0,840,012 0,96+0,04%c 0,000 0,59 0,000
C18:2/C18:3 20,64+0,58% 19,58+1,13%  29,22+1,56" 30,88+0,37%  24,76+0,63*° 22,06+0,89*  31,61+3,70 39,01£2,36° 0,000 0,30 0,042
AR/AV 0,00+£0,00*  0,00+0,00° 1,56+0,28%° 3,06x0,81° 2,61+0,37° 2,96+0,46° 1,69+0,32%° 1,83+0,77®® 0,000 0,15 0,40
c-9 C 16:1/C16:0 0,14£0,03  0,010,00° 0,14£0,01# 0,06+0,01%° 0,16+0,01® 0,05+0,00" 0,11£0,01%¢ 0,04+0,00° 0,11 0,000 0,27
c-9 C 18:1/C18:0 1,43£0,41%*  0,78%0,09° 1,1240,12%° 1,56+0,16° 1,29+0,10% 1,95+0,08° 0,93+0,07¢ 1,43+0,21®* 0,06 0,10 0,008
AA/C18:2 0,67+0,05®  0,49+0,07° 1,37+0,08¢ 1,201+0,04* 1,21%0,03% 0,92+0,08" 1,28+0,09* 1,140,12* 0,000 0,002 0,83
y-C18:3/C18:2 0,02+0,00  0,02+0,00% 0,01+0,00% 0,01+0,00% 0,02+0,00° 0,010,00% 0,02+0,00% 0,01+0,00° 0,04 0,005 0,32
AAly-C18:3 35,8646,73% 28,56+4,07° 100,25+16,91°® 101,29+27,01** 58,86+3,89% 73,93+19,15%® 85,71+21,93* 120,36+24,39® 0,001 0,40 0,67
EPA/a C18:3 0,33+0,02%  0,29+0,02° 0,53+0,06° 0,60+0,02° 0,49+0,04" 0,65+0,04° 0,48+0,04%° 0,52+0,05* 0,000 0,06 0,15
DHA/a C18:3 3,2340,32%  2,75+0,67° 10,05+0,90° 9,70£0,21° 7,89£0,34%  6,17+1,013° 10,08+1,97°¢  9,60+1,5675¢ 0,000 0,32 0,90
EPA/AA 0,02+0,00%°  0,03+0,00* 0,01+0,007 0,02+0,007 0,02+0,00% 0,03+0,01° 0,01+0,007 0,01+£0,0030* 0,000 0,004 0,06
AA/EPA 42,5143,28% 34,08+5,27°  77,78+8,37™ 61,09£0,42%°  62,98+7,72%°  32,87+5,90° 85,04+9,20°  90,48+14,94° 0,000 0,04 0,19
t-9 C 18:1/t-11 C18:1 0,00+0,00*  0,00+0,00° 0,42+0,03% 0,5610,21° 0,00+0,00  0,40+0,0690**  0,67+0,11° 0,63+0,14° 0,000 0,10 0,16
DHA/AA 0,23+0,00%®  0,27+0,01" 0,25+0,00% 0,26+0,00° 0,26+0,00 0,29+0,01° 0,24+0,00% 0,21+0,00* 0,000 0,04 0,002
AGPIc n-6/AGPIc n-3 7,98+0,31%  7,92+0,51% 6,30+0,07° 6,36+0,02° 6,10+0,07°¢ 5,91+0,35° 6,69+0,07%¢ 8,15+0,33° 0,000 0,12 0,02

'Grupos experimentales: S7: 7% *AS; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea
estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea estandarizada.
2Efecto: Dieta, Nivel de grasa e interaccién dieta x nivel de grasa. Los resultados son presentados como el promedio + EEM de al menos 6 animales por
grupo. El andlisis estadistico se realizé mediante 4 x 2 ANOVA, seguido de test de tukey. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa
entre grupos.Significancia estadistica: p< 0,05. *AS: aceite de soja.



Tabla 11. Composicion de acidos grasos en tejido adiposo epididimal

Grupos experimentales’ Efecto?

AG

(g/100g S7 S30 GL7 GL30 GLF7 GLF30 GLE7 GLE30 D NG DxN
AG)

C10:0 0,02+0,00° 0,01%0,00° 0,13+0,00° 0,44%0,01¢ 0,11%0,00° 0,36+0,01° 0,01%0,00° 0,33+0,02° 0.000 0.000 0.000
C12:0 0,07+0,0040° 0,03+0,00° 0,41%0,01° 1,44£0,03° 0,35+0,01° 1,210,024 0,33%0,01° 1,01£0,04° 0.000 0.000 0.000
C14:0 1,32+0,0167° 0,36+0,03¢ 3,05+0,02° 6,45+0,09° 2,91+0,0367" 6,04+0,07° 2,69+0,01° 4,57+0,15¢ 0.000 0.000 0.000
c-9-C14:1 0,090,012 0,000,001 0,35+0,01° 0,61%0,02¢ 0,36+0,0118° 0,68+0,01° 0,27+0,02° 0,40%0,01° 0.000 0.000 0.000
C15:0 0,110,012 0,0740,00° 0,30£0,02° 0,64+0,02¢ 0,26+0,01° 0,61%0,01¢ 0,24%0,01° 0,5040,01° 0.000 0.000 0.000
C16:0 iso 0,08+0,01° 0,03+0,00° 0,1240,01%¢ 0,1420,01° 0,11%0,01° 0,14%0,00° 0,10+0,00% 0,10¢0,00®  0.000 0.85 0.000
C16:0 25,25+0,55% 12,4540,36¢ 28,65+0,37° 26,50+0,19° 28,55+0,54° 21,92+0,19° 28,88+0,45° 23,47+0,33*  0.000 0.000 0.000
C17:0iso 0,00+0,00° 0,00£0,00° 0,27+0,01° 0,1940,07° 0,24+0,01° 0,28+0,01¢ 0,25+0,00 0,1940,01° 0.000 0.000 0.000
C17:0 anteiso 0,190,012 0,04+0,00° 0,39+0,04° 0,230,012 0,35+0,02¢ 0,31£0,02% 0,28+0,012¢¢ 0,20+0,03*  0.000 0.000 0.06
C17:0 0,08+0,01° 0,1240,00° 0,1420,00° 0,24+0,00¢ 0,12+0,01° 0,28+0,01¢ 0,12+0,00° 0,23+0,01° 0.000 0.000 0.000
C18:0 3,10+0,09° 3,4640,06° 3,28+0,05° 5,37+0,04° 3,33+0,12° 5,160,17° 3,33%0,04° 5,0240,10° 0.000 0.000 0.000
t-9 C18:1 0,00+0,00° 0,00£0,00° 0,14+0,01% 0,43+0,01° 0,1740,012 0,84+0,09° 0,060,022 0,25+0,04° 0.000 0.000 0.000
t-11 C18:1 0,00+0,00° 0,00£0,00° 0,230,022 0,96+0,13¢ 0,47+0,06% 2,58+0,18° 0,13+0,03% 0,60£0,12<  0.000 0.000 0.000
c-9 C18:1 24,00+0,64° 21,71+0,22° 26,61+0,39° 32,01+0,59° 27,49+0,34° 30,98+0,58° 27,94+0,14° 34,69+0,74°  0.000 0.000 0.000
c-9c-12C18:2 28,23+1,42° 50,84+0,65° 16,52+0,69" 10,99+0,21° 15,080,79° 11,300,15° 16,840,51¢ 14,64£0,33°  0.000 0.000 0.000
8?8(::312(:15 2,05+0,08° 3,64+0,05° 1,18+0,05' 0,69+0,01° 1,09+0,04¢' 0,96+0,01% 1,10£0,03°' 0,78+0,02¢  0.000 0.000 0.000
?632;1018'2 0,00+0,00° 0,00£0,00° 0,48+0,01° 1,15£0,02¢ 1,26+0,02° 3,26+0,03 0,39+0,01° 0,8040,01° 0.000 0.000 0.000
C22:5 (EPA) 0,08+0,00% 0,09+0,01° 0,05+0,00% 0,04+0,00° 0,04+0,00 0,05+0,00% 0,06+0,0120 0,03+0,00° 0.000 045 0.05
C22:6 (DHA) 0,140,002 0,15+0,02° 0,09+0,012 0,04+0,00¢ 0,06+0,01° 0,05+0,00% 0,07+0,00% 0,03+0,00° 0.000 0.02 0.04
SAGS 30,15+0,62° 16,560,32° 36,46+0,34° 41,000,18¢ 36,10+0,60° 35,74+0,28° 36,07+0,53° 35,17+0,59°  0.000 0.000 0.000
SAGMIc 37,80+0,98° 26,53+0,26° 43,4540,46° 42,53+0,09° 44,41+0,28% 42,340,12° 44,090,33° 46,29+0,319  0.000 0.000 0.000
$AGPIc 31,57+1,54° 56,28+0,54° 18,43+0,77° 12,03£0,21° 16,73+0,86° 12,70£0,17% 18,63£0,51° 15,8640,33%  0.000 0.000 0.000
SAGPIc n-6 29,35+1,45° 52,42+0,56° 17,1740,71¢ 11,2940,21° 15,58+0,81° 11,69+0,17° 17,450,50° 15,05£0,32¢  0.000 0.000 0.000
$AGPIc n-3 2,210,09° 3,86+0,07" 1,26+0,05' 0,730,01° 1,15+0,04°' 1,01£0,01% 1,18£0,02¢' 0,81£0,02¢  0.000 0.000 0.000
AGS/AGMIc 0,780,002 0,62+0,01° 0,84+0,00° 0,96+0,00° 0,81+0,01° 0,84+0,00° 0,8240,01° 0,760,012 0.000 0.02 0.000
AGS/AGMIt 137,79+2,50ab 97,09+3,58ad 88,62+8,23ad 25,13+1,95¢ 49,96+4,69% 8,39+0,26° 178,2032,00° 40,29+8,52°  0.000 0.000 0.002
AGS/AGPIc 0,96+0,07a 0,29+0,01e 1,99+0,09b 3,41%0,07d 2,18+0,14° 2,82+0,05° 1,94£0,07° 2,22+0,08° 0.000 0.000 0.000



C18:2/C18:3
AR/AV

c-9 C16:1/C16:0
c-9 C 18:1/C18:0
AA/C18:2
y-C18:3/C18:2
AA/y-C18:3
EPA/a C18:3
DHA/a C18:3
EPA/AA

AA/EPA
t-9 C18:1/t-11
C18:1

DHA/AA
AGPIc n-6/AGPIc
n-3

13,69+0,18a
0,00+0,00°
0,27+0,00°
7,73£0,17%
0,02+0,00%
0,01+0,00°2
3,550,09%
0,01+0,00°
0,066+0,00%
0,04+0,00°
31,365,892

0,00+0,00°
0,25+0,02°

13,24+0,22%

13,99+0,28a
0,000,007
0,06+0,01°
6,28+0,14
0,01+0,007
0,01£0,00%
2,56%0,24°
0,01£0,00%
0,040,012
0,06+0,00°
17,82+0,92°

0,000,007
0,20+0,02%

13,60+0,32°

14,04+0,09a
2,16+0,22%
0,29+0,00%
8,12+0,10°
0,02+0,00°
0,00+0,00°
5,7110,27°
0,00+0,00°
0,07+0,01°
0,00+0,00°
0,00+0,00°

0,61+0,06°
0,230,027

13,59+0,07°

15,95+0,49b
1,29+0,18%
0,13+0,00¢
5,97+0,14°
0,02+0,00%
0,00+0,00°
0,00+0,00°
0,00+0,00°
0,060,012
0,00+0,00°
0,00+0,00°

0,48+0,08
0,190,023

15,47+0,51°¢

13,74+0,2227°
2,92+0,57%°
0,30+0,01°
8,27+0,22°
0,02+0,00%
0,00+0,00°
4,23+0,15%
0,00+0,00°
0,05+0,00%
0,00+£0,00°
0,00+0,00°

0,38+0,06"
0,21+0,03%

13,48+0,22°

11,78+0,25°
1,28+0,08%
0,14+0,00¢
6,02+0,20°
0,02+0,00°
0,00+0,00¢
5,56+1,16"
0,00+0,00°
0,050,012
0,00+0,00°
0,00+0,00°

0,34+0,05°
0,24+0,012

11,630,242

15,26+0,38%
4,83+2,53°
0,290,012
8,40£0,12°
0,02+0,00°
0,00+0,00°
7,37+0,66%
0,00+0,00°
0,070,012
0,00+0,00°
0,00+0,00°

0,44+0,02"
0,190,023

14,85+0,40

18,70+0,59¢
1,57+0,35%
0,13+0,00¢
6,92+0,23%
0,02+0,00°
0,00+£0,00°
8,1410,60°
0,00+0,00°
0,04+0,01#
0,00+£0,00°
0,00+0,00°

0,47+0,07"
0,12+0,02°

18,55+0,58¢

0.000
0.02
0.000
0.004
0.004
0.000
0.000
0.000
0.11
0.000
0.000

0.000
0.01

0.000

0.001
0.04
0.000
0.000
0.000
0.000
0.006
0.37
0.002
0.01
0.03

0.37
0.06

0.001

0.000
0.37
0.000
0.06
0.20
0.000
0.000
0.49
0.34
0.001
0.007

0.57
0.19

0.000

'Grupos experimentales: S7: 7% *AS; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea
estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+
estandarizada. 2Efecto: Dieta, Nivel de grasa e interaccion dieta x nivel de grasa. Los resultados son presentados como el promedio + EEM de al
menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizé mediante 4 x 2 ANOVA, seguido de test de tukey. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre grupos. Significancia estadistica: p< 0,05. *AS: aceite de soja.

27% grasa lactea
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Figura 8. Retencién de CLA en suero. Resultados expresados como el promedio +
EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de tukey. Nivel de
significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7:
3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea estandarizada;
S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ 27 % grasa lactea

funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea estandarizada. *aceite de soja.
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Los AGS totales no fueron afectados ni por el origen ni por el nivel de grasa dietaria
(p>0,05; Tabla 12). La relacion AR/AV fue afectada por el origen y nivel de grasa
dietaria (p<0,05) esos cambios son atribuidos a las diferencias entre los grupos
experimentales control (S7 y S30) con el resto de los grupos, GL7 y GL30, GLF7,
GLF30 y GLE30 (Tabla 12). La relacion AGPIc n-6/AGPIc n-3 se vio reducida (-22%)
en el grupo GLF30 (7,01) al ser comparado con su control, S30 (8,94; p<0,05). El
contenido de C18:2 no aumentd con el nivel de grasa dietaria consumida (p>0,05)
mientras que el C18:3 aumentd (+161%) significativamente (p<0,05) al comparar el
grupo S30 con el contenido promedio del resto de los grupos experimentales (Tabla
12).
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Tabla 12. Composicion de acidos grasos en suero

AG Grupos experimentales’ Efecto?
(g/100g/AG)

S7 S30 GL7 GL30 GLF7 GLF30 GLE7 GLE30 D NG DxN
C12:0 0,00£0,00°  000:0,00°  000:0,00°  000:000°  000:0,00°  004:0,00®  0,010,00°  0,070,03® 0,004 0,01 0,05
C14:0 0,20:0,02°  0,21:0,04°  0,44£0,05%  0,84£012°  0,58:0,00%°  079:0,04*  041:0,04®  068:0,17 0,000 0,001 0,18
c-9-C14:1 0,00£0,00°  000:0,00°  000:0,00°  008:001°  000:0,00° 007001  0,00:0,00°  0,00£0,00° 0,000 0,000 0,000
C15:0 0,11:0,02°  0,14:0,01°  0,19:0,04®  0,34£0,03°  0,20£0,02®  0,32£0,02°  0,18:0,01®  0,2740,03* 0,000 0,000 0,086
C16:0 iso 0,06+0,01 004:000  007:000  007£0,01  008:001 007001 006000  0,050,01 0,03 0,18 0,83
C16:0 2153£0,76°  17,18£0,13°  21,64+2,05° 20,68:0,88% 22,69:0,55° 18,84:023® 21,41:039° 19,34£035® 0,23 0,000 0,22
c-9 C16:1 107019  0,28£0,11°  1,77+0,11° 078007  2,01:013°  081:008*  1,60:021*  065:0,16® 0,000 0,000 0,55
C17:0 anteiso 0,060,017 0,00:0,00°  0,11:0,01%  0,10£0,01  0,14£0,02°  0,10£0,00%° 0,10:0,01%¢  0,07:0,00® 0,000 0,000 0,20
C17:0 0,26:0,02  031:0,02®  029:0,02%  030:001%  0240,02°  0,32£0,01°  0,200,02®  0,32£0,01® 0,40 0,002 0,209
Cc18:0 18,04£1,27% 21,341,000  16,90+1,12° 18,69£0,68%  15,83:0,50° 17,37+0,57% 16,15:0,75° 19,360,90® 0,016 0,001 0,66
t9 C18:1 0,02£0,00°  000:0,00°  012:001°  016:0,02* 016001 021002  0,12:0,01°  0,15:0,01° 0,000 0,005 0,044
11 C18:1 0,04:0,01°  0,05:0,02°  0,24:001  0580,04°  0520,01°  1,26£0,00°  0,20:0,01®  0,41:0,05¢ 0,000 0,000 0,000
c-9 C18:1 549:048°  514:050°  8,86:039°  11,860,28% 9,79:030°¢  1376:0,47°  9,10:0,60 1145:0,85 0,000 0,000 0,002
c-9 c-12-C18:2 16,34+1,46°  2233+1,55°  13,87:023°  13,20£0,81° 13,72:0,189° 14,06:0,89° 1525:0,32°  14,62£1,22° 0,000 0,08 0,006
C20:0 007£0,022  012:002°  007:0,00°  0,07£0,01®  0,00:0,00°  0,040,01%  0,05:0,01°  0,05:0,01® 0,000 0,01 0,02
¢-9 ¢-12 ¢-15 C18:3 040:0,07 0841009  0,25:0,04°  0270,01°  032:0,03°  044£0,04°  028+0,01°  029+007° 0,000 0,001 0,001
(Cc-:?_;;1 c1ez 0,00:0,00°  0,00:0,00°  0,35:0,05°  037:0,08"  047:0,08*  0,61£0,08°  033:002°  0,30:0,03 0,000 0,41 0,42
C20:5 (EPA) 0,34£0,04®  032:0,03®  029:0,01%  036:002%  028:0,04° 044005  0270,03  0,23:003" 0,02 0,09 0,02
C24:0 0,04:0,01 0,05:0,00  004£0,00 003000  002:000 003001  002:000  0,04:0,01 0,04 0,21 0,47
C22:4 0,06:0,017  045:0,03°  0,20:002°  037:0,03*  027+0,04°  0270,02°  0,35:0,02°  046:0,02° 0,000 0,000 0,000
c22:5 0,66:0,05%  0,70:0,06®  053:0,04°  0,81£0,05  0,55:0,02°  0,86:0,03° 062002  076:0,02° 0,83 0,000 0,007

C22:6 (DHA) 3,94+0,20 4,24+0,54 3,45+0,25 3,77+0,38 3,563+0,20 4,13+0,35 3,38+0,23 3,46+0,22 0,20 0,16 0,88



ZAGS

ZAGMIic
ZAGPIc

2AGPIc n-6
2AGPIc n-3
AGS/AGMIc
AGS/AGMIt
AGS/AGPIc
C18:2/C18:3
AR/AV

c-9 C16:1/C16:0
c-9 C18:1/C18:0
AA/C18:2
y-C18:3/C18:2
AAly- C18:3
EPA/a C18:3
DHA/a C18:3
EPA/AA

AA/EPA
t-9 C18:1/
t-11 C18:1

DHA/AA
AGPIc n-6/
AGPIc n-3

40,40+1,16
10,70+0,76*
47,53+0,672
42,86+0,72°
4,670,132
3,85+0,373?
369,15£19,33°
0,850,042
42,69+4,27%°
0,00+0,00°
0,05+0,012°
0,310,042
1,59+0,18%
0,01+0,00
132,567+16,44
0,870,072
10,99+2,42
0,01+0,00°
78,42£11,16%

0,510,122
0,16+0,01®

9,20+0,03449%

39,36+1,03
7,46+0,67°
52,46+0,50°
47,05+0,95°
5,41+0,46°
5,42+0,5416°
274,96+21,61¢
0,75+0,03%
26,87+1,03%
0,000,007
0,02+0,0067¢
0,25+0,03%
1,040,112
0,01+0,00
122,93+13,24
0,39+0,04°
5,41£1,17
0,01+0,00*
72,3816,15%

0,00+0,00°
0,19£0,02%

8,94+0,95%

39,79+1,04
15,1620,62°
43,52+1,42%
39,53+1,423%°
3,99+0,23%
2,63+0,09%
93,35+2,56°
0,92+0,05"
60,47+9,28°
1,51+0,22¢
0,08+0,00°
0,53+0,04°°
1,730,09°
0,01+0,00
175,12+28,69
1,30+0,22°
15,08+2,49
0,01+0,007
81,16+3,02%

0,49+0,06%
0,14£0,01#

10,02+0,73°

41,20+0,38
16,1620,13°
40,1520,21°
35,760,414
4,39+0,36%
2,55+0,01°
50,31+4,26"
1,03+0,01°¢
50,45+4,99%°
0,630,11°
0,038+0,00%
0,64+0,03
1,55+0,14%°
0,01+0,00
169,02+17,00
1,37+0,13°
14,16+1,37
0,02+0,00%
57,1045,16%

0,27+0,02
0,18+0,01%

8,330,74%®

39,89+0,85
16,2520,40°
41,83+0,52%%
37,69+0,61°%
4,130,232
2,46+0,11°
52,76+1,02
0,96+0,03"
44,334,720
0,8910,14°
0,09+0,01°
0,62+0,04
1,63+0,01%°
0,01+0,00
162,02+28,53
0,9410,18%
11,42+1,32
0,01+0,00*
86,92+18,76®

0,30+0,02
0,16+0,01#

9,22+0,62%

38,07+0,55
17,99+0,41°
39,72+0,41°
34,72+0,48°
5,00+0,26%
2,12+0,07°¢
22,333+1,42°
0,9610,02"
32,09+0,87%
0,490,072
0,04+0,00%
0,800,047
1,3410,13%
0,01+0,00
164,82+39,09
0,990,062
9,72+1,38
0,02+0,00°
44,416,842

0,170,014
0,22+0,01°

7,01+0,48°

38,75+0,60
15,40+1,00°
44,41+0,75%
40,47+0,78°
3,94+£0,22°
2,56+0,21°
97,11+2,41°
0,87+0,02%
53,75+3,30%°
1,61+0,08°
0,07+0,01%°
0,57+0,06°
1,5410,11°°
0,01+0,00
127,08+16,77
0,9410,09%
12,04+1,40
0,01+0,00072
88,57+5,16%

0,59+0,0191°
0,15+0,01#

10,38+0,68°

40,30+0,70
15,48+1,11°
42,31+0,75%°
38,340,684
3,97+0,15°
2,66+0,24%¢
64,61+5,36"
0,95+0,02"
57,12+10,20*
0,77+0,14°
0,03+0,014
0,60+0,07<
1,54+0,20°°
0,01+0,00
238,84+30,56
0,9610,28%
14,86+4,44
0,01+0,00°
99,39£10,42°

0,37+0,03
0,16+0,00°

9,69+0,36%

0,34
0,000
0,000
0,000
0,004
0,000
0,000
0,000
0,001
0,000
0,000
0,000

0,12

0,95

0,18
0,002

0,04

0,01

0,03

0,000
0,06

0,051

0,97
0,83
0,216
0,053
0,015
0,107
0,000
0,294
0,045
0,000
0,000
0,09
0,01
0,004
0,18
0,48
0,41
0,01
0,03

0,000
0,001

0,013
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0,13
0,01
0,000
0,000
0,444
0,006
0,020
0,010
0,39
0,004
0,77
0,10
0,249
0,38
0,07
0,27
0,34
0,01
0,06

0,009
0,30

0,42

'Grupos experimentales: S7: 7% *AS; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea

estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea estandarizada.
2Efecto: Dieta, Nivel de grasa e interaccion dieta x nivel de grasa. Los resultados son presentados como el promedio + EEM de al menos 6 animales por
grupo. El analisis estadistico se realiz6 mediante 4 x 2 ANOVA, seguido de test de tukey. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa
entre grupos.Significancia estadistica: p< 0,05. *AS: aceite de soja
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4.5.- Parametros relacionados a la regulaciéon del metabolismo lipidico

4.5.1.- Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre la actividad de las

enzimas lipogénicas del higado (Experiencia 4)

En la sintesis de novode los AG en higado y tejido adiposo estan implicadas varias
enzimas: ACC, FAS, enzima malica(EM) yG6PGH. Estas enzimas son determinantes
de los niveles y disponibilidad de AG para su posterior esterificacién, deposito,
utilizacién o secrecién dependiendo del tejido y requerimiento. Estas enzimas son
moduladas por las diferentes dietas y quedd en evidencia que fue el nivel de grasa
dietaria lo que afectd principalmente la actividad de dichas enzimas. En el presente
trabajo se midio la actividad de ACC, FAS y G6PGH en higado.

4.5.2.- Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre sintesis de acidos

grasos en higado (Experiencia 4)

La actividad de la enzima relacionada a la sintesis de acidos grasos ACC fue
determinada en higado. La misma fue afectada (p<0,05) por el origen y nivel de grasa
dietaria (Figura 9). La actividad se vio disminuida en los grupos dietarios GLE7 y

GLE30 e incrementada al nivel recomendado de grasa (7%).
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Figura 9. Actividad de la enzima acetil-CoA carboxilasa. Resultados expresados como
el promedio + EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de tukey.
Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa
lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea
estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ 27 %
grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea estandarizada. *aceite de

soja.

La actividad hepatica de la enzima FAS fue influenciada (p<0,05) por el origen de la
grasa dietaria y también por la interaccionorigen y nivel de grasa (p<0,05). Los
cambios se atribuyen al aumento (+366 %) en la actividad (nmol NADPH/min mg
prot.)de FAS en el grupo dietario GLF7 (17,09)vs S7 (3,67) y GLF30 (16,39) vs S30
(10,06) con un aumento del 63%. La menor actividad de la enzima se observé en los

grupos experimentales S7 y GL30 (Figura 10).
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Figura 10. Actividad de la enzima sintasa de acidos grasos en higado.Resultados
expresados como el promedio + EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2)
seguido de test de tukey. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS¥,
GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 %
AS +4 % grasa lactea estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea;
GLF30: 3% AS+ 27 % grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea

estandarizada. *aceite de soja.

La actividad de la enzima G6PDH (Figura 11) se vio afectada por el nivel de grasa
dietaria (p<0,05). Las menor actividad se observé en los grupos experimentales a nivel
elevado de grasa sin diferencias significativas (p>0,05) entre ellos. Dentro del nivel
recomendado de grasa (7%), la mayor actividad se presentd en el grupo GLF7 (26,87)
con diferencias significativas (p<0,05) al ser comparada con la actividad del grupo GL7
(20,47).
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Figura 11. Actividad de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) en
higado. Resultados expresados como el promedio + EEM (n=6). Analisis estadistico
ANOVA (4x2) seguido de test de tukey. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas
indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales. S7:
7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional,
GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27%
grasa lactea; GLF30: 3% AS+ 27 % grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27%

grasa lactea estandarizada. *aceite de soja.
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4.5.3.- Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre la actividad de las

enzimas oxidativas de acidos grasos en higado (Experiencia 4).

La enzima clave en la B-oxidacion hepatica de acidos grasos es la carnitina
palmitoil transferasa-I(CPT-I), y fue influenciada (p<0,05) por el origen de la grasa
dietaria. La actividad de la enzima en el grupo experimental GLE7 se vio reducida (-
64%) al ser comparada con la actividad de los grupos S30 y GLF30. El nivel de grasa
(7% o 30%) dietaria en los grupos GLF no afecté (p>0,05) la actividad de la enzima
(Figura 12).
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Figura 12.Actividad hepatica de la enzima carnitina palmitoil transferasa-1. Resultados
expresados como el promedio + EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2)
seguido de test de tukey. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*;
GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 %
AS +4 % grasa lactea estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea;
GLF30: 3% AS+ 27 % grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea

estandarizada. *aceite de soja.
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4.5.4.- Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre la velocidad de

secrecion hepatica de triglicéridos (Experiencia 3)

La velocidad de secrecion de TG (VSTG) no se modificd (p>0,05) por la ingesta
de las diferentes dietas, ni a nivel recomendado o elevado de grasa dietaria
(Figura 13).
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Figura 13. Velocidad de secrecion hepatica de triglicéridos.Resultados expresados
como el promedio + EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de
tukey. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3%
AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 %
grasa lactea estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30:
3% AS+ 27 % grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea

estandarizada. *aceite de soja.
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4.5.5.- Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre la remocion de
triglicéridos: actividad de la enzima lipoproteina lipasa en tejido adiposo

epididimal y masculo gastrocnemio (Experiencia 4)

El tejido adiposo es un o6rgano clave y muy activo en la captacion de TG,
fundamentalmente en condiciones post-prandiales. El musculo esquelético, por
contribuir con un porcentaje alto de la masa corporal (aprox. 45%) y en virtud de la
importancia de la captacion en condiciones pre-prandiales, participa activamente en la
clarificacién de los TG circulantes. Es importante considerar también, que el tejido
adiposo, es un 6rgano que se expande en forma muy heterogénea dependiendo de
variables nutricionales, es por ello que su expresion a la contribucion en la captacion
de TG debe ser realizada por 6rgano total.

La actividad de la LPL cuando fue expresada por gramo de TAE, fue afectada por el
origen de la dieta, nivel de grasa dietaria y la interaccion de ambos efectos (p<0,05;
Figura 14) y cuando fue expresada por el efecto peso del TAE la diferencia
significativa (p<0,05) se le atribuyd al efecto de nivel de grasa dietaria (Figura 15). En
el grupo experimental GLF30 se observa un efecto aditivo por el nivel de grasa y la

presencia de CLA.



162

1.6 - a

14 - I

1.0

0,8 - cd

LPL (nmol F/min/g}

0.4 -

0.2

s7 S30 GL7 GL30 GLF7 GLF30 GLE7 GLE30
Grupos experimentales

Figura 14. Actividad lipoproteina lipasa por gramo de tejido adiposo
epididimal.Resultados expresados como el promedio + EEM (n=6). Analisis estadistico
ANOVA (4x2) seguido de test de tukey. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas
indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales. S7:
7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional,
GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27%
grasa lactea; GLF30: 3% AS+ 27 % grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27%

grasa lactea estandarizada. *aceite de soja.

Al comparar los grupos experimentales, se observé diferencia significativa (p<0,05)
en la actividad de los grupos S7 y GLF30; S7 y GLE30; S7 y GL30. La actividad de la
enzima LPL expresada por gramo de tejido (Figura 14) en los grupos experimentales
dentro del nivel de grasa recomendado (7%) no presentd diferencias significativas
(p>0,05). A niveles elevados de grasa (30%) la diferencia (p<0,05) se atribuyé a la
GLF30 con un incremento (+116%) con respecto a la actividad promedio del resto de

los grupos experimentales (Figura 14).
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Figura 15. Actividad lipoproteina lipasa en tejido adiposo epididimal afectada por el
peso del tejido. Resultados expresados como el promedio + EEM (n=6). Analisis
estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de tukey. Nivel de significancia: p<0,05.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa
lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea estandarizada; S30: 30% AS, GL30:
3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ 27 % grasa lactea funcional, GLE30: 3%

AS+ 27% grasa lactea estandarizada. *aceite de soja.

La actividad de la LPL cuando fue afectada por el peso del TAE, evidencié una
modificacion por el nivel de grasa dietaria y la interaccién entre el origen y nivel de
grasa (p<0,05). Al comparar los grupos experimentales entre niveles de grasa
recomendado y elevado (7% y 30%, respectivamente) las diferencias se atribuyeron a
la S7 vs S30 y a la GLF7 vs GLF30. La presencia del isdbmero CLA (cis-9 trans-11
C18:2 CLA) incrementd la actividad enzimatica (p<0,05) independientemente de la
forma de expresion (Figura 15).

La actividad de la enzima LPL en musculo gastrocnemio, no fue afectada ni por el

origen ni por el nivel de grasa dietaria (p>0,05; Figura 16)
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Figura 16. Actividad lipoproteina lipasa en musculo gastrocnemio. Resultados
expresados como el promedio + EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido
de test de tukey. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3%
AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 %
grasa lactea estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30:
3% AS+ 27 % grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea

estandarizada. *aceite de soja.

4.6.- Expresion de factores de transcripcion de genes lipogénicos y

oxidativos en higado (Experiencia 4)

Para esclarecer los mecanismos implicados en la regulacion de la lipogénesis y
oxidacién a nivel de tejido hepatico, se calcularon las expresiones de algunas enzimas
y factores de trascripcion claves relacionados con la lipogénesis a través de la
evaluacion de los niveles de ARNm de: SREBP-1c, SCD1 y FAS. Ademas, los
asociados a la oxidacion de acidos grasos: CPT-1y PPAR-a.

La expresion génica del SREBP-1c en higado estuvo afectada por el origen de la
grasa dietaria (p<0,05). Se observé un incremento (+100%) entre S30 vs S7. No se

observaron diferencias significativas (p>0,05) entre los grupos experimentales a nivel
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recomendado de grasa (7%). La menor actividad se observé en el grupo experimental
GLF30 (Figura 17).
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Figura 17. Expresion génica del SREBP-1c relacionado con el metabolismo lipidico.
Resultados expresados como el promedio + EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA
(4x2) seguido de test de tukey. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*;
GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 %
AS +4 % grasa lactea estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea;
GLF30: 3% AS+ 27 % grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea

estandarizada. *aceite de soja.

Los niveles de RNAm de SCD1 se vieron incrementados (+600%) en la GL30
(p<0,05) al ser comparada con su control S30. Los niveles de RNAm de SCD1 se
incrementaron (+145%) en el grupo experimental GLF7 (p<0,05) al ser comparado

con su control S7 (Figura 18).
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Figura 18. Expresion génica de la A9-desaturasa (SCD1) relacionado con el
metabolismo lipidico. Resultados expresados como el promedio + EEM (n=6). Analisis
estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de tukey. Nivel de significancia: p<0,05.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa
lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea estandarizada; S30: 30% AS, GL30:
3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ 27 % grasa lactea funcional, GLE30: 3%

AS+ 27% grasa lactea estandarizada. *aceite de soja.

En la Figura 19, se observa que los niveles de ARNm de la FAS, aumentaron (76%)
en la GLF7 al ser comparados con los niveles del grupo experimental control (S7). Lo
mismo sucedié con los niveles de los grupos experimentales GLE7 (+121%) y S30
(+70%). El nivel de ARNm en el grupo experimental GLF30 se redujo (-25%) al ser
comparado con el nivel del grupo S30 con diferencias significativas (p<0,05) entre
ambos grupos. El nivel de ARNm en el grupo GL30 aumenté (+12%) al ser comparado
con el nivel de su grupo control (S30) con diferencias significativas entre ambos
grupos (p<0,05).
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Figura 19. Expresion génica de la FAS. Resultados expresados como el promedio +
EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de tukey. Nivel de
significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7:
3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea estandarizada;
S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ 27 % grasa lactea

funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea estandarizada. *aceite de soja.

Los cambios en la expresion de la enzima CPT-Ise manifestaron a causa del origen
de la grasa dietaria (p<0,05). La mayor expresion se observd en los grupos
experimentales control S7 y S30, sin diferencias significativas (p>0,05) entre ambos
grupos. No se observaron diferencias significativas (p>0,05) entre los grupos
experimentales GL, GLF y GLE en ninguno de los dos niveles de grasa (7% y 30%,
respectivamente). A niveles elevados de grasa, los menores niveles de ARNm de

CPT-I se observaron en el grupo experimental GLF30 (Figura 20).
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Figura 20. Expresion génica de 1aCPT-1. Resultados expresados como el promedio +
EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de tukey. Nivel de
significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7:
3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea estandarizada;
S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30.

Relacionando a la oxidacién de AG, la expresion génica en higado de PPAR- a fue
mayor en los grupos experimentales GLF7, GLE7 y GL30. No se observaron
diferencias significativas (p>0,05) entre I6s grupos experimentales S7, GL7, S30,
GL30, GLF30 y GLE30 (Figura 21).
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Figura 21. Expresién génica del PPAR-a. Resultados expresados como el promedio +
EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de tukey. Nivel de
significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa lactea, GLF7:
3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea estandarizada;
S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ 27 % grasa lactea

funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea estandarizada. *aceite de soja.

4.7.- Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre la concentraciéon

plasmatica de NEFA y glucosa

En la experiencia 3, la concentracién (WEqg/l) de NEFA fue afectada por el nivel de
grasa dietaria (p<0,05), la concentracién de este metabolito disminuyé (-32,5%) al

comparar el promedio de las dietas S30 y GL30 con la dieta GL7 (Figura 22).



170

400 -

ba

350 -

300 -

250 -

NEFA (pEq/L)

200 -

150 -

100 -

50 -

S7 GL7 GLF7 GLE7 S$30 GL30 GLF30 GLE30

Grupos experimentales

Figura 22. Concentracion de NEFA (Experiencia 3).Resultados expresados como el
promedio + EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de tukey.
Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa
lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea
estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ 27 %
grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea estandarizada. *aceite de

soja.

En la experiencia 4, la concentracién (WEqg/l) de NEFA fue afectada por el nivel de
grasa dietaria (p<0,05), dichos cambios fueron atribuidos principalmente al descenso
(-39%) de la concentracion (uEg/l) de NEFA en plasma de los animales del grupo
GL30 (389,14) al compararlo con la concentracion del grupo GLE7 (641,32; Figura 23).
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Figura 23. Concentraciéon de NEFA (Experiencia 4). Resultados expresados como el
promedio + EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de tukey.
Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3% AS+ 4% grasa
lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 % grasa lactea
estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30: 3% AS+ 27 %
grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea estandarizada. *aceite de

soja.

En la experiencia 1, la concentraciéon (g/l) de glucosa en plasma fue modificada

(p<0,05) por la interaccién entre el tipo de grasa y nivel de grasa dietaria (Figura 24).
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Figura 24. Concentracion de glucosa sérica (Experiencial). Resultados expresados
como el promedio + EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de
tukey. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3%
AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 %
grasa lactea estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30:
3% AS+ 27 % grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea
estandarizada. *aceite de soja.

En la experiencia 2, la concentraciéon de glucosa sérica no estuvo efectada ni por el

origen ni por el nivel de grasa dietaria (p>0,05; Figura 25).
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Figura 25. Concentracion de glucosa sérica (Experiencia 2). Resultados expresados
como el promedio + EEM (n=6). Andlisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de
tukey. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3%
AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 %
grasa lactea estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30:
3% AS+ 27 % grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea
estandarizada. *aceite de soja.

En la experiencia 3, la concentracion de glucosa en plasma fue modificada por el
nivel de grasa dietaria (p<0,05). Los cambios mas notorios en este parametro fueron
observados cuando se alimenté con GL7, GL30 y GLE30 (Figura 26).
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Figura 26.Concentracion de glucosa sérica (Experiencia 3). Resultados expresados
como el promedio + EEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de
tukey. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3%
AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 %
grasa lactea estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30:
3% AS+ 27 % grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea
estandarizada. *aceite de soja.

En la experiencia 4, la concentracion de glucosa en plasma fue modificada por el
nivel de grasa dietaria (p<0,05). Los cambios mas notorios en este parametro fueron
observados cuando se alimenté con GL7, GL30 y GLE30 (Figura 27).
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Figura 27. Concentracion de glucosa sérica (Experiencia 4). Resultados expresados
como el promedio + EEM (n=6). Andlisis estadistico ANOVA (4x2) seguido de test de
tukey. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos experimentales. S7: 7% AS*; GL7: 3%
AS+ 4% grasa lactea, GLF7: 3% AS +4% grasa lactea funcional, GLE7: 3 % AS +4 %
grasa lactea estandarizada; S30: 30% AS, GL30: 3% AS+ 27% grasa lactea; GLF30:
3% AS+ 27 % grasa lactea funcional, GLE30: 3% AS+ 27% grasa lactea
estandarizada. *aceite de soja.

DISCUSION

Caracterizacion de modelo experimental

En los ultimos afios, el consumo de elevados niveles de grasa lactea (rica en AGS)
ha sido asociado con alteraciones lipidicas y riesgo de ECV, sin embargo, la
suplementacion con AGI en la alimentaciéon de las vacas puede disminuir los niveles
de AGS e incrementar el contenido de conjugados del acido linoleico (cis-9 trans-11

C18:2) y del acido vaccénico (trans-11 C18:1) en la grasa lactea conduciendo a una
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grasa lactea funcional con un potencial efecto benéfico sobre la regulacién de los
lipidos.

En este capitulo de trabajo de tesis se evalud la incorporacion y efectos de la
sustitucion parcial del aceite de soja con grasas lacteas con contenidos normales y
elevados de cis-9 trans-11 C18:2 y trans-11 C18:1 y con niveles convencionales y
reducidos en AGS en ratas alimentadas con dietas conteniendo niveles recomendados
y elevados de grasa. Se evaluaron parametros nutricionales, incorporacion y retencién
de los isdmeros (CLA y AV), las potenciales modificaciones en el perfil de AG y los
posibles cambios metabdlicos producidos por la regulacién de los TG y los
mecanismos involucrados. En los aspectos nutricionales, el desarrollo del presente
trabajo se focaliz6 en estudios de ganancia de peso, peso de tejidos. En cuanto al
metabolismo lipidico, se puntualizd6 en las incorporaciones tisulares de los AG
potencialmente funcionales (AV y AR), en los perfiles de lipidos plasmaticos y
tisulares, en los mecanismos de regulacién de TG tisulares y en el potencial beneficio

de la grasa lactea funcional.

4.1.- Parametros nutricionales

4.1.1.- Efecto del origen y el nivel de grasa dietaria sobre el peso, la

ganancia de peso y el peso de tejidos de los animales experimentales

Todos los animales independientemente de los tratamientos, mostraron una buena
aceptacion sin observarse rechazo en el consumo del alimento (datos sin presentar) a
los dos niveles de grasa suministrados. Durante todo el periodo experimental, los
animales mostraron un buen estado de salud, sin ningun tipo de manifestaciones
toxicoldgicas debido a los tratamientos recibidos.

El elevado contenido de grasa dietaria aument6 el peso corporal en todos los
grupos experimentales y posiblemente estuvo asociado a una mayor retencion
energética en la carcasa. La alimentacién de ratas con dietas con contenido alto de
grasa induce a una deposicién elevada de grasa corporal debido al incremento en el
numero de adipocitos, el tamafo o ambos (Lemonnier y Alexiu, 1973). El grado de
engrasamiento depende de varios factores, el genotipo, el tipo de dieta y el porcentaje
de grasa en la dieta son los mas importantes (Harris y Jones, 1991). Dietas elevadas
en grasa (35% vs 7%) con alimentacion ad libitum durante 4 semanas no mostro

efectos sobre el consumo de energia metabolizable, peso vivo o ganancia de lipidos
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corporales en ratas Wistar (Mazier y LeBlanc, 1991). Este reporte no condice con
nuestros resultados ya que el peso vivo y ganancia de peso aumentaron en los grupos
experimentales alimentados con niveles elevados de grasa (30%) en las cuatro
experiencias. En el presente trabajo, el efecto de las grasas lacteas con contenidos de
CLA en su formulacién sobre el peso de los animales fue superior al del control y la
grasa lactea estandarizada, particularmente a niveles elevados de grasa. Estudios en
ratas que fueron alimentadas con CLA durante la etapa degestacion y lactancia, se
observaron mayores valores de ganancia depeso corporal postnatal en sus crias en
comparacion con los animalestestigo; e incluso, también en las crias en donde se
continud laalimentacion con CLA después del destete (Chin et al., 1994).

Sin embargo, los efectos de los CLA sobre la composicién corporal son
controversiales, esto puede deberse en parte a los modelos experimentales y los
isomeros utilizados, como asi también a la dosis, duracion del experimento, edad de
los animales al inicio de la experiencia (Choi et al.,2004; 2007). Domeneghini et al.
(2006) reportaron que los CLA dietarios pueden modificar la composicién corporal
disminuyendo la acumulacién de tejido adiposo en varias especies de mamiferos.

Los efectos mas pronunciados de los CLA sobre la composicién corporal han sido
reportados esencialmente en modelos experimentales de ratones (West et al., 2000;
Takahashi et al., 2002; Terpstra et al., 2002, 2003). Muy pocos efectos o ausencia de
ellos, han sido reportados en ratas normales o con diferentes estados nutricionales
(Andreoli et al., 2007) y con otros modelos de animales (Lasa et al., 2008; Miranda et
al., 2009; Martins et al., 2010).

Los animales tratados con CLA muestran una reduccion en la acumulacion de la
grasa en el cuerpo en varias especies, tanto con dietas elevadas como en bajas en
grasa; el isébmero responsable de este efecto es el trans-10, cis-12aun con dosis de
0,15% fue efectiva (Martin et al., 2000; DeLaney, 2002; Pariza, 2002; Vessby et al.,
2002). El trans-10, cis-12C18:2no fue detectado en nuestra experiencia ya que es un
isdbmero con niveles muy bajos o nulos de deteccion en la grasa lactea (Chilliard et
al.,2000).En mujeres adultas, con dietas suplementadas con 3 g de CLA/dia durante
64 dias, no se encontraron evidencias significativas sobre una disminucion de la grasa
corporal o en el gasto energético, en contraste con algunos estudios en animales
(Zambell et al., 2000). Estos efectos pueden ser ocasionados por la accién del CLA
sobre el metabolismo de la glucosa vy lipidos. Mencionan al trans-10, cis-12C18:2, con

efectos antiobesidad y sensibilizador a la insulina. Investigaciones en humanos con
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CLA, mostraron una reduccion moderada en la grasa corporal o no tuvieron efecto
comparadas con el grupo con placebo (Vessby et al., 2002).

Mersmann (2002) senala que los mecanismos por los cuales se reduce la grasa
corporal y su deposicion, son el aumento de la actividad de la enzima CPT-I, limitante
de la B-oxidacién de los acidos grasos y también incrementa el contenido de lipasas
que hidrolizan a los lipidos en los adipocitos para su liberacion al torrente sanguineo
(Hauner et al.,, 1995; Doyle, 1998). Posiblemente acoplado a un aumento en la
oxidacién de acidos grasos tanto en las células musculares como en los adipocitos
(Evans et al., 2000). Por reduccion en la sintesis de la Lipasa de la lipoproteina
liberadora de heparina en losadipocitos 3T3-L1, esta enzima esta involucrada en la
entrada de los AG a las células grasas (Hauner et al., 1995), estos mecanismos
traerian como consecuencia la reduccién de la grasa corporal. Por otro lado, también
menciona al principal factor mediador de la respuesta inflamatoria (Factor a de
necrosis de tumor- TNFa) con multiples efectos bioldgicos, entre ellos el decremento
en la diferenciaciéon del adipocito (Petruschke y Houner, 1993). En ratones
suplementados con CLA, las concentraciones del RNAm del TNFa decrecié en el
tejido adiposo y quizd sea la causa del incremento de la apoptosis del adipocito
(Tsuboyama-Kasaoka et al., 2000).

Pariza (2002), expone que los mecanismos por los cuales el trans-10, cis-12C18:2
actua en los adipocitos no estan bien esclarecidos y que los estudios clinicos o efectos
metabodlicos del CLA en humanos no estan bien caracterizados. Atkinson (1999)
concluye que son necesarios otros estudios en humanos con disefios experimentales
apropiados.

En el presente trabajo, los grupos dietarios con grasas lacteas fueron los que mas
impacto tuvieron en los parametros nutricionales en las cuatro experiencias,
particularmente en el peso del higado yde tejido adiposo a niveles elevados de grasa.
Akahoshi et al. (2003) reportaron que la suplementacién con cis-9 trans-11 C18:2 y
trans-10 cis-12 C18:20 con un MixCLA redujeron el TAE vy tejido adiposo perirenal en
rata. Otros autores expusieron que el efecto de los CLA sobre la composicion corporal
y el peso de los tejidos en ratas depende del nivel de grasa dietaria y la cantidad de

CLA presente en la grasa(Yamasaki et al., 2003).

4.2.- Parametros bioquimicos

4.2.1.-Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre la concentracién

de TG y colesterol sérico
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Los efectos de los CLA sobre los niveles de lipidos plasmaticos son
controversiales,en el presente trabajo, los cambios observados en el nivel de
colesterol circulante se observaron en la experiencia 1 los aumentos se produjeron a
niveles recomendados de grasa, sin embargo las menores concentraciones se
observaron en el grupo GLF7. A niveles elevados de grasa los gruposS30, GL30 y
GLE30 presentaron las menores concentraciones séricas decolesterol. Mientras que
en la experiencia 2 no se observaron cambios entre los grupos experimentales.

Numerosos estudios realizados en humanos han expuesto que los CLA no generan
cambios sobre los niveles de colesterol séricos (Smedman y Vessby, 2001; Noone et
al.,, 2002; Petridou et al., 2003; Naumann et al., 2005). Sin embargo, algunos
investigadores han informado efectos hipocolesterolémicos (Gaullier et al., 2005). De
la misma forma, los efectos hallados sobre los distintos tipos de lipoproteinas séricas
han sido muy discordantes (Battacharya et al.,, 2006). Estudios llevados a cabo en
humanos, como también en animales hipertriliciridemicos, mostraron que existe una
relacion entre la concentracién de TG y colesterol en suero con la capacidad
lipogénica hepatica expresada por la actividad de la enzima SCD-1 (Attie et al., 2002).

La enfermedad cardiovascular ateroesclerética constituye la primera causa de
mortalidad en el hemisferio occidental (MSCH, 2001). Dentro de los multiples factores
de riesgo, las dislipidemias (caracterizadas por aumento de TG y colesterol
plasmatico) constituyen una importante condicion etiopatogénica que favorece el
desarrollo de la enfermedad. Los niveles plasmaticos elevados de colesterol
transportado en las lipoproteinas de baja densidad (LDL) son un factor de riesgo
proaterogénico ampliamente demostrado (Rizzo y Berneis, 2006).

Existen diversos estudios en animales que demuestran que la suplementacion con
CLA tendria efectos positivos sobre algunos factores de riesgo cardiovascular y que,
ademas, disminuiria el desarrollo temprano de lesiones ateroescleroticas (Lee et al.,
1994; Kritchevskyet al., 2000; Arbonés-Mainar et al., 2006). Sin embargo, la evidencia
es heterogénea, ya que la mayoria de los estudios han utilizado diferentes mezclas de
isbmeros y distintos modelos experimentales.

La suplementacién con 0,5 g/dia de una mezcla de los isébmeros CLA redujo la
ateroesclerosis aodrtica en conejos alimentados con una dieta elevada en grasa (Lee et
al., 1994). Inclusive, se ha establecido que cantidades menores de 0,1% de mezcla de
CLA del total de la dieta, pueden llevar a la reversidbn de lesiones en conejos
(Kritchevskyet al., 2000;, Nicolosi et al., 1997; Toomey et al., 2006). En este sentido,
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Arbonés et al. (2006), llevaron a cabo un estudio similar suplementando ratones apo
E-/- con 1% de cis-9 trans-11 o trans-10 cis-12 C18:2 en forma separada, contra acido
linoleico como control, observando un menor desarrollo de ateromas y una mayor
estabilidad de la placa ateromatosa luego de la dieta enriquecida con cis-9trans-11
C18:2 en comparacion con trans-10cis-12 C18:2. Estos resultados coinciden con los
de Mitchell et al. (1999), quienes utilizando hamsters como modelo experimental,
también observaron un menor numero de lesiones luego de aportar dietas
suplementadas con 1 % de cis-9trans-11C18:2 y trans-10cis-12 C18:2, al compararlas
con el C18:2. En forma contradictoria a estas investigaciones, Munday et al. (1999) en
ratones C57BL/6 silvestres alimentados con 2,5 g de CLA/kg de dieta aterogénica,
observé que este acido graso favorecia la formacion de la ateroesclerosis. A pesar de
los resultados obtenidos en este estudio la mayor parte de la bibliografia apoya el
efecto anti-ateroesclerético del CLA, aunque no se han definido los mecanismos
especificos involucrados en el efecto protector de los isbmeros en roedores. Ante
estas discrepancias surge la necesidad de nuevas investigaciones para esclarecer con
mayor profundidad la repercusion que podrian tener los CLA sobre este parametro.

En nuestro trabajo, los niveles de TG circulantes fueron modificados por la
presencia de grasas lacteas, mostrando un comportamiento diferencial sin depender
del nivel de grasa dietaria. Las grasas lacteas presentaron mayor concentracién que
las controles a niveles recomendados o elevados de grasa. La ausencia de cambios
en la actividad de la LPL del musculo gastrocnemio en los grupos experimentales
contribuy6 a mantener TG séricos elevados sobre todo en los grupos con presencia de
CLA. Aunque muchos investigadores reportan un efecto hipotriacilgliciridémico por la
ingesta de CLA sintético (Macarulla et al., 2005; Andreoli etal., 2009) en otros trabajos
los efectos fueron opuestos, como ocurrié en el presente trabajo. Un trabajo reciente
(Scalerandi et al., 2014) reporté un efecto hipertrigliceridémico en un modelo de
ratones alimentados con grasas insaturadas de diferente origen suplementadas con
AR o con una mezcla de CLA sintético (cantidades equimoleculares de cis-9 trans-11 y
trans-10 cis-12 C18:2). Del mismo modo, evaluaciones llevadas a cabo en humano
han dado resultados controversiales y con pocos efectos de los CLA sobre las
concentraciones de TG séricos. Algunos trabajos informaron que las concentraciones
de TG en individuos sanos (Roche et al., 2002) o con sobrepeso (Naumann et al.,
2005) no se modificaron ante el consumo de CLA. Tricon et al. (2004), en hombres
saludables, demostraron que los niveles de TG plasmaticos eran aumentados por el
isdmero trans-10 cis-12 C18:2 CLA y disminuidos por el cis-9 trans-11 C18:2 CLA.
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Otros investigadores informaron reduccion de los TG séricos (Mougios et al., 2001;
Noone et al.,, 2002). Con los resultados informados sobre diferentes modelos
experimentales, pareciera que la respuesta de los CLA sobre los TG séricos en
animales y humanos es contradictoria y dependerian de la especie, el estado
metabdlico, el tipo de isémero, el disefio experimental y la composicion den AG de las
dietas (Bhattacharya et al., 2006).

4.2.2.- Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre la concentracion

de TG hepaticos y su regulacién

Los resultados controversiales sobre los niveles de TG hepaticos que han sido
observados por diversos investigadores se exhibieron de mismo modo en los
resultados obtenidos en las experiencias 1, 2 y 3 del presente trabajo.

Los TG hepaticos aumentaron en los grupos experimentales S30 y GLF30 y GLE30
en las experiencias 1 y 3, mientras que en la experiencia 2, disminuyeron en las
grasas lacteas sin depender del nivel de grasa dietaria. En modelos experimentales
con ratones se observo un incremento de TG hepaticos relacionado a una elevada
lipogénesis hepatica (Takahashi et al., 2003; Ferramosca et al., 2006), por otro lado,
otros autores atribuyen este efecto al isémero trans-10 cis-12 C18:2 CLA. De forma
contraria otros trabajos informan diminuciones en el contenido de TG hepaticos por
diferentes mecanismos, en ratas normales (Purushotham et al., 2007) y en ratas
genéticamente obesas (Nagao et al., 2005; Wang et al., 2006).

Sin embargo, el incremento de los TG hepaticos en nuestro trabajo en las grasas
lacteas con niveles de AR no tuvo la dimension de los cambios informados en ratones,
donde el trans-10 cis-12 C18:2 CLA ha promovido una marcada esteatosis
(Tsuboyama-Kasaoka et al., 2000; Poirier, Niot, et al., 2005). Igualmente, por los
resultados observados no podemos descartar que ciertos mecanismos descriptos en
la induccién de la esteatosis, estén involucrados en nuestras experiencias a niveles
elevados de grasa.

En nuestras experiencias, a niveles recomendados de grasa no se observaron
incrementos en el contenido de TG en higado en concordancia con la menor sintesis
hepatica de AG a este nivel de grasa dietaria y a un aumento en la B-oxidacion. Sin
embargo, en la experiencia que se midié la actividad de las enzimas lipogénicas,
estas no disminuyeron su actividad como deberia haber ocurrido para evitar la

acumulacion de TG hepaticos. Estos efectos podrian explicarse en parte por un
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desequilibrio en la relacién lipogenesis: B-oxidacion, manifestada por un incremento en
la actividad de la enzima ACC hepatica y la mayor expresiéon génica del factor de
transcripcion PPAR-a y menor de CPT-I (claves en la regulacion de la oxidacion de los
AG en el higado) en las grasas lacteas a nivel recomendado de grasa. El grupo
experimental S30vs GLF30 incrementé los niveles de ARNm de SREBP-1c y
disminuyo, FAS y SCD-1 como también las actividades de la FAS y ACC. En las
grasas lacteas mermdé la expresion génica de la CPT-I, incrementé la actividad de la
FAS y ACC, lo que manifiesta una prevencion en la acumulacion de TG en higado a
pesar del no aumento en la VSTG.

Varios investigadores en modelos experimentales con ratones reportaron un
incremento en los TG hepaticos asociados a una elevada actividad de enzimas y una
mayor expresion de genes involucrados con la lipogénesis (Takahashi et al., 2003;
Ferramosca et al., 2006). A nuestro conocimiento, no existen estudios donde se evalle
el efecto de grasa lacteas ricas en AR natural sobre la relacion lipogenesis:B-oxidacion
en ratas, asociada a la acumulacién de TG en higado.

Algunos investigadores han reportado que los CLA dietarios mejoraron la esteatosis
hepatica en ratas obesas aumentando la actividad de la CPT-I sin modificar su
expresion (Nagao et al., 2005; Wang et al., 2006). Andreoli et al. (2009) informaron un
menor contenido de TG en higado de ratas alimentadas con una dieta rica en grasa

(20%) suplementada con CLA post-depresion proteica.

4.2.3.- Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre el contenido y

retencién de AV y CLA en higado, tejido adiposo epididimal y suero

En el presente modelo experimental, los mayores contenidos de AV y CLA fueron
observados en tejido adiposo, seguido del higado y suero. Tomados en conjunto,
estos resultados confirman la incorporacién preferencial de CLA en los tejidos ricos en
lipidos neutros (Banni et al., 2001). Resultados semejantes fueron reportados por
Yamasaki et al., (2000), estos investigadores encontraron una retenciéon 5 veces
mayor de CLA en tejido adiposo que en higado en animales alimentados con dietas
conteniendo 2 % de CLA. La retencién de ambos isomeros (AV y CLA) mostro
dependencia con el nivel de grasa dietaria y con el origen de la grasa. A niveles
elevados de grasa dietaria y dietas con grasa lactea se encontraron los mayores
contenidos y retenciones de ambos isémeros. Los menores niveles se dieron en la GL,

seguido de la GLE sin contenidos o retenciones en ambos controles S7 y S30. La
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retencién de los AG isoméricos en los tejidos puede variar de acuerdo a la cantidad
ingerida, tiempo de tratamiento dietario, afinidad para su incorporacién en tejidos y la
capacidad de oxidacién. Se sabe que el flujo de los AG a través de las vias de (-
oxidacion mitocondrial y peroxisomal esta determinado fundamentalmente por la
actividad de las enzimas CPT-I y Acetil CoA oxidasa (no medida en nuestro trabajo)
peroxisomal, respectivamente.

La cantidad de isomeros CLA en tejido adiposo depende tanto de la captacion de
éstos desde circulacion, como de sus velocidades relativas de metabolizacion. En
nuestro trabajo se observé que, el contenido de CLA (reflejado en el perfil de AG y en
la retencion) mostro niveles elevados de ambos isomero cis-9 trans-11 C18:2 CLA y
trans-11 C18:1 tanto en TAE como asi también, en higado y suero. Estos resultados
son semejantes a los informados por otros investigadores (Martins et al., 2010),
quienes encontraron mayores niveles de AR en TAE de ratas.

La suplementacion con grasas lacteas no modificd los niveles de C18:2 en el
higado ni con niveles recomendados o elevados de grasa, aunque las mayores
concentraciones se observaron en la GLF30. Se ha informado, que la incorporacion y
metabolizacion de los CLA es sensible a diferentes factores de la dieta, como lo son
los cambios en los niveles de AGPI dietarios que podrian perturbar el metabolismo de
estos isémeros y de los demas AGPI de cadena larga (Banni et al., 2004a). En cuanto
a los AG de la familia n-3, el contenido de C18:3 en TAE se vio disminuido en los

grupos experimentales con grasa lactea a niveles recomendados y elevados de grasa.

4.3.- Parametros relacionados a la regulacion del metabolismo lipidico

4.3.1.- Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre la actividad de las

enzimas lipogénicas del higado

La actividad de las enzimas lipogénicas: ACC, FAS y G6PDH aumentaron la
actividad a nivel recomendado de grasa (7%). El origen de la grasa dietaria presenté
influencia sobre la actividad de las enzimas. Las grasas lacteas presentaron una
menor actividad de la enzima CPT-I, lo cual podria asociarse con una menor [3-
oxidacion mitocondrial y una mayor estimulacién de la enzima FAS. Numerosos
autores (Tsuboyama- Kasaoka et al., 2000; Clément et al., 2002; Takahashi et al.,
2003, Ferramosca et al.,, 2006; Degrace et al., 2004) han observado en higado de

ratones alteraciones en la tasa de lipogénesis y/o B-oxidacion inducidas tanto por el
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mixCLA, como por el isomero individual trans-10 cis-12 C18:2 CLA. No obstante, a
diferencia de lo encontrado en nuestro trabajo por la suplementaciéon con AR, la
mayoria de los estudios realizados en modelos animales, no mostraron incremento en
la actividad y/o expresion de las enzimas lipogénicas hepaticas por la suplementacion

con dicho isémero (Clément et al., 2002; Faulconnier et al., 2004).

4.3.2.- Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre la sintesis de

AGPI de cadena larga en higado

El contenido hepatico de ALi, Aln y de los AGPI-CL derivados de los mismos,
guardo una relacion directa con los niveles dietarios de las respectivas familias de AGI.

Los cambios en la biosintesis hepatica de AGPI-CL de las familias n-6 y n-3 se
estima con las relaciones AA/C18:2 y DHA/C18:3, respectivamente. El indice de la
enzima A6-desaturasa es representado por la relacion y-C18:3/C18:2, mientras que el
indice de la enzima A5-desaturasa esta representado por la relacion AA/ y-C18:3.

Los cambios observados en la relacion AA/C18:2 estuvo afectada por los grupos
experimentales con presencia de grasas lacteas con respecto a sus controles (S7 y
S30, respectivamente). Ambas relaciones, aumentaron en los grupos experimentales
con grasas lacteas, lo indica que no hubo inhibicion en la biosintesis de AGPI n-6 y
especificamente de la enzima A6-desaturasa hepatica ya que la relacidn que
representa a esta enzima también aumenté en los grupos experimentales con grasas
lacteas. Diferentes investigadores hallaron que el AR o el CLA sintético (mezcla de cis-
9 trans-11 C18:2 y trans-10 cis-12 C18:2), reducen la biosintesis de los AGPI-CL
inhibiendo las enzimasA5- y A6-desaturasas (Ederf et al., 2002; Javadi et al., 2004).
Nuestros resultados muestran un efecto inhibitorio en los grupos experimentales
control posiblemente a causa de la excesiva oferta de C18:2 en ambos grupos
experimentales (S7 y S30).

Con respecto a la familia n-3, los animales alimentados con grasas lacteas

aumentaron la relacion DHA/C18:3 aumentando la biosintesis de de los AGPI n-3.

4.3.3.- Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre la velocidad de

secrecion de triglicéridos hepaticos

La VSTG no fue afectada por el origen o nivel de grasa dietaria, sin embargo, en
valores absolutos fueron mayores las velocidades en las grasas lacteas (La de mayor

velocidad de AG se observo en GLF30) a ambos niveles de grasa al ser comparadas
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con sus controles (S7 y S30). Este efecto pudo haber sido un mecanismo
compensatorio para regular el contenido de TG hepaticos aumentados. Algunos
investigadores informan que estudios realizados en cultivos con células HepG2, el AR
actué como activador mas potente de la secrecion de VLDL-TG que el isémero trans-
10 cis-12 C18:2 CLA (Lin et al., 2001). Este efecto de los CLA sobre la VSTG, puede
estar relacionado con la activacion de PPAR-a, de los cuales se sabe los CLA son
agonistas. En higado, la activaciéon de PPAR-a acrecienta los niveles de apoB-100 vy, a
su vez, la expresion de la proteina de unidén de AG hepatica (LFABP: liver fatty acid
binding protein). Esta proteina que participa en el ensamblaje y secrecién de
lipoproteinas ricas en apoB-100 contribuye a regular la cantidad de lipoproteinas
secretadas por el higado (Linden et al., 2002). Asimismo, existen evidencias que la
activacion de PPAR-a reduce la biosintesis de TG por el higado (Linden et al., 2002),
este seria otro mecanismo mediante el cual los CLA podrian modular el contenido de
TG en el higado. Varios investigadores han respaldado estas aseveraciones,
demostrando que los CLA son potentes activadores de los PPAR, esencialmente,
PPAR-q, y que el AR seria el mas eficiente (Moya- Camarena et al., 1999; Clement et
al., 2002). Nuestros resultados muestran una mayor activacién de este factor de
transcripcion en higado en la GL7, GLF7 y GL30.

4.3.4.- Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre la actividad de la

enzima lipoproteina lipasa en tejido adiposo y musculo gastrocnemio

Los estudios sobre de los efectos benéficos de los CLA sobre el tejido adiposo han
sido controversiales acerca de la modulacion de la homeostasis de los lipidos por
estos isémeros. En el tejido adiposo, la LPL es considerada una enzima clave para la
diferenciacion de los adipocitos, también tiene un rol importante en la captacién y
almacenamiento de los lipidos. El tejido adiposo es un érgano muy variable en su
tamano por lo tanto la actividad de la enzima LPL puede tener diferente interpretacién
en funcién a su modo de expresion. En el presente trabajo, cuando la enzima se
expresdé por 6rgano total, tanto el origen como el nivel de grasa dietaria modificaron la
actividad de la LPL en TAE, especificamente un aumento en el grupo experimental
GLF30. Algunos trabajos llevados a cabo con Mix CLA, informaron una disminucién en
la actividad de la LPL, tanto en estudios en adipocitos aislados (Park y Pariza, 2001),
como en estudios in vivo (Androli et al., 2009) y en estudio in vitro, ha sido relacionado

al isémero trans-10 cis-12 C18:2 (Park et al., 2004). EI mismo efecto se reporté en
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hamsters alimentados con dietas aterogénicas sumplementadas con trans-10 cis-12
C18:2 (Zabala et al., 2006a). Es escasa la informacion con el isémero cis-9 trans-11
C18:2 sobre la actividad de la LPL y en general la poca que existe es contradictoria.
Lin et al. (2009b) reportaron en adipocitos 3T3-L1, expuestos a cis-9 trans-11 C18:2,
una disminucion en la actividad de la LPL, resultado que no condice con los del
presente trabajo, donde la actividad aumento en el grupo experimental GLF30.

La actividad de la LPL en musculo no presenté cambios ni por el origen ni por el

nivel de grasa dietaria.

4.3.5.- Efecto del origen y nivel de grasa dietaria sobre los NEFA y

glucosa circulantes.

Los niveles de NEFA circulantes disminuyeron en los grupos experimentales S30 y
GL30 en las dos experiencias en las que se determinaron.

Los niveles de glucosa circulante no se modificaron por las grasas dietarias de
diferentes origenes, sin embargo en una de las experiencias la concentracion en los
grupos experimentales GL30 y GLF30 disminuyé. En el presente trabajo, no fue objeto
de estudio investigar mecanismos reguladores de la glucemia. Algunos trabajos en
ratones suplementados con mixCLA o con el isémero trans-10 cis-12 C18:2 CLA, han
observado normoglucemia en presencia de una marcada hiperinsulinemia
(Poirier,Rouaultet al., 2005; Clément etal., 2002). Los mismos autores, reportaron que
dietas ricas en cis-9 trans-11 C18:2 CLA, no modificaron los niveles de glucosa
circulante como sucedio en el presente trabajo. Otros investigadores, en pacientes con
sobrepeso (Gaullier et al., 2004) o en pacientes sanos (Eyjolfsonet al., 2004),
reportaron que el mixCLA como suplemento dietario, afectd los niveles de glucosa y

los resultados sobre la insulinemia fueron discrepantes.

CONCLUSIONES

Los resultados muestran que independientemente del origen de la grasa dietaria,
los grupos experimentales alimentados con 30% de grasa tuvieron un incremento
mayor en su ganancia corporal que los que consumieron niveles recomendados de
grasa. Por otro lado, la GLF caracterizada por bajos niveles de AGS y elevado

contenido de AR y AV, condujo una reduccion de acumulacion de lipidos hepaticos
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inducida por altos niveles de grasa y mejoras en el metabolismo lipidico. Dichos
efectos benéficos han sido asociados a una significativa retencion de los AG
potencialmente funcionales y a unas sustanciales mejoras del perfil de los AG
circulantes y tisulares. Los presentes resultados podran contribuir a una mejor
intervencion o prevencion de alteraciones producidas nutricionalmente, las cuales son

comunes a enfermedades de elevada incidencia en nuestra poblacion.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados obtenidos confirmaron la existencia de una importante plasticidad en
la composicidn de los acidos grasos de la leche ante el aporte suplementario de
aceites poliinsaturados. Los resultados sugieren ciertas ventajas al utilizar la mezcla
de aceites de soja y de lino en la proporcion 75- 25 teniendo en cuenta costos relativos
de los aceites, los efectos positivos sobre las variables productivas y la mejora
inducida en el valor saludable de la grasa lactea. De acuerdo a lo esperado, resultd
posible disminuir la participacion de los acidos grasos hipercolesterolémicos de la
leche con un incremento simultaneo de los acidos vaccénico y ruménico. La practica
utilizada resulté de rapido efecto y de relativamente facil implementacion para obtener
una leche natural como fuente pura y sostenible de acidos grasos de excelente calidad
para alimentacion humana. El trabajo realizado aportd conocimientos para el
desarrollo de nuevas estrategias alimenticias para vacas y ovejas lactantes a fines de
mejorar la calidad nutritiva de la leche, innovacion cientifica que puede contribuir a
revertir la tendencia negativa en el consumo de lacteos asociada al consumo excesivo
de grasa saturada y crear conciencia entre los consumidores respecto a los beneficios
de tomar leche entera para la salud. Las concentraciones de los acidos grasos no
saludables como los trans-9 y trans-10 C18:1 permanecieron bajas. En la proporcion
mencionada, la mezcla de aceites de soja y lino permiti6 ademas mantener una
adecuada relacion n-6/n-3 en la leche cercana a 5. La obtencion de estas leches y sus
derivados representa un potencial beneficio para la salud de los consumidores con un
posible ahorro de costos del estado asociados al mantenimiento de una adecuada
salud publica. La estrategia utilizada en el presente trabajo de Tesis va “del tambo a la
mesa” y brinda a los productores o empresas lacteas la oportunidad de desarrollar
productos con mayor valor agregado para el consumidor mediante practicas naturales
que pueden resultar importantes para el posicionamiento de una marca con una
inversion adicional relativamente pequena. Los resultados en el cambio del perfil
lipidico de la leche constituyen una gran oportunidad para productores y empresas
lacteas que pretendan ubicar a sus productos dentro de la categoria de “halo
saludable” y diferenciarlos por valor agregado en origen siendo a su vez una
herramienta muy efectiva para mejorar en forma natural la calidad nutricional de la
leche. Si bien este tipo de leches ya estan presentes en mercados nicho, se obtienen
en general agregando compuestos exégenos (CLA) después de su produccioén lo que
puede afectar el sabor, el olor y la rancidez del producto final. Dado el elevado costo

de los aceites, también resultd importante explorar la cantidad o dosis mas
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conveniente de aceites para alcanzar los objetivos buscados. Los resultados del
Capitulo Il ponen por primera vez en evidencia que el aporte creciente de la mezcla de
aceites de soja y lino (75- 25) aumenta de manera lineal el contenido de los acidos
vaccénico y en consecuencia del ruménico sin efectos negativos sobre la producciéon
de leche ni su contenido proteico. Los cambios en el perfil graso estuvieron
acompafados de la reduccion esperada en el contenido de grasa saturada y de su
fraccion hipercolesterolémica lo que constituye una mejora en su calidad nutricional.
El nivel éptimo de inclusion de la mezcla de aceites estuvo situado alrededor del
3,91% del consumo total de MS de la vaca sin ventajas adicionales al incrementar la
dosis de aceites en la racién total. Al igual que en los bovinos, los resultados obtenidos
con los con ovinos confirmaron la posibilidad de modificar la composiciéon en acidos
grasos de la leche ante el aporte suplementario de aceites poliinsaturados. El
consumo de aceites al 7% de una racién basada en forraje (71%) y concentrado (29%)
no afectd la respuesta productiva ni el rendimiento y contenido de la grasa lactea con
aumentos en el contenido de proteina. Ni el extracto quesero ni el recuento de células
somaticas se vieron afectados lo permitid obtener una leche ovina de mayor valor
nutricional y de excelente aptitud para su industrializacion quesera. La combinacién de
aceites de soja y de lino al 50% generd el mayor nimero de cambios nutricionales
favorables en la leche ovina tomando como criterios de mejora la disminucion de la
fraccidon hipercolesterolémica, el aumento simultaneo en los niveles de los acidos
vaccénico, ruménico y linolénico con una relacion n-6/n-3 menor a 4 y un indice
aterogénico menor a 2. La cantidad optima de la mezcla de aceites a suministrar
(ensayos de dosis-respuesta) y la persistencia en el tiempo de los cambios inducidos
son aspectos que merecen ser abordados experimentalmente en trabajos futuros.
Finalmente, la grasa lactea funcional caracterizada por bajos niveles de acidos grasos
saturados y elevado contenido de los compuestos bioactivos como el ruménico y el
vaccénico utilizada en la dieta de animales de experimentacion condujo a una
reduccion de acumulacién de lipidos hepaticos inducida por altos niveles de grasa y a
mejoras en el metabolismo lipidico y glucidico. Dichos efectos benéficos fueron
asociados a una significativa retencion de los AG potencialmente funcionales y a unas
sustanciales mejoras del perfil de los AG circulantes y tisulares. Asi, el conocimiento
de los efectos benéficos que presentd la GLF desarrollada obtenida y los mecanismos
de accién involucrados podran contribuir a una mejor intervencién o prevencion de
alteraciones metabdlicas producidas nutricionalmente, las cuales son comunes a

enfermedades de elevada incidencia en nuestra poblacion.
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APENDICE

OBTENCION DE GRASA LACTEA FUNCIONAL (GLF) PARA EVALUAR EN
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

El trabajo se llevo a cabo en el tambo experimental de la E.E.A. del INTA de
Rafaela, Provincia de Santa Fe con una duracion total de 23 dias. Se utilizaron 15
vacas multiparas de raza Holando Argentino en lactancia avanzada (299169 dias
postparto) cuyo peso vivo promedio al inicio del ensayo fue de 600 Kg. Los animales
fueron alimentados con una pastura base alfalfa (33,6 % de la MS consumida), un
concentrado comercial (18,6% de la MS consumida) a base de grano de maiz (70%),
expeller de soja (20%), afrechillo de trigo (8%), carbonato calcio (1,2%), sal entrefina
(0,7%), nucleo vit-min (0,08%) y monensina (0,02%) y una racion completamente
mezclada (RCM). Base MS, la RCM incluyé ensilaje de maiz picado fino (24,6 % de la
MS), heno de alfalfa (9,1 %), grano de maiz seco molido (11 %) y pellet de soja (3,1
%). El concentrado (5 kg/vacal/dia) y la mezcla de aceites (0,7 kg/vaca/dia) fueron
suministrados por mitades durante cada turno de ordefio. Previo al suministro de
aceites se tomd una muestra individual de leche del ordefio de la mafana (100 ml) y
de la tarde (100 ml) durante tres dias consecutivos para calcular el perfil de AG inicial
promedio. Luego de 14 dias de consumo total de aceites se repitid el procedimiento.
Las diferencias de concentracion para cada AG de la grasa lactea fueron analizadas a
través de la prueba T de Student para diferencias apareadas (Inicial- Final para cada
vaca). La composicion en AG de la leche en el periodo de pre- y post-suplementacién
con aceites se presenta en el Cuadro 1. El total de AG hipercolesterolémicos de la
leche resulté reducida (-25%) mientras que la concentracion del AV fue incrementada
(+203 %) lo que explicaria el aumento significativo (+194) en la concentracion final del
CLA ya que ambos AG correlacionaron positivamente (r = 0,81, p<0,05). Los niveles
basales del trans-10 C18:1 resultaron muy bajos alcanzando niveles superiores
aunque inocuos en post suplementacion. El indice de aterogenicidad (IA) inicial de la
leche fue reducido (-58%) luego de la suplementacién practicada. La relacion n-6/n-3
basal (2,46) resultdé baja y por lo tanto saludable siendo aun menor (2,12-p<0,05)
luego del contribucion de los aceites.El aporte de 0,7 kg/vaca/dia de una mezcla de
aceites de soja y de lino (70- 30) resulté una estrategia adecuada a fines de reducir en
la leche la presencia de los AG potencialmente aterogénicos asociados a un
incremento del riesgo de enfermedades cardiovasculares. La suplementacion

practicada permiti6 ademas aumentar la concentracion de CLA, reducir el IA y la
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relacion n-6/n-3. Tomados en conjunto, los resultados pueden asociarse a la obtencion

de unaGLF reducida en grasa saturada e incrementada en cis-9 trans-11 C18:2 CLA.

Cuadro 1. Composicion promedio inicial y final en acidos grasos en leche.

Acido graso

Inicial Final
(g/100g del total de AG) W W
C12:0 366  2,50*
C14:0 11,16 9,36*
C16:0 29,41 23,52*
trans-10 C18:1 0,37  0,86*
trans-11 C18:1 (AV) 1,55 4,69
cis-9,trans-11 C18:2 CLA 0,81 2,38*
indice de aterogenicidad? 2,56 1,62*
n-6/n-33 246  212¢
AG hipercolesterolémicos* 44,23 35,38*

2Indice de aterogenicidad: (C12 + 4*C14 + C16) / (suma de AG insaturados), 3 Relacion
omegab/omega3. “acidos grasos hipercolesterolémicos (suma de C12:0, C14:0, C16:0)".
Inicial: concentracién basal de cada AG previo suministro de los aceites. Final:
concentraciéon de cada AG luego de 14 dias de suplementacion lipidica. *: Probabilidad de
la diferencia Inicial-Final sea distinta de cero (p< 0, 05, T de Student, diferencias
apareadas)
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