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RESUMEN. La desnutrici6n proteica severa al destete compromete
significativamente al timo -6rgano de alta velocidad de recambio
celular- provocando un frenado en la proliferacién y maduracién
celular del mismo. Laadministracién de dieta de recuperacion a base
de Caseina al 20 g/100 suplementada con 24 mg/dia de AGPI n-3
durante 9 dfas, fue capaz de revertir dicho fenémeno; el efecto de
estos nutrientes esenciales es dosis-dependiente. Los factores
hemostdticos estudiados (QUICK y KPTT) asi como los lipidos
plasmdticos permanecieron sin variaciones, con excepcién de la
fraccion LDL-Colesterol la cual presenté un ligero incremento
coincidiendo con datos reportados por otros autores. La administra-
cién diaria de 24 mg de estos AGPI n-3 no provocé modificaciones
en los niveles de peroxidacién lipidica en el grupo experimental,
hecho que podria explicarse por la accién protectora ejercida tanto
por los antioxidantes naturales del organismo como por el aporte de
vitamina E de la dieta.

Palabras clave: AGPI n-3, recuperacién nutricional, timo, factores
hemostdticos, lipidos plasmadticos, peroxidacién hepitica.

INTRODUCCION

En la dltima década, el interés suscitado por los Acidos
Grasos Poliinsaturados de la serie n-3 (AGPIn-3) y susefectos
sobre los distintos sistemas y tejidos del organismo, en presen-
ciaoausenciade una patologia de base, han originado innume-
rables investigaciones realizadas tanto en animales como en
humanos. Algunos de ellos como el Acido Eicosapentaenoico
(EPA), son precursores de eicosanoides biolégicamente dife-
rentes a los provenientes del Acido Araquidénico, lo cual
contribuye a reafirmar las evidencias que demuestran que
dichos 4cidos reducen o inhiben los factores relacionados con
los desérdenes inmunolégicos e inflamatorios asi como con el
riesgo cardiovascular (1-3).

Lainmunidad mediada por células se encuentra seriamen-
te comprometida ante una deficiencia de dcidos grasos esen-
ciales (4-8).

La mayoria de los estudios relacionados con las enferme-
dades cardiovasculares evalian el efecto de los AGPI n-3
sobre el nivel de lipidos plasmadticos (triglicéridos, colesterol
y sus fracciones), asi como su incorporacién a los fosfolipidos
de las membranas celulares. Los estudios epidemioldgicos
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SUMMARY. Importance of n-3 polyunsaturated fatty acids (n-
3 PUFA) in the nutritional recovery. Severe protein deprivation at
weaning, may cause a stop in cellular proliferation and absolute
number of T cells W3/13 + in the thymus of growing rats. The
administration of a 20 g/100 casein recovery diet supplemented with
24 mg of n-3 PUFA during 9 days, counteracted this effect suggesting
for these essential nutrients a dose-dependent response. No changes
were observed in hemostastic factors such as protrombine time
(QUICK) and partial active tromboplastine time (KPTT). Even
though total plasma lipids showed no changes, the LDL-cholesterol
fraction presented a low increment in agreement with international
data. Daily administration of this supplemented diet did not show an
increase in hepatic lipid peroxidation in the experimental group,
suggesting that natural antioxidants and vitamin E provided by the
diet might be playing a protective role.

Key words: n-3 PUFA, nutritional recovery, thymus, hemostatic
factors, plasma lipids, hepatic peroxidation.

demostraron que dietas suplementadas con estos 4cidos dis-
minuyen los niveles de triglicéridos y colesterol plasmaticos.
Estos trabajos se caracterizan por diferir significativamente en
las dosis utilizadas asf como en el estado fisiopatolégico de los
pacientes en estudio (normo o hiperlipémicos). En todos ellos
el objetivo perseguido consistié en reducir los transtornos
propios de una situacién de riesgo o evitar simplemente que
ésta se manifieste (9-13).

Otros trabajos analizan el efecto de los AGPI n-3 sobre los |
procesos hemostiticos: tiempo de sangria, fibrinolisis, prue-
bas de coagulacién; la agregacién plaquetaria y el tiempo de
sangria se encontraron disminuidos en la mayorfa de los
estudios (14-16).

El alto grado de insaturaciones, que caracteriza a estos
nutrientes, los hace altamente susceptibles de sufrir procesos
de oxidacidn generandoradicales libres responsables del dafio
tisular. Este fenémeno puede scr evitado por la accién de
antioxidantes provenientes de la dieta, tales como la Vitamina
Ey también por antioxidantes intracelulares (enzimdticos y no
enzimaticos) que se COmportan como mecanismos endégenos
de defensa, tales como superéxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa entre otros (17-20). '
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Trabajos previos de nuestro grupo han demostrado que
ratas de 1aCepa Wistar con un cuadro de malnutrici6n proteica
severo al destete, presentan atrofia timica, caracterizada por
un frenado en la proliferacion y la poblacidn celular T total
(21-23).Laadministracién de una dieta de recuperacién a base
de caseina al 20 g/100 durante 9 dfas, no fue suficiente para
revertir dicho fenémeno. El objetivo de este trabajo consiste
en suplementar esa dieta con distintas cantidades de AGPI n-
3y seleccionar aquella a la cual este fenémeno se revierte,
evaludndose sila misma es capaz de provocar modificaciones
en el nivel de lipidos plasmaticos, en las pruebas de coagula-
¢cién y si se produce un incremento enla peroxidaciénlipidica
en higado.

MATERIALES Y METODOS

Para cubrir el objetivo propuesto se disefiaron las siguien-
tes experiencias.

Experiencia 1: Ratas de la Cepa Wistar (n=40) de colonia
cerrada provenientes del Bioterio de la Cétedra de Nutrici6n,
se destetaron a los 22 dias y se sometieron a una dieta libre de
proteinas hasta la pérdida del 25 g/100 de su peso inicial (Po)
{cuadro de deficiencia proteica severa). Un grupo fue sacrifi-
cado (LP25)y el resto de los animales fue separado en 3 lotes
alos cuales se les suministré durante nueve dias una dieta de
Caseina al 20 g/100 con (en cantidades variables) y sin el
agregado de un suplemento de aceite de pescado (salmén) de
origen comercial como tinica fuente de AGPIn-3(30g/100de

" AGPI por cada gramo de aceite). El lote 1 recibi6 39,3 mg/
dfa(L1),ellote 2 recibié 77,8 mg/dfa (L2) de aceite, aportando
12y 24 mg/dfa de AGPI n-3 respectivamente; el lote 3 recibi
sdlo Caseina al 20 g/100 (L).

Las dietas experimentalcs fueron isocaléricas y aportaron
4,05 Kcal/g siendo 1a Unica variable el contenido proteico (0
8/100 y 20 g/100) y completas en todos los otros nutrientes
indispensables, segiin recomendaciones de! American Institute
of Nutrition (24) (Tabla 1).

Como control (C) se utilizaron ratas bien nutridas de wual
edad alimentadas desde el destete con dieta Stock (Cargill,
Proteinas: 24,7 g/100).

Durante todo el perfodo experimental los animales se
expusieron a un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad (7.00 AM -7.00 PM); la temperatura del bioterio se
mantuvo en 21 £ 1°C; el suministro de agua y dicta fue
proporcionado “ad libitum”. En los lotes L1, L2 y L, se
determiné el consumo periédicamente y a partir de este dato
se calcul6 la ingesta proteica y calérica diaria expresandose
los resultados en funcién de la masa metab6licamente activa
{PO,75 = [(Po+Pf)/2] 0,75} (Tabla 2).

TABLA 1

Composicién de las dietas experimentales
Componentes LP25 L L1 L2
gkg
colina 1.5 1,5 1,5 1.5
vitam. hidrosol. 25 2,5 2,5 2,5
proteinas - 200 200 200
sales minerales 50.0 50,0 50,0 50,0
aceite de maiz 45,0 - 45,0 45,0 45,0
vitam. liposol. 8 5,0 5,0 5,0 5.0
dextrina c.s.p. 1kg 1kg lkg I kg
AGPI n-3 - - 12mg/dia 24 mg/dia’

a) Lamezclade vitaminas liposolubles incorporada en la preparacion
de 5 g por kg de dieta provee:

Vit. A 400 mg/ 100 g de dieta.

Vit. E 10 mg/ 100 g de dieta.

Vit. D 200 mg/ 100 g de dieta.

TABLA 2
Consumo total de dieta, protefna total y energia de los
grupos experimentales

Grupo Consumo Proteina Proteina Energfa Energia

de dieta total total

© gldia g/dia mg/dia/POT5  kealldia keal/dia/P®7s
L 7.940,7 1,610,1 80,7422 299423 1,540,1
L1 9,1x1,6 1,840,3 87,1%15,5 34,6%6,0 1.740,3
L2 80+1,6 1,603 759+10,3 309459 15402

B}

Los resultados se expresan como X £DE ; 6-10 ratas por grupo.

Al final de cada periodo experimental los animales se
mantuvieron 3-4 horas en ayuno; luego fueron pesados y
sacrificados. El timo fue extraido, pesadoy colocado en una
solucién constituida por medio RPMI 1640 y Suero Bovino
Fetal. Con él se prepararon suspensiones celulares -
monodispersas, trabajindose siempre a 4°C. Se realizé el
recuento celular utilizando la cdmara de Neubauer y se deter-
miné la poblacién celular T total usando el anticuerpo
monoclonal 'W3/13 por la técnica de mmunoﬂumescencxa
indirecta, expresindose los resultados en celx10-7 /ml de
suspensién (Tabla 3).

Losresultados obtenidos fueron analizados ut|117ando test
de student.
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TABLA 3
Peso corporal, peso timo, N° de timocitos y N° absolqto
de células T W3/13% de los grupos experimentales
(L1,L2,L, LP25) y control (C)

Grupo Peso corporal  Peso del timo N°de Cel. N° ABS. de?
Cel. W3/137
gr mg mg/Pf0.75 10'7/org 10°7/ml susp.
LP25 289+37 34,5+247 28121 1,807 0,09+ 0,05
L 709+75 2269657 92+22 237+420 134x21b
L1 78,5+ 1,5 297.6+32,7 11,4+1,6 20,0t I,6b 102+ 2,2b
L2 70,0+ 2,6 270,0+ 35,7 10,8£1,8 43,7+73 29,2+0,3
C 137,1+£ 30,7 351,3£60,8 89+12 36,738 32,134

Los resultados se expresan como X + DE ; 6-10 ratas por grupo.
a. fueron leidas entre 400-800 células.
b. (0,00005 < P < 0,0005 ) con respecto a C.

Resultados: No se observan diferencias significativas en
el consumo de dieta, proteina total y energia entre los grupos
L,L1yL2 (Tabla?2).

Sélo el grupo que recibe la cantidad de 24 mg/dia alcanza
los valores de niimero de timocitos y células W3/13 + del
control normal de igual edad. Este efecto no fue observado al
suplementar con 12 mg/dia de AGPI n-3 (Tabla 3).

Teniendo en cuenta estos resultados se selecciona la
cantidad de 24 mg/dia para la experiencia posterior partiendo
del modelo experimental descrito en la experiencia 1.

Experiencia 2: Enloslotes Ly L2 se extrajo sangre por
puncidn venosa y se extirp6 el higado entero. Se ensayaron
las pruebas de coagulacién: Tiempo de Protrombina (QUICK)
y Tiempo de Trombloplastina Parcialmente Activado (KPTT),
y se determinaron los lipidos plasmdticos (Colesterol total,
Triglicéridos y HDL-Colesterol) aplicando métodos
enzimiticos (Reactivos Wiener: Colestat Enzimdtico AA,
Triglicéridos Color GPO/PAP AA y HDL Colesterol Monofase
AA . Todas estas determinaciones se realizaron en una Equipo
Automatizado: Ciba-Corning 550 Express). El nivel de la
fraccién de LDL-Colesterol se determind por cdlculo a partir
de la ecuacidn de Friedwald:

LDL-Colesterol = Colesterol Total - (Triglicéridos/ S+HDL-
Colesterol) :

El grado de peroxidacién lipidica a nivel hepdtico se
determiné aplicando dos técnicas indirectas de evaluacién del
fenémeno: 1) TBARS: determinacidn fluoromatrica de sustan-
ciasreactivas al 4cido tiobarbitirico, (25-26) y ii) T-BOOH:
quimioluminiscencia iniciada con hidroperéxido de terbutilo,
en el cual se evalda el estado general del sistema para respon-
der a un stress in vitro luego de ser sometido a un stress previo
@n.

Los resultados obtenidos fueron analizados utilizando test
de student (28-29).

Resultados: Se observé aumento en la fraccion de LDL-
Colesterol (p<0,005) al comparar L2 con L, no halldndose
diferencias en los restantes lipidos plasmaticos y pruebas de
coagulacién (Tabla 4).

TABLA 4
Perfil de lipidos plasmadticos y pruebas de coagulacién de
los grupos experimentales (L2) y control (L)

Pardmetros Grupo LL Grupo L2
Colesterol total

mg/100 mL 152,148,1 164,6£13,8
HDL-Colesterol

mg/100 mL 87,719,2 83,3£14,9
LDL-Colesterol

mg/100 mL 46,2+11,8 70,6£14,02
Triglicéridos

mg/100 mL 79,3+24,1 76,7+17,42
Tiempo de QUICK

% 90,0+14,1 95,6+10,1
KPTT

seg 36,0+£1,4 26,615,0

Los resultados se expresan como X + DE ; 9-11 ratas por grupo.
a. (0,002 < p < 0,005) con respecto a L.

No se observan diferencias en TBARS ni en T-BOOH
entre los grupos estudiados (Tabla 5). Es de interés destacar
aqui que la informacidn obtenida no difiere de los valores
hallados para el grupo control alimentado con dieta stock
( TBARS: 0,640,1; T-BOOH: 35,5£9,4).

TABLA 5
Andlisis de la integridad del tejido hepético
por TBARS y T-BOOH
Grupo TBARS T-BOOH
nmol/mg prot 103 cps/mg prot.
L 0,710,2 39,1412.1
L2 0,840,2 36,5+10,7

Los resultados se expresan como X + DE ; 9-11 ratas por grupo.
DISCUSION

La desnutricién proteica severa al destete provoca un
frenado en la proliferacién y la maduracion celular del timo;
este efectono fue revertido por Ia administracién de una dieta
de Casefnaal 20 g/100 durante 9 dias. Como terapianutricional
alternativa se ensayo la suplementacién de dicha dieta con
AGPI n-3 en diferentes cantidades. Los animales no experi-
mentan modificaciones en sus hébitos alimentarios ni mues-
tran rechazo de las dietas por el agregado de aceites de
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pescado, presentando un consumo similar de dieta asicomode
proteina total y energia expresada en funcién de la masa
metabdlicamente activa. S6lolaadministracién de dichadieta
durante el mismo perfodo experimental y suplementada con
24 mg/dfa de &cidos grasos poliinsaturados, es capaz de
restablecer la proliferacién y la poblacién celular T total,
sugiriendo que el efecto de estos nutrientes indispensables es
dosis-dependiente.

El grupo que recibi6 el suplemento (L.2) presenta valores
de LDL-Colesterol superiores a los observados en el grupo sin
suplementar (L), mientras que el resto de los pardmetros
lipidicos y las pruebas de coagulacién no muestran
modificaciones significativas a p < 0,01.

Los resultados obtenidos, por distintos investigadores,
telacionados con el potencial efecto beneficioso de los aceites
de pescado difieren segtin que los individuos estudiados sean
clfnicamente sanos y/o presenten una patologfa lipidica de
base. En la mayoria de los trabajos, en hombres adultos
saludables, se han observado disminuciones en los valores de
los triglicéridos y las fracciones de VLDL, con incremento en
los niveles de HDL?2 y fundamentalmente de LDL (12-13).
Las cantidades de AGPI n-3 utilizadas como suplementos en
dichos trabajos oscilan entre los 2 y 7 gramos/dia, lo cual
representa aproximadamente, para un peso promedio de 70
kg, 0,029 a 0,100 mg por gramo de peso corporal. Nuestro
trabajo experimental fue desarrollado en ratas, clinicamente
sanasy normolipémicas, que luego de una desnutrici6n proteica
severaal destete reciben unadieta de recuperacién suplemen-
tada con 24 mg/dia de AGPI n-3. Estos animales presentan un
peso promedio de 50 g a 1o largo del perfodo experimental, lo
cual equivaleaunacantidad promediode 0,480 mg por gramo
de pesocorporal. Ladiferenciaenlamisma (0,480 vs. 0,029-
0,100) es de 16 a § veces mayor que la reportada en estudios
¢n humanos, lo cual explicarfa en nuestra experiencia que los
niveles de triglicéridos plasmdticos no sélo no disminuyan
sino que permanezcan sin modificaciones. El resto del perfil
lipidico permanecié sin cambios, con excepcién del LDL-
Colesterol, el cual aumentd; este aumento podriaexplicarse en
funcidn de cambios en la afinidad del receptor de LDL por su
ligando o alteraciones en la propia particula de LDL de modo
tal que no puede ser reconocida por su receptor. La potencial
incorporacién de estos AGPI n-3 tanto en las membranas
celulares como en las lipoproteinas podria afectar la confor-
macién y por consiguiente el comportamiento de la
apolipoproteina B en la superficie de la LDL o del receptor
para LDL en la superficie celular, tal como fue postulado por
algunos autores (11). También es importante remarcar que
durante el periodo de deplecién proteica severo al que fueron
sometidos los animales, previo a la administracién de la dieta
de recuperacién, podrian afectarse los niveles de
apolipoprotefna B, 1o cual podria contribuir a exacerbar las
alteraciones en la interaccién ligando receptor (30).

Los resultados demuestran que el agregado de 24 mg/dia
de AGPI n-3 no provoca cambios o alteraciones en el tejido

hepdtico’-6rgano de importancia en el metabolismo lipidico -

A nivel internacional y con el objeto de cvitar daio
oxidativo, se aconseja el agregado de vitamina E como dL-
alfa-tocoferol, cuando se suplementa la dieta con dcidos
grasos de la serie n-3. La cantidad establecidaes 2,68 mg Vit.
E/grde DHA y 2,24 mg de Vit E/gr de EPA, respectivamente
(17). Este agregado no fue realizado en nuestro trabajo por
la necesidad de tener una tnica variable determinante de los
cambios anivel timico. Si tenemos en cuenta el aporte original
de vitamina E de la dieta experimental (cada gramo de dieta
aporta 0,1 mg de dicha vitamina) y el suplemento de AGPI n-
3, veremos que la relacién propuesta es ampliamente
superada; por cada 24 mg de EPA + DHA se deberian
consumir 0,059 mgde vitaminaE, ingiriéndose enrealidad 0,8
mg (Tablas 1 y 2).

Esto nos permite postular la existencia de un poténcial
efecto protector antioxidante ejercido por la vitamina E dietarta
en accién sinérgica con los antioxidantes intracelulares, evi-
tando el dafio hepdtico que podria provocar la incorporacién
de los AGPI n-3 en la dieta de recuperacion nutricional. Por
otraparte, es de interés destacar que la cantidad utilizadacomo
suplemento, no provoca alteraciones en los pardmetros
bioquimicos evaluados siendo suficiente para revertir los
efectos mencionados de la malnutricidn proteica severa sobre
el timo de ratas en periodo de crecimiento activo.
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