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Los acidos grasos nitrados (NO,-FAs) son productos de oxidacion formados de la
reaccion entre los acidos grasos (FA) insaturados y especies reactivas del nitrégeno,
por ejemplo diéxido de nitrogeno (‘NO,), derivados del metabolismo celular o de
procesos como la inflamacion. Los NO,-FAs, principalmente los nitroalquenos, son
compuestos electrofilicos que median acciones de senalizacion complejas con efectos
fisiologicos citoprotectores, antiinflamatorios y metabodlicos. En los mamiferos, los
niveles endégenos de NO,-FAs se encuentran en sangre y tejidos a concentraciones
nanomolares. Sin embargo, actualmente se desconoce si la leche bovina, fuente
alimenticia relevante de acidos grasos poliinsaturados, también contiene
endogenamente NO,-FAs electrofilicos. La hipotesis del presente trabajo se basa en
que la leche vacuna contiene concentraciones micromolares de acido nitrolinoleico
conjugado (NO,-cLA). La hipdtesis se postula dada la presencia de una alta
concentracion relativa de acido linoleico conjugado (cLA) en la leche vacuna, el cual es
reconocido como uno de los principales acidos grasos enddgenos susceptibles de
reaccionar con especies reactivas del nitrégeno, tanto in vitro como in vivo, generando
NO,-cLA. El objetivo general de esta tesis de maestria fue aplicar técnicas analiticas
basadas en diferentes y sucesivos métodos de extraccion lipidica y espectrometria de
masas, para demostrar formalmente que la leche bovina contiene endégenamente
acido nitro-linoleico conjugado (NO,-cLA). Se utilizaron muestras de leche obtenidas

por la Facultad de Agronomia (Paysandu, Plataforma EEMAC) e INIA-La Estanzuela



(Colonia; Plataforma LE) en forma controlada y estandarizada. Se analizaron muestras
de animales de diferentes razas y en diferentes estados metabdlicos de acuerdo al
periodo de lactancia de los animales. Las muestras de leche fueron procesadas para
extraer acidos grasos utilizando NO,-cLA y NO,-SA como estandares internos. El
analisis cuantitativo se realiz6 en un espectrometro de masa QTRAP 4500 y los
softwares Analyst 1.6.1, MultiQuant, LipidViewer y GraphPad 8.0. Los resultados
obtenidos permitieron detectar NO,-cLA en la leche de este grupo de animales en el
rango de 0.013-1.6 mg/L correspondiente a 0.4-4.8 uM. El analisis comparativo de cLA
y de NO,-cLA en muestras individuales de leche permitié establecer que hasta el 2.7%
del cLA lacteo se encuentra nitrado. Sin embargo, mientras que mas del 97% de cLA
estaba esterificado en forma de triglicéridos y fosfolipidos, la gran mayoria del NO,-cLA
se encontré como acidos grasos libres no esterificados. Este resultado sugiere que la
incorporacion enzimatica de NO,-cLA a triglicéridos y fosfolipidos no es éptima y apoya
la hipotesis de que el NO,-cLA lacteo se podria estar formando en el tracto digestivo,
en particular en los compartimentos acidos. Los niveles de NO,-cLA en la leche bovina
variaron significativamente con el periodo de lactancia para diferentes genéticas
bovinas NZ y USA, en algunos casos con niveles mas altos al comienzo de la lactancia.
Para confirmar que el NO,-cLA detectado en la leche por MS correspondia a un acido
graso nitrado electrofilico, se realiz6 un ensayo de reactividad con el nucledfilo
B-mercaptoetanol (BME). De esta manera se demostré la formacién de aductos
reversibles covalentes que confirman el NO,-cLA como nitroalqueno. En condiciones
gastricas acidas en presencia de nitrito (NO,’), se produjo un aumento significativo en
los niveles de NO,-cLA, lo que sugiere que el NO,-cLA de la leche puede originarse, al
menos en parte, a partir de nitracion de cLA en el tracto digestivo. En resumen,
mostramos por primera vez que la leche contiene concentraciones micromolares de
NO,-cLA endégeno. Teniendo en cuenta que en concentraciones micromolares el
NO,-cLA es capaz de modular a nivel fisioldgico la expresion génica antiinflamatoria y
las respuestas metabdlicas, nuestro hallazgo de NO,-cLA presente endégenamente en
la leche vacuna convierte a este acido graso en un nutriente funcional de potencial

importancia para la salud humana.
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Nitrated fatty acids (NO,-FAs) are oxidation products formed from the reaction between
unsaturated fatty acids (FA) and reactive nitrogen species, for example nitrogen dioxide
(*NO,), derived from cellular metabolism or processes such as inflammation. NO,-FAs,
mainly nitroalkenes, are electrophilic compounds that mediate complex signaling
actions with cytoprotective, anti-inflammatory and metabolic physiological effects. In
mammals, endogenous levels of NO,-FAs are found in blood and tissues at nanomolar
concentrations. However, it is currently unknown whether bovine milk, a relevant food
source of polyunsaturated fatty acids, also endogenously contains electrophilic
NO,-FAs. The hypothesis of this work is based on the fact that bovine milk contains
significant concentrations of conjugated nitrolinoleic acid (NO,-cLA). The hypothesis is
postulated given the presence of a high relative concentration of conjugated linoleic acid
(cLA) in bovine milk, which is recognized as one of the main endogenous fatty acids
susceptible to reacting with reactive nitrogen species, both in vitro and in alive,
generating NO,-cLA. The general objective of this master's thesis was to apply
analytical techniques based on different and successive methods of lipid extraction and
mass spectrometry, to formally demonstrate that bovine milk endogenously contains
conjugated nitro-linoleic acid (NO,-cLA). Milk samples obtained by the Faculty of
Agronomy (Paysandu, EEMAC Platform) and INIA-La Estanzuela (Colonia; LE



Platform) were used in a controlled and standardized manner. Samples from animals of
different breeds and in different metabolic states were analyzed according to the
lactation period of the animals. Milk samples were processed to extract fatty acids using
®NO,-cLA and NO,-SA as internal standards. Quantitative analysis was performed on a
QTRAP 4500 mass spectrometer and Analyst 1.6.1, MultiQuant, LipidViewer, and
GraphPad 8.0 software. The results obtained allowed detecting NO2-cLA in the milk of
this group of animals in the range of 0.013-1.6 mg/L corresponding to 0.4-4.8 pM. The
comparative analysis of cLA and NO,-cLA in individual milk samples allowed us to
establish that up to 2.7% of dairy cLA is nitrated. However, while more than 97% of cLA
was esterified in the form of triglycerides and phospholipids, the vast majority of
NO,-cLA was found as non-esterified free fatty acids. This result suggests that the
enzymatic incorporation of NO,-cLA into triglycerides and phospholipids is not optimal
and supports the hypothesis that dairy NO,-cLA could be forming in the digestive tract,
particularly in the acidic compartments. NO,-cLA levels in bovine milk varied
significantly with the lactation period for different NZ and USA bovine genetics, in some
cases with higher levels at the beginning of lactation. To confirm that the NO,-cLA
detected in milk by MS corresponded to an electrophilic nitrated fatty acid, a reactivity
assay was performed with the nucleophile B-mercaptoethanol (BME). In this way, the
formation of reversible covalent adducts was demonstrated that confirm NO,-cLA as a
nitroalkene. Under acidic gastric conditions in the presence of nitrite (NO,"), there was a
significant increase in NO,-cLA levels, suggesting that NO,-cLA in milk may originate, at
least in part, from nitration of cLA in the digestive tract. In summary, we show for the first
time that milk contains micromolar concentrations of endogenous NO,-cLA. Taking into
account that in micromolar concentrations NO,-cLA is capable of modulating at a
physiological level anti-inflammatory gene expression and metabolic responses, our
finding of NO,-cLA endogenously present in bovine milk converts this fatty acid into a

functional nutrient of potential importance for human health.
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Antecedentes

La leche bovina es un alimento considerado de alto valor nutritivo, con buen equilibrio
de macronutrientes. De acuerdo a datos del Instituto Nacional de la Leche (1), el
consumo de leche en Uruguay ronda en 230 litros de leche per capita, mas del doble
del consumo medio mundial. Se estima que en Uruguay se ordefian 2.000 millones de
litros de leche anuales, los que permitirian alimentar a mas de 20 millones de personas

en base a una taza de leche diaria.

Las propiedades fisico-quimicas de la leche han sido bien estudiadas (2—4). La leche
bovina es una mezcla compleja y heterogénea compuesta por un sistema coloidal de
tres fases, i) una solucion en la cual minerales asi como los glucidos se encuentran
disueltos en el agua, ii) una suspension de sustancias proteicas; iii) una emulsion
formada por la grasa, proteinas y sales como el calcio. Las moléculas de caseina (80%
de las proteinas de la leche) interaccionan entre si, con lipidos y con sales formando
una dispersion coloidal que consiste en particulas esféricas llamadas micelas con un
diametro que suele variar entre 60 a 450 nm. Ademas de esta complejidad
fisicoquimica, la composicion de la leche tiene una naturaleza dinamica, y la
composicién varia con la etapa de lactancia (estado metabdlico del animal), la edad, la

raza, la nutricion, el balance energético y el estado de salud de la ubre (5-8).

Principales nutrientes en la leche bovina

La leche de vaca es un alimento basico en la alimentacion humana con un contenido
equilibrado de macronutrientes y una excelente relacién entre la calidad nutricional y el
aporte energético. Si bien la composicion puede variar en funcion de la alimentacion de
la vaca, el valor nutricional medio por cada 100 mL de leche entera es de 3,8 g de
grasa, 3,1 g de proteina y 4,7 g de carbohidratos, aportando aproximadamente 66
kcal/100 mL. La leche y sus derivados son una de las principales fuentes de calcio en
la poblacion. También es fuente de vitaminas B1, B2, B3, B12, A, D y E. La

composicién grasa de la leche esta representada mayoritariamente por triglicéridos
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incluyendo acidos grasos de cadena corta y media facilmente digeribles, fosfolipidos y

lipidos insaponificables, entre los que destacan el colesterol, carotenoides y cLA (9).

La proteina de la leche bovina tiene un alto valor biolégico y biodisponibilidad, por lo
que la leche es una buena fuente de aminoacidos esenciales. Ademas, la leche
contiene una amplia gama de proteinas con actividades bioldgicas incluyendo péptidos
antimicrobianos, factores de crecimiento, hormonas, enzimas, anticuerpos vy
estimulantes inmunitarios. El contenido de caseina de la leche representa alrededor del
80% de las proteinas de la leche, seguida por también proteinas del tipo globulares
(principalmente beta-lactoglobulina, alfa-lactoalbumina y albumina bovina) mas

hidrosolubles que la caseina. (2,10)

La leche contiene muchos minerales, vitaminas y antioxidantes (11). Los antioxidantes
mas importantes de la leche son las vitaminas liposolubles E y A y derivados del
selenio. Los antioxidantes tienen un papel en la prevencion de la oxidacion de la leche

y también pueden tener efectos protectores en la célula productora de leche en la ubre.

Lipidos

Las grasas y los lipidos de la leche bovina juegan un papel crucial en la leche de vaca,
ya que contribuyen a su sabor, textura y valor nutricional. Se consideran como una
parte importante de una dieta sana y equilibrada. La grasa de la leche contiene acidos
grasos esenciales incluyendo omega-3 y omega-6, que son esenciales para la funcién
cerebral, la salud ocular y la funciéon del sistema inmunolégico (9). Los lipidos en la
leche de vaca también ayudan con la absorcion de vitaminas liposolubles como las

vitaminas A, D, E y K.

La cantidad de grasa en la leche puede variar segun la especie animal, la raza, la dieta
y otros factores (12). Los principales lipidos de la leche son los triglicéridos, los
fosfolipidos y el colesterol. Los triglicéridos son los lipidos mas abundantes en la leche

y constituyen alrededor del 98% del contenido total de lipidos. Estan compuestos por
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tres acidos grasos y una molécula de glicerol. El colesterol esta presente en cantidades

muy pequenas en la leche, normalmente menos del 0,5 % (9,13).

Los fosfolipidos y glicoesfingolipidos representan aproximadamente el 1% de los lipidos
totales de la leche y son importantes para la estructura y funcién de las membranas
celulares (3). Estos lipidos contienen cantidades relativamente mayores de acidos
grasos poliinsaturados (PUFA) que los triacilgliceroles. Tienen papeles funcionales en
la digestion, en el epitelio del tracto digestivo, diferenciacion celular, proliferacion,
reconocimiento inmunitario y sefializacion transmembrana. Ademas, algunos
glicoesfingolipidos tienen efecto sistémico y desempefian un papel importante en el

desarrollo del cerebro neonatal.

Acidos grasos de la leche. De acuerdo con el estandar de referencia, la leche
contiene alrededor de 33 g de lipidos totales/L (12). Los triacilgliceroles, que
representan alrededor del 95% de la fraccion lipidica, estan compuestos por acidos
grasos de diferente longitud (4—24 atomos de carbono) y grado de saturacién. Los
acidos grasos libres (FFA) representan menos del 0,5 % de los lipidos totales de la
leche (12).

Acidos grasos saturados. Mas de la mitad de los acidos grasos de la leche son
saturados, lo que representa alrededor de 19 g/L de leche entera, incluyendo acidos
grasos de cadena corta (hasta 10 atomos de carbono), media (12-16 atomos de
carbono) y larga (mayor o igual a 18 atomos de carbono). Entre ellos se destaca en
importancia para la salud, el &cido butirico (4:0), reconocido como modulador
metabdlico, antiinflamatorio y preventivo del cancer. También los acidos caprilico y
caprico (8:0 y 10:0) y laurico (12:0) tienen actividades biologicas beneficiosas,

incluyendo la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa | y Il (14-17).
Acidos grasos insaturados. El acido oleico (18:1c9, OA) es el acido graso

mono-insaturado de la leche que se encuentra en mayor abundancia, con una alta

concentracion relativa de aproximadamente 8 g/litro en leche entera. En consecuencia,
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la leche y los productos lacteos juntos con el aceite de oliva contribuyen
sustancialmente a la ingesta dietética de OA en muchos paises. El OA se considera
favorable para la salud, ya que las dietas con altas cantidades de acidos grasos
monoinsaturados reducen las concentraciones plasmaticas de colesterol,

LDL-colesterol y triacilglicéridos (18).

La concentracion de PUFA en la leche es de aproximadamente 2 g/L. Los PUFA
mayoritarios son el LA (18:2 omega-6) y alfa-linolénico (18:3 omega-3). Estos acidos
grasos en el cuerpo humano pueden convertirse en acidos grasos con 20 atomos de
carbono, actuando como precursores del acido araquidonico (AA, 20:4 omega-6) y
acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 omega-3) (19). A su vez, estos actuan como

precursores de eicosanoides, compuestos de gran importancia en fisiologia y patologia.

Acido linoleico conjugado (cLA) y biosintesis

El precursor biosintético del cLA, el acido linoleico (LA), un acido graso dietético
esencial, contiene 18 atomos de carbono con dos enlaces dobles no conjugados
(C18:2) (Figura 1A). cLA es un término que se utiliza para designar una mezcla de
diversos isobmeros geométricos y posicionales del LA, con enlaces dobles conjugados.
Se han identificado 20 isébmeros de cLA, pero la forma cis 9-trans 11 (9c, 11t) (Figura
1B y 1C), también conocido como "acido ruménico", es la forma natural mas comun de
cLA. También se ha identificado el isomero trans 10-cis 12 (10t, 12c) (Figura 1C). El
cLA fue aislado e identificado por primera vez en los afios 80 por el Dr. Michael Pariza

como un producto con actividad anticancerosa (20,21).
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Figura 1. Principales isomeros de LA (A) y cLA (B y C).(22).

Los isémeros de cLA mas abundantes en los alimentos son cis-9, trans-11 18:2 y
trans-10, cis-11 18:2. Los productos lacteos, la carne bovina y de cordero son las
principales fuentes dietéticas de cLA, con predominio del isémero cis9, trans-11 del cLA
(9c,11t-cLA) (23). Es de destacar que es el isbmero de cLA mas abundante en la leche
bovina (24). cLA son compuestos estables, que no se destruyen por el almacenamiento

o el procesamiento de los alimentos.

El cLA esta presente en triacilgliceroles, fosfolipidos y lipoproteinas endoégenas. Los
diferentes isbmeros del cLA se pueden considerar como una nueva familia de acidos
grasos poliinsaturados desde el punto de vista metabdlico. Mientras que algunos
isomeros de cLA se metabolizan como el LA, los dos isdmeros principales, 9c¢,11tr- y
10tr,12c-18:2, muestran diferencias. Por ejemplo, el isdmero 9c,11tr-18:2 da lugar al
isdbmero conjugado 20:3, mientras que el 10tr,12c-18:2 se metaboliza a las formas
conjugadas 16:2'y 18:3 (25).

El contenido de 9c,11t-cLA en la leche varia considerablemente, pero puede constituir

alrededor del 0,6 % de la fraccidn grasa. Los mecanismos por los cuales el cLA podria

afectar el metabolismo graso y la inflamaciéon son parcialmente conocidos. El cLA
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puede competir con el AA en la reaccion de la ciclooxigenasa, lo que da como
resultado una concentracién reducida de prostaglandinas y tromboxanos en la serie 2
(26). ElI cLA también puede modular la activacion de factores de transcripcion
incluyendo PPAR y NF-kappa B (26,27), resultando en una disminucién de citocinas

inflamatorias y moléculas de adhesion.

El cLA ha despertado interés como nutriente beneficioso para la salud por su actividad
antimutagénica y anticancerigena, pero también por sus efectos antiaterogénicos e
hipocolesterolémicos y parece reducir la grasa corporal, modular la respuesta inmune y
tener actividad antioxidante. La actividad biolégica depende de los diferentes isbmeros:
por ejemplo, el isbmero 9c,11fr-cLA tiene probados efectos anticancerigenos y
antiinflamatorios, mientras el 10tr,12c-cLA regula el metabolismo graso (23,28-32). Por
estas razones, en los Uultimos afios han aparecido suplementos nutricionales
conteniendo cLA, especialmente destinados a la pérdida de peso en personas obesas
(20-22).

Reactividad y estabilidad del cLA. La reactividad del cLA esta relacionada con su
estructura quimica, que consiste en un sistema de dobles enlaces conjugados (dieno
conjugado). Esta estructura unica le confiere un alto grado de reactividad. Los dobles
enlaces del cLA son susceptibles de oxidacion y degradacién, lo que puede dar lugar a

la formacion de subproductos como los NO,-FA (Figura 3) (33,34).

La estabilidad del cLA puede variar segun varios factores, incluidas las condiciones de
almacenamiento, los métodos de procesamiento y la presencia de otros compuestos
reactivos. En general, se considera que el cLA es relativamente estable en condiciones
normales de almacenamiento y procesamiento, aunque puede ser sensible al calor, la
luz y el oxigeno. La exposicion prolongada a altas temperaturas, luz o aire puede
causar que el cLA se oxide, lo que lleva a la formacion de productos de degradacion
que pueden afectar negativamente sus propiedades nutricionales y funcionales. El cLA
en su conjunto se oxida rapidamente y mas del 80 % se degrada en 110 h en aire a 50

°C. A su vez, los isbmeros c,c-cLA son los mas inestables seguidos de los isbmeros
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c,t-cLA y por ultimo los isomeros t,t-cLA los cuales son los isomeros mas estables bajo
las mismas condiciones experimentales, por lo que la estabilidad oxidativa del cLA no
debe pasarse por alto (35). A su vez en los procesos de pasteurizacién con
temperaturas mas elevadas se puede observar un aumento de los isémeros t,t-cLA por
lo que si se quiere evitar la oxidacion de cLA es recomendable una pasteurizacion mas
larga pero con menor temperatura para poder conservar los mismos isomeros de cLA

originales de la leche cruda (36).

Funciones bioldgicas del cLA

En términos de reactividad biologica, se cree que el cLA interactua con varias vias
bioldgicas, incluidas las involucradas en el metabolismo energético, la inflamacion y la
carcinogeénesis. Los estudios han demostrado que el cLA es un componente importante
de la leche bovina y tiene una serie de efectos beneficiosos para la salud tanto de las
vacas como de los humanos. Por ejemplo, se ha demostrado que el cLA tiene efectos
antiinflamatorios y antioxidantes, lo que puede mejorar la salud general y la
productividad de los rumiantes (37). Ademas, se ha demostrado que el cLA tiene
efectos positivos en el crecimiento y desarrollo de los terneros recién nacidos. Los
terneros alimentados con leche o sustitutos de leche con alto contenido de cLA tienden
a crecer mas rapido y tienen una mayor eficiencia alimenticia en comparacion con los
terneros alimentados con leche o sustitutos de leche con bajo contenido de cLA (16).
También se cree que el cLA puede tener un papel en la proteccién contra ciertas
enfermedades en las vacas, como la mastitis y los abscesos hepaticos. Los estudios
han demostrado que alimentar a las vacas con dietas ricas en cLA puede mejorar su
funcién inmunoldégica y reducir el riesgo de desarrollar estas enfermedades a nivel de la
glandula mamaria o el higado, 6rganos sumamente implicados en el periodo de
lactancia (7,38,39).

Biosintesis de FA en la leche. Varios componentes de la leche bovina que son de

gran importancia en la nutricibn humana pueden verse significativamente alterados por

el régimen de alimentacion (40). Uno muy importante es el contenido y la composicion
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lipidica, ya que los acidos grasos de la leche bovina se derivan de dos fuentes. La
primera fuente son los &cidos grasos suministrados a la ubre por la sangre,
compuestos por acidos grasos absorbidos desde el intestino y movilizados desde el
tejido adiposo, principalmente acido palmitico (16:0), acido estearico (18:0) y acidos
grasos de cadena mas larga. La segunda fuente se deriva del acetato y butirato
sanguineos circulantes producidos durante la fermentacion en el rumen (sintesis de
novo), y los acidos grasos de hasta 14 atomos de carbono se sintetizan en la ubre. A
su vez, en la ubre se produce la desaturacion de acidos grasos como 12:0, 14:0, 16:0 y

18:0, generando asi los productos 12:1, 14:1, 16:1 y 18:1 respectivamente (12,41).

Las enzimas de la ubre no pueden formar dobles enlaces en las posiciones omega-3 y
omega-6. Consecuentemente, el contenido de LA y LnA en la leche depende del
suministro de estos a la ubre. El cLA en la leche proviene de dos fuentes. Una pequefia
parte se origina de la biohidrogenacién incompleta del LA en el rumen que son
absorbidos desde el intestino delgado transportados a la ubre e incluidos en la sintesis
de grasa. Sin embargo, la mayor parte del 9c,11t-cLA es sintetizado en la ubre y
proviene del VA (aprox 80-90%), el cual es un producto intermedio de la
biohidrogenacion de acidos grasos insaturados en el rumen. Después de la absorcién y
el transporte por la sangre a la ubre, una porcion del VA es desaturada por la
delta-9-desaturasa a cLA. Como se puede observar en la figura 2 (13), existe una
estrecha correlacién positiva entre el contenido de VA en la leche y el 9c,11t-cLA
(42,43).

17



Forage: 18:2. 18:3
Grain: 18:1, 18:2 '
| 2 [ Linokcic acid (cis 9, cis-12 18:2) Fat: 16:0 10 183

Rumen Fatty Acid Biosynthesis

trans-10, C18:1

a....
o
..'
LI

ﬂ > Af%desaturase S l
Linolenic acid (cis-9, cis-12. cis-15 18:3)

S, 11, CLA

|'

— Tom 0,
l CLA
|
l

SE

stearic acid (C18:0)

CLA In milk fat

Mammary Gland Fatty Acid Adsorption

Rumen Tissues

Dietary Fat e.g. Linoleic Acid
cis-9,cis-12C .,

+

cis-9,trans-11 C,, (CLA) | =3 Cis-9,trans-11C,y,(CLA)

? Af-desaturase

> cis-9,cis-12C,;.,

trans-11 C,,, (vaccenic acid)| = trans-11 C,g
C,.., (stearic acid) ——  Cigo P CiSOC,y,

Figura 2. Distintas vias biosintéticas de cLA en bovinos a nivel del rumen y

glandula mamaria. Tomado de Lock and Bauman, 2004 (13).

18



Biosintesis de cLA. La biosintesis de cLA en bovinos tiene mecanismos complejos.
Las bacterias del rumen son claves para la formacion de cLA, lo que explica por qué la
produccion de cLA es unica y se encuentra casi exclusivamente en productos
alimenticios de animales rumiantes. Una de las vias metabdlicas de biosintesis
propuestas tiene lugar en el rumen (25). Aqui el cLA es un intermediario de la
biohidrogenacion del LA a acido estearico (SA). Estos metabolitos intermediarios son
absorbidos continuamente a través del intestino delgado y se incorporan a la grasa de
la leche en la glandula mamaria. Otra fuente significativa de cLA es generada por otros
intermediarios de biohidrogenacion y sintesis secuencial de cLA, a nivel de la glandula
mamaria (25,41,44,45). La biohidrogenacién de los acidos oleico (OA), LA vy linolénico
(LnA) da como resultado trans-11-18:1. El trans-11-18:1 se puede convertir en 9c, 11t
cLA en la glandula mamaria mediante la enzima delta 9 desaturasa tisular. Se ha
estudiado la importancia de estas dos fuentes, y la biosintesis a nivel de la glandula
mamaria puede representar hasta el 70 a 80 % del cLA total que se encuentra en la
leche. Sin embargo, es importante tener en cuenta que el sustrato para la sintesis de
cLA mamario — el acido vaccénico (VA) - se origina principalmente en el rumen a través
de la biohidrogenacién microbiana. Por esta razén, el rumen es considerado la fuente

primaria de produccién de cLA (figura 2) (13).

Por tanto, los niveles de cLA en leche bovina van a estar fuertemente determinados por
el tipo de alimentacion que reciben los animales y particularmente por la naturaleza de
los sustratos lipidicos (46,47). De la misma manera, los niveles de lipidos en leche y
particularmente de cLA varian de acuerdo con el periodo de lactancia del bovino
(temprano o tardio) y eventualmente entre las diferentes razas, por lo que resulta
interesante considerar todas estas variables al momento de estudiar especies de

acidos grasos en la leche bovina (6,45,48).

Los acidos grasos en los alimentos de forrajes tienden a ser altos en LA y LnA. En
cambio, los acidos grasos en los alimentos compuestos por granos tienden a ser mas

altos en OA y LA. Los suplementos de grasas varian en forma de aceites vegetales
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(16:0, 18:1, 18:2, 18:3) a sales de calcio de grasas (16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2) y 18:3)
a grasas hidrogenadas (16:0 y 18:0).

A continuacién se resume el metabolismo de los principales acidos grasos en los

distintos compartimentos vinculados con el cLA:

e Acido linoleico: Los microorganismos del rumen isomerizan el LA a cLA 'y
gran parte de este se hidrogena a trans-11 (VA) y SA (pasos 2 y 5 de
Figura 2).

e Acido oleico: Recientemente, se ha demostrado que se isomeriza a varios
acidos grasos trans diferentes, antes de la hidrogenacién a SA. Trans-11
18:1 (VA) es un importante isbmero trans formado y un precursor de la
formacion de cLA en la glandula mamaria (paso 3 de Figura 2).

e Acido linolénico (LN): La biohidrogenacién del LN no produce cLA en el
rumen. Sin embargo, trans-11 es un paso intermedio en la
biohidrogenacion a SA (paso 4 de Figura 2).

e |Intestino delgado: todos los productos e intermedios de la
biohidrogenacién son absorbidos desde el rumen al torrente sanguineo.
Estos acidos grasos pueden ser captados por la glandula mamaria para
continuar su transformacién (paso 6 de Figura 2).

e CcLA preformado: el cLA es captado por la glandula mamaria a partir de la
biohidrogenacion del LA en el rumen y se puede incorporar a la grasa de
la leche (paso 7 de Figura 2).

e (Captacion mamaria de trans-11: El trans-11 18:1 (VA) es captado por la
glandula mamaria, el cual se forma por biohidrogenacién de OA, LAy LnA
en el rumen.

e Sintesis tisular de cLA: una enzima mamaria, la “delta 9 desaturasa’,
cataliza la insercién de un doble enlace en el carbono 9 de los acidos
grasos. El cLA se forma por la insercién de un doble enlace en el carbono
9 de trans-11 18:1. Esta via puede representar hasta el 80 % del cLA en

leche (pasos 8 y 9 de Figura 2).

20



Acido trans vaccénico (VA) como precursor de cLA. El principal isémero trans 18:1
en la grasa de la leche es el VA (18:1, 11t, VA). La cantidad de VA en la grasa de la
leche puede variar; constituyendo del 1,7 al 4 % del contenido total de acidos grasos
(19,69) (19). Por lo general, la concentracién de VA puede ser del 2 al 4 % cuando las
vacas estan en pasto fresco y del 1 al 2 % cuando se alimentan en el interior. El VA
tiene una doble funcion en el metabolismo, ya que es un &acido graso trans y un
precursor del 9c,11t-cLA (67). Aproximadamente el 90 % del 9c,11t-cLA en la grasa de
la leche se produce de forma enddégena mediante la desaturacion delta-9 del VA. A su
vez el VA también se puede convertir en 9c¢,11t-cLA en roedores, cerdos y humanos
(49-51).

Influencia de la alimentacién. La estrategia de alimentacion, y el genotipo del animal,
constituyen componentes centrales en un sistema lechero La produccion lechera en
nuestro pais suele estar basada en sistemas mixtos de produccion que combinan la
cosecha directa por parte del animal (pastoreo) y la suplementacién con reservas y
concentrados (52). En este sentido, los sistemas de produccién que incluyen una
mayor proporcion de pastura directamente cosechada en la dieta, en contraste a
sistemas estabulados que se basan en el uso de reservas forrajeras y concentrados,
presentan un menor costo de produccion y necesidades de inversion, a la vez que tiene
el potencial de presentar beneficios para la calidad de produccioén, bienestar animal y
el impacto con el medio ambiente (53). Existen variaciones del perfil lipidico de la leche
acorde a la alimentacion. Por lo general, el contenido de cLA en la leche producida en
pastos es al menos el doble del obtenido con la alimentacion en interiores en base a
granos (54,55). Esto posiciona de forma ventajosa a nivel internacional a los sistemas

pastoriles de produccion de leche acorde al valor lipidico (13).

Influencia del periodo de lactancia. A su vez, el metabolismo lipidico de una misma
vaca lechera dependera del periodo de lactancia, discriminando la lactancia temprana
(+21 dias del parto) de la tardia (+240 dias del parto). La lactancia temprana constituye

el momento mas desafiante en términos metabdlicos para la vaca lechera, ya que los
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excesivos requerimientos energéticos de la lactogénesis no pueden alcanzarse con el
consumo de materia seca y se desarrolla el balance energético negativo (56). Para
responder esta demanda, el metabolismo de la vaca lechera se adapta a los
requerimientos de la lactogénesis movilizando sus reservas corporales. Estas
adaptaciones requieren un incremento y adecuado funcionamiento del metabolismo
hepatico, ya que el higado es la central metabdlica del animal y el principal regulador e
integrador del estatus metabdlico (56,57). En cambio, durante la lactancia tardia estos
requerimientos energéticos no son tan exacerbados. Es reconocido que el metabolismo
lipidico es diferente en estos periodos y por tanto esto se refleja en el perfil lipidico de
la leche y sus derivados (6). Por lo tanto, es esperable un cambio a nivel del perfil
lipidico de la leche en las dos diferentes lactancias y, posiblemente, un cambio a nivel

de los acidos grasos nitrados.

Influencia de la genética animal. Las genéticas vacunas utilizadas en esta
investigacion son de genotipo Holando de origen americano (USA) y origen
Neozelandés (NZ). El genotipo USA es predominante en nuestro pais (aprox. 80%),
caracterizada por tener una capacidad de producir mas litros de leche por la mayor
particion de nutrientes consumidos hacia la glandula mamaria (74—-76). En contraste, la
literatura (58—60) sugiere que las vacas Holstein de origen neozelandés (NZ) se
adaptan mejor en base pastoril que las vacas USA ya que si bien no tienen diferencias
en rendimiento de soélidos, contenido proteico de la leche y persistencia de la lactancia,
las de genotipo USA no lograron mantener un indice de condicion corporal y

variaciones de peso vivo aceptables, mientras que las NZ si.

Acidos grasos nitrados y significacion funcional

El descubrimiento de NO,-FAs en tejidos y fluidos de seres humanos tuvo lugar hace
aproximadamente 20 anos atras, con el advenimiento de técnicas analiticas de alto

poder resolutivo (61-63). Recién en el afio 2012 se reconoce que el cLA nitrado es el

NO,-FAs mas abundante en humanos (64).
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Los NO,-FAs se forman enddgenamente a través de mecanismos no enzimaticos por la
reaccion de acidos grasos conjugados con didéxido de nitrogeno (*NO,), un producto de
oxidacion reactivo derivado de oxido nitrico (*NO), peroxinitrito (ONOO™ + ONOOH) o
NO, en medio acido (ej. durante la digestién gastrica). Estudios en seres humanos y
modelos animales han demostrado que los NO,-FAs se forman en el compartimento
gastrico, en sitios de inflamacion y durante la isquemia-reperfusion. Mientras que el pH
acido del compartimiento gastrico facilita la reaccién de NO, con FA derivados de los
alimentos, se considera que la formacion de NO,-FAs en la inflamacion e isquemia se

asocia a la formacion local de especies nitrantes que reaccionan con FA libres (62,65).

La presencia de dobles enlaces conjugados en la cadena de alquilo del FA es esencial
para las reacciones de nitracion, al aumentar significativamente la eficiencia de la
reaccion de nitracion (Figura 3) (64). En comparacion, los FA oxidados que contienen
dobles enlaces no conjugados o carbonos bis-alilicos no son buenos sustratos
endogenos de las reacciones de nitracion. Por tanto, la evidencia en seres humanos y
modelos animales concluye que reacciones de nitracibn enddgenas ocurren
principalmente en los acidos grasos conjugados (66,67). La reaccién de nitracion de los
FA ocurre cuando se agrega un grupo nitro a una cadena de alquilo. En condiciones
biolégicas la nitracion ocurre por adicion directa de *NO, al doble enlace (Figura 3A).
Esta reaccién de adicion es reversible y ocurre con todos los dobles enlaces
produciendo un radical B-nitroalquilo. En la mayoria de las condiciones bioldgicas,
estos radicales inestables eliminan *NO, (reaccion inversa) induciendo isomerizaciones
cis-trans del doble enlace (Figura 3B). Sin embargo, cuando estas reacciones ocurren
en lipidos que contienen dobles enlaces conjugados como el cLA, el radical inicial se
estabiliza por resonancia, lo que disminuye en gran medida la velocidad de la reaccion
de eliminacion, favoreciendo las reacciones con oxigeno y oxidos de nitrogeno (p. €j.,
*NO, y °+NO), generando asi intermediarios que se descomponen para formar

nitroalquenos electrofilicos (por ejemplo, NO,-cLA; Figura 3C).
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Figura 3. Reacciones de nitraciéon de acidos grasos que ocurren en condiciones
fisiologicas o patolégicas. A) Nitracion de acidos grasos monoinsaturados y
bis-alilicos: este mecanismo de nitracién es ineficiente ya que la adicion inicial de *NO,
da como resultado un radical inestable. El intermedio radical se invierte de nuevo al
alqueno con la eliminacion de *NO,, lo que por lo general resulta en la isomerizacion
cis-trans del doble enlace (B). Esta reaccion produce NO,-FAs solo en presencia de
altas concentraciones de *NO,. C) Nitracion de dienos conjugados: *EI NO, se suma al
doble enlace y el radical resultante también se estabiliza por resonancia. Este radical
luego se oxida para formar un NO,-FAs con dobles enlaces conjugados. La molécula
resultante contiene dos carbonos electrofilicos, y los tioles pueden agregarse
reversiblemente a través de la reaccion de adicion de Michael al carbono B y ©.
Abreviatura: NO,-FA, acido graso nitrado. Tomado de Schopfer & Kho, 2079 (68).

NO,-cLA. Hasta el momento, la formacién y metabolismo de NO,-cLA en bovinos no ha
sido estudiada. En seres humanos, se acepta que el NO,-cLA es el NO,-FAs enddgeno
mas abundante. Su formacion endégena fue puesta en evidencia por primera vez en un
modelo murino de isquemia-reperfusién (69), su formacion fue caracterizada
formalmente afios mas tarde (64). Es importante destacar las dificultades analiticas
para el estudio de NO,-cLA en tejidos y fluidos bioldgicos, debido a su naturaleza
electrofilica y su particular reactividad frente a los tioles endégenos que actuan como
aceptores intracelulares nucleofilicos (70). Estos incluyen glutation y tioles de
proteinas, los que alcanzarian una concentracion local entre 2 mM a 50 mM (68). Por

tanto, se estima que mas del 99% de NO,-cLA celular se encuentra formando aductos
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covalentes a residuos cisteina mediante reacciones de adicion de Michael, lo que

aumenta considerablemente las dificultades analiticas.

Por ejemplo, los niveles plasmaticos NO,-cLA en individuos sanos se encuentran entre
1 nMy 3 nM (67). Sin embargo, los niveles de NO,-cLA plasmatico formando aductos o
esterificado no han sido cuantificados con precision en virtud de su baja estabilidad en

condiciones de hidrdlisis (68).

Como se esquematiza en la Figura 4, se considera que la mayor parte del NO,-cLA en
seres humanos, se forma en el medio acido del estbmago a partir de cLA alimentario
(lacteos y carne bovina principalmente) en presencia de NO,". Luego, los NO,-FAs se
absorben a nivel de enterocitos y aumentan la expresion de FABP4, lo que promueve
un ciclo de retroalimentacion positiva para las acciones de sefializacién descendente
de este mediador (71), luego se empaquetan mayoritariamente en forma esterificada en
quilomicrones que llegan a la circulacion sistémica. (72). De acuerdo a experimentos de
biodistribucién del acido NO,-OA marcado radiactivamente, el tejido adiposo actua
como reservorio de NO,-FA, manteniendo constantes los niveles plasmaticos (65). De
acuerdo con estos estudios, los NO,-FAs liberados por los adipocitos se une a la

albumina del plasma uniéndose principalmente a sitios hidrofébicos (70).
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Figura 4. Esquema sobre la formacion, distribucion, metabolismo, senfalizacion
celular y funciones citoprotectora de NO,-FA. Los NO,-FAs se forman principalmente
en el compartimento gastrico y, tras su absorcion y distribucion, ejercen efectos
protectores al activar vias de sefializacion antioxidantes, antiinflamatorias y
antifibréticas. Los NO,-FAs son finalmente metabolizados y eliminados, al menos

parcialmente, a través de la filtracion renal. Abreviaturas: HSP, proteina de choque
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térmico; NF-kB, factor nuclear-kB; NO,-FA, acido nitrograso;, Keap1, proteina 1
asociada a ECH similar a kelch; Nrf2, factor nuclear (derivado de eritroide 2) similar a 2;
TG, triglicéridos. Tomado de Schopfer & Kho, 2019 (68).

Estos conceptos pueden ser aplicados a la absorcion y distribucion del NO,-cLA. La
administracion oral de cLA (3 g) y 20 mg ®NO, en seres humanos resulté en un
aumento de los niveles plasmaticos de ""NO,-cLA, llegando a 25 nM en 1h (67).
Considerando que los niveles plasmaticos de NO,-cLA en voluntarios sanos es ~1 nM,
estos resultados indican que la formacion y absorciéon de NO,-cLA pueden ser influidos

por la dieta.

Actividades bioldgicas y reactividad. En general, la quimica de los NO,-FAs es un
area activa de investigacidon y existe un interés creciente por comprender los
mecanismos por los cuales estos compuestos ejercen sus efectos bioldgicos, asi como
su potencial como agentes terapéuticos para una variedad de enfermedades.
(68,73-76). En cuanto a sus propiedades quimicas, los NO,-FAs son compuestos
relativamente estables, pero pueden descomponerse con el tiempo debido a la
presencia del grupo nitro altamente reactivo y de los dobles enlaces de la cadena del
acido graso. Son solubles en solventes organicos y generalmente tienen un alto punto

de fusion debido a sus largas cadenas hidrocarbonadas (68).

Los NO,-FAs representan una familia de moléculas derivadas de FA con dobles
enlaces conjugados en la cadena de acilo graso, que cumplen varias funciones
biolégicas que incluyen una variedad de efectos antiinflamatorios, antitrombaticos y
anti-cancerigenos, asi como la capacidad de regular el tono vascular, el metabolismo

glucidico, la funcion mitocondrial y la expresion génica (73,75,76).

Los NO,-FAs también activan la respuesta al estrés por calor (heat shock protein),
regulando asi el procesamiento y plegado de proteinas (77,78). Otro blanco molecular
de los NO,-FAs es la enzima GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
que contiene la cisteina 149 susceptible de ser nitroalquilada (79). En los ultimos afos

han mejorado las técnicas analiticas para reconocer nuevos blancos proteicos de los

27



NO,-FA. Por ejemplo, la modificacion de residuos cisteinas de la calcineurina por el
acido nitro-oleico (NO,-OA) en linfocitos T aparece como un nuevo mecanismo de
inmunomodulaciéon (80). Otro estudio ha usado sondas especificas para reconocer
proteinas susceptibles de nitroalquilacién (81), permitiendo reconocer 184 proteinas
blanco en una linea de macroéfagos en cultivo, destacandose STATS3, el receptor TLR2,
el receptor de retinoides RXRa y el receptor de glucocorticoides NR3C1. Estos estudios
refuerzan el concepto de la actividad biolodgica pleiotropica de los NO,-FAs como
moléculas reguladoras de sefiales celulares. En el caso de NO,-cLA, se ha mostrado
evidencia que la generacidn endogena del nitroalqueno asi como la administracion
exdgena ejerce una accion anti-inflamatoria en un modelo de sepsis (82). Estos efectos
pueden ser explicados por la accion multifacética de NO,-cLA a través de multiples
blancos moleculares, incluyendo disminucion de la transcripcidon mediada por NF-kB y
activacion de la transcripcion mediada por Nrf2 (34,82). Estos resultados sugieren que
la formacion de NO,-cLA tiene el potencial de modular procesos inflamatorios y
proteger tejidos vecinos del proceso patoldgico. Los estudios también han demostrado
que los NO,-FAs desempefan un papel en la regulacion del metabolismo de la glucosa
y los lipidos, y los NO,-FAs derivados de fuentes dietéticas pueden mejorar la
sensibilidad a la insulina y disminuir la adiposidad en modelos animales (83,84).
Ademas, se ha demostrado que los NO,-FAs tienen efectos neuroprotectores en
modelos de enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer
(34,79-81,85,86).

Métodos de analisis de FA y NO,-FA

El analisis de NO,-FA en muestras biolégicas contempla varias etapas analiticas que
culminan con el analisis por HPLC-MS/MS. Sin embargo, teniendo en cuenta la posible
oxidacion de los NO,-FAs a temperatura ambiente, es importante considerar aspectos
como la toma de muestra, almacenamiento, extraccion, separacién y purificacion, la

eliminacién de interferencias, y la deteccion de senal para analitos en niveles traza.
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Toma de muestra y almacenamiento. El muestreo y el almacenamiento de muestras
que contienen nitrolipidos son pasos criticos en el analisis de estos compuestos, ya
que pueden afectar la precision y confiabilidad de los resultados. A continuacion,
describiré algunas consideraciones importantes para su muestreo y almacenamiento

con un enfoque en leche vacuna:

e Muestreo: Para obtener muestras representativas, es importante seguir los
protocolos establecidos para la recoleccion y conservacion de muestras. Por
ejemplo, las muestras deben recolectarse de manera que se minimice la
contaminacion y almacenarse a temperaturas adecuadas para evitar la
degradacion u oxidacion de los nitrolipidos. A su vez, las muestras deben
recolectarse de la ubre y evitar el primer flujo de leche que puede contener
contaminantes. También es importante mantener las muestras a una

temperatura entre 4°C y 10°C para evitar el crecimiento bacteriano.

e Almacenamiento: Los nitrolipidos son compuestos inestables que pueden sufrir
facilmente oxidacion, hidrdlisis o degradaciéon. Por lo tanto, es importante
almacenar las muestras a bajas temperaturas, como en un congelador o
refrigerador, y en un ambiente con exposicion minima a la luz y al oxigeno
(fotooxidacién). Las muestras también se pueden almacenar en un congelador a

-80 °C para el almacenamiento a largo plazo.

e Conservacion: para evitar la oxidacion y degradacién de los nitrolipidos durante
el almacenamiento, las muestras se pueden conservar con antioxidantes como

el acido ascorbico o el tocoferol.

Pretratamiento y extraccion. La extraccion de NO,-FAs de las distintas matrices
biolégicas es un paso importante para reducir el posible efecto de supresion idnica
resultante de otros componentes de la propia matriz. Para ello se han utilizado una

variedad de aproximaciones como la extraccion liquido-liquido y extraccién en fase
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sélida (SPE). Estas técnicas remueven interferentes de la matriz en distinto grado y
permiten una buena recuperacion de los analitos. A su vez, las muestras de leche de
vaca se deben homogeneizar para garantizar una distribucion uniforme de los lipidos,
asi generar un muestreo reproducible y evitar la segregacion durante el analisis, para
esto se utilizdé una técnica basada en el molino de bolas, el cual permite homogeneizar,
romper o lisar muestras de cultivo de tejidos, leche, células 0 muestras bioldgicas.
Funciona cargando las muestras en los tubos de polipropileno estandar y luego se
colocan en un homogeneizador molino de bolas. Este contiene pequefias bolas
metalicas que golpean vigorosamente el interior de todos los tubos y homogeneizan la
muestra en minutos. Para ello, 1 mL de la muestra de leche a 37 °C fue llevada a tubos
Eppendorf Safe-Lock precargados con pastillas metalicas (tubos GREEN) para la
homogeneizacion con tiempo de 4 min, de acuerdo a instrucciones del proveedor

(https://www.nextadvance.com/).

Los métodos de extraccion de nitrolipidos se refieren al proceso de separacion y
purificacion de nitrolipidos de matrices bioldgicas como la leche vacuna. Los siguientes

son algunos meétodos de extraccidn comunes y utilizados en este trabajo.

Extraccion liquido-liquido (LL). Este es un método ampliamente utilizado en el que la
muestra se mezcla con un solvente que extrae selectivamente los nitrolipidos y deja
atras otros componentes. Dentro de este tipo de extraccidon podemos encontrar

distintos métodos como el método de Hexano y Blight & Dyer.

e El método de Hexano es un método comunmente utilizado para la extraccién de
lipidos de muestras biologicas. Este método consiste en la homogeneizacion a
alta velocidad de la biomasa con una mezcla de Hexano:lsopropanol:Acido
Acético 30:20:1 v/v con respecto al volumen de la muestra, seguidamente del
agregado de 2,5 vol de hexano y se deja homogeneizar por 30 segundos
haciendo uso de voértex o agitacion. Posteriormente se centrifuga a baja
temperatura (2-10 °C) y finalmente se toma la fase superior para luego evaporar

al vacio controlando la temperatura (<35 °C) hasta sequedad (87). Una ventaja
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del método del hexano es su simplicidad y bajo costo en comparacién con otros
métodos de extraccion de lipidos. Ademas, el hexano es un solvente altamente
eficiente para la extraccién de lipidos, lo que lo hace ideal para buenos

rendimientos. (87).

e El método Bligh & Dyer es un método comunmente utilizado para la extraccion
de lipidos de muestras bioldgicas. EI método se basa en una extraccion
liquido-liquido para matrices con un alto contenido de agua. La muestra se
homogeneiza a alta velocidad con metanol en una proporcion de 2:1 con
respecto al volumen de la muestra. Seguidamente se agrega una parte de
cloroformo y se deja homogeneizar por 30 segundos haciendo uso de vortex,
después se agrega una parte de agua y homogeneiza por otros 30 segundos.
Posteriormente se centrifuga a baja temperatura (2-10 °C) y finalmente se toma
la fase inferior para luego evaporar al vacio controlando la temperatura (<35 °C)
hasta sequedad. EI método de Bligh & Dyer se usa ampliamente debido a su
simplicidad y eficiencia, asi como a su capacidad para extraer una amplia gama

de lipidos, incluidos lipidos tanto neutros como polares (88,89).

Hidrdlisis enzimatica. Para analizar los acidos grasos que componen la leche es de
suma importancia realizar previamente la hidrélisis enzimatica generando los acidos
grasos libres a partir de triglicéridos y fosfolipidos. Se refiere al proceso de hidrolizar
principalmente moléculas de triglicéridos y fosfolipidos para generar los acidos grasos
libres utilizando enzimas. Para ello es importante primero realizar una extraccion
lipidica asi evitamos interferencias como carbohidratos y proteinas que pueden
dificultar el proceso hidrolitico. Este proceso se puede llevar a cabo utilizando enzimas
como lipasas y fosfolipasas, que escinden los enlaces entre los acidos grasos y los
grupos glicerol en triglicéridos y fosfolipidos. Esto da como resultado la formacion de
acidos grasos libres, monoacilglicéridos, diacilglicéridos, lisofosfolipidos y otros
componentes lipidicos. En la hidrdlisis enzimatica es importante la seleccion del tipo de
enzima, el control cuidadoso del pH, temperatura (generalmente 37 °C) y la

concentracion de enzimas.(90,91)
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Hidrdlisis enzimatica con lipasas: La lipasa es una enzima que cataliza la hidrdlisis
de los triglicéridos en acidos grasos libres y glicerol como se esquematiza en la Figura
5, favorece la hidrdlisis particularmente en las posiciones sn-1 y sn-3 de triglicéridos.
Las condiciones Optimas generales para la actividad de la enzima lipasa suelen ser:

a) pH: la mayoria de las lipasas tienen un pH éptimo entre 7 y 8, aunque puede variar
segun la fuente de la enzima. Es importante ajustar el pH para obtener una actividad
optima; b) Temperatura: la temperatura éptima también varia segun la fuente de la
enzima, pero en general se encuentra en el rango de 30 a 50°C; c) Concentracion de
sustrato: la actividad de la lipasa aumenta con la concentraciéon del sustrato

(triglicéridos), aunque puede haber un punto en el que la actividad se sature (90).

H2C O Cc R CH,0H + RCOOH
Cl’ +3H,0 o
| R I
HC 0 C R’ > C =0 = C = R’
0 Lipase
H2G—O C R’ CH,OH + R"COOH
Triglyceride Glycerol Free Fatty acids

Figura 5. Hidrédlisis de un triglicérido utilizando enzimas lipasas como
catalizadores. Tomada de Zhou et al 2018 (92).

Hidrélisis enzimatica con fosfolipasa A2. La superfamilia de fosfolipasa A2 (PLA2)
consta de muchos grupos diferentes de enzimas que catalizan la hidrodlisis del enlace
éster sn-2 en una variedad de glicerofosfolipidos diferentes, generando como producto
acidos grasos libres y lisofosfolipidos como se muestra en la Figura 6. Las condiciones
Optimas para el uso de las fosfolipasa A2 suelen ser similares a las ya mencionadas

anteriormente para las lipasas (90,93).
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La fosfolipasa A2 utilizada en esta maestria es una pequena proteina de 124 residuos,

rica en disulfuro y dependiente del calcio. Hidroliza el enlace B-éster de los

glicerofosfolipidos  zwitteridnicos. Los sustratos

preferidos son fosfatidilcolina,

fosfatidiletanolamina y sus analogos de plasmalogeno. El fosfatidilinositol y la

fosfatidilserina también se hidrolizan.

Phospholipase A;

(free fatty acid and
Phospholipase A, lysophospholipid)
(free fatty acid and
lysophospholipid)

O
Il

'CH; —O—C—RI

| O
A I

3CH,—O p—0—X
|

OH
Phospholipase C
(diacylglycerol and
inositol triphosphate)

Phospholipase D
R2Z—C—+—0O—2C—H (phosphatidic acid)

Figura 6. Sitios de corte en un glicerofosfolipido haciendo uso de diferentes

enzimas fosfolipasas. Tomado de Belaunzaran et al, 2011 (93).

Extraccion en fase sélida (SPE). La eleccion del método de extraccion depende de

las caracteristicas especificas de los nitrolipidos que se analizan, el tipo de muestra

biolégica y el método de analisis posterior. La extraccion en fase sodlida utiliza un

material de soporte solido, como un cartucho o una placa, para adsorber los analitos de

la muestra. A continuacion, los analitos pueden eluirse del soporte solido con un

disolvente como se muestra en la Figura 7 y analizarse mediante HPLC y/o

espectrometria de masas (MS).
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Figura 7. Etapas de una SPE. Tomado de Alkarawi et al, 2016 (94).

Se utiliza para la preparacién de muestras para el analisis de NO,-FAs debido a su alto
porcentaje de recuperacién, selectividad, precision, relacion costo/eficiencia y minima
supresion ioénica. Se puede dividir en diferentes tipos segun el tipo de soporte sélido y
el mecanismo de interaccion analito-soporte. Algunos de los tipos comunes de SPE
incluyen SPE de fase normal, de fase inversa, de intercambio ionico, de afinidad y de
exclusién por tamafno. En general, la eleccion del tipo de SPE dependera de la

naturaleza del analito y de los requisitos del analisis especifico (95,96).

Es de particular interés para la leche bovina la SPE de afinidad con NH, (Amino). Esta,
es utilizada en la purificacién y el aislamiento de analitos de mezclas complejas como lo
es la leche bovina. En este método, se usa un soporte sélido funcionalizado con NH,
(como una resina) para atrapar los FFA y NO,-FAs en funciéon de sus grupos NO, y
carboxilatos. El NO,-FAs se eluye del soporte sélido usando un solvente o tampon
adecuado. Puede proporcionar una alta selectividad y especificidad para los NO,-FAs y
también se puede usar en combinacion con otras técnicas para una mayor purificacion
(por ejemplo método de extraccién de Hexano + SPE o SPE + cromatografia en capa
fina (TLC) preparativa) (65).

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS)
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Si bien los FA y NO,-FAs pueden ser analizados mediante técnicas de cromatografia
de gases-espectrometria de masas y técnicas electroquimicas, el estudio analitico mas
utilizado en el presente es la LC-MS. Esta permite la resolucion, identificacion y
cuantificacion de NO,-FAs individuales, asi como la medicion de sus niveles en
muestras bioldgicas (97-99).La combinacién de LC y MS en una sola herramienta
analitica (LC-MS) surgié hace unos 40 afios gracias al poder de tecnologias que
permitieron que compuestos no volatiles pudieran generar iones en fase gaseosa. En
una primera instancia se empled ionizacion por FAB (Fast Atom Bombardment) pero
luego se cambi6é a la ionizacién por electrospray (ESI) y esta técnica acaparo el

campo para el analisis de moléculas no volatiles y volatiles.

ESI es una fuente de ionizacién blanda, la cual genera muy poca fragmentacion y es la
mas comun para el analisis de NO,-FAs por MS. Ocurre a presion atmosférica e incluye
los siguientes procesos fisico-quimicos: i) formacién del cono de Taylor y de gotas
cargadas; ii) desolvatacién de las gotas y explosion couldmbica vy; iii) formacion de
iones gaseosos “desnudos”. Comienza generando una corriente en la punta de la aguja
y carga los iones positiva o negativamente. El exceso de cargas se desprende de la
aguja y forma un cono de fase movil con los iones (como de Taylor), que se convierte
en pequefas gotas gracias al gas caliente introducido en electrospray. Las gotas
pierden solvente y disminuyen de tamafo, generando repulsién entre las cargas de los
iones y produciendo la "explosion" de las gotas. Este proceso se llama repulsion
couldbmbica y forma iones cargados en fase gaseosa ("ion desnudo"), que son
analizados por MS (100-104).

El acople de los espectrometros de masas ESI con la LC constituyd un elemento critico
para el analisis cuantitativo de NO,-FAs en diversas matrices ya que se logran separar
diferentes especies moleculares. Aunque en términos generales la ionizacion de
moléculas organicas suele ser en modo positivo, los acidos grasos y NO,-FAs son
generalmente analizados en modo negativo por la presencia de su grupo carboxilato,

que posee carga negativa.
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En lo que respecta a la separacion por cromatografia liquida (LC), gracias a su
apolaridad de la cadena alifatica, se suelen usar columnas de fase reversa (105). En
cuanto a las fases méviles empleadas, algunos autores proponen MeOH:H,O con acido
férmico o acetato de amonio, acetonitrilo con acido férmico o acido acético. La adicién
de un acido a la fase movil puede parecer ineficiente para trabajar en ESI en modo
negativo ya que se favorece la protonacidon de grupos carboxilo y por tanto disminuye la
probabilidad de ionizarse en modo negativo pero al tratarse de acidos grasos se utiliza
fase movil acida, priorizando una correcta separacion por el HPLC y evitando asi picos
asimétricos (98). Se puede mejorar la separacion cromatografica activando
quimicamente los grupos silanoles de las columnas de forma de aumentar las
interacciones de Van der Waals con los analitos. Aunque algunas de las aplicaciones
describen el uso de una corrida isocratica, la mayoria de los trabajos emplean
gradientes para el analisis de un gran numero de compuestos con alta sensibilidad y
especificidad (64,105).

Espectrometros de masas acoplados a cromatografia liquida. Hay varios tipos de

espectrometros de masas, que incluyen:

e Espectrometro de masas de un solo cuadrupolo: este es el tipo mas simple de
instrumento para LC-MS y se usa a menudo para analisis cualitativos y para la
deteccion de niveles bajos de compuestos objetivo (104).

e Espectrometro de masas de triple cuadrupolo: este tipo de MS esta equipado
con tres analizadores de masas de cuadrupolo y se utiliza a menudo para la
cuantificacion de compuestos objetivo en mezclas complejas (106).

e Espectrometro de masas Orbitrap: este equipo utiliza un dispositivo de
espectrometria de masas de resonancia de ciclotron de iones por transformada
de Fourier de alta resolucion para lograr mediciones de masa precisas y de alta
resolucién (64).

e Espectrometro de masas de tiempo de vuelo (TOF): utiliza un analizador de
tiempo de vuelo con un reflectron para medir la relacion masa-carga de los

iones. A menudo se utiliza para el analisis de macromoléculas (107).
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En este trabajo de Tesis nos enfocaremos en el sistema LC-MS/MS con trampa de
iones. Por un lado, el equipo LC es un HPLC Infinity 1260, Agilent, el cual consta de
una bomba binaria y autosampler refrigerado con un compartimento de columna
termostatizado. El espectrometro de masas empleado consta de una fuente de
ionizacion de electrospray (ESI) y un analizador hibrido triple cuadrupolo-trampa i6nica

lineal como se muestra en la Figura 8.

Este espectrometro de masas posee una serie de filtros (cuadrupolos, Q) que
transmiten los iones segun su m/z. El primer cuadrupolo de esa serie es el QJet, que
actua como guia de iones y se ubica entre la placa del orificio y la region de QO. El
QJet no filtra los iones pero si los focaliza previo a su entrada al Q0. Mediante esta
focalizacién, el QJet aumenta la sensibilidad del sistema y mejora la relacion
sefal/ruido. A continuacion los iones son enfocados e ingresan hacia el cuadrupolo Q1,
el cual es un filtro que separa los iones antes de su entrada al Q2. El Q2 puede
comportarse soélo enfocando los iones pero su utilidad subyace en que se puede
comportar como una celda de colision en la que la energia vibracional interna de los
iones es aumentada a través de la colision de éstos con moléculas de gas inerte (N,
generalmente), hasta llegar al punto en que los enlaces moleculares se rompen
(fragmentacién) creando “iones producto”. Luego de atravesar la celda de colision, los
iones entran al Q3 para el analisis, y posteriormente al detector. En el detector los iones
crean una corriente que es convertida en un pulso de voltaje. Estos pulsos son
directamente proporcionales a la cantidad de iones que entran al detector. El sistema
monitorea estos pulsos de voltaje y convierte esta informacion en sefal. La sefial
representa la intensidad de cada ion para un valor de m/z particular y eso se representa

como un espectro de masas (108).
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Figura 8. Esquema del interior del QTrap 4500.

Parametros del espectrometro QTRAP 4500. Toda la informacion a continuacién
sobre el QTrap 4500 fue obtenida del manual del QTrap 4500 proporcionado por SCIEX
(108). Los parametros del instrumento del espectrometro de masas son varias
configuraciones y variables que se ajustan y optimizan para lograr el rendimiento y la
precision deseados del instrumento. Controlan los voltajes que controlan los lentes,
cuadrupolos, y otras partes del equipo. Hay tres tipos de parametros segun su

dependencia:

Los parametros dependientes del compuesto controlan principalmente elementos del
lente en la via por la que pasan los iones. Los valores 6ptimos para estos parametros

varian dependiendo del analito de interés (m/z).

Los parametros de la fuente son basicamente la optimizaciéon del ESI, implicando el
ajuste de varios parametros para lograr la mejor eficiencia, sensibilidad y
reproducibilidad de ionizacion. Estos parametros incluyen: Voltaje de capilar: El
potencial aplicado a la punta de la aguja y la diferencia de potencial entre este y la
entrada a la parte de alto vacio del MS afecta directamente el tamafo de las gotas
cargadas y la cantidad de iones en fase gaseosa producidos. Tasa de flujo y
disolvente: La tasa de flujo del solvente a través de la aguja afecta el tamafio de las

gotas cargadas, siendo esta inversamente proporcional a la eficiencia de ionizacién por
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ESI, a su vez las caracteristicas fisicoquimicas del disolvente también afectan la
ionizacion. Temperatura del capilar y gases cortina: la temperatura del capilar y los
gases cortina afectan la eficiencia de ionizacién y deben optimizarse para reducir la
degradacion y la descomposicion térmica de los analitos, los gases cortinas suelen
nombrarse como GS1 (gas 1) y GS2 (gas 2). pH de la solucién de muestra: El pH de
la solucion de muestra puede afectar el estado de protonacion de los analisis y su
eficiencia de ionizacién. Concentraciéon de la muestra: la concentracion de la muestra
debe optimizarse para garantizar la maxima eficiencia de ionizacion y evitar la
supresion de iones. No siempre una concentracion alta equivale a una alta conversion

del analito a fase gaseosa e ionizado.

Los parametros del equipo son basicamente la optimizacién de la parte de alto vacio
del MS, enfocandose mas en la optimizaciéon de los cuadrupolos. Estos parametros
incluyen: Potencial de desagrupamiento (DP): Controla el voltaje en el orificio, que
controla la capacidad de declusterizar los iones entre el orificio y el QJet. Se utiliza para
minimizar los cluster de solvente que pueden permanecer junto a los iones de la
muestra luego de entrar a la seccién de alto vacio y en algunos casos también para
fragmentar iones, a su vez evita la formacion de dimeros entre acidos grasos mediante
puente de hidrégeno entre grupos carboxilato y oxigeno. Cuanto mayor es el voltaje,
mayor es la energia que se aplica a los iones. Por tanto, si el DP es muy elevado
puede suceder algo de fragmentacién no deseada, denominada fragmentacion en
fuente. Potencial de entrada (EP): El EP controla la diferencia de potencial entre el
voltaje de QO vy la tierra. Este potencial es el que guia y focaliza los iones a través de la
region de alta presion del QO0.A su vez, ayuda a controlar la eficiencia de ionizacién y la
selectividad de la fuente de iones, asi como influir en la formacién de diferentes tipos
de iones, al aumentar el potencial de entrada, es posible aumentar la eficiencia de
ionizacién y generar mas iones. Sin embargo, esto también puede dar lugar a la
formacion de iones de carga multiple no deseados, lo que puede afectar negativamente
a la calidad de los espectros de masas. Energia de colision (CE): La energia de
colision se refiere a la energia impartida a un ion en una celda de colision (Q2). Esta

energia puede hacer que el ion se fragmente, lo que da como resultado la produccion
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de iones de fragmentos mas pequefos. El CE controla la diferencia de potencial entre
Q0 y Q2 (la celda de colision). Se utiliza unicamente en experimentos MS/MS. En
aquellos experimentos de escaneo de masas sin fragmentacion (SCAN o MS") el valor
del CE es cero. Gas de colision: Controla la presion del gas dentro de la celda de
colision (Q2). Para los escaneos en Q3 y los experimentos con la trampa idnica lineal,
ayuda a focalizar los iones mientras que pasan por la celda de colision utilizando
presiones bajas. Para los experimentos de fragmentacién (MS/MS) contribuye a la
fragmentacién, justamente por la colision del N, con el ion de precursor, utilizando

presiones altas de gas (109-111).

Espectrometria de masas en tandem (MS/MS). El siguiente nivel de complejidad de
analisis lo aporta la espectrometria de masas en tandem. Debido a que las
similitudes estructurales y quimicas entre los distintos NO,-FAs requieren un paso de
separacion cromatografica y analisis de fragmentacion en conjunto con el ESI-MS/MS,
para separar e identificar “inequivocamente” a los diferentes NO,-FA. La LC separa a
los analitos segun sus propiedades fisicoquimicas mientras que la fragmentacién (en
MS tandem), generalmente fragmentacion inducida por colision (CID), produce
transiciones ion precursor/ion producto caracteristicas que pueden ser monitoreadas en
el MS. Para ello se emplea un modo de analisis denominado reaccién de monitoreo

multiple del inglés “Multiple Reaction Monitoring” (MRM) del cual hablaremos luego.

Los métodos de fragmentacidn en espectrometria de masas tandem se refieren al
proceso de descomponer iones en fragmentos mas pequefios para obtener informacion
estructural sobre la muestra. Hay varios métodos de fragmentacion utilizados que

incluyen principalmente:

e CID: este método utiliza colisiones de alta energia con un gas como el argon
para romper los enlaces en la molécula y generar fragmentos. El espectrometro
de masas analiza los iones del fragmento resultante para obtener informacién

estructural sobre la molécula (106,112, 113).
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e Disociacion por captura de electrones (ECD): este método utiliza la captura de
un electrén por un ion altamente cargado para romper enlaces en la molécula y
generar fragmentos. El espectrometro de masas analiza los iones del fragmento

resultante para obtener informacion estructural sobre la molécula (106).

e Disociaciéon por transferencia de electrones (ETD): este método utiliza la
transferencia de un electrén de la molécula a un ion altamente cargado para
romper enlaces en la molécula y generar fragmentos. El espectrémetro de
masas analiza los iones del fragmento resultante para obtener informacion

estructural sobre la molécula (106,114).

Cada método de fragmentacioén tiene sus propias ventajas y limitaciones, y la eleccién
del método dependera de las propiedades de la muestra y la informacidén que se desee.
El uso combinado de multiples métodos de fragmentacibn a menudo puede
proporcionar una caracterizacion mas completa de la muestra (106,112—-117). En lo que
respecta a la fragmentacion de los NO,-FAs, ésta se puede lograr a través de todos los
mecanismos anteriormente mencionados (CID, ETD, ECD, etc). Podemos esperar
encontrar fragmentos caracteristicos de los NO,-FAs, como por ejemplo el ion ‘NO, y
los iones de acido graso nitroalquilo y nitroacilo, que pueden proporcionar informacién

importante sobre su estructura y composicion.

Modos operacionales de espectrometria de masas en tandem. En la Figura 9 se

puede apreciar los métodos de MS/MS mas utilizados.
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Figura 9. Modos operacionales de espectrometria de masas en tandem. (1)
Escaneo de iones producto: Se selecciona el ion precursor en Q1 y escanee la
produccién de Q3. (2) Monitoreo de iones seleccionados: Se selecciona el ion
precursor en Q1 y se monitorea uno o mas iones de fragmento en Q3. (3) Escaneo de
pérdida neutra: Se escanean todos los iones en Q1 y se seleccionan los iones con
pérdida neutra en Q3. (4) Escaneo de iones precursores: se escanea el ion precursor
en Q1 y se selecciona cierto fragmento de ion en Q3, toda la disociacién inducida por

colision se lleva a cabo en Q2. Tomado de Lin et al, 2014 (118).

En espectrometria de masas en tdndem (MS/MS), existen varios modos operacionales
que se utilizan para llevar a cabo la fragmentacién de las moléculas y la identificacion
de los compuestos analizados. A continuacion se describiran brevemente los

principales:

lones producto. En modo operacional de iones producto, el primer analizador de
masas (cuadrupolo, Q1) se establece en la masa de un ién precursor seleccionado y
luego el segundo analizador de masas (usualmente celda de colisién, CID) genera la

fragmentacién de este, para luego el tercer analizador relacion un escaneo MS1. El
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resultado es un espectro de masas que contiene sefiales para todos los iones producto

formados a partir de ese ion precursor seleccionado (118).

Multiple reaction monitoring (MRM) y single reaction monitoring (SRM). La
espectrometria de masas en tandem es util para identificar metabolitos, pero no para
cuantificarlos. Para la cuantificacion, se seleccionan transiciones distintivas
precursor/producto y se miden sus intensidades cuantitativamente utilizando un
estandar interno y una curva de calibracion. Si se selecciona un unico precursor de
iones para cada intervalo de tiempo, hablamos de SRM. Si en el mismo intervalo de
tiempo seleccionamos 2 o mas iones precursores y sus respectivos fragmentos,
hablamos de MRM. Se pueden seleccionar varias transiciones y el espectrometro de
masas puede medir varias de ellas simultaneamente en el modo MRM. Este modo
permite cuantificar analitos en mezclas complejas, o que aumenta la capacidad de
medicidn en muestras de origen animal o vegetal. MRM es especialmente util para la
cuantificacion de analitos de baja abundancia y puede proporcionar un analisis

altamente sensible y especifico en matrices complejas (65,66,98,105,119,120).

De barrido completo (SCAN, MS'). MS' o SCAN, es la primera etapa de un
experimento de espectrometria de masas en tandem. Durante el SCAN, se adquiere
todo el rango de relacion masa-carga (m/z) de la muestra y los espectros resultantes se
utilizan para identificar la composicién molecular de la muestra. En esta etapa, los
iones resultantes se separan en funcion de su relacion masa-carga y se detectan
mediante el espectrometro de masas. Los datos de MS' proporcionan una descripcion
completa de la composicién molecular de la muestra y se pueden utilizar para analisis
cualitativos y semicuantitativos de NO,-FAs. Esta informaciéon se puede utilizar en las
etapas previas del experimento de espectrometria de masas en tandem para obtener
informacion mas detallada sobre los componentes individuales de la muestra y en

cuales queremos realizar MS/MS (121-125).

Pérdida neutra. La pérdida neutra es un proceso en el analisis de espectrometria de

masas en el que parte de la masa del ion original se pierde en forma de fragmentos
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neutros. En el analisis de nitrolipidos, la pérdida neutra se puede utilizar para identificar
y confirmar la presencia de acidos grasos nitrados. La caracteristica pérdida neutra del
grupo nitro (NO,) se puede monitorear para permitir la deteccién y cuantificacién
selectiva de NO,-FAs. La pérdida neutra es especifica de la estructura quimica de la
molécula analizada y puede verse como una disminucion en la relacion masa-carga del
ion original (105,126).
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Hipétesis

Teniendo en cuenta que la leche bovina es una fuente importante de cLA, el cual tiene
una elevada susceptibilidad a sufrir procesos de nitracion, hemos formulado la hipétesis
de que la leche contiene concentraciones enddgenas relevantes de NO,-cLA que
pueden ser identificados y cuantificados por técnicas analiticas basadas en
espectrometria de masas. Un método analitico para NO,-cLAs lacteo permitiria
determinar los factores genéticos y regimenes alimentarios que regulan su
concentracion, de forma de posicionar la leche bovina y sus derivados como una fuente

natural NO,-cLA, en virtud de sus reconocidos beneficios para la salud humana.

Objetivo

El objetivo de esta maestria ha sido aplicar técnicas de extraccion de lipidos de la leche
y utilizar técnicas analiticas (HPLC-MS/MS) para identificar y cuantificar NO,-cLA, para
luego realizar la comparacion de los niveles de éste en diferentes genéticas bovinas y
periodos de lactancias. El interés adicional de identificar NO,-FAs en la leche bovina
proviene del potencial de identificar nuevos nutrientes claves en la leche y los

productos lacteos con un potencial impacto beneficioso para la salud.

Objetivos especificos:

1) Identificacion y caracterizacion quimica de NO,-cLA en leche bovina.
En este objetivo nos propusimos adaptar métodos ya descritos en
lipiddmica para el analisis de NO,-cLA lacteo por MS/MS y HPLC-MS/MS,
busqueda de otros NO,-FAs en la leche y confirmar reactividad

electrofilica del NO,-cLA como nitroalqueno electrofilico.

2) Formaciéon de NO,-cLA en condiciones del compartimiento gastrico.

En este objetivo nos propusimos confirmar si los lipidos extraidos de la
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3)

leche bovina y conteniendo cLA, eran capaces de formar NO,-FA, y mas

particularmente NO,-cLA.

Comparacion de NO,-cLA y cLA lacteo en diferentes cohortes de
vacas lecheras. En este objetivo nos planteamos analizar cLA y NO,-cLA
en la leche de bovinos de dos razas lecheras, en periodos de lactancia
temprana versus tardia. También se analizé la correlacion entre cLA y
NO,-cLA en muestras de leche, asi como la estimacién de NO,-cLA libre y

esterificado en triglicéridos y fosfolipidos.
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Materiales y Métodos

Materiales. El agua utilizada fue obtenida en un sistema de purificacion Barnstead™
Smart2Pure™ (Thermo Scientific). EI metanol (MeOH) y acetonitrilo (ACN) utilizados
fueron de calidad HPLC-PLUS-gradient grade y HPLC-GOLD-ultragradient grade
(CARLO ERBA Reagent S.A.S.). Los otros solventes empleados fueron de calidad
ACS (CARLO ERBA Reagent S.A.S.). La lipasa pancreatica y la fosfolipasa se
adquirieron de Sigma-Aldrich (L3126, C122009, 658057, 471356). Las columnas de
separacion utilizadas fueron columnas Strata NH, (55 ym, 70A, 6 mL) Phenomenex
(8B-S009-HCH). Todos los solventes y reactivos fueron de calidad HPLC.

Estandares. Los lipidos estandares analiticos fueron adquiridos de NuCheck (cLA,
NO,-SA) o sintetizados a partir de estos (*NO,-cLA, NO,-OA y NO,-LA) (105, 64), las
mezclas especificas se prepararon en MeOH grado HPLC (CARLO ERBA Reagent
S.A.S).

Muestras de leche y genética bovina. Las muestras de leche fueron aportadas por
INIA-La Estanzuela (Colonia; Plataforma LE), en el marco del proyecto de investigacion
INNOVAGRO (Responsable cientifico: Mariana Carriquiry). Se evaluaron 18 vacas
alimentadas con una dieta compuesta mayoritariamente por pasto de las cuales 9
fueron genotipo Holstein de origen estadounidense (USA) y 9 de genotipo Holstein de
origen neozelandés (NZ). En ambas plataformas, previo al parto, las reses prefiadas se
manejaban de manera conjunta para cubrir los requerimientos de mantenimiento y
gestacion. La alimentacién fue de alto porcentaje de pastura y durante la lactancia, las
vacas fueron ordefadas dos veces al dia y la produccion de leche se registrd
diariamente. Se colectaron para cada animal muestras en dos momentos del ciclo
productivo, lactacién temprana (EL, +21 dias de paricién) y lactacion tardia (LL, +240

dias de paricion).
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Las muestras obtenidas se dividieron en frascos de 10 mL y se congelaron a -20°C

hasta el momento del analisis en el laboratorio.

Extraccion de NO,-FAs. Los procedimientos generales para extraer FFA de las
muestras de leche estan basados en estudios previos (64, 65,120). En nuestro caso,
las muestras de leche fueron descongeladas y enseguida homogeneizadas en base a
la técnica de molino de bolas el cual permite homogeneizar, romper o lisar muestras de
cultivo de tejidos, leche, células o muestras bioldgicas. Funciona cargando las
muestras en los tubos de polipropileno estandar y luego se colocan en un
homogeneizador molino de bolas de marca Bullet Blender. Este contiene pequefias
bolas metalicas que golpean vigorosamente el interior de todos los tubos y
homogeneizan la muestra en minutos. Para ello, 1 mL de la muestra de leche a 37 °C
fue llevada a tubos Eppendorf Safe-Lock precargados con pastillas metalicas (tubos
GREEN) para la homogeneizacion con tiempo de 4 min, de acuerdo a instrucciones del
proveedor (https://www.nextadvance.com/). Posteriormente, la muestra de leche se
extrajo dos veces consecutivas por el método del hexano. Brevemente, se realizé la
homogeneizacion a alta velocidad de la biomasa con una mezcla de
Hexano:lsopropanol:Acido Acético 30:20:1 v/v (2.5:1 con respecto al volumen de la
muestra) seguida del agregado de 2,5 vol de hexano y se dejo homogeneizar por 30
segundos haciendo uso de vortex. Posteriormente se centrifugé a 4 °C, 1800 rpm y
finalmente se tomo la fase superior de hexano para luego evaporarla a 30 °C en
condiciones de vacio. Luego de llevar a sequedad se afadié el estandar interno
correspondiente (9-NO,-SA y/o NO,-cLA), 1 mL de lipasa pancredtica (5 mg de
proteina/mL) y fosfolipasa A2 (40 U/mL) en buffer fosfato 0,5 M, pH 7,4 y la mezcla de
reaccion se incubd a 37 °C durante 1 h con agitacion. La fraccidn lipidica se extrajo por
el método del Hexano nuevamente, se seco al vacio a 35°C y se resuspendié en
cloroformo (65,127).

Luego, se realizd una purificacion final de los FFA libres en columnas Strata NH, de

SPE. Para ello, las columnas se pre-condicionaron con 6 mL de MeOH, seguido de 6

mL de cloroformo; luego se afiadieron las muestras y la columna se lavo con 4 mL de
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cloroformol/isopropanol (2:1 v/v). Posteriormente, los FFA libres se eluyeron con 6 mL
de éter dietilico/acido acético al 2%. El disolvente se evapor6 al vacio a 30 °C y los

lipidos se disolvieron en metanol para el analisis por espectrometria de masas (65).

Rendimiento de hidrodlisis enzimatica. Con el fin de determinar el rendimiento de
hidrolisis enzimatica se realizé sobre una misma muestra la extraccion lipidica y luego
la muestra se dividi6 en dos partes iguales, una de estas partes fue sometida a
hidrdlisis enzimatica mientras que la otra no. Posteriormente se sembré una misma
cantidad de cada muestra en una TLC comparativa, utilizando como fase movil
Hexano:acido acético 100:1 v/v. Finalmente, la TLC se revel6 utilizando una solucion de
anisaldehido y tratamiento de calor. Para interpretar las areas de la TLC y calcular asi
el rendimiento de hidrdlisis enzimatica se utilizé6 el programa Image Studio Lite y se
calculo realizando el cociente entre el area de TAG/FFA de la fraccion hidrolizada y el

area TAG/FFA de la fraccion no hidrolizada.

Caracterizacion de NO,-FA por MS mediante inyecciéon directa. Se realiz6 el
espectro m/z de ion producto de los estandares '>NO,-cLA, NO,-LA y de NO,-cLA
lacteo. Las condiciones del espectrometro de masas fueron para la fuente: CAD -2.000,
CUR 25.000, GS1 16.000 GS2, 0.000 IS, 4500.000 y TEM, 50.000 y para los
parametros de rangos de masas CE -37.000, DP -40.000 y EP -10.000, se analiz6
desde la masa 40.0 a 330.0 cada 0.100 Da y se realiz6 un SCAN con una CE desde
-50 a -10.

Analisis de NO,-cLA y cLA como acidos grasos libres y esterificados en
triglicéridos y fosfolipidos. Para poder cuantificar NO,-cLA y cLA en muestras de
leche tratadas y sin tratar con hidrdlisis enzimatica, se partié6 de 1 mL de leche al cual
se le extrajeron los acidos grasos como se explica en la seccidon de materiales y
métodos “Extraccion de NO,-FA”. Posteriormente, cada muestra proveniente de 1 mL
de leche se dividié en dos partes: a una parte se la tratd, también como se describe en
“Extraccion de NO,-FA”, con lipasa y fosfolipasa, y a la otra mitad no (para poder

analizar NO,-cLA y cLA en forma de acidos grasos libres en la leche). Luego se
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continué de la misma forma para el analisis de NO,-cLA y cLA como se describe en la
seccion materiales y métodos “Analisis de NO,-cLA y otros NO,-FAs por HPLC-MS/MS”
y “Analisis de cLA por HPLC-MS/MS” correspondientemente.

Analisis de NO,-cLA. NO,cLA puede existir en varias formas isoméricas,
dependiendo de la posicion del grupo nitro y la geometria de los dobles enlaces
conjugados. Los isdbmeros mas comunes de NO,-cLA son 9,11-NO,-cLA y el
10,12-NO,-cLA, que tienen el grupo nitro unido al noveno o décimo atomo de carbono,
respectivamente (64,105). Otros isémeros incluyen 12,14-NO,-cLA, que tienen el grupo
nitro unido al duodécimo o decimotercer atomo de carbono. EI NO,-cLA se suele
analizar por MS en modo negativo debido a la presencia del grupo carboxilato del acido
graso para generar con mayor facilidad su ionizacion en la fuente ESI. Para cuantificar
la totalidad de NO,-cLA se pueden seguir transiciones MRM de los fragmentos
caracteristicos de todos los isdbmeros, estas transiciones son m/z 324.2/46.1 (pérdida
del grupo ‘NO,) y 324.2/277.0 (C,sH50,7) (105).

Analisis de NO,-cLA y otros NO,-FAs por HPLC-MS/MS. EIl analisis cualitativo y
cuantitativo de NO,-FAs se realizé de acuerdo a reportes previos (64, 65,120) con
modificaciones. El analisis de NO,-FAs se realiz6 mediante HPLC-ESI-MS/MS
utilizando un espectrometro de masas de triple cuadrupolo con trampa de iones
(QTRAP4500, Applied Biosystems, Framingham, MA) en modo de iones negativos. Los
NO,-FAs en los extractos de lipidos fueron separados utilizando una columna de fase
reversa C18 (100 mm x 2 mm, 5 pm Phenomenex) eluida a un caudal de 0,5 mL/min
utilizando un sistema disolvente que consta de A (H,O/ acido acético 0,1%) y B
(acetonitrilo/acido acético al 0,1%), con el siguiente gradiente de disolvente: B al 30%
(0-0,1 min); 30 a 100% de B (0,1 a 10 min); 100% B (10-11 min); 30% B (11.1-15 min) y
luego las columnas se re-equilibraron a las condiciones iniciales durante 10 min mas.
Para cuantificar la totalidad de NO,-cLA se siguieron las transiciones MRM de los
fragmentos caracteristicos de todos los isdmeros, estas transiciones son m/z
324.2/46.1 (pérdida del grupo ‘NO,) y 324.2/277.0 (C,sH50,7) (105).
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El espectrometro de masas se configurd con los siguientes parametros: potencial de
desagrupamiento (DP) de -65 V, energia de colision (CE) de -35 eV y una temperatura
de desolvatacion de 650 uC. La deteccion de NO,-FAs se realizé6 mediante el modo de
exploracion MRM con transiciones especificas de MRM correspondientes a los
isbmeros nitrados de OA, LA, cLA y SA (65,120). En todos los casos, los datos se
adquirieron, analizaron y procesaron utilizando el software Analyst 1.5.1 (Applied

Biosystems, Framingham, MA).

Con el fin de cuantificar el NO,CLA se realizé la curva de calibracion (Figura 10) de este
mismo con NO,SA mediante HPLC-MS/MS utilizando el mismo método ya descrito que
para cuantificar las muestras de NO,cLA.

8_
(((Area NO,cLA/NO,SA)+0.049)/0.052) / [NO,SA]=[NO,cLA]

(2]
]

Area NO,cLA/NO,SA
e T

1
0 20 40 60 80 100
[NO,cLA] / [NO,SA]

Figura 10. Curva de calibracion de NO,cLA utilizando como estandar interno
NO,SA.

Reaccion y analisis de NO,-cLA con B-mercaptoethanol (BME). Luego de purificar

los FFA de la leche con estandares internos (NO,-SA y/o ®*NO,-cLA) como se describid
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anteriormente, se procedié a realizar la reaccion con BME. El objetivo fue confirmar la
presencia de NO,-cLA en base a su reconocida naturaleza electrofilica derivada del
grupo nitroalqueno, por el cual NO,-cLA reacciona por trans-nitroalquilacién con el
nucledfilo B-mercaptoetanol para formar aductos covalentes (128). Para ello se
dividieron los FFA de la muestra en dos partes iguales, luego una parte se incubo en 1
mL buffer fosfato de potasio 0,5 M, pH= 7.4, 100 mM de BME a temperatura ambiente
durante 15 min. Finalmente se extrajeron los lipidos por el método de Hexano y se llevo
a sequedad para luego resuspender con MeOH y realizar el analisis por HPLC-MS/MS.
La otra fraccion de acidos grasos no se traté con BME y se procedio a realizar el mismo
analisis para obtener una comparacion de muestra incubada con BME y muestra sin

incubar con BME.

Analisis cuantitativo por HPLC-ESI-MS/MS de BME-NO,-cLA. El analisis cuantitativo
de aductos de NO,-FAs con BME se realiz6 de acuerdo a (128) con modificaciones. El
analisis cualitativo de BME-NO,-FAs por HPLC-ESI-MS/MS se realizé utilizando el
QTrap 4500. Para detectar los aductos formados de BME-NO,-FA, se realizaron
estudios de HPLC de fase reversa utilizando una columna C18 (100 mm, 2 mm, 5 pm,
Phenomenex) eluida a un caudal de 0,5 mL/min, utilizando un sistema disolvente que
consta de A (H,O/ acido acético 0,1%) y B (ACN / acido acético al 0,1%), con el
siguiente gradiente de disolvente: B al 30% (0-0,1 min); 30 a 100% de B (0,1 a 10 min);
mantengo 100% B (10-12 min); 30% B (12.1-15 min) y luego las columnas se

re-equilibraron a las condiciones iniciales durante 10 min mas.

Los aductos con BME se detectaron usando el modo MRM. Los aductos de BME se
detectaron siguiendo aquellos iones que experimentan una transicion M-/[M-BME]". Asi,
las transiciones utilizadas fueron las siguientes: i) BME-"°NO,-cLA, m/z 403,4/ 325,3; ii)
BME-LNO, y BME-NO,-cLA, m/z 402,4/ 324,3. Los DP fueron -90 y -50 V para los
aductos con BME, respectivamente (128). Las energias de colision se establecieron en
30 eV para los aductos con BME y se usé nitrdgeno en la camara de colision. Los datos

se adquirieron y analizaron utilizando el software Analyst 1.4.2 (Applied Biosystems).
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Método de “nitracion gastrica”. Para reproducir las condiciones en donde los lipidos
son nitrados a pH estomacal en presencia de NO,, se utilizd la técnica descrita
previamente (129). Se tomd un volumen de muestra de lipidos extraidos de la leche
(sin digerir enzimaticamente) haciendo uso del homogeneizador molino de bolas bullet
blender y utilizando el método de extraccién de hexano; se incubaron junto a NaNO, 5
mM en buffer pH=3 a 37°C por 1 hora. Para finalizar la reaccion, se realiza una
extraccion por el método de Hexano y se lleva a sequedad para luego realizar el
analisis por HPLC-MS/MS.

Analisis de cLA por HPLC-MS/MS. La deteccion y caracterizacion de cLA se puede
realizar mediante LC-ESI-MS/MS en modo de iones negativos después de la
derivatizacion con PTAD para formar los respectivos aductos de tipo “Diels-Alder” como
se muestra en la Figura 11. Estos aductos formados presentan transiciones
caracteristicas para cada isomero, pudiendo cuantificar el cLA total y distinguirlo del LA.
La fragmentacion MS/MS de los iones producto heterociclicos del aducto Diels Alder
m/z 454,3 produce iones hijos especificos de isomero m/z 238,2, 220,4, 205,2 y 182,2
correspondientes a (10,12)-cLA e iones m/z 224,2, 206,2, 191,2, y 168,1 para
(9,11)-cLA (64). En este trabajo se realizd la derivatizacion de cLA con PTAD para
lograr su cuantificacion (transicion MRM 454/335) e identificacion por HPLC-MS/MS
con un gradiente de fase reversa utilizando una columna C18 (100 mm, 2 mm, 5 pm,
Phenomenex) eluida a un caudal de 0,5 mL/min, utilizando un sistema disolvente que
consta de A (H,O/ &cido acético 0,1%) y B (ACN / acido acético al 0,1%), con el
siguiente gradiente de disolvente: B al 30% (0-0,1 min); 30 a 100% de B (0,1 a 10 min);
mantengo 100% B (10-12 min); 30% B (12.1-15 min) y luego las columnas se

re-equilibraron a las condiciones iniciales durante 10 min mas.
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Figura 11. Formacioén de los aductos PTAD-cLA de los principales isomeros del
cLA. Tomado de Bonacci et al, 2012 (64).

Curva de calibracion 4-Phenyl-1,2,4-triazoline-3,5-dione (PTAD) y cLA. Con el fin
de cuantificar el cLA se realizd la curva de calibracion (Figura 12) con cLA de
concentracion conocida (patron) mediante HPLC-MS/MS utilizando el mismo método

que para cuantificar las muestras de PTAD-cLA (120).
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Figura 12. Curva de calibracion de PTAD-cLA utilizando un estandar de cLA de

concentracion conocido como patrén.

Anadlisis estadisticos. Para el analisis de NO,FAs se realizd6 una prueba no
paramétrica de Mann Whitney para comparaciones individuales entre los diferentes
periodos de lactancia, diferentes genéticas vacunas y nitracion exogena. Para el
analisis de correlacion de NO,-cLA y cLA se realizé el test de correlacion de Spearman
no paramétrico de correlacibn de rangos (dependencia estadistica entre las
clasificaciones de las variables NO,-cLA y cLA), evaluando qué tan bien se puede
describir la relacion entre estas dos variables utilizando una funcion monétona. Ambos
analisis fueron realizados en GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA,
EE. UU.)
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Resultados

Identificacion y caracterizacion quimica de NO,-FAs en leche bovina.

Utilizando un método de extraccion de los triglicéridos de la leche, seguido de la
hidrolisis enzimatica y purificacion de los acidos grasos libres en columna SPE, se logré
identificar por MS la presencia de NO,-cLA “enddgeno” en leche vacuna. En la Figura
13 se puede observar la coincidencia de los tiempos de retencidén cromatograficos de
los picos correspondientes a NO,-LA lacteo y el estandar interno *NO,-cLA, los que
mostraron transiciones de fragmentacion caracteristicos (m/z 324,2/46 para NO,-LA y
NO,-cLA, m/z 325,2/47 para ""NO,-cLA). A su vez, cada una de las especies mostrd
espectros de fragmentacion MS/MS caracteristicos (Figura 13, columna derecha). En
su conjunto, los datos obtenidos del perfil cromatografico, el MRM y el analisis MS/MS
aporta fuerte evidencia sobre la identidad molecular del NO,-cLA lacteo mostrando las
transiciones m/z 324.2/46.1 (pérdida de grupo nitro), m/z 324.2/277 (pérdida de la
cadena CgHs0, ), m/z 324.2/ 224.0 (pérdida de la cadena C;,H3sO;N" ) entre otras

transiciones.
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Figura 13. Deteccion de NO,-cLA en leche. Después de la digestiobn enzimatica,
extraccion organica y SPE, los lipidos se analizaron por HPLC-MS/MS. La Figura
muestra la transicion MRM especifica en el orden: A) NO,-cLA endbogeno en la leche.
B) Estandar de NO,-LA. C) Estandar de "NO,cLA. Se analizaron las siguientes
transiciones MRM: 324,2/46 para NO2-LA y NO2-cLA, 325,2/47 para ">NO,-cLA. A la
derecha de cada cromatograma se observan los patrones de fragmentacion

caracteristicos de la muestra y los estandares.
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En la tabla 1 se esquematiza la estructura asi como también la masa de cada

fragmento obtenido en los espectros de fragmentacién correspondientes de la Figura

13, confirmando asi la identificacion de cada estandar y de NO,-cLA presente en la

leche. A su vez, el andlisis realizado permitié confirmar la ausencia de otros NO,-FAs

como lo son el NO,-OA o el acido nitro linolénico (NO,-LA) con las transiciones MRM:
m/z 322.2/46.1 para NO,-LA y MRM: m/z 326.2/46.1 para NO,-OA.

NO,-cLA *NO,-cLA NO,-(9,12)-LA
Férmula [M-H]" | Férmula [M-H] | Férmula [M-HT
CgH1305 157.0 | CgH304 157.0 | CgH305 157.0
CoH1,O,N 168.1 | CgH,0,"°N- 169.1 | C;,H;04 209.1
NO, 46.1 [ °NO, 47.1 | NO, 46.1
Cy1H1503" 195.1 | C41H505 195.1 | C41H505 195.1
CioH4705 185.1 | CyoH10,"N- 183.1 | C;oH;05 185.1
Cy,H1505N 224.0 | Ci,H 505N 225.0 | C4,H 505N 224 1
CoH 505 171.1 | Cy3H5005"°N- 239.1 | CgH504 171.1
CigH1504 277.0 Ci,HsO4 227 1

Tabla 1. Productos de fragmentacion CID obtenidos a partir de los diferentes isbmeros

posicionales de NO,-cLA proveniente de la leche, estandar >’ NO,-cLA y NO,-(9,12)-LA

en modo de ion negativo.

Reactividad electrofilica del NO,-cLA.
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La reactividad de NO,cLA con el BME ha sido descrita previamente (64). Para
determinar la reactividad electrofilica de NO,-cLA en leche bovina, muestras de leche
conteniendo NO,-cLA enddgeno y los estandares 'NO,-cLA y NO,-SA fueron
analizadas antes (lineas negras) y después (lineas rojas) de la reaccién con BME.
Como muestra la Figura 14, el NO,-cLA reaccion6 rapidamente, generando productos
detectados por la pérdida neutra de BME (78 Da) obteniendo los fragmentos para el
NO,-cLA (m/z 402.4/324.2) y "*NO,-cLA (m/z 403.4/325.2) (Figura 14.d y 14.e). Para
una misma cantidad de NO,-cLA y ">NO,-cLA provenientes de muestra de leche
tratadas y sin tratar con BME, la cantidad de ambos fue menor en las tratadas con BME
que en las sin tratar con BME (lineas rojas versus lineas negras en Figura 14.ay 14.b).
Esto puede explicarse por la formacion de los aductos BME-NO,-cLA o BME-"®NO,-cLA
correspondientes (Figura 14.d y 14.e, respectivamente, linea roja) en muestras de
leche tratadas con BME, confirmando que el NO,-FA presente en la leche corresponde
a un nitroalqueno con propiedades electrofilicas compatibles con el NO,-cLA. En
comparacion, el estandar interno NO,-SA, el cual carece de electrofilicidad, agregado a

la muestra de leche no reaccioné con el BME como era esperado (Figura 14.c).
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Figura 14. Reactividad de NO,FAs con BME analizados por HPLC-MS/MS.
Muestras de leche conteniendo NO.,-cLA enddgeno, y los estandares "NO,-cLA y
NO,-SA fueron analizadas antes (lineas negras) y después (lineas rojas) de la reaccion
con BME. La Figura muestra la transicion especifica de MRM. A) NO,-cLA endogeno
en leche B) Estandar de "NO,-cLA. C) Estandar de NO,-SA. D-E) Transicion MRM
especifica de los aductos BME-NO,cLA y BME-">NO,-cLA respectivamente, de

muestra de leche. Se analizaron las siguientes transiciones MRM: m/z 328,2/46 para
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NO,-SA, m/z 324,2/46 para NO,-cLA, m/z 325,2/47 para "°NO,-cLA, m/z 402,2/324,2
para NO,-cLA-BME, m/z 403,2/325,2 para "*NO,-cLA-BME.

Formacién de NO,-cLA en condiciones del compartimiento gastrico.

Es reconocido que el medio acido del compartimento gastrico y la presencia de NO,™
y/o NO; (mediante transformacién bacteriana se transforma a NO,™ a nivel bucal) en los
alimentos representa un entorno nitrante favorable para acidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados, siendo un mecanismo de sintesis de NO,-FAs

(130). Potencialmente, estos podrian ser absorbidos y ser incorporados a la leche.

Para modelar esto, se incubaron los lipidos provenientes de la leche bovina en
condiciones similares a las de digestion gastrica a pH = 3 conteniendo 50 mM de NO,",
y se determino la generacion de NO,-FAs. En estas condiciones, se determin6 que los
niveles de NO,-cLA en las muestras de leche aumentaban entre 2 y 3 veces en
condiciones gastricas antes y después de la reaccion. La Figura 15 muestra la
variacion de la intensidad correspondiente a la transicion MRM caracteristica de
NO,-cLA (m/z 324.2/46.1) de una muestra de leche representativa, la que fue nitrada
exdégenamente en condiciones gastricas (color rojo) en comparacion con muestra de
leche sin nitrar (color negro), observandose el aumento de 3 veces en la intensidad.
Este resultado sugiere en forma convincente la presencia de NO,-cLA en leche y que la
nitracion del cLA podria ocurrir in vivo en entornos fisiolégicos acidos, como el

compartimento gastrico. (131,132)

A su vez, se analiz6 la formacion de otros posibles NO,-FAs derivados del LA o OA. En
ninguna de las muestras analizadas se pudo identificar mencionados NO,-FA (datos no
mostrados), lo que sugiere que cLA es el acido graso de la leche preferentemente

nitrado en condiciones de acidez gastrica.
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Figura 15. Espectros de NO,-cLA lacteo antes (linea negra) y después (linea roja)
de la incubacién en condiciones de nitracion gastrica. Ambos espectros muestran
la intensidad de la transicion MRM 324.2/46.1 de NO,-cLA.

Comparacion de NO,-cLA y cLA lacteo en diferentes cohortes de vacas lecheras
Para lograr cuantificar el NO,-cLA y cLA en leche se realiz6 el rendimiento de la
hidrolisis enzimatica con lipasa y fosfolipasa, como se muestra en la figura 16 se

obtuvo un rendimiento de hidrdlisis de 85% el cual se tuvo en cuenta para la

cuantificaciéon de cada muestra.
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Figura 16. TLC comparativa utilizada para realizar el rendimiento de hidrélisis

enzimatica.

Se reconoce que la cantidad de cLA en la leche bovina es ampliamente variable,
siendo influida por la alimentacién, los periodos de lactancia del animal y las razas
(6,48,133). En este trabajo nos propusimos analizar la concentracion de NO,-cLA y cLA
en muestras de leche controladas, provenientes de 9 animales con genética NZ y USA
para el analisis de NO,cLA y provenientes de 6 (NZ) y 7 (USA) animales para el
analisis de cLA, en diferentes periodos de lactancia, temprana (EL), y tardia (LL). La
determinacion de la concentracion de NO,-cLA se llevé a cabo teniendo en cuenta un
rendimiento de hidrélisis enzimatica de un 85%, el cual fué previamente caracterizado y
estimado mediante TLC (Figura 16). La Figura 17 muestra que los niveles de NO,-cLA
tuvieron una media de 2.1 uM para NZ-EL, 1.4 uM para NZ-LL, 2.0 uM para USA-EL y
1.5 uM para USA-LL. No se pudieron detectar diferencias significativas en los niveles

de NO,-cLA entre las dos razas. Tampoco se observo una diferencia significativa en los
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niveles de NO,-cLA entre la lactancia temprana y tardia para ninguna de las dos

genéticas.

En lo que respecta a los niveles totales de cLA, se observd una dispersion importante
entre animales, con una media de 368 yM para NZ-EL, 333 uM para NZ-LL, 403 uM
para USA-EL y 326 uM para USA-LL (Figura 17). A pesar de esto, los niveles de cLA
en los bovinos en lactancia temprana (USA-EL) fueron significativamente mayores
(aprox. +20%) comparado a los niveles en lactancia tardia (USA-LL). En comparacion,
no se registraron diferencias significativas en los niveles de cLA entre los dos periodos

de lactancia para la genética NZ (Figura 17B).
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Figura 17. Niveles totales de NO,-cLA y cLA en leche de bovinos de diferentes
razas y periodos de lactancia. A) NO,-cLA, n=27 para NZ y USA B) cLA, n= 18 (NZ2) y
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n=24 (USA), C) Porcentaje NO,-cLA/CcLA calculado para cada animal, n=18 (NZ) y n=24
(USA). Cada punto es una determinacion independiente de los animales con un n=9 de
las dos genéticas (USA y NZ) para la determinacion de NO,cLA, con respecto al cLA se
utilizé un n=6 para NZ y n=8 para USA y finalmente para NO,cLA/CLA % se utilizé un
n=6 para NZ y n=8 para USA. NZ-EL: Bovinos neozelandeses durante lactancia
temprana, NZ-LL: Bovinos neozelandeses durante lactancia tardia, USA-EL: Bovinos
de origen americano durante lactancia temprana, USA-LL: Bovinos de origen
americano durante lactancia tardia. La Figura muestra la dispersion de valores para
diferentes determinaciones y las medias + SEM. * sefiala una diferencia significativa
*p<0.1 calculado por el t-test no pareado de varianzas no homogéneas (Mann Whitney
test).

De la misma manera, se calculd, para cada muestra, el porcentaje de cLA que se
encuentra nitrado. Como muestra la Figura 17C, el NO,-cLA representé entre 0.2% a
2.7% de cLA total. La comparacion entre grupos de bovinos mostré un aumento
significativo del porcentaje de NO,-cLA/cCLA en la lactancia temprana (0.7%) en
comparacién con lactancia tardia (0.2%) de la raza NZ. Por otro lado, para la raza USA
el porcentaje de NO,-cLA se mantuvo cercano al 0.6% en los dos periodos de

lactancia.

A partir de estos datos, se analizé la correlacion entre los niveles de NO,-cLA y cLA
para cada muestra de leche en la cual se analizé cLA y NO,cLA teniendo en cuenta las
dos genéticas (NZ y USA) y los dos periodos de lactancia (temprana y tardia). La
Figura 18 muestra la existencia de una relacién monétona débil (coeficiente Spearman
r=0.3241) entre ambos acidos grasos, mostrando que en promedio ante un mayor nivel

de cLA se encuentra también un mayor nivel de NO,cLA.
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Figura 18. Correlacion entre los niveles de cLA y NO,cLA en leche bovina. El
conjunto de valores de concentracion de cLA y NO,-cLA para cada animal mostrados
en la Figura 17, fueron graficados para analizar su correlacion. La distribucion de
valores, asi como el coeficiente Spearman r= 0.3241 obtenido indica que existe una
correlacion en los niveles de ambos acidos grasos. Intervalo de confianza=95%,

Prueba estadistica de dos colas, coeficiente de correlacion de Spearman.

El analisis comparativo de cLA y de NO,-cLA en muestras individuales de leche habia
permitido establecer que hasta un maximo del 2.7% del cLA lacteo se encuentra nitrado
(Figura 17). Sin embargo, cuando se analizé la concentracion en leche de NO,-cLA
esterificado versus no-esterificado, se observé que mientras que mas del 97% de cLA
estaba esterificado, la gran mayoria del NO,-cLA se encontré como acido graso libre no
esterificado (Figura 19.a y 19.b). Por lo tanto, el calculo del porcentaje de NO,-cLA no

esterificado sobre cLA no esterificado fue de aproximadamente un 10% (Figura 19.c).
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Figura 19. Cuantificacion comparativa entre los niveles de NO,cLA y cLA
esterificados y no esterificados en leche bovina. Muestras de leche provenientes de
6 animales representativos, fueron procesadas en paralelo y por triplicado (n=3) en
condiciones de hidrélisis enzimatica de triglicéridos y fosfolipidos (EH) y sin hidrdlisis
enzimatica (NEH), antes de su cuantificacion por LC/MS. A) Niveles de NO,-cLA lacteo
antes y después de la hidrdlisis enzimatica, mostrando que la mayoria de NO,-cLA se
encuentra no-esterificado. B) Niveles de cLA lacteo antes y después de la hidrélisis
enzimatica, mostrando que la mayoria de cLA se encuentra esterificado. C) Porcentaje
NO,-cLA/cLA esterificado y no-esterificados calculado en las mismas muestras. La
Figura muestra la dispersion de valores para diferentes determinaciones y las medias +

*k%*

SEM. * sefiala una diferencia significativa, ***p<0.001 calculado por el t-test no pareado

de varianzas no homogéneas (Mann Whitney test).
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Discusion

En este trabajo de Tesis, hemos analizado la hipotesis de que la leche bovina contiene
niveles micromolares de NO,-FA enddgenos. Esta investigacion tiene particular interés
puesto que los NO,-FA ejercen funciones fisioldgicas unicas y diferentes a otros FA,
pudiendo posicionarse como una nueva clase de nutrientes presentes en alimentos
lacteos. Si bien hasta el presente no existen reportes en la literatura mostrando la
existencia de NO,-FAs en la leche de mamiferos, es posible anticipar la formacién de
NO,-cLA teniendo en cuenta la presencia, estabilidad y particular reactividad del cLA de
la leche bovina. En esta investigacion nos hemos propuesto adaptar técnicas basadas
en HPLC-MS/MS, para el analisis cualitativo y cuantitativo de cLA y NO,-cLA en leche
bovina. Nuestra investigacion demuestra por primera vez en la literatura, que la leche
de vacas lecheras alimentadas con alto porcentaje de pasto contiene niveles
micromolares de NO,-cLA (rango 0.4 - 4.8 uM), que representan hasta el 2,7% del cLA
lacteo total. La investigacion también muestra evidencias de que la totalidad o la gran
mayoria del NO,-cLA lacteo se encuentra como acido graso libre no esterificado, en
comparacioén con el cLA que se encuentra principalmente esterificado, y que se puede
formar en a partir del cLA en presencia de nitrito y en condiciones de acidez gastrica.
En suma, este trabajo de tesis demuestra que el NO,-cLA de la leche bovina puede ser
analizado y cuantificado con precision utilizando espectrometria de masas, lo que

permitiria el analisis sistematico de NO,-cLA en leche de consumo y derivados lacteos.

Nuestros resultados muestran formalmente la existencia de concentraciones
micromolares de NO,-cLA lacteo, en virtud de que la presencia de NO,-FAs en leche
bovina o incluso de mamiferos no ha sido reportada en la literatura hasta ahora. En
base a los conocimientos disponibles sobre formacion y concentracion de NO,-cLA
endogeno en tejidos y fluidos de mamiferos (34, 66, 70), se podia anticipar que la leche
podria contener NO,-FAs, particularmente NO,-cLA. Concentraciones significativas de
NO,-cLA han sido detectadas en plasma y orina en el ser humano (130). Se ha
especulado que el origen del mismo podria ser el consumo de alimentos lacteos ricos

en cLA, a través de un proceso de nitracion gastrica en el ser humano o bien a través

68



de la nitracion tisular del cLA, por mecanismos que pueden involucrar la generacion de
especies nitrantes a partir de mitocondrias o procesos inflamatorios (34,65,128). En el
presente trabajo hemos utilizado metodologias publicadas por otros autores para
analizar NO,-FAs en tejidos o fluidos biolégicos (64-66,70) para analizar en detalle los
NO,-FAs de la leche bovina. Sin embargo, estos métodos no habian sido utilizados
previamente en muestras de leche de mamiferos, por lo que nuestro trabajo contribuye
con meétodos cualitativos y cuantitativos para su determinacién, que incluyen
procedimientos de extraccion, purificacion, seguido de separacion y cuantificacion por
HPLC-MS/MS haciendo uso de estandares internos como NO,-cLA y NO,-SA. Por
otro lado, es importante hacer notar que el unico NO,-FAs que hemos detectado en la
leche fue el NO,-cLA, con una ausencia notable de nitracion de otros FA mono- y
poli-insaturados como &cido linolénico y OA. Esto puede deberse a que el cLA tiene
mayor susceptibilidad a reaccionar con NO, en medio &acido para formar el

correspondiente NO,-FAs debido a su grupo dieno conjugado sumamente reactivo (70).

Si bien se reconoce que NO,-cLA es un nitroalqueno que puede reaccionar con grupos
tioles para formar aductos (64,70), en este trabajo analizamos si la reactividad del
NO,-cLA lacteo como una forma de confirmar indirectamente su identidad molecular.
Un interés adicional de este estudio sobre la reactividad electrofila del NO,-cLA es
diferenciarlo del NO,LA, él cual es una molécula isobarica con el NO,-cLA (64). Nuestro
hallazgo que el NO,-cLA lacteo forma aductos con BME, de la misma forma que el
estandar "YINO,-cLA (64,65), representa una fuerte evidencia de que efectivamente se
trata de una molécula con idéntica masa, estructura y reactividad como nitroalqueno
que el NO,-cLA. De la misma forma, la reactividad del NO,-cLA reaccionando con
grupos tioles puede dar indicios de posibles funciones fisiolégicas similares a otros
NO,-FAs nitroalquenos (34, 64, 70), lo cual permite anticipar su impacto positivo como

nutriente funcional.
Nuestros resultados también muestran que el cLA lacteo tiene la reactividad esperada

de un sistema alfa-beta insaturado, reaccionando con NO,™ en un medio acido similar al

del compartimiento gastrico para formar NO,-cLA. Este resultado esta de acuerdo a

69



varios estudios previos que muestran la formacién gastrica de NO,-FAs a partir de
acidos grasos y nitratos//NO, consumidos en la dieta (65,130). De la misma manera, los
bovinos ingieren vegetales con altos niveles de nitratos, potencialmente generando
NO, y especies reactivas derivadas del nitrogeno, capaces de reaccionar con cLA a
nivel del rumen y abomaso, formando NO,-cLA. A su vez, el cLA es un acido graso con
una alta reactividad con NO,  en medio acido, siendo NO,-cLA el producto mayoritario y
estable de esta reaccion (64). En este contexto, la formacién de NO,-cLA a nivel
gastrico dependera de la ingesta de nitratos y formacion de NO,, por ejemplo a través
del consumo de pasturas (42,133). También se puede predecir que la formacién de
NO,-cLA dependera de la cantidad de LA y LnA consumido y transformado a cLA por
las bacterias del rumen con actividad saturasa (biohidrogenacion) y linoleato isomerasa
(formacion del doble enlace trans del cLA) (25,42,134).

El analisis comparativo de NO,-cLA y cLA lacteo en diferentes cohortes de vacas
lecheras representaba un objetivo importante puesto que es reconocido que la cantidad
de cLA en la leche bovina esta influida por la alimentacién, los periodos de lactancia 'y
las razas bovinas (6, 42, 48, 59,132,133). Todas las vacas analizadas en el presente
trabajo fueron alimentadas con alto porcentaje de pasto natural, por lo que la variable
de la alimentacion no ha podido ser analizada en particular. Sin embargo, la
concentracion de NO,-cLA y cLA en animales con genética NZ y USA, y en periodos de
lactancia temprana y tardia muestran que los niveles de NO,-cLA tuvieron una
dispersion significativa, con una media de 2.1 yM para NZ-EL, 1.4 uM para NZ-LL, 2.0
UM para USA-EL y 1.5 uM para USA-LL, por lo que se puede concluir que el NO,-cLA
es un acido graso abundante en bovinos independientemente de variables genéticas o
fisiolégicas. En comparacion, los niveles totales de cLA también mostraron una
dispersion importante, con una media de 368 yM para NZ-EL, 333 uM para NZ-LL, 403
UM para USA-EL y 326 uM para USA-LL. En su conjunto, nuestros resultados indican
que hasta un maximo del 2.7% del cLA lacteo se encuentra nitrado, lo que es una

proporcion significativa.
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A partir de estas determinaciones, también procedimos a hacer la correlacion entre los
niveles de cLA y NO,-cLA en muestras individuales de leche bovina. Si la formacién de
NO,-cLA fuera exclusivamente a nivel digestivo y sin mediar otras variables
diferenciales, se podria esperar una correlacién positiva entre ambos acidos grasos.
Nuestro estudio de correlacion de cLA y NO,-cLA utilizando el test de spearman
muestra la existencia de una relacion mondétona débil (r=0.3241), sugiriendo que los
niveles de NO,-cLA son dependientes de su precursor biosintético cLA por tanto, en
términos generales, se comportaron como variables dependientes. Por lo tanto, si la
formacion de cLA es preferentemente a nivel digestivo, nuestros resultados apoyan que
muy posiblemente el cLA se esté nitrando en el compartimento digestivo y que luego
este se incorpora en la glandula mamaria a la leche. A su vez, este comportamiento
podria estar reflejado en diferentes niveles de esterificacion de cLA y NO,-cLA a
triglicéridos y fosfolipidos en la leche. Si bien es conocido que el cLA es transportado a
nivel glandular y eventualmente esterificado enzimaticamente antes de ser secretado
hacia la leche (7,8,42,134), se desconoce si el NO,-cLA teniendo una reactividad de

nitroalqueno puede seguir el mismo mecanismo o bien rutas metabdlicas diferentes.

Si bien esta Tesis no tuvo como obijetivo inicial estudiar la esterificacion de los NO,.FAs
lacteos, aqui hicimos un estudio preliminar en donde cada muestra de leche fue sujeta
a hidrdlisis enzimatica basado en tratamiento con lipasas y fosfolipasas, para liberar los
FFA esterificados, o que permitid calcular los niveles de esterificacion tanto de cLA
como de NO,-cLA. Los resultados mostraron que mas del 97% de cLA estaba
esterificado, lo que esta de acuerdo con publicaciones previas (42). Sin embargo,
observamos que la gran mayoria del NO,-cLA se encontré como acido graso libre no
esterificado, con un porcentaje de NO,-cLA no esterificado sobre cLA no esterificado de
aproximadamente 10%. La tasa de esterificacion diferencial entre cLA y NO,-cLA
sugiere diferentes mecanismos de metabolismo e incorporacién a la leche, que
deberan ser estudiados en futuras investigaciones. Teniendo en cuenta que a nivel de
la glandula mamaria los FFA son incorporados como FFA libres insaturados (135—-137),
nuestro resultado preliminar sugiere que la incorporacion enzimatica de NO,-cLA a

triglicéridos y fosfolipidos es menos eficiente, en comparacion con cLA. Este resultado
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permite aventurar la hipétesis de que el NO,-cLA lacteo podria estar formandose en el
tracto digestivo, particularmente en el pH &acido del abomaso y, luego de ser
transportado por el torrente sanguineo y ser captado por la glandula mamaria como
NO,-cLA libre (Figura 20). En bovinos, el NO,cLA podria ser incorporado
enzimaticamente a triglicéridos y fosfolipidos en forma menos eficiente que el cLA,
circulando al menos en parte en forma no-esterificada hasta la glandula mamaria. No
se puede descartar completamente que las células epiteliales mamarias tengan
transportadores especificos para NO,-cLA, o bien que exista un mecanismo de

nitracion del cLA no esterificado a nivel mamario.

72



CMor @op s ] £ Albumin Acetate
Glucose VLDL & S5 i'_"g'ui“ € m B-hydroxybutyrate
VA, cLA
modmm NO,-cLA
Glycerol ..... L\‘FA VA, cLA "TTeeesd
Basement Membrane__ . ........ccorsshemennen SNty NO,-cLA _
Mammary gl XV aceiconnec
epithelial ce
A (16-22 X AcC l
carbons) cLA alonyl-CoA
\* CoA \ Free
NO _-cLA
Glut]) O~ i FAS 2 1
Glycerol-3-P  + ) l )
w1 |SCp

NO,-cLA | GPAT

i FA (4-16 carbons)
AGPAT ~ o4
ﬂ DGAT | Gt

ER OO\‘
@

Free
NOz-cLA

Figura 20. Hipotesis sobre el origen de NO,-cLA lacteo generado en el tracto digestivo
y/o en la glandula mamaria. 1) Via directa de NO,-cLA hacia la leche ya preformado en
el tracto digestivo. 2) Via de sintesis de NO,-cLA a nivel de la glandula mamaria para
luego incorporarse en la leche. Abreviaturas: "NO,= ién nitrito, Free NO,-cLA= NO,-cLA
no-esterificado, ACC= acetil-CoA carboxilasa;, AGPAT= acil glicerol fosfato acil
transferasa; CD36= transferasa de acidos grasos (CD36); CLD= gotita de lipidos
citoplasmaticos; CoA= coenzima A; CM= quilomicron; DGAT= (diacilglicerol
aciltransferasa; RE= reticulo endoplasmico; FA= acido graso, FABP= proteina de unién
a acidos grasos; FAS= acido graso sintasa; Glut1= transportador de glucosa 1; GPAT=
glicerol-3 fosfato aciltransferasa; LPL= lipoproteina lipasa; MFG= globulo de grasa
lactea; SCD= estearoil-CoA desaturasa; TAG= triglicérido; VLD= Lipoproteina de muy
baja densidad. Esquema modificado tomado de Kyriakaki et al, 2022 (137).
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El método analitico utilizado en esta Tesis podria utilizarse para futuras investigaciones
que determinen como se regula el NO,-cLA lacteo y sus isdbmeros, y como se puede
optimizar la produccién de leche “enriquecida” en NO,-cLA. En virtud de que el
NO,-cLA tiene reconocidos efectos beneficiosos para la salud, derivado de su
capacidad electrofilica capaz de modular procesos fisiolégicos e inflamatorios, es
posible que la leche enriquecida en NO,-cLA pueda ser reconocida como un alimento
funcional y saludable. EI método analitico para NO,-cLAs lacteo permitiria determinar
los factores genéticos y regimenes alimentarios que regulan su concentracion, de
forma de posicionar la leche bovina y sus derivados como una fuente natural NO,-cLA

con un potencial impacto beneficioso para la salud.

Si bien el presente trabajo muestra formalmente la presencia de NO,-cLA en leche
bovina y caracteriza sus rangos de concentraciones absolutas y relativas a cLA, asi
como su formacion en condiciones de nitracion en el tracto digestivo in vitro, nuestra
investigacion presenta algunas limitaciones. Por ejemplo, nuestro trabajo no ha
identificado los diferentes isomeros del NO,-cLA lacteo, lo que podria aportar datos
interesantes sobre especies de NO,-FAs con efectos biolégicos particulares. Es
reconocido que el isobmero mayoritario de cLA (cis-9,trans-11) tiene efectos protectores
a nivel cardiovascular (139), lo que predice tentativamente una actividad bioldgica
diferencial de ciertos isdmeros de NO,-cLA. Sin embargo, el analisis de isémeros de
NO,-cLA es experimentalmente complejo y requiere de equipos de MS de mayor
resolucidn (Orbitrap o QTOF), asi como de una bateria de estandares internos puros de

cada isémero.
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Conclusiones y perspectivas

En esta tesis de maestria hemos desarrollado una técnica analitica basada en
HPLC-MS/MS para determinar NO,-cLA en la leche bovina y mostramos por primera
vez la ocurrencia de concentraciones micromolares de NO,-cLA lacteo, el cual parece
encontrarse predominantemente en forma no-esterificada. Se reconoce que
concentraciones micromolares de NO,-cLA tienen funciones fisiolégicas modulando la
expresion génica controlada por factores de transcripciones, resultando en efectos
antiinflamatorios y de regulacion metabdlica en sistemas bioldgicos (70,119,130). Esto
sugiere la importancia del NO,-cLA lacteo como acido graso modificado de alto valor

nutricional.

Los niveles de cLA y NO,-cLA mostraron una correlacion significativa, sugiriendo que el
NO,-cLA lacteo es regulado por la cantidad de cLA. A su vez, descubrimos que el
NO,-cLA en la leche se encontraria mayoritariamente en forma no-esterificada, en
contraposicion al cLA. Si se considera que NO,-cLA en plasma u orina humana se
encuentra esterificado en un 99% (66), la leche bovina parece ser una fuente bioldgica

unica de NO,-cLA no-esterificado.

La determinacién de NO,-cLA por MS/MS en leche vacuna abre grandes perspectivas
para la comprension de como se regulan los NO,-FAs en la leche, asi como los posible
beneficios nutricionales que éstos pueden provocar en los consumidores de leche.
Estudios previos han mostrado que el cLA ejerce efectos anticancerigenos (30,31,140).
En seres humanos, la ingesta de cLA entre 15y 150 mg/dia, tiene efectos favorables
en la regulacion del metabolismo lipidico, asi como en el sistema cardiovascular
(22,31,141,142). Resta por analizar, en qué medida estos efectos adjudicados hasta
ahora al consumo de cLA estan mediados por especies de NO,-cLA, teniendo en
cuenta su reactividad como nitroalqueno electrdéfilo, actuando en varios blancos
moleculares como los sistemas de senalizacion ARE/Nrf2, NFKB y PPRgamma
(105,129,143,144).
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De confirmarse que el NO,-cLA lacteo aporta beneficios para la salud luego de su
ingesta, este podria posicionarse como un nutriente de alto interés fisiologico y
nutracéutico. Las técnicas analiticas desarrolladas en este trabajo podrian ser
aplicadas para la seleccion de razas, formas de alimentacién y periodo de lactancia
que aportan altos niveles de NO,-cLA. Eventualmente, también se podria utilizar para

estandarizar los niveles de NO,-cLA en productos o subproductos lacteos comerciales.
Otra perspectiva importante de nuestra investigacion es extender nuestra metodologia

al descubrimiento de NO,-cLA en leche humana, ya que este nutriente aun no ha sido

analizado en personas sanas o en casos de enfermedad.
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