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RESUMEN

La enfermedad cardiovascular (ECV) es una de las principales causas de muerte
en México y en el mundo. El desarrollo de esta enfermedad se relaciona con la
alimentacion, en especial con el tipo de lipidos que se consumen. El objetivo del
presente trabajo fue comparar los efectos producidos por el consumo sostenido de
diferentes aceites sobre algunos marcadores de riesgo cardiovascular en ratas
Wistar. Un total de 56 ratas macho fueron divididas en 7 grupos. Cinco grupos
fueron alimentados con pellets comunes para rata adicionado con alguno de los
siguientes aceites: aguacate, canola, cartamo alto en acido oleico, soya y semilla
de uva. Los 2 grupos restantes fueron: grupo control negativo, alimentado sin
aceite adicionado, y control positivo, alimentado con adicion de aceite
parcialmente hidrogenado. Después de 5 semanas de intervencion se sacrificaron
las ratas y se evaluaron las concentraciones séricas del perfil de lipidos y de la
proteina C reactiva (PCR). Las concentraciones de colesterol total fueron
significativamente mayores (p <0.05) en el grupo control positivo respecto a todos
los grupos de tratamiento excepto al de cartamo. El grupo alimentado con aceite
de cartamo presentd valores significativamente mayores a los del aceite de
canola, soya y semilla de uva. Los triglicéridos fueron significativamente menores
en los grupos con aceite de soya y semilla de uva comparados con el control
positivo. Las concentraciones de c-HDL fueron significativamente mayores en el
grupo con aceite de cartamo respecto al de canola. Las concentraciones de c-LDL
fueron significativamente menores en todos los grupos excepto en el de cartamo
con respecto al control positivo. La relacion LDL/HDL fue significativamente menor
en todos los grupos respecto al control positivo. La PCR fue significativamente
menor en los grupos tratados con aceite de cartamo y soya con respecto al control
negativo. En conclusion, los grupos que consumieron alimento con alguna fuente
rica de acidos grasos poliinsaturados (aceite de soya y semilla de uva)
presentaron un mejor prondstico en un mayor nimero de marcadores de riesgo
cardiovascular estudiados en comparacion con los grupos control. Es necesario
continuar evaluando las diferentes fuentes lipidicas en relacién a parametros cuya
relacion con el riesgo cardiovascular ha sido recientemente reconocida, asi como
evaluar el efecto de cada uno de los componentes de los aceites respecto a la
salud coronaria.

Palabras clave: Enfermedad cardiovascular, perfil de lipidos, PCR, aceites
vegetales, ratas.
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ABSTRACT

Heart Disease (CHD) is one of the major causes of death in Mexico and worldwide.
Development of CHD is strongly related to food intake, especially to fat types. The
objective of this study was to compare the effect of different vegetal oils
consumption on cardiovascular risk markers in Wistar rats. A total of 56 Wistar rats
were grouped in 7 groups. Five groups were fed with pellets prepared with rat’s
common food and one of testing oils: avocado, rapeseed, high oleic safflower,
soybean and grape seed. The remaining two groups were a negative control group
(no oil added) and positive control group (oil added: partially hydrogenated oil).
After 5 weeks, rats were sacrificed. Lipid profile and CRP were evaluated in serum.
Total cholesterol concentrations were significantly higher (P<0.05) in positive
control group than other groups, except to the safflower oil group. The safflower oil
group presented values significantly higher than the rapeseed, soybean and grape
seed oil groups. Triglycerides concentrations were significantly lower in the
soybean and grape seed oil group respect to the positive control group. c-HDL
concentrations were significantly higher in the safflower oil group than the
rapeseed oil group. c-LDL concentrations were significantly lower in the avocado,
rapeseed, soybean and grape seed oil groups than the positive control group. The
LDL/HDL ratio was significantly lower in all groups than the positive control. CRP
was lower in the safflower and soybean oil groups respect to the negative control
group. We concluded the groups whom consumed food with polyunsaturated fatty
acids (soybean and grape seed oil) improve more cardiovascular risk markers than
the control groups. It's necessary to further evaluate the different lipid sources in
relation to recently recognized cardiovascular risk markers, and assess the effect
of each component of the oils respect to cardiovascular health.

Key words: Cardiovascular disease, lipid profile, CRP, vegetal oils, rats.
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I. INTRODUCCION

La enfermedad cardiovascular (ECV) esta considerada como un problema
de salud publica debido a las altas cifras de prevalencia (17 millones de
defunciones durante el 2008) que existen en el mundo, y en nuestro pais la
situacién no es la excepcion (90 mil muertes aproximadamente durante el 2008).
Los costos ocasionados por esta enfermedad al sector salud son elevados,
ademas de que causa la muerte de un gran numero de personas anualmente
(WHO, 2011; INEGI, 2010).

Para el diagndstico de la ECV es necesaria una valoracion completa,
donde se incluya el analisis de algunos biomarcadores, como los considerados en
el perfil lipidico y la proteina c reactiva, asi como la valoracion de la alimentacion.
Esta dltima juega un papel muy importante ya que es reconocido que el tipo de
fuente lipidica tiene un significativo efecto en estos marcadores, y por lo tanto, en
el desarrollo o prevencion de esta enfermedad (Martinez, 2006; Vega-Lépez y col.,
2006).

En diversas investigaciones se ha estudiado el efecto que producen
diferentes lipidos en el desarrollo de la ECV. Se ha encontrado que el consumo de
ciertos aceites vegetales, los cuales contienen &cidos grasos mono Yy
poliinsaturados, algunos antioxidantes y otras sustancias bioactivas, se relaciona
con un efecto preventivo en la salud coronaria (Grasas y aceites en la nutricién
humana, 1997; Shaefer, 2002).

Durante las ultimas décadas ha aumentado la disponibilidad de diferentes
aceites en México, provenientes de diversos frutos o semillas. Por lo anterior, es
necesario llevar a cabo estudios en donde se compare el efecto aterogénico de
diferentes fuentes lipidicas disponibles actualmente en el mercado sobre

pardmetros cardiovasculares como el perfil lipidico y la proteina c reactiva.



ll. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Enfermedad cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un conjunto de patologias

que aquejan al corazoén y a los vasos sanguineos, entre ellas estan (WHO, 2007):

o La cardiopatia coronaria — enfermedad de los vasos sanguineos que irrigan
el masculo cardiaco (miocardio).

e« Las enfermedades cerebrovasculares — enfermedades de los vasos
sanguineos que irrigan el cerebro.

o Las arteriopatias periféricas — enfermedades de los vasos sanguineos que
irrigan los miembros superiores e inferiores.

e Las trombosis venosas profundas y embolias pulmonares — coagulos de
sangre (trombos) en las venas de las piernas, que pueden desprenderse

(émbolos) y alojarse en los vasos del corazon y/o de los pulmones.

Los ataques al corazén y los accidentes vasculares cerebrales suelen ser
fendmenos agudos que se deben sobre todo a obstrucciones que impiden que la
sangre fluya hacia el corazén o al cerebro. La causa mas frecuente es la
formacion de depdsitos de grasa en las paredes de los vasos sanguineos que
irrigan estos 6rganos. Las ECV tienen varios factores que promueven su aparicion,
por un lado los factores no modificables como la genética que hace que una
persona sea mMAas propensa a padecer esta enfermedad que otra, ya que la
variacion en los genes, el numero de alelos por gen, las interacciones gen-gen y
gen-ambiente pueden alterar la produccién de algunas proteinas implicadas en el
transporte y metabolismo de lipidos, y con esto se puede provocar el desarrollo de
esta patologia. Por otro lado, entre los factores que si se pueden modificar estan
la actividad fisica, el tabaquismo, los estilos de vida y sobre todo la alimentacion
(Arréiz, 2007; WHO, 2007).



Dentro de los criterios generales utilizados como marcadores de riesgo

cardiovascular se encuentran:

» Historia familiar de ECV, si hay familiares directos con la enfermedad
(Martinez, 2006).

» Hipertension arterial, con valores mayores de 120/80 mmHg (Martinez,
2006).

= Colesterol LDL elevado (c-LDL), en concentraciones mayores a 130 mg/dL
(Tietz y col., 1995).

» Triacilglicéridos elevados, valores mayores de 150 mg/dL (Martinez, 2006).

= PCR elevada, con un riesgo bajo en concentraciones menores a 1 mgl/L,
riesgo moderado de 1-3 mg/L y con alto riesgo en concentraciones mayores
a 3 mg/L (Dhingra y col., 2007).

» Obesidad, segun el criterio de la Organizacion Mundial de la Salud con
valores de IMC iguales o mayores a 30 kg/m? (Martinez, 2006).

La ECV se ha denominado como un problema de salud publica tanto en
nuestro pais como en el resto del mundo. En 2008 se calcularon cifras de 17
millones de muertes a causa de alguna enfermedad cardiovascular, lo que
representd un 48% del total de muertes no contagiosas registradas en el mundo
durante ese afio (WHO, 2011).

Segun la Encuesta Nacional de Salud (ENSANUT) del 2006, en nuestro
pais existen aproximadamente 17 millones de hipertensos y 14 millones de

dislipidémicos (Olaiz-Fernandez y col., 2006).

Durante el afio 2008, las enfermedades isquémicas del corazdn
provocaron el 6.4% de muertes en mujeres de 25 a 64 afios de edad y el 9.2% en
hombres de la misma edad. Esta causa esta asociada a la inactividad fisica,
tabaquismo, sobrepeso e hipertension arterial que experimenta la poblacién en

edades intermedias y avanzadas. Las enfermedades cerebrovasculares
3



ocasionaron el 4.6% de muertes en mujeres de 25 a 64 afios de edad y el 3.3% en
hombres (INEGI, 2010).

En Querétaro, se registr0 durante el 2008, que las enfermedades
isquémicas del corazon causaron el 8.7% de muertes en mujeres y hombres de 25
a 64 anos de edad. Por su parte, las enfermedades cerebrovasculares provocaron
el 4% del total de muertes (INEGI, 2010).

2.2Metabolismo lipidico e inflamacion

El metabolismo lipidico (Figura 1) inicia cuando los triacilglicéridos de la
dieta son emulsionados por la bilis en el intestino. Por accion de la lipasa
pancreatica y otros componentes lipidicos, los triglicéridos son hidrolizados en
acidos grasos libres y monoacilglicéridos y después son absorbidos por los
enterocitos de la pared intestinal. El colesterol de la dieta es captado por los
enterocitos en el lumen intestinal cuando esta formando micelas con las sales
biliares. En general, los acidos grasos con longitudes de cadena inferiores a 14
atomos de carbono entran directamente en el sistema portal y son transportados
en la sangre como complejos de albumina. Los acidos grasos y monoacilglicéridos
se absorben, se reesterifican y se unen con el colesterol previamente
reesterificado, con una pequefia porcion de colesterol libre y algunas proteinas,

formando los quilomicrones (Igbal y Hussain, 2009).

Los quilomicrones pasan del sistema linfatico a la sangre a través de la
vena subclavia izquierda. En su recorrido a través del sistema circulatorio, los
quilomicrones van donando sus triacilglicéridos a los musculos (para oxidarse y
obtener energia en forma de &cidos grasos y glicerol, esto con ayuda de la
lipoproteina-lipasa periférica), al tejido adiposo (para reesterificarse y ser
almacenados como tales) y al higado, en donde ademas de éstos, los remanentes

de quilomicrones (quilomicrones con muy poca cantidad de triacilglicéridos)



continlan con su catabolismo por la accion de la lipoproteina lipasa hepatica
(Mesay col., 2006).
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Figura 1. Metabolismo de lipidos provenientes de la dieta. QM: quilomicrén. VLDL:
lipoproteina de muy baja densidad. LDL: lipoproteina de baja densidad. rLDL: receptor especifico
de superficie para LDL. HDL: lipoproteina de alta densidad. PCR: proteina C reactiva. TNF-a:
factor de necrosis tumoral a. IL-1: interleucina 1. IL-6: interleucina 6 (Adaptacion de: Mathews y
Van Hole, 2002; Carrillo y Bear, 2004; Mesa y col., 2006).

El colesterol de la dieta y el sintetizado a partir de Acetil-CoA en el higado,
se une a los triglicéridos formados en este mismo 6rgano (a partir de los acidos
grasos provenientes del tejido adiposo y de la alimentacion) y a las lipoproteinas
para dar formar VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad). Estas lipoproteinas
son transportadas por la sangre hasta el masculo y el tejido adiposo, en donde
liberan los acidos grasos de los triacilglicéridos. Al perder sus triacilglicéridos las

VLDL se convierten en IDL (lipoproteinas de intermedia densidad) para terminar



formando LDL (lipoproteinas de baja densidad) al perder la mayoria de sus
triacilglicéridos. Las LDL son enviadas a los tejidos periféricos para transportar
ésteres de colesterol y dejar el colesterol en tejidos que tengan receptores
especificos de superficie para la apolipoproteina apoB-100. El colesterol ya en los
tejidos se utliza en la formacibn de membranas o se reesterifica para su
almacenamiento. Cuando la cantidad de colesterol disponible a partir de LDL es
suficiente, se impide la acumulacibn en exceso de colesterol intracelular
reduciendo la velocidad de sintesis de colesterol lo que aumenta las LDL
circulantes. Las HDL (lipoproteinas de alta densidad), formadas de igual manera
en el higado pero sin triglicéridos, tienen la funcién de recoger el colesterol libre y
los fosfolipidos de las células en los tejidos periféricos para llevarlo en forma de
ésteres de colesterol al higado y ser reutilizado en la produccion de lipoproteinas o
en la produccién de hormonas esteroideas y sales biliares (Rodriguez-Cruz y col.,
2005; Chilton y col., 2008; van Wijk y col., 2009).

Cuando se presenta un exceso de LDL, éstas pueden ser susceptibles a la
oxidacion, formando LDL oxidadas (LDL-ox). Estas atraviesan al espacio
subendotelial, posteriormente son fagocitadas por los macréfagos, formando
células espumosas que se agrupan constituyendo la estria grasa, lo que produce
un fendmeno de inflamacion. Al crecer la estria grasa, el proceso de inflamacién
avanza, hay necrosis y liberacibn de moléculas inflamatorias que atraen mas
moléculas de adhesion, aumentado el paso de los monocitos y perpetuando el
proceso, ya que hay una alteracién del endotelio. Los mediadores inflamatorios
estimulan a los macréfagos para la ingestion LDL-ox y los linfocitos T ingresan a la
intima para secretar citocinas pro-inflamatorias como las Interleucinas (IL-6, IL-1) y
TNF-a, las cuales amplifican la respuesta inflamatoria incrementando la
produccion de proteinas de fase aguda como la PCR. Ademas, cuando hay
estados metabolicos alterados, como la hiperglicemia, se produce la glicacion de

las LDL, haciéndolas mas susceptibles a la oxidacion, reiniciando el ciclo



inflamatorio e incrementando asi la inflamacion (Rizzo y Beneis, 2006; Achaval,
2009).

2.3 Marcadores bioquimicos especificos relacionados con Enfermedad

Cardiovascular

Los marcadores bioquimicos utilizados para evaluar el riesgo de ECV son
biomarcadores que permiten valorar una funcion biolégica, dar un diagndstico,
determinar la eficacia de un tratamiento y evaluar o predecir el riesgo de un evento
adverso. Los biomarcadores deben ser sensibles dentro de rangos definidos,
especificos, faciles de determinar, reproducibles y de costo accesible. Algunos
biomarcadores utilizados para evaluar el riesgo cardiovascular son los
comprendidos en el perfil lipidico y la proteina c reactiva (Miller y col., 2007;
Montafio, 2007).

2.3.1 Perfil lipidico

El perfil lipidico corresponde a un panel o grupo de examenes
relacionados con los lipidos en sangre para evaluar el riesgo de enfermedad
coronaria arterial por ateroesclerosis. El estudio minimo incluye colesterol total,
triglicéridos y algunas lipoproteinas. Los valores de colesterol total superior a 200
mg/dL requieren tratamiento. Una cifra de triglicéridos superior a los 150 mg/dL
esta relacionada con desordenes metabdlicos hereditarios, a una mayor ingestion
de grasas animales o0 al consumo de una dieta rica en hidratos de carbono. Las
concentraciones de HDL menores de 40 mg/dL se consideran como factor de
riesgo cardiovascular por los efectos protectores de estas lipoproteinas. Se ha
encontrado que niveles altos de LDL son aterogénicos (concentraciones mayores
a 130 mg/dL) por la susceptibilidad a la oxidacion de estas moléculas (Angel y
Angel, 2000; Laris y col., 2005).



Las lipoproteinas, cuya principal funcion es transportar los lipidos en la
sangre, se agrupan en lipoproteinas de baja densidad (LDL) las cuales representa
del 60 a 70% del colesterol total en suero. Lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) que contienen principalmente triacilglicéridos aunque su contenido de
colesterol representa entre un 10 y un 15% del colesterol sérico total. También
estan las lipoproteinas de intermedia densidad (IDL) y las de alta densidad (HDL).
Estas Ultimas representan entre el 20 y el 30% del colesterol sérico (ATP lII,
2010).

Las VLDL, IDL y las LDL llevan colesterol y triacilglicéridos a los tejidos
periféricos. Las LDL transportan el colesterol a los tejidos periféricos y en elevadas
concentraciones se asocia con un aumento en el riesgo de padecer la enfermedad
cardiaca, ya que estas lipoproteinas pueden ser susceptibles a la oxidacién y se
pueden depositar en la capa intima arterial e ir obstruyendo la arteria lentamente.
Las VLDL transportan triglicéridos sanguineos y niveles altos de éstas se asocian
con un mayor riesgo de enfermedad oclusiva arteriosclerdtica (Angel y Angel,
2000).

Las HDL son también transportadoras de colesterol pero su objetivo es
eliminar el colesterol de los tejidos periféricos y transportarlo al higado para su
metabolismo. Las razones de considerar esta lipoproteina como protector de la
salud coronaria es por sus propiedades antiaterogénicas como son la participacion
en el transporte reverso de colesterol y ésteres de colesterol oxidados, en la
inhibicion de la oxidacién y la agregacion de las LDL, la prevencién del dafio
vascular causado por las LDL-ox asi como en la prevencion de la trombosis

vascular, entre otras (Laris y col., 2005).

Hay otro parametro que se utiliza en el diagnéstico de enfermedad
cardiovascular que es la relacién LDL/HDL. Esta relacién también se utiliza para
tomar decisiones sobre la dieta o la prescripcién con medicamentos. Los valores

manejados para esta relacion en humanos son de 3.3-4.3 para un bajo riesgo de
8



ECV, de 4.4-7.0 son valores de riesgo promedio, de 7.1-11 hay un resigo
moderado, y con valores mayores de 11, el riesgo ya es elevado. La relacién
LDL/HDL estd muy relacionada con la enfermedad cardiovascular en especial
cuando se toma en cuenta la concentracion de triglicéridos (Greene y col., 2005;
Millan y col., 2009).

Los valores de referencia utilizados para ratas wistar en relacion a las
concentraciones de colesterol total van desde 46 hasta 92 mg/dL (CCPA, 1998).
En lo que respecta a las concentraciones del resto de los parametros del perfil
lipidico, los valores de triglicéridos encontrados por Kothari y col. (2008) en ratas
Wistar de 6-8 semanas de edad alimentadas con una dieta normal son de
61.20+4.94 mg/dL. Para c-LDL, ellos mismos, encontraron concentraciones de
42.69+5.97 mg/. Los valores encontrados por Guerra y col. (2007) en ratas macho
adultas para c-HDL fueron de 18.67+1.76 mg/dL.

El perfil lipidico no solo es de utilidad para evaluar la hiperlipidemia como
un indice que determina el riesgo de enfermedad coronaria arterial sino que
permite identificar oportunamente aquellos individuos con riesgo y disminuir la

morbi-mortalidad derivada de las dislipidemias (Fenske, 2001).

2.3.2 Proteina C Reactiva

La proteina C reactiva (PCR) fue descrita por primera vez por Tillett y
Francis en 1930, como proteina de fase aguda en el suero de pacientes con
neumonia donde ésta precipitaba con el polisacarido C de la pared celular de los

neumococos (Tillett y Francis, 1930).

La PCR es una pentraxina, por lo que tiene una estructura pentamérica
con dos caras (Figura 2). Esta proteina es dependiente del calcio para su unién a
la fosfocolina. El grupo de las pentraxinas incluyen pentraxinas largas, como la

Pentraxina 3 y pentraxinas cortas como la PCR y el componente amiloide del
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suero (SAP) que son producidas en el higado en respuesta a sefales
inflamatorias. Las funciones en general de las pentraxinas involucran:
opsonizacién (recubrimiento celular o molecular), activacién del complemento del
sistema inmune, fagocitosis y produccion de citocinas y oxido nitrico, eliminacion

de células apoptéticas y antigenos nucleares (Bottazzi y col., 2005).

Figura 2. Estructura de una cara de la PCR unida a la fosfocolina. Los iones de

calcio se muestran en amarillo y la fosfocolina en verde (Black y col., 2004).

De las caras pentaméricas de la PCR, una se une a la fosfocolina, cadena
lateral presente en todas las membranas celulares, en bacterias y protozoos. La
otra cara es responsable de las uniones a los neutréfilos, a través de los
receptores de anticuerpos FcyRI y FcyRIl y al componente C1q del complemento
del sistema inmune (Figura 3). De esta manera, la PCR promueve la fagocitosis y
eliminacion de las células muertas o deterioradas, asi como de los

microorganismos (Tizard, 2009).
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La PCR pertenece a un conjunto de proteinas denominadas proteinas de
fase aguda de primera linea en la defensa celular ya que activa el complemento
del sistema inmune. Su concentracion en el suero se incrementa
aproximadamente a las 6 h de iniciado el estimulo inflamatorio. Se duplica a las 8
h y puede aumentarse hasta 1000 veces a las 50 h. Una vez eliminado el proceso
inflamatorio, la vida media de esta proteina en sangre es de 19 h, por lo cual es un
marcador del estado actual del paciente (Corrado y Novo, 2007).

Figura 3. Interaccién de la PCR con C1q. A: Imagen de la PCR con las 5 subunidades.
La fosfocolina se muestra en rojo junto a la letra de la subunidad, de verde se alcanza a observar
los pequerios iones de calcio. B: Vista lateral de la PCR, omitiendo las subunidades B, C y E para
mas claridad. Las uniones de la subunidad A al complemento por medio de C1qg se observan en
azul, las de la subunidad B en verde y las de la C en rojo. Lo que se observa en azul claro son las
lisinas y tirosinas de C1g. El color magenta significa las mutaciones que activan el complemento
(Black y col., 2004).

La cuantificacion de la PCR ha sido utilizada como indicador no especifico
de inflamacion, dafio tisular e infecciones. Por lo tanto, su uso como marcador
coronario debe ser postergado en caso de presentar infecciones o dafio tisular, asi

como también si se ha estado en terapia hormonal de remplazo ya que la
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presencia bacteriana, alguna lesion en el endotelio o el descenso estrogénico
aumenta la produccion hepética de la PCR (Amezcua-Guerra y col., 2007; Zarate
y col., 2007).

La produccién de PCR por un proceso inflamatorio se lleva a cabo cuando
un exceso en las concentraciones de las LDL induce la alteracion endotelial
consistente principalmente en la interrupcion del proceso del 6xido nitrico (NO) y
en la necrosis de las células endoteliales. Tras la acumulacion de lipidos
extracelulares, se provoca una disfuncion del endotelio, lo que facilita la activacion,
migracion y alojamiento de los leucocitos en el interior de la intima arterial, en
especial de monocitos y linfocitos. Estos fagocitan e internalizan a las LDL-ox
unidas a la PCR, dando lugar a la formacién de células espumosas. La
acumulacion de células espumosas es determinante para la evolucion patogénica
de una placa arterial, haciéndola méas propensa a romperse y liberar su contenido
trombogénico. Esta propiedad protrombética de la PCR para contribuir en la
formacion de células espumosas, también se suma a la capacidad de la PCR para
inducir la produccién del factor tisular (iniciador de la cascada de coagulacion) por

los macréfagos activados (Amezcua-Guerra y col., 2007; Soler, 2007).

Con la presencia de macrofagos activados, se estimula la produccion de
citocinas y TNF-a. Estas citocinas, amplian los fendmenos inflamatorios locales,
activando a otras células, como los linfocitos T, que participan en la cascada
inflamatoria desencadenando la produccion de proteinas de fase aguda en el
higado, es decir, elevan la sintesis de PCR por parte del higado, como se muestra
en la Figura 4 (Soler, 2007).

Inicialmente, la PCR se media con inmunoensayos (ELISA), los cuales
han sido automatizados usando métodos inmunoturbidimétricos e
inmunoluminométricos, conocidos como métodos de alta sensibilidad. Para el caso

de la PCR, se utiliza un método ultra sensible, el cual puede ser usado en el
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desarrollo de estandares de referencia que son aplicados en la evaluacion del
riesgo cardiovascular. A pesar de que la PCR no se puede definir como un
indicador especifico de enfermedad cardiovascular al utilizarla como anico
marcador, su elevacibn demuestra un estado de inflamacién, que al ser
combinado con otros biomarcadores de ECV puede definir el riesgo de presentar

eventos cardiovasculares (Miller y col., 2007).

DL Células —
-0X espumosas
7 Aterogénesis
= Vasoconstriccidon
TNF-o. .
IL-6 . Trombosis
IL-1 —

Figura 4. Produccion y efecto de la PCR. TNF-a: factor de necrosis tumoral o. IL-1:

interleucina 1. IL-6: interleucina 6. LDL-ox: LDL oxidada. PCR: proteina C reactiva (Adaptacion de

Amezcua-Guerra y col., 2007; Soler, 2007)

Las concentraciones encontradas de PCR en individuos sanos, sin
infeccion ni traumas, que se manejan como rangos para diagnostico de ECV son:
PCR<1 mg/L corresponde a un bajo riesgo de eventos cardiovasculares futuros,
PCR= 1-3 mg/L predice un riesgo moderado y con PCR>3 mg/L se tiene un alto

riesgo (Corrado y Novo, 2007).

Se ha encontrado que los valores de PCR difieren entre hombres y
mujeres, probablemente por el estado hormonal de las participantes de los
estudios. También se ha visto que hay diferencias causadas por la edad, la raza,
obesidad y por el consumo de tabaco, ya que estos factores pueden promover el
desarrollo de patologias como la hipertension arterial y las dislipidemias, las
cuales se asocian con el aumento en la produccion de PCR (Cesari y col., 2003).
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En lo que respecta a los valores normales de PCR en animales, los
parametros encontrados para ratas Wistar van desde 300-600 ug/mL (De Beer y
col., 1982).

2.4 Enfermedad Cardiovascular y alimentacion

La alimentacion juega un papel muy importante en el desarrollo de ECV,
ya que el tipo de lipidos consumidos puede provocar cambios en los marcadores
de riesgo cardiovascular y si su consumo supera el 35% del total de energia sin
una adecuada actividad fisica, se pueden incrementar los riesgos de padecer ECV
(Wahrburg, 2004).

La ingestion de lipidos en la dieta representa entre un 20 y un 40% del
total de la energia ingerida y de esto alrededor del 90% son triacilglicéridos y una
pequefia porcidn restante son otros compuestos con actividad biolégica como
esteroles o tocoferoles. Los lipidos tienen efectos en la salud de acuerdo a la
composicién y combinacién que tengan de acidos grasos. Los acidos grasos
presentes en la dieta no solo juegan un papel en el desarrollo o en la prevencién
de ECV por su efecto en los niveles plasmaticos de lipidos, sino también porque
ellos influyen directamente en otros factores de riesgo cardiovascular como son la
coagulacion sanguinea, la trombosis, la presion sanguinea y la inflamacién (Hu y
col., 2001; Carrero y col., 2005).

Los cambios que ha sufrido la dieta en los ultimos afios han alterado el
consumo de acidos grasos benéficos para la salud. El dramatico incremento en la
ingestién de &cidos grasos saturados, trans y omega 6, asi como la disminucion
en el consumo de acidos grasos omega 3 son considerados como la mayor causa
de incidencia de enfermedades inflamatorias como la ateroesclerosis (Chilton y
col., 2008).
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De la dieta, los aceites vegetales ocupan un lugar importante, ya que su
consumo aporta acidos grasos mono y poliinsaturados asi como fitoesteroles,
fitoestrégenos, vitaminas y antioxidantes. Todos estos componentes estan

relacionados con un efecto preventivo en la salud coronaria (Shaefer, 2002).

2.4.1 Aceites como fuentes de lipidos

Dentro de la alimentacion las fuentes lipidicas pueden ser determinantes
en cambios relacionados con la salud coronaria. Dentro de estas fuentes se tienen
a las grasas, que son lipidos en estado sélido a temperatura de 20°C por la
cantidad de &cidos grasos saturados que contienen. Por otro lado estan los
aceites (lipidos liquidos a temperatura de 20°C), que por lo general son el
producto lipidico obtenido por extraccién con solventes, por extraccion mecanica o
por cualquier otro procedimiento de semillas oleaginosas o frutas (NMX-F-223-
1985; Vega-Lopez y col., 2006).

Produccioén de aceites

La elaboracion de aceites debe conservar el valor nutritivo (vitaminas,
tocoferoles, etc.) de éstos y evitar cambios quimicos en los triglicéridos. La
produccion en gran escala de la mayoria de los aceites presenta las siguientes

etapas:

Almacenamiento. Las semillas oleaginosas se secan hasta obtener una humedad

inferior al 10% para evitar la contaminacién por mohos y/o con micotoxinas,

ademas de que evita la aparicion de acidos grasos libres.

Elaboracion. Las semillas oleaginosas generalmente se limpian de sustancias
extrafas antes de ser descortezadas. El aceite se extrae con ayuda de un torno o

una presa hidraulica. La torta de la prensa se desprende en escamas para la
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posterior extraccion de las grasas residuales con disolventes, como el hexano de

uso alimentario.

Refinado del aceite. El refinado produce un aceite comestible con las

caracteristicas deseadas por los consumidores, como sabor y olor suaves,
aspecto limpio, color claro, estabilidad frente a la oxidacion e idoneidad para freir.
Los dos principales sistemas de refinado son el refinado alcalino (eliminacion de
fosfolipidos por desgomado con agua y adicidon de acido fosférico o citrico,
neutralizacion de los acidos grasos libres, blanqueo y desodorizacién) y el refinado
fisico (arrastre de vapor, neutralizacion), que se emplean para extraer los 4cidos
grasos libres. Con el refinado se disminuye el valor nutritivo del aceite pero
mantiene proporciones importantes de tocoferoles, y no cambia los acidos grasos
ni las composiciones de los triacilglicéridos. Después de este proceso, el aceite
esta listo para ser vendido en el mercado. Con la finalidad de obtener un aceite
con una caracteristica especial, la industria puede disefar practicamente cualquier
grasa o aceite empleando varios procesos de modificacion como la hidrogenacion,
interesterificacion, fraccionamiento o mezcla, esto dependiendo del objetivo para
el cual se utilice la grasa o el aceite y el costo de produccién que se tenga (Grasas
y aceites en la nutricibn humana, 1997)

La hidrogenacion es un procedimiento tecnoldgico que tiene como efecto
secundario la formacion de isébmeros geométricos y posicionales de los acidos
grasos insaturados, principalmente de &acidos grasos con isomeria trans. La
principal materia prima para la hidrogenacion son los aceites vegetales y marinos.
La transformacion de productos liquidos e inestables, por su susceptibilidad a la
oxidacion, en productos soélidos o semi-sélidos, estables y de manejo mas facil, los
hace ser utilizados como sustitutos de las mantecas o sebos animales, y

particularmente de la mantequilla (Valenzuela, 2008).

El proceso se lleva a cabo en un sistema trifasico (gas hidrogeno, aceite

liquido y catalizador so6lido), a temperaturas que varian desde 120 °C hasta 220 °C
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como maximo en las etapas finales de la reaccion. El catalizador son pequefios
cristales de niquel soportados por un 6xido inorganico, normalmente silice o
alimina. Se presupone que el catalizador metélico adsorbe sobre su superficie las
moléculas de hidrégeno debilitando los dobles enlaces C=C hasta romperlos para
formar enlaces metal-H y un doble enlace C-C (Figura 5). Tras la reaccion, se filtra
el catalizador y se eliminan todas las trazas de niquel residual después del
refinado, hasta conseguir un nivel de 0.1 mg/kg de aceite o inferior (Grasas y

aceites en la nutricion humana, 1997; Sotero y col., 2001).

A
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Figura 5. Reaccion de hidrogenacion por medio de un catalizador metalico. A:
Rompimiento del doble enlace en la cadena carbonada. B: reaccién general de hidrogenacién

catalitica (Morrison y Boyd, 1998).

En estas condiciones, los dobles enlaces de los acidos grasos insaturados
experimentan varias modificaciones estructurales: 1) el doble enlace puede ser
hidrogenado y transformado en un enlace simple (saturado); 2) la localizacion del
doble enlace puede ser modificada (formacién de isdmeros posicionales) y 3) el
doble enlace puede cambiar su configuracion espacial, dando origen a isomeros
trans (formacion de isbmeros geomeétricos). Cuando el proceso de hidrogenacion

se realiza en forma intensa ("full" hidrogenacién, en la terminologia industrial), se
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obtiene un producto 100% saturado y de alto punto de fusion, que no presenta
isdbmeros cis y trans (Figura 6). Cuando la hidrogenacion se realiza bajo
condiciones controladas (hidrogenacion parcial), se obtiene una mezcla de acidos
grasos saturados, monoinsaturados, y pequefias cantidades de poliinsaturados,

con isomeria cis y trans (Valenzuela, 2008).

H H H OH H H H H OH

. ~C=C*C =m0 H —(l_l—({?—fﬁf.# é_{'; —¢=0
HoRoETH A HOHOH K
ﬁhcidograso{:iﬁ ﬁmidogrﬂsoTrans

Figura 6. Configuracion de un doble enlace tipo cis y trans en un acido graso
(Lunn y Theobald, 2006).

Composicion de aceites

En la composicion de los aceites predominan acidos grasos mono y
poliinsaturados y, en menor cantidad, los acidos grasos saturados. Algunos
ejemplos de las semillas que se usan comunmente para la elaboracién de aceites
son las siguientes: cartamo, ajonjoli, girasol, cacahuate, algodon, maiz, canola,
soya y en menor medida la semilla de uva, aguacate, entre otros. Existen algunos
aceites que son hidrogenados para obtener un producto semisdlido y que tenga
mejores propiedades como una vida de anaquel méas prolongada y/o mayor
resistencia a la oxidacion. Un ejemplo comdn es el aceite de soya parcialmente
hidrogenado (NMX-F-223-1985; Vega-L6pez y col., 2006).

La composicion de los aceites varia segun el vegetal del cual hayan sido
obtenidos y cada aceite tiene una ventaja sobre los demas, ya sea en su
contenido de acidos grasos monoinsaturados, poliinsaturados (omega 3 y/o 6), la
cantidad de fitoesteroles, vitaminas, etc. (Tabla 1). Ademas, en el caso de algunos

aceites se conoce el contenido de fitoestrogenos, en especial de lignanos. Tal es
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el caso del aceite de soya (8.6 ug/g de aceite), girasol (4.0 ug/g de aceite) y

cacahuate (1.6 ug/g de aceite) (Thamy col., 1998).

Se ha investigado ampliamente la relacion entre los lipidos de los

alimentos y la ECV. Se han establecido asociaciones firmes y sistematicas a partir

de un amplio conjunto de resultados aportados por experimentos con animales,

asi como en estudios observacionales, ensayos clinicos y ensayos metabdlicos

realizados en diversas poblaciones humanas (James y col., 2000).

Tabla 1. Composicion de aceites en 100 g.

p FITO
ACIDOS GRASOS (g) VITAMINA | ESTEROLES
Mono Poli Omega | Omega | Relacion [ E (mg) (mg)
ACEITE Saturados | insaturados | insaturados | Trans 3 6 ®6/®3
Maiz 12.95 27.58 54.68 0.29 1.16 53.23 45.89 14.3 84
Soya 15.65 22.78 57.74 0.53 6.79 50.42 7.43 8.18 293
Canola 7.365 63.28 28.14 0.39 9.14 18.64 2.04 17.46 657
Cartamo alto
en acido
oleico 7.541 75.22 12.82 0.1 0.1 12.72 127.20 34.1 444
Girasol 10.1 45.4 40.1 41.08 100
Aguacate 11.56 70.55 13.49 - -
Semilla de
uva 9.6 16.1 69.9 28.8 180
Palma 49.3 37 9.3 15.94 -
Ajonjoli 14.2 39.7 41.7 1.4 865
Oliva 13.81 72.96 10.52 14.35 221
Soya
parcialmente
hidrogenado 24.75 61.25 9.3 34.16 0.7 8.58 12.26 8.1 132

Fuente: USDA, 2009.

Acidos grasos saturados (AGS)

Los AGS se encuentran presentes en los aceites de coco y de palma

principalmente. EIl &cido estearico, miristico y palmitico, presentes en la dieta, se

ha observado que tienen efecto en los pardmetros cardiovasculares, el primero

tiene un ligero efecto reductor en las concentraciones plasmaticas de colesterol
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debido a su rapida conversion en acido oleico; mientras que los otros dos tienden

a elevar las concentraciones de colesterol (Lunn, 2007; Gonzalez y col., 2009).

Aunque en general los AGS incrementan los niveles séricos de colesterol
HDL (c-HDL) y colesterol LDL (c-LDL), son los AGS de cadena larga (12-18
carbonos) los que muestran pequefios incrementos en el riesgo de enfermedad
coronaria ya que elevan las concentraciones de colesterol total y c-LDL. Lo
anterior no se presentan con los AGS de cadena corta (4-10 carbonos, como el
acido butirico de cuatro carbonos y el acido caproico de seis carbonos, que son
encontrados principalmente en la manteca de leche de vaca y en la de cabras,
respectivamente) (Bozon, 1991, White, 2009).

Acidos grasos monoinsaturados (AGMI)

Los AGMI son &cidos con un doble enlace entre dos de sus atomos de
carbono. La principal fuente de estos acidos incluye los aceites de oliva, de canola
y de cartamo, asi como en las nueces y el aguacate, entre otras (Gonzéalez y col.,
2009).

Se ha observado en varios estudios el efecto positivo de los acidos grasos
monoinsaturados en varios factores de riesgo cardiovascular como la reduccion de
los niveles de colesterol total y c-LDL, protegiendo contra la trombogénesis.
También se ha visto su accion en la reduccion de la susceptibilidad de LDL a la

oxidacion, asi como en la mejora del perfil glucémico (White, 2009).

Uno de los AGMI importantes desde el punto de vista nutricional es el
acido oleico, que abunda en los aceites de oliva y de canola, asi como en los
frutos secos. Diversos estudios indican que la sustitucion de &cidos grasos
saturados por monoinsaturados produce un efecto hipocolesterolémico (Lunn y
Theobald, 2006).
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Acidos grasos poliinsaturados (AGPI)

Los AGPI contienen 2 o mas dobles enlaces en su molécula. Al tener
mayor cantidad de dobles enlaces, los AGPI son mas susceptibles a la oxidacion

comparandolos con los AGMI (Ortega-Nieblas y col., 2001).

Los AGPI ya en el organismo pueden elongarse (Figura 7) y formar acidos
grasos de cadena larga y éstos a su vez formar eicosanoides, dependiendo si son
n-3 formaran &cido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA) y
luego prostaglandinas, mientras que los n-6 formaran acido araquidénico y
después tromboxanos, leucotrienos y prostaglandinas (Rodriguez-Cruz y col.,
2005).

PUFAS n-6 PUFAS n=3

Acido linoleico 18:2 Acido linolénico 18:3
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Figura 7. Sintesis de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga a partir

de AGPI n-6 y n-3. AA: acido araquidénico. EPA: &cido eicosapentaenoico. DHA: &cido

docosahexaenoico (Rodriguez-Cruz y col, 2005).

Los AGPI n-3 y los n-6 compiten por las mismas enzimas para su
metabolismo. Pero los derivados del acido araquidonico (prostaglandinas y
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tromboxanos de la serie 2 y leucotrienos de la serie 4) son proinflamatorios por los
efectos producidos en la vasoconstriccidn, la viscosidad sanguinea y el tiempo de
coagulacion (Simopoulos, 2008).

Sin embargo, se ha relacionado a los AGPI con la disminucion del riesgo
cardiovascular. Se ha encontrado que los AGPI pueden reducir la concentracién
de triglicéridos en la sangre ya que participan en el control de la expresién de
genes del metabolismo de los acidos grasos Yy triacilgliceroles inhibiendo la
lipogénesis y favoreciendo la oxidacién de acidos grasos (Rodriguez-Cruz y col.,
2005).

Hay dos AGPI que se han denominado como acidos grasos esenciales y
son el acido linoleico y el acido a-linolénico. EI AGPI mas abundante en la dieta es
el &cido linoleico, particularmente abundante en los aceites de soya y de girasol.
Este acido graso pertenece al grupo de los n-6 y es el precursor del acido
araquidonico lo que le da su importancia bioldgica. Ademas tiene un efecto
hipocolesterolémico comparado con las grasas saturadas reduciendo las
concentraciones de c-LDL pero también las de c-HDL (Barbosa y col., 2002;
Mathews y Van Hole., 2002).

El otro acido graso esencial, el a-linolénico perteneciente a la familia de
los n-3, esta presente en aceites vegetales como el de soya, canola y cacahuate.
Se ha visto que su consumo esta inversamente relacionado con el incremento de
los factores de riesgo cardiovascular como la concentracion de triglicéridos,
hipertension arterial, entre otros. Ademas de que se encontré que disminuye los
marcadores inflamatorios como la PCR y el suero amiloide A en sujetos obesos
con dislipidemias (Barbosa y col., 2002; Anderson y Ma, 2009).

Los efectos ateroprotectores derivados de la ingesta de AGPI n-3

provienen principalmente de su incorporacion a los fosfolipidos de las membranas
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de las células. Los intermediarios derivados del metabolismo de los AGPI n-3 son
menos protromboticos y vasoconstrictores que los derivados procedentes de los n-
6. La ingesta moderada de AGPI n-3 puede reducir el riesgo de un paro cardiaco
como consecuencia del efecto regulador que estos acidos grasos ejercen sobre
las propiedades eléctricas del miocardio. Existen evidencias de que los acidos
grasos n-3 pueden estimular la produccion endotelial de Oxido nitrico. Esta
molécula provoca la relajacion de las células del musculo liso permitiendo la
dilatacion de los vasos sanguineos, que reduce a su vez la presion sanguinea y la

activacion endotelial (Carrero y col., 2005).

Los AGPI n-3 de cadena larga (LC n-3 PUFA) como el EPA y el DHA,
presentes en variedades de aceites de pescado, tienen un potente efecto en la
disminucién de los triglicéridos sanguineos, sobre todo cuando esto esta
acompafiado de una disminuciéon de fuentes de &cidos grasos saturados o
utilizando programas para bajar de peso. Adicionalmente, estudios animales
sugieren que los LC n-3 PUFA pueden proteger contra la ganancia de peso,
ademas de que tienen un efecto anti-inflamatorio, lo cual reduce el riesgo de ECV
(James y col., 2000).

Se han estudiado también la relacion de los acidos grasos omega 6 con
los omega 3 (n-6:n3). ElI comité de expertos de la FAO/WHO recomienda para
adultos un consumo diario 6ptimo de AGPI en una proporcion n-6:n-3 de 5-
10:1/dia, aunque en paises como Japén y Suecia la relacion es menor. Pero se ha
encontrado que la dieta promedio del mexicano aporta una relacion 36:1 debido al
alto consumo de acido linoléico y bajo de linolénico (Rodriguez-Cruz y col., 2005;
Villalpando y col., 2007).

Ademas, se recomienda que para reducir el riesgo cardiovascular el
consumo de &cido linoleico represente entre el 5 y 8% del total de energia de la
dieta, y que la ingestién de acido linolénico sea del 1 a 2% de la energia total

(Villalpando y col., 2007).
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Segun lo encontrado por Riediger y col. (2009), disminuir la relacion de
acidos grasos n-6:n-3 puede reducir significativamente los riesgos
cardiovasculares en ratones, esto independientemente de la fuente de &cidos

grasos n-3.

Acidos grasos trans (AGT)

En lo que respecta a los AGT, su digestion y absorcion intestinal es similar
a la de los isbmeros cis, siendo reconocidos por la mayoria de los sistemas
enzimaticos en forma analoga a su contraparte cis. Los AGT de la dieta se
acumulan en el tejido adiposo y en los fosfolipidos de las membranas celulares,
ocupando las posiciones normalmente utilizadas por los acidos grasos saturados.
La suspensién del aporte dietario de AGT, resulta en la desaparicion de estos en
las membranas celulares y en el tejido adiposo, sugiriendo que el tipo de isomeria
(cis o trans) no es una limitante para el completo metabolismo de un &cido graso.
El corazén y el cerebro, practicamente no los incorporan, a diferencia del tejido
adiposo y del higado que lo hacen en forma muy dinamica. Se ha demostrado que
la placenta impide el paso de los AGT hacia los tejidos fetales, por lo cual la
incorporacion de AGT al tejido cerebral fetal seria minima. En los adultos, la
barrera hemato-encefélica es selectiva al paso de AGS y AGT. Los AGT se
incorporan preferencialmente en la posicion 1 de los triacilglicéridos, en forma
similar a los AGS, siendo su destino principal la beta-oxidacion. Entonces, como
los AGT se metabolizan igual que los AGS, éstos no se acumulan en los tejidos en

cantidades mayores que otras grasas (Valenzuela, 2008).

Los AGT, al igual que los AGS, modifican negativamente el perfil lipidico,
aumentando los niveles de c-LDL, y reduciendo los niveles del c-HDL, por lo cual
los AGT son considerados como nocivos para la salud cardiovascular. Los AGT
compiten por los mismos sistemas enzimaticos que su contraparte cis,

especialmente con los acidos grasos esenciales. Por esta razon, los efectos de
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dietas con elevado contenido de isdmeros trans, son aun mas criticos cuando la
dieta no aporta una cantidad adecuada de &cidos grasos esenciales. Los AGT
producen un aumento de los niveles plasmaticos de la Lipoproteina a, efecto que

no es observado con los acidos grasos saturados (Valenzuela, 2008).

Los AGT que se incorporan a los fosfolipidos de las membranas,
aumentan el punto de fusioén de éstos, lo que afecta la fluidez de las membranas.
Este parametro es determinante en la regulacion de la actividad de moléculas que
se encuentran insertas en la membrana (enzimas, receptores, transportadores,
canales ib6nicos, entre otros). Los AGT aumentan la fragilidad osmoética de los
eritrocitos producen hinchamiento y reduccién del consumo de oxigeno y de la
produccion de ATP en las mitocondrias, favorecen el desarrollo de arritmias
experimentales en miocitos, inhiben la bomba Na/K ATPasa y modifican la
actividad de la enzima adenilato ciclasa, que forma AMP ciclico. En lo que
respecta al tejido hepatico, los AGT incrementan la produccién de LDL, VLDL y
triglicéridos, disminuyen la produccion de HDL, disminuyen el tamafio de las LDL y
aumentan la gluconeogénesis. En el tejido adiposo, los AGT disminuyen la
captacion de triglicéridos y la esterificacion de colesterol, incrementan la
concentracion de &cidos grasos libres y de respuesta inflamatoria mediada por
activacion de Janus N-terminal quinasa (JNK). En el tejido muscular, incrementan
la insulinorresistencia, disminuyen captacion de glucosa y favorecen el depdsito de
triglicéridos. En el endotelio, los AGT disminuyen la produccion de éxido nitrico,
activan la NADPH oxidasa, incrementan las especies reactivas de oxigeno (ERO)
e incrementan las moléculas de adhesiéon ICAM-1, VCAM-1 y E-selectinas.
Mientras que en los monocitos y/o macrofagos, los AGT activan NF-KB por lo cual

se incrementa la produccion de TNF-a e IL-6 (Manzur y col., 2009).

Se encontré que elevan la concentracion de c-LDL en 7%, comparando el
efecto del consumo de la margarina de soya parcialmente hidrogenada con aceite

de soya nativo. Diversos estudios metabodlicos han demostrado que los AGT
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hacen que la composicidon de lipidos del plasma sea aun mas aterogénica que en
el caso de los AGS, pues no solo elevan las concentraciones de c-LDL a niveles
analogos sino que ademas reducen las del c-HDL (Schaefer, 2002).

Otros componentes de los aceites

En los aceites, a parte de los &cidos grasos, también estan presentes
algunos antioxidantes, como son los tocoferoles que son una forma natural de la
vitamina E. Acerca de éstos, hay estudios que atribuyen al a-tocoferol, presente
en muchas fuentes lipidicas vegetales, un efecto protector contra la oxidacion del

c-LDL y contra la placa ateromatosa (Kaul y col., 2001).

Los tocoferoles presentes en aceites ricos en acidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados posiblemente mejoran la respuesta

cardiovascular porque aumentan la concentracion de c-HDL (Poveda y col., 2005).

En otro estudio se explica que el contenido de tocoferoles, tocotrienoles y
betacarotenos disminuye los triglicéridos a pesar de que exista alto contenido de

acidos grasos saturados en el aceite (Ong y Goh, 2002).

También se ha visto que los tocoferoles tienen importancia en la
prevencion de la oxidacion de los acidos grasos presentes en el aceite, lo que
prolonga la vida de anaquel del mismo. Por otro lado al consumirlos se contribuye
a la ingestion de vitamina E, la cual es importante para mantener la salud

cardiovascular ya que previene la oxidacion del c-LDL (Sayago y col., 2007).

En los aceites vegetales también hay otras sustancias con efecto en la
salud coronaria, como son los fitoesteroles, los cuales, especialmente el (-
sitostanol, reducen el colesterol sérico reduciendo la absorcion de colesterol en el

intestino. Esto pudiendo ser por varios mecanismos: 1) porque compite con el
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colesterol para ser emulsionado y absorbido, 2) porque inhiben la reesterificacion
del colesterol inhibiendo la enzima ACAT que se encarga de reesterificar al
colesterol para ser incorporado a los quilomicrones, 3) porque pueden acelerar el
eflujo de colesterol desde las células intestinales al limen a través de la activacion
de los genes que codifican las proteinas de la estructura del transportador ABC.
El aceite de soya tiene un alto contenido de esteroles (Katan, 2003; Valenzuela y
col., 2004; Hung y col., 2008).

Ademas de las sustancias antes mencionadas con efecto en el desarrollo
de la ECV, se ha observado que los fitoestrogenos, en especial los lignanos
presentes en los aceites, tienen influencia en la homeostasis del colesterol. Ya que
éstos han mostrado un efecto inhibitorio de las enzimas limitantes en la formacién

de acidos biliares a partir del colesterol (Tham y col., 1998).

Los aceites y su efecto en el riesgo cardiovascular

Algunos aceites han sido estudiados por su efecto en la salud, tal es el
caso de los aceites ricos en AGPI como el aceite de soya que tiene de un alto
contenido de &cido a-linoleico, AGPI de gran actividad benéfica con respecto a la
ECV. La composicion de AGPI n-6:n-3 del aceite de soya es de 7:1, lo que lo hace
un aceite de composicibn recomendable para prevenir padecimientos
cardiovasculares. Ademas, este aceite contiene fitoesteroles esterificados como el
B-sitoesterol y campesterol, los cuales se ha visto que tienen efecto
hipocolesterolémico. Se ha encontrado también que el aceite de soya contiene
elevada cantidad de fitoestrogenos (8.4 ug de lignanos/g de aceite), lo cual se ha
relacionado con la disminucion del riesgo cardiovascular (Tham y col., 1998;
Bartnikowska, 2009).

Otro tipo de aceite rico en AGPI es el aceite de semilla de uva, ya que
contiene aproximadamente un 70% de &cido linoleico (USDA, 2009). El alto
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contenido de AGPI lo hace un aceite de importancia nutricional ya que se ha visto
que estos acidos grasos reducen la concentracion de c-LDL y aumenta la de c-
HDL. Ademas, este aceite tiene un alto contenido de fitoesteroles, principalmente
B-sitoesterol, que se han visto asociado con la prevencion y reduccion de niveles

de colesterol (Navas, 2009; Tangolar y col., 2009).

También se han estudiado los aceites ricos en AGMI como el aceite de
canola en el cual el acido oleico es el de mayor concentracion. Este aceite es bajo
en grasas saturadas y tiene un balance razonable 2:1 entre los acidos grasos n-6
y n-3 (Downey, 1990; USDA, 2009).

En lo que respecta al aceite de cartamo rico en acido oleico, éste tiene
mayor cantidad de AGMI por lo cual se presume que tiene un efecto benéfico en la
salud arterial, como la reduccién de los niveles de colesterol total y c-LDL. Pero es
necesario estudiar a profundidad su efecto sobre los marcadores de riesgo

cardiovascular (Cox y col., 1998).

Se demostré que el aceite de aguacate es rico en AGMI (contiene altos
niveles de acido oleico) y produjo concentraciones mas elevadas de c-HDL en
conejos con respecto a un aceite con acidos grasos poliinsaturados como es el

aceite de maiz (Kritchevsky y col., 2003).

Hay otros estudios en los que se demuestra el efecto del aceite de
aguacate en reducir el colesterol total, los triglicéridos y las concentraciones de c-
LDL tanto en individuos hiperlipidémicos como con diabetes mellitus tipo 2 o
insulino-no-dependiente. También se observé wuna elevacion en las
concentraciones de c-HDL por el consumo de dietas con aceite de aguacate

utilizando modelos animales (Pérez-Rosales y col., 2005).

Hay aceites que son consumidos en nuestro pais y que elevan el riesgo

cardiovascular, tal es el caso de los aceites parcialmente hidrogenados, los cuales
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son producidos por hidrogenacién parcial de algun aceite natural. Un ejemplo claro
es el aceite de soya parcialmente hidrogenado, que ha mostrado un aumento en
las concentraciones de c-LDL por su contenido de acidos grasos trans (Vega-
Lépez y col., 2006).

Consumo de aceites

Segun datos de la FAO, durante el 2005 el aceite vegetal de mayor
consumo en México fue el de soya, del cual se ha ido incrementando la demanda
por su consumo nacional (Figura 8), aunque no se especifica si se consume como
tal o se utiliza en la preparacion de otros alimentos. Hay otros aceites que han
incrementado su consumo a lo largo de los afios como es el caso del aceite de
canola. Por el contrario el aceite de girasol ha tenido fluctuaciones amplias a
través del tiempo. Sin embargo, las posibilidades de escoger entre una mayor
variedad de aceites, con beneficios a la salud, esta creciendo, por lo tanto es
necesario evaluar las propiedades de estos aceites con respecto a la prevencion
del riesgo cardiovascular (FAO, 2003; USDA, 2007).
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Figura 8. Consumo de aceites en México 1965-2005. Ton: toneladas. (FAOSTAT,
1965-2005).
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Estudios in vivo con aceites

Para evaluar el efecto producido por algunos aceites, se han realizado

estudios in vivo (Tabla 2), entre los cuales destacan los hechos en roedores como

ratas o hamsteres, debido a la similitud genética entre los roedores y los humanos
(Chorro y col., 2009).

Tabla 2. Estudios in vivo de consumo de aceites y ECV.

AUTOR ANIMALES TIEMPO INTERVENCION RESULTADOS
Barbosa y col., 50 ratas macho 13 sem Adaptacion: Inicio del tx | No hay diferencia en
2002 Wistar apartir del destete. presion arterial entre los tx.
Edad: 3 sem Grupo control: no hay. | El aceite de canola elevé el
Peso: no menciona Alimentacién: dietas de | c-HDL comparado con los
4 grupos de 12 igual composicién, pero | demas tx.
ratas diferente fuente
lipidica:
a) aceite de soya,
b) aceite de canola,
¢) manteca de cerdo y
yema de huevo,
d) aceite de canola con
manteca de cerdo y
yema de huevo.
Kritchevsky y 28 conejos alvinos | 90 dias Adaptacion: no se El aceite de coco fue el
col., 2003 de Nueva Zelanda menciona mas aterogénico.

Edad: no
menciona
Peso: 2610 g
4 grupos de 7
conejos

Grupo control: no hay.
Alimentacién: dieta
aterogénica con 0.2%
en peso de colesterol y
14% en peso de aceite:
a) maiz,

b) coco,

c) oliva (no menciona
que tipo) y

d) aguacate.

El aceite de maiz fue el
menos aterogénico.

Las concentraciones mas
altas de HDL se dieron con
aceite de oliva 'y de
aguacate.

TAG-= triglicéridos, HDL= lipoproteinas de alta densidad, LDLD= lipoproteinas de baja densidad, tx:

tratamiento.
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Tabla 2. Estudios in vivo de consumo de aceites y ECV (Continuacion)

AUTOR ANIMALES TIEMPO INTERVENCION RESULTADOS
Nicolosi y 60 hamsters machos |10 sem |Adaptacién: 2 semanas Reduccion de LDL
col., 2004 Golden Syrian con dieta en tx con aceite de

Edad: 9 semanas hipercolesterolémica con | girasol medio en
Peso: no menciona 10% en peso de aceite de | oleico.
3 grupos de 20 ratas girasol alto en linoleico y TAG altos con
0.4% de colesterol (dieta | aceite de oliva alto
control). en oleico.
Grupo control: tratados
con dieta control.
Alimentacion: dieta con
10% en peso de aceite:
a) oliva alto en oleico
(refinado) b) girasol medio
en oleico.
Poveda y 96 ratas macho 4 sem Adaptacion: no se Diferencias de HDL,
col., 2005 Wistar menciona disminuyendo con
Edad: 4 semanas Grupo control: Sin aceite de palmay
Peso: 75.6+£9.7 g administracion de aceite. aumentando con
6 grupos de 16 ratas Alimentacién: Dieta ad aceite de girasol y
libitum de alimento maiz.
comercial. Se proporcioné | Tendencia a
0.2 ml de aceite por sonda | disminuir TAG con
nasogastrica. Aceites: aceite de palmay
a) palma, b) girasol, aumentarlos con
b) soya, c) maiz y aceite de girasol y
d) canola. canola.
Salazary 10 ratas macho 2 sem Adaptacion = 3 dias El aceite de
col., 2005 Wistar Grupo control: alimento aguacate modifica el
Edad: no menciona comun para rata contenido de acidos
Peso: 240 g Alimentacién: dieta con grasos en
2 grupos de 5 ratas aceite de aguacate al 10% | membranas
en peso. cardiacas y renales.
Ohara y col., | 20 ratas macho 26 sem | Adaptacion: no menciona | El aceite de canola
2008 espontaneamente Grupo control: tratadas eleva las
hipertensas con aceite de soya (10% concentraciones de
Edad: 5 semanas €n peso). colesterol total y de
Peso: no menciona Alimentacién: dieta con TAG comparado
2 grupos de 10 ratas aceite de canola (10% en |con el aceite de
peso). soya.
Oluba y col., | 21 ratas albinas 6 sem Adaptacion = 2 sem con Triglicéridos y
2008 Wistar dieta comun para rata. colesterol total de

Edad: 6 sem
Peso: 57.9¢
3 grupos de 7 ratas

Grupo control: No
consume aceite.
Alimentacion: dieta de
croquetas con 5% en peso
de aceite:

a) palma b) soya
parcialmente hidrogenado.

aceite de palma
fueron mejores que
aceite de soya
parcialmente
hidrogenado.

TAG= triglicéridos, HDL= lipoproteinas de alta densidad, LDLD= lipoproteinas de baja densidad, tx:

tratamiento.
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ll. JUSTIFICACION

La ECV es una de las principales causas de muerte en el mundo y en
nuestro pais. Esta patologia tiene repercusiones a nivel social y econémico de una
manera preocupante. Esto obliga a que se estudie mas a detalle la manera de
evitar el desarrollo de esta enfermedad o la forma de controlarla (Estadisticas de
mortalidad en México, 2005; WHO, 2007).

Como la alimentacion juega un papel importante en el desarrollo de esta
enfermedad, es necesario evaluar el efecto producido por los lipidos en la misma.
Por este motivo, son indispensables estudios sobre los efectos generados por
aceites presentes en el mercado actual de nuestro pais. Ya que en los ultimos
afios, en México han aumentado las opciones de aceites vegetales para su
consumo como son el de soya, canola, cartamo, aguacate, semilla de uva, entre
otros. Algunos de ellos, como el de semilla de uva, aguacate y el de cartamo alto
en &cido oleico, no han sido estudiados ampliamente con respecto a su efecto en

la enfermedad cardiovascular (Shaefer, 2002; Wahrburg, 2004).

Un estudio en forma comparativa y paralela de los efectos producidos por
el consumo de diferentes tipos de aceites presentes en el mercado mexicano
actual con respecto a la ECV, como el que se presenta, permite conocer las
consecuencias aterogénicas o efectos protectores de estos aceites, asi como
realizar comparaciones entre ellos. También es (til para identificar los efectos
producidos por los aceites en la salud coronaria no sélo por la cantidad

consumida, sino por el contenido de estos aceites.

Ademas de que en este estudio se incluyen marcadores de riesgo
cardiovascular como el perfil de lipidos y la PCR, parametro muy relacionado con
inflamacion. Estos marcadores no han sido estudiados simultaneamente en

investigaciones comparativas después de un consumo sostenido de los aceites.
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IV. HIPOTESIS

Tanto los aceites ricos en AGMI como los aceites ricos en AGPI mejoraran
los parametros cardiovasculares estudiados al ser comparados con un aceite
parcialmente hidrogenado. Ademas el consumo de aceites ricos en AGMI

mejorara los parametros al ser comparados con los aceites ricos en AGPI.

V. OBJETIVOS

Objetivo general:

Comparar los efectos producidos por el consumo de varios tipos de
aceites sobre parametros cardiovasculares tras su ingestion sostenida en ratas
Wistar.

Objetivos especificos:

1. Determinar y comparar los indices de calidad de los aceites utilizados y del
alimento dado a las ratas.

2. Determinar y comparar las concentraciones de colesterol total en plasma,
después de la ingesta de los diferentes aceites.

3. Determinar y comparar las concentraciones de triglicéridos en plasma,
después de la ingesta de los diferentes aceites.

4. Determinar y comparar las concentraciones de c-HDL en plasma, después
de la ingesta de los diferentes aceites.

5. Determinar y comparar las concentraciones de c-LDL en plasma, después
de la ingesta de los diferentes aceites.

6. Determinar y comparar las concentraciones de PCR en plasma, después de

la ingesta de los diferentes aceites.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Tipo de estudio

Estudio in vivo experimental, observacional, paralelo, en el cual se

pusieron a prueba los efectos producidos por el consumo sostenido de diferentes

tipos de aceite con respecto al perfil lipidico y la PCR (Figura 9).

56 ratas Wistar (5 sem de edad)

O

Adaptacion (1 sem)

Indice de Perdxidos

Indices de calidad . .
< Indice de Acidez

11% en peso

Preparacion de alimento
Alimento Laboratory 59% en peso
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| |
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|
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Figura 9. Disefio experimental. Intervencion: 38 dias. Control negativo: grupo tratado con
alimento Laboratory Rodent Diet 5001 sin adicién de aceite. Control positivo: grupo tratado con

aceite parcialmente hidrogenado. Tx: tratamiento. PCR: proteina c reactiva.



6.2 Poblacion

Se utilizaron 56 ratas Wistar macho, de 5 semanas de edad, con

alimentacion y agua ad libitum y se ajustaron al ciclo circadiano de 12 horas de luz

y 12 horas de oscuridad. Después de un periodo de adaptaciéon de una semana,

se formaron los grupos de estudio.

6.3 Aceites utilizados

La informacién nutrimental de los aceites utilizados, segun lo mostrado en

su etiquetado, se resume en la Tabla 3.

Tabla 3. Descripcion nutrimental de aceites utilizados.

CARACTERISTICAS

ACEITE

Cartamo alto en

Aguacate | Canola -9 k Soya Semilla Parcialmente
acido oleico de uva Hidrogenado
Nombre comercial Ahuacatlan | Vita Oleico Nutrioli | Borges | Ultra-Fray
Mezcla de oleina de
palma (10%), aceite
. . de soya parcial-
ORIGEN Aguacate Canola (I:a.rtamo,.alto en Soya semilla mentz h?drogenado
acido oleico. de uva .
(10%) y aceite de
soya sin hidrogenar
(80%).
PORCION (mL) 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
ENERGIA (Kcal) 45 45.0 41.4 40.9 45.0 42.0
GRASA (g) 4.6 5.0 4.6 4.5 5.0 4.7
AGS (g) 0.7 0.4 0.3 0.7 0.5 ND
AGMI (g) 3.2 3.1 3.5 1.1 0.9 ND
AGPI (g) 0.7 1.6 0.7 2.8 3.6 ND
AGT (g) ND 0.0 ND 0.0 ND ND
Acido oleico (g) ND 3.0 ND ND ND ND
Omega 3 (g) ND 0.6 ND 0.3 ND ND
Omega 6 (g) ND 1.1 ND 2.4 ND ND
Vitamina E (% de IDR) ND ND ND 7.8 ND ND

Valores encontrados en las etiquetas de los aceites. ND: dato no encontrado. AGS: acidos grasos

saturados. AGMI: &cidos grasos monoinsaturados. AGPI: &cidos grasos poliinsaturados. AGT:

acidos grasos trans.
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6.3.1 indices de calidad de los aceites

Se evaluaron los indices de peroxidos (IP) y de acidez (IA) de los aceites
para confirmar si estaban dentro de los valores normativos de calidad para dichos
aceites. El procedimiento seguido es congruente con la NMX-F-154-1987 para la
determinacion del indice de peréxidos y la NMX-F-101-1987 para la determinacién
de &cidos grasos libres. La determinacion de estos indices se muestra

detalladamente en los Anexos 1y 2.

A la grasa contenida en las dietas proporcionadas a los grupos de estudio
también se les evalud el indice de perédxidos. EI método usado para obtener la
grasa de los alimentos fue por el descrito por Bligh y Dyer (Bligh y Dyer, 1959)
utilizando solventes en frio para después evaluar el indice de peréxidos en dicha
grasa siguiendo el método de la NMX-F-154-1987. En el Anexo 3 se explica
detalladamente la técnica para la obtencion de la grasa de los alimentos. Después
de obtener la grasa, se determiné el indice de peroxidos de ésta de la misma

manera en que se le determiné a los aceites (Anexo 1).
6.4 Preparacién del alimento

La composicién tedrica del alimento con el cual fueron alimentadas las
ratas se muestra en la Tabla 4, donde se observa una elevacion del 22% en el
aporte caldrico de las grasas en la dieta preparada con aceites comparada con la

dieta del grupo control negativo que no contiene aceite.

Las dietas para los grupos se prepararon con aceite y alimento comercial
para rata (Laboratory Rodent Diet *5001) de la siguiente forma:

- Control negativo: alimento Laboratory Rodent Diet *5001 sin modificacion.
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Control positivo: alimento preparado con croquetas Laboratory Rodent Diet
*5001 y aceite parcialmente hidrogenado de marca Ultra Fray en proporcion
de 11% en peso.

Tabla 4. Contenido y aporte caldrico de 100 g de las dietas utilizadas.

DIETA CONTROL NEGATIVA TRATAMIENTOS Y DIETA CONTROL POSITIVA
Aporte Aporte
Calérico % Aporte Calérico
% (Kcal) Calérico % (Kcal) % Aporte Calorico
Proteina 23.9 95.6 30% 21.27 85.08 22%
ELN 46.6 186.4 58% 41.48 165.92 43%
Fibra 6.0 0 0% 5.34 0 0%
Grasa Total 4.5 40.5 13% 15.0 135.00 35%
Grasa animal 4.5 40.5 13% 4.0 36.00 9%
Aceite [I00] 0 0% |l 99.00 26%
Agua 19.0 0 0% 16.91 0 0%
Total = 100.0 322.5 100% 100.0 386.00 100%

Valores calculados con la informacion presente en la etiqueta del alimento estandar para rata y en

la de los aceites utilizados. La dieta control negativa se refiere al alimento Laboratory Rodent Diet

*5001 sin modificacidn. Los tratamientos se refieren a los alimentos preparados con los diferentes

aceites: aguacate, cartamo alto en oleico, canola, semilla de uva y soya. La dieta control positiva

se refiere al alimento preparado con aceite parciamente hidrogenado. La proporcién utilizada fue

de 11% en peso de aceite para las dietas preparadas con aceites. ELN: Elementos libres de

nitrégeno.

Tratamiento con aceite de aguacate: alimento preparado con croquetas
Laboratory Rodent Diet *5001 y aceite de aguacate marca Ahuacatlan en
proporcién de 11% en peso.

Tratamiento con aceite de canola: alimento preparado con croquetas
Laboratory Rodent Diet *5001 y aceite de canola marca Vita en proporcion
de 11% en peso.

Tratamiento con aceite de cartamo alto en oleico: alimento preparado con
croguetas Laboratory Rodent Diet *5001 y aceite de cartamo alto en acido

oleico marca Oleico en proporcién de 11% en peso.
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- Tratamiento con aceite de semilla de uva: alimento preparado con
croguetas Laboratory Rodent Diet *5001 y aceite de semilla de uva marca
Borges en proporcion de 11% en peso.

- Tratamiento con aceite de soya: alimento preparado con croquetas
Laboratory Rodent Diet *5001 y aceite de soya marca Nutrioli en proporcion

de 11% en peso.

El alimento comercial para rata se pasé por un molino marca Pulvex
modelo 200, utilizando una criba de salida de 1mm. El polvo obtenido se mezclo
con una cuchara de madera en un recipiente de acero inoxidable con cada tipo de
aceite hasta homogenizar en una relacion de 11% en peso de aceite y 89% de
polvo. Se dej6é reposar la mezcla por 24 horas en refrigeracion a 4°C. Se
adicionaron 500 mL de agua purificada por cada 1,500 g de la mezcla, se
homogeniz6 manualmente por 15 minutos con una cuchara de madera, para luego
ser extrudido en frio utilizando un extrusor modelo TAE/D 946956, marca Didactica
Italia, fabricado en México D.F. Se utilizé un troquel forma para pellet de 5 mm.
Posteriormente los pellets producidos se secaron a 40°C durante 2 horas en un
secador de aire forzado modelo EC-120 BC de 1000 Watts y 120V, marca Poli
Ingeniero, México D.F. El producto final se almacend hasta su utilizacion en

refrigeracion a 4°C dentro de bolsas plasticas separado por tipo de aceite.

6.5 Periodo de intervencidén

Se formaron 7 grupos de estudio en forma aleatoria, cada uno con 8 ratas.
De los grupos formados, 5 fueron tratados con alguno de los aceites estudiados
(aguacate, canola, cartamo alto en &cido oleico, semilla de uva y soya), uno como
control negativo (tratadas con el alimento comun para rata sin adicion de aceite) y

el restante como control positivo (tratadas con aceite parcialmente hidrogenado).

Durante un periodo de 38 dias se alimentaron las ratas con una dieta ad

libitum. Durante el experimento se registraron los datos del consumo de alimento
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(dos veces por semana), consumo semanal de agua, peso semanal y mortalidad
de las ratas, asi como la sintomatologia y cambios en su comportamiento. Al final
del periodo de intervencion, todos los animales se sometieron a un ayuno de 12
horas y posteriormente a una necropsia gruesa por decapitacion en la que se

colectd la sangre en tubos sin anticoagulante.

6.5.1 Determinaciones sanguineas

Se realizaron las determinaciones sanguineas (perfil lipidico y PCR) al

final de la intervencion.

Determinaciones en plasma: las muestras de sangre fueron recolectadas en tubos

sin anticoagulante. El plasma fue obtenido por centrifugacion de la sangre a 3000
rpm a 7°C por 5 minutos. Las alicuotas de plasma se almacenaron a -80°C hasta
su andlisis. Toda determinacion se realizo por duplicado.

a) Determinaciones del perfil lipidico.

- Colesterol total: se determin6 usando el método enzimético
colorimétrico. Este método se basa en las reacciones enziméaticas
de los ésteres de colesterol con enzimas como la colesterol
estereasa, la colesterol oxidasa y la peroxidasa que dan como
producto la quinoneimina, de la cual se mide su concentracion
para calcular la de colesterol total (Allain y col., 1974). Se utilizo el
kit Cholesterol SL. Elitech. # Cat. CHSL-0507 de ELITech. La
determinacién se hizo utilizando el equipo Clinical Chemistry
Analyser Bayer RA-50 de Bayer Diagnostics Mtg. Ltd., Swords,

Co., fabricado en Dublin, Irlanda.

- Triacilglicéridos: por medio del método enziméatico colorimétrico en el

cual se mide la produccion de quinoneimina por la reaccion de los
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triglicéridos con enzimas como la lipasa lipoproteica, la glicerol
cinasa y la peroxidasa (Fossati y Prencipe, 1982),. Se utilizé el kit
Triglycerides. Elitech. # Cat. TGML-0517. La determinacion se
hizo utilizando el equipo Clinical Chemistry Analyser Bayer RA-50
de Bayer Diagnostics Mtg. Ltd., Swords, Co., fabricado en Dublin,
Irlanda.

- Colesterol en lipoproteina de baja densidad (c-LDL): el método
utilizado fue el enzimético colorimétrico. La base de este método
es la eliminacion de las lipoproteinas no-LDL de la muestra, para
luego medir el c-LDL por reacciones enzimaticas con la colesterol
estereasa, la colesterol oxidasa y la peroxidasa, midiendo la
produccion de quinoneimina (Okada y col., 1998). EIl kit utilizado
fue el Colesterol LDL. Spinreact. # Cat. 41023. La determinacion
se realiz6 utilizando el Espectrofotometro Genesis 20,
ThermoSpectronic de Thermo Electron Corp., fabricado en
Wisconsin, U.S.A.

- Colesterol en lipoproteina de alta densidad (c-HDL): se utilizo el
meétodo colorimétrico de inmunoinhibicion. El principio del método
es bloquear con un anticuerpo a todas las lipoproteinas excepto
las HDL, para que éstas puedan reaccionar con la colesterol
estereasa, la colesterol oxidasa y la peroxidasa para dar
guinoneimina a la cual se le mide su concentracién (Tietz, 1995).
Se utilizo el kit Cholesterol HDL SL 2G. Elitech. # Cat. HDL-
0360. La determinacion se realiz6 utilizando el Espectrofotometro
Genesis 20, ThermoSpectronic de Thermo Electron Corp.,

fabricado en Wisconsin, U.S.A.

- Relacién LDL/HDL: se obtuvo al dividir las concentraciones de c-

LDL en las de c-HDL, ambas en mg/dL.
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b) Otros parametros:

- Proteina C Reactiva. Por inmunoensayo (Elisa). La base de este
meétodo es formar un complejo de PCR con un anticuerpo Anti-
PCR, luego unir este complejo a una peroxidasa (Horseradish)
unida a un Anti-PCR, para que finalmente con la unién de un
cromogeno se pueda medir la actividad enzimética de la PCR
(Eckersal, 2000). Se utilizé el kit C-reactive Protein (Rat) ELISA.
ALPCO Immunoassays. # Cat. 41CRPRT. Para la determinacion
se utilizé el equipo Multiskan Ascent (ELISA) de Thermo Electron

Corporation, fabricado en Vantaa, Finlandia.

6.6 Andlisis estadistico

Se hicieron analisis descriptivos de todas las variables. Se llevd a cabo la
comparacion y analisis estadisticos correspondientes para determinar las
diferencias significativas entre los grupos de tratamiento y los grupos control. Se
utilizaron analisis de varianza (ANOVA) para comparar medias de todos los
grupos, con el método de Tuckey para comparacion entre tratamientos, y de
Dunnett para comparacion entre cada tratamiento con los controles. La diferencia
significativa se defini6 como p <0.05 (a dos colas). También se utilizé la prueba del
Modelo Lineal Univariable para comparar varianzas dependientes de un factor, es
decir, se compararon las variables de perfil de lipidos y PCR tomando en cuenta el
consumo diario promedio de alimento. Se hicieron las transformaciones
necesarias para obtener la normalidad de las variables en caso de no cumplir con

esta condicion. El analisis estadistico se hizo con el programa SPSS version 17.0.
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VII.

RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 indices de calidad de los aceites y alimentos utilizados.

Los valores encontrados para los indices de calidad de los aceites se

muestran en la Tabla 5, donde se observa que si cumplen con las normas

establecidas para aceites vegetales en lo que respecta al indice de peroxidos. Lo

mismo se presenta en el caso del indice de acidez donde todos los valores

obtenidos en los diversos aceites son menores que los requeridos por el Codex
alimentarius (Codex stan 210-1999).

Tabla 5. indice de acidez y de per6xidos de los aceites antes de ser

utilizados.
indice de Peréxidos Grado de Acidez indice de Acidez
(meq 0,/kg aceite) (% de acido oleico) (mg KOH/g aceite)
ACEITE _ _ _
Referencia Referencia Referencia
Valor Norma Codex Valor Norma Valor Codex
Mexicana | alimentarius Mexicana alimentarius |
Aguacate 0.245 2.0% 10.0 0.048 0.05° 0.10 0.6
Cartamo alto
en oleico 1.475 202 10.0 0.058 | 0.05°%° 0.12 0.6
Canola 0.575 2.0°%¢ 10.0 0.054 0.05°%¢ 0.11 0.6
Semilla de uva 0.892 2.0° 10.0 0.101 0.05° 0.20 0.6
Soya 0.401 2.0 10.0 0.049 | 0.05*¢ 0.10 0.6
Parcialmente
hidrogenado 0.321 2.0° 10.0 0.076 0.05° 0.15 0.6

Los superindices representan la referencia tomada en cuenta para la comparacion de resultados.
ANMX-F-223-1985. ":NMX-F-161-SCFI-2007. ©:NMX-F-475-SCFI-2005. “:NMX-F-252-SCFI-2005.
®Bora y col., 2001. "Codex Stan 210-1999.

En cuanto a las concentraciones de acidos grasos libres (grado de

acidez), se encontr0 que el aceite de cartamo, canola, semilla de uva y

parcialmente hidrogenado no cumplen con la norma mexicana aunque sus
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concentraciones fueron muy cercanas a las establecidas en ella. El haber obtenido
elevados grados de acidez puede deberse como ya se habia reportado
anteriormente al método de extraccion del aceite, la rancidez hidrolitica y oxidativa
que sufren los aceites, las condiciones del método de envasado Yy/o

almacenamiento (Romero y col., 2008).

Para el caso especifico del aceite de semilla de uva, éste en su envase
contiene una leyenda donde se menciona que tiene una acidez maxima de 0.2% lo
que es consistente con el andlisis realizado. Este valor puede estar referido
basandose en las normas aplicadas en el pais de origen, Espafia, ya que segun el
Real Decreto 308/1983, el grado de acidez en porcentaje de acido oleico de

aceites de semillas debe ser maximo de 0.2% (Real Decreto 308/1983).

Se evallo el estado de oxidacion de la grasa ya en el alimento que se les
proporcioné a las ratas. Los resultados de este andlisis (Figura 10) indican que el
alimento con aceite de uva fue el Unico diferente estadisticamente (p<0.05) al
alimento sin aceite, es decir, que presentd una oxidacibn mayor a la que se
produce en el alimento comun para rata (alimento administrado al grupo control
negativo), asi como al resto de las dietas. Esto puede ser debido al alto contenido
de acidos grasos poliinsaturados que contiene este aceite (acido linoléico en
mayor proporcion) y que son mas inestables y facilmente oxidables (Gardner,
1989; Hassanein y Abedel-Razek, 2009).

El aceite de soya, al igual que el de semilla de uva es rico en AGPI, en
especial de acido linoleico, pero el alimento preparado con este aceite, a
diferencia del alimento con aceite de semilla de uva, presentdé una oxidacion
menor, la cual puede estar debida a la cantidad y calidad de sustancias activas en
la parte insaponificable del aceite, es decir en el contendio de tocoferoles,

fitoestoroles, etc (Surra y col., 2005).
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Figura 10. indice de peroxidos de la grasa contenida en los alimentos.
Alimentos proporcionados a las ratas durante el periodo de intervencion. Las barras representan la
media * desviacion estandar por grupo. El analisis de cada aceite se llevé a cabo por duplicado.
Control Negativo: grupo alimentado sin adicion de aceite. Control Positivo: grupo alimentado con
adicién de aceite parcialmente hidrogenado. a: Diferencia significativa con respecto al grupo control
negativo. c: Diferencia con respecto al grupo con aceite de cartamo. d: Diferencia con el grupo

tratado con aceite de uva (Tuckey, p<0.05).

En el caso del alimento con aceite de cartamo, se observé la menor
oxidacion de todos los grupos. Incluso fue diferente al alimento con aceite de
canola, esto es controversial ya que ambos aceites son ricos en AGMI. Sin
embargo, hay que considerar que la fraccion insaponificable no es igual en cada
aceite y tal vez el efecto de esta menor oxidacion sea debido a los demas
componentes presentes en el aceite de cartamo (Boles y col., 2005; Surra y col.,
2005).
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Cabe destacar que el analisis de calidad de la grasa contenida en los
alimentos utilizados se realizé 1 afio después de la preparacion del alimento, y
aunque éste se mantuvo almacenado en refrigeracién, en oscuridad y en bolsas
plasticas resellables, los resultados pueden ser diferentes a los que se tenian al

momento de ser ingeridos.
7.2 Consumo de alimento y de agua

El consumo de alimento diario promedio fue significativamente menor
(p=<0.05) en todos los grupos de tratamiento, incluyendo el grupo control positivo,

comparandolos con el control negativo (Tabla 6).

Tabla 6. Consumo diario promedio.

Consumo de Consumo

alimento (g) Caloérico (Kcal)
Control Negativo 26.04 + 178 8383 + 572
Aguacate 19.72 + 2.01* 76.09 <+ 7.75
Canola 2054 + 1.88* 79.26 +* 7.26
Céartamo alto en oleico 20.22 + 1.85* 78.05 + 7.16
Soya 19.74 + 2.00* 76.18 + 7.70
Semilla de uva 20.80 + 1.34* 80.27 + 5.17
Control Positivo 20.15 + 1.64* 7780 + 6.31

Los valores son medias + desviacion estandar. n=8 ratas por grupo. Control Negativo: grupo
alimentado sin adicién de aceite. Control Positivo: grupo alimentado con adicion de aceite

parcialmente hidrogenado. ® Diferencia significativa con el control negativo (Dunnett, p <0.05).

Al analizar el aporte caldrico promedio de las dietas, no se encontraron
diferencias entre los grupos (Tabla 6). Esto puede ser debido a que la densidad
energética del alimento no es igual en el alimento adicionado con aceite, que en el
alimento utilizado para el control negativo que no contiene aceite. De tal forma,
esto corrobora que estos animales consumieron alimento por cantidad de calorias

y no por gramos de alimento (Martinez y col., 2006).
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Comparando el aporte caldrico proporcionado semanalmente por cada
dieta (Figura 11) se observé que en la semana 4 hubo un consumo menor
estadisticamente significativo (p<0.05) entre el grupo tratado con aceite de soya
(545.13+47.67 Kcal) y el control negativo (616.63+59.99 Kcal). Mientras que en la
semana 5 de la intervencion, todos los grupos tratados con aceite mostraron

diferencia significativa (p<0.05) con el control negativo (667+44.77 Kcal).
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> en oleico
2i0 =i Canola
550
530 = S0ya
510 ;
490 =0=Semilla de uva
40 Control
450 ' ' ' : Positivo
1 2 3 4 5

Semana

Figura 11. Consumo caldrico semanal de los grupos de estudio durante el

periodo de intervencidn. n=8 ratas por grupo. Control Negativo: grupo alimentado sin

adicion de aceite. Control Positivo: grupo alimentado con adicion de aceite parcialmente

hidrogenado. ® Diferencia significativa con el control negativo (Dunnett, p <0.05).

Las diferencias en el consumo calérico pueden ser debidas al crecimiento
de los animales. Aunque lo anterior no se vio reflejado en el peso corporal de los
animales. Ya que como lo refiere Rising y Lifshitz (2006) en su estudio, la nutricion

cronica subdptima en ratas (restriccion menor del 30% del aporte energético),
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provoca una adaptacién que no afecta el crecimiento y desarrollo de masa

corporal.

El consumo diario promedio de agua fue mayor significativamente (p<0.05)
en el control negativo con respecto a los demas grupos (Figura 12). Puede ser que
esta diferencia sea debida a que en este grupo control hubo mayor consumo de
alimento que en los demas tratamientos, ya que a mayor consumo de alimento los

animales tienden a consumir mayor cantidad de agua (Bolles, 1961).

mL/dia

Control Aguacate Cancla Cartamo atto Soya Semila de uva Cortrol Positivo
Megativa en oleico
Grupo

Figura 12. Consumo promedio diario de agua. Las barras representan la media +

desviacién estandar por grupo. n=8 ratas por grupo. Control Negativo: grupo alimentado sin adicion
de aceite. Control Positivo: grupo alimentado con adicion de aceite parcialmente hidrogenado. *

Diferencia significativa con el control negativo (Modelo Lineal Univariable, p<0.05).

47



Los datos obtenidos mostraron un consumo de agua menor al registrado
por Martinez y col., (2006) de 60 mL/dia.

7.3 Incremento de peso

Se pes6 semanalmente a las ratas durante el estudio, asi como antes y al
final del periodo de intervencion para verificar que esta variable no tuviera un
efecto en los resultados del perfil lipidico y/o la PCR (Figura 13). No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos, lo que representa un
crecimiento uniforme dentro de éstos, independientemente del alimento que
consumian. Esto sugiere que el porcentaje de grasa presente en el alimento
elaborado con aceites (15% en peso), no fue lo suficientemente alto para producir
un efecto en el peso corporal. Lo anterior es congruente con lo citado por Vesnay
col. (2008), que solo encontraron un aumento significativo en el peso corporal de
ratas Wistar después de consumir alimento con un porcentaje de grasa mayor
(23.7% en peso de grasa proporcionado por aceite de cartamo y manteca animal

en una relacion 1:1).

La dieta de los grupos con tratamiento tuvo mayor aporte energético (3.86
Kcal/g) que la del grupo control negativo (3.22 Kcal/g). Esto podria tener efecto en
el desarrollo corporal en los animales ya que, aparte de la elevacién en el
consumo de gasa, la cantidad de proteina en el alimento preparado con aceites es
menor un 8% que en la dieta del grupo control negativo. Sin embargo, en los
resultados obtenidos del peso corporal, la restriccion de solo el 8% del aporte
calorico de proteina, no produjo ninguna diferencia significativa entre los grupos
con tratamiento y el grupo control negativo que tuvo la dieta con el total de
proteina.
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Figura 13. Incremento de peso en los grupos de estudio durante la fase

experimental. n=8 ratas por grupo. Control Negativo: grupo alimentado sin adicion de aceite.

Control Positivo: grupo alimentado con adicién de aceite parcialmente hidrogenado.

Durante el periodo de intervencibn no se observaron cambios en el

comportamiento de los animales ni sintomas de alguna patologia.

7.4 Colesterol total

En cuanto a las concentraciones de colesterol, los grupos tratados con
aceite de aguacate, canola, soya y semilla de uva presentaron concentraciones
menores significativas (p<0.05) con respecto al control positivo (Figura 14)

ajustando por el consumo promedio de alimento en cada grupo.

Este resultado es consistente con lo encontrado en el estudio piloto
realizado previamente (Gaona y col., 2010) en donde los tratamientos con aceite
de soya, canola y aguacate fueron menores significativamente (p<0.05) con

respecto a un aceite parcialmente hidrogenado.
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También se observé que no hubo diferencias significativas (p<0.05) de los
grupos tratados con aceite respecto al grupo control negativo. Estos resultados
son congruentes con otros estudios que tampoco encontraron diferencia
significativa producida por el consumo de aceites como el de soya y canola entre
otros, sobre el perfil de lipidos en ratas comparados con una dieta sin consumo de

aceite (Poveda y col., 2005).
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Figura 14. Concentracion de Colesterol Total. Las barras representan la media +
desviacion estandar por grupo. n=8 ratas por grupo. Control Negativo: grupo alimentado sin adicion

de aceite. Control Positivo: grupo alimentado con adicion de aceite parcialmente hidrogenado. b,

Diferencia significativa con el grupo control positivo. °: Diferencia significativa con el grupo tratado
con aceite de cartamo (Modelo Lineal Univariable, p 0.05).

Sin embargo, en otro estudio si se encontraron concentraciones de
colesterol total significativamente mayores en el grupo tratado con aceite de
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cartamo con respecto al control, es decir, respecto al grupo tratado con alimento
sin aceite (Vesna y col., 2008). Estos resultados son congruentes a lo encontrado
en este estudio ya que de los 5 tratamientos, solo el de aceite de cartamo produjo
concentraciones mayores de colesterol total que el grupo control negativo aunque

no fue diferente significativamente.

Con base en las diferencias antes mencionadas entre los grupos tratados
con aceite de aguacate, canola y soya respecto al control positivo, se sugiere que
la relacién n-3:n-6 y el contenido de acidos grasos n-3 de estos aceites (14:1y 1.1
g, 221y 9.14 g, 7:1 y 6.8 g respectivamente) tiene un efecto importante en las
concentraciones de colesterol. Ya que como se ha visto en estudios anteriores los
acidos grasos n-3 presentan efectos hipocolesterolémicos por su actividad en la
reduccion de la sintesis de acidos grasos en el higado. En el caso del aceite de
semilla de uva, la reduccién en las concentraciones de colesterol puede ser debido
a su alto contenido de acido linoleico (n-6), el cual puede cambiar la distribucién

del colesterol entre el plasma y los tejidos (Rodriguez-Cruz y col., 2005).

También se encontraron diferencias inter-tratamientos (p <0.05) ajustadas
por el consumo promedio de alimento (Figural4). Tal es el caso de las diferencias
del tratamiento con aceite de cartamo (al producir concentraciones mas elevadas)
con respecto a los de canola, soya y semilla de uva. Esta diferencia puede ser
debida al contenido de acidos grasos presentes en este aceite, ya que el aceite de
cartamo tiene mayor contenido de AGMI, en especial de acido oleico, mientras
qgue el de soya y el de uva son ricos en AGPI. Lo anterior puede deberse también
a la fraccion insaponificable (demas factores con actividad biolégica como los
esteroles, tocoferoles, etc) del aceite de cartamo, ya que otro aceite rico en AGMI,
como el de canola, presentdé concentraciones menores estadisticamente con
respecto al aceite de cartamo (Surra y col., 2005; Vesna y col., 2008; USDA,
2009).
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El alimento con aceite de cartamo sufrio la menor oxidacion, pero su
consumo causo6 las mayores concentraciones de colesterol de los tratamientos a
pesar de su poca oxidacion y su alto contenido de acido oleico. Lo anterior sugiere
que la cantidad o la presencia de alguno(s) de los componentes de este aceite,
gue no esta presente en aceites como el de canola y el de aguacate, provoca(n)
un efecto hipercolesterolémico similar al efecto producido por el consumo de un

aceite parcialmente hidrogenado.

Los valores de referencia para ratas wistar en este parametro de riesgo
cardiovascular van desde 46 hasta 92 mg/dL. Entonces, como se observa, todos
los valores encontrados estan dentro de este rango (CCPA, 1998).

Los resultados encontrados sugieren que el consumo de aceites ricos en
AGPI disminuye en mayor cantidad las concentraciones de colesterol total en
plasma.

7.5 Triglicéridos

Los datos obtenidos para triglicéridos no presentaron comportamiento
normal, por lo cual fue necesario calcular el logaritmo de esta variable y asi
distinguir cuales valores se requeria excluir para encontrar la normalidad. Se
omitié so6lo un valor extremo de los datos para hacer los andlisis estadisticos en
forma correcta. El valor excluido fue el de la rata nimero 44 del grupo control

positivo que tuvo concentraciones de triglicéridos de 177 mg/dL.

Las concentraciones de triglicéridos del grupo control positivo fueron las
mas elevadas (80.45+38.10 mg/dL), los aceites con mayor contenido de AGMI
(cartamo, canola y aguacate) generaron concentraciones mas elevadas
(59.93+31.78 mg/dL, 58.44+34.22 mg/dL y 61.58+13.62 mg/dL, respectivamente)
con respecto a los aceites ricos en AGPI, soya y semilla de uva (42.83+12.47

mg/dL y 41.42+14.61 mg/dL respectivamente). Sin embargo, sélo se encontraron
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diferencias significativas (p <0.05) del grupo tratado con aceite de soya, el de

semilla de uva y el control negativo con respecto al control positivo (Figura 15).
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Figura 15. Concentracion de Triglicéridos. Las barras representan la media

desviacion estandar por grupo. n=8 ratas por grupo. Control Negativo: grupo alimentado sin adicion

de aceite. Control Positivo: grupo alimentado con adicién de aceite parcialmente hidrogenado. b

Diferencia significativa con el grupo control positivo (Modelo Lineal Univariable, p <0.05).

El estudio piloto realizado previamente por Gaona y col. (2010), coincide
en que el tratamiento con aceite de semilla de uva produce concentraciones

menores de triglicéridos que un aceite parcialmente hidrogenado (p<0.05).

Las diferencias encontradas pueden ser debidas a que las
concentraciones de triglicéridos se ven afectadas por el tipo de acidos grasos
caracteristicos de cada aceite. Se ha visto que los AGPI, en especial los acidos
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grasos n-3, estimulan la transcripcion de genes que codifican para la sintesis de
enzimas que participan en la B-oxidacion mitocondrial, aumentan la oxidacion de
acidos grasos por medio de la activacion de los PPAR (proteinas receptoras de
factores activados por proliferadores de peroxisomas), reducen la sintesis y
secrecion de las VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad) y aumentan la
eliminacion de los triglicéridos de estas lipoproteinas y de los quilomicrones por
medio del aumento en la actividad enzimatica de la lipoproteina lipasa (Rodriguez-
Cruz y col., 2005; Bays y col., 2008).

Los resultados observados para este marcador cardiovascular muestran
que los aceites ricos en AGPI, soya y semilla de uva, son los que tienden a

disminuir significativamente las concentraciones de triglicéridos.

Los valores encontrados para ratas Wistar de 6-8 semanas de edad
alimentadas con una dieta normal son de 61.20+4.94 mg/dL, concentraciones que
son mayores a las encontradas en este estudio para el grupo control negativo
(49.61+14.74 mg/dL) pero son valores cercanos a los encontrados en los

tratamientos con aceite de cartamo, canola y aguacate (Kothari y col., 2008).

7.6 Colesterol HDL (c-HDL)

En las concentraciones de c-HDL (Figura 16), sélo hubo diferencias
significativas (p<0.05) entre el grupo de aceite de canola con respecto al de
cartamo alto en acido oleico (29.15+9.14 mg/dL y 35.93+4.68 mg/dL

respectivamente).

Este resultado se encontro al comparar los grupos utilizando el consumo
de alimento como covariable del tipo de aceite. Esto es controversial, desde el
punto de vista que los dos aceites tienen un alto contenido de AGMI en especial
de &cido oleico. La diferencia entonces puede radicar en cuanto a los demas

componentes de los aceites. Por ejemplo el aceite de canola tiene mayor
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contenido de acidos grasos n-6, los cuales estan relacionados con una
disminucion en la concentracién de c-HDL (Lunn y Theobald, 2006; Mesa y col.,
2006; USDA, 2009).
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Figura 16. Concentraciéon de c-HDL. Las barras representan la media +

desviacién estandar por grupo. n=8 ratas por grupo. Control Negativo: grupo alimentado sin adicién

de aceite. Control Positivo: grupo alimentado con adicion de aceite parcialmente hidrogenado. °

Diferencia significativa con el grupo tratado con aceite de cértamo alto en &cido oleico (Modelo

Lineal Univariable, p <0.05).

En lo que respecta a este parametro de riesgo cardiovascular, se sugiere
qgue el aceite de cartamo puede ayudar a mejorar sus concentraciones. Sin
embargo, no es posible afirmar este efecto ya que no hay diferencia estadistica

(p<0.05) con los grupos control.
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Los valores encontrados para ratas macho adultas para c-HDL fueron de
18.67+1.76 mg/dL (Guerra y col.,, 2007). Este dato es mas pequefio de los
encontrados en este estudio, incluso para el tratamiento con aceite de canola que

fue el que dio las concentraciones mas bajas.

7.7 Colesterol LDL

Otro parametro del perfil lipidico evaluado fue la concentracion de c-LDL
(Figura 17). El grupo control positivo (22.96+5.69 mg/dL) fue significativamente
mayor (p <0.05) respecto a todos los demas grupos a excepcion del aceite de
cartamo (18.45+5.10 mg/dL). Las diferencias encontradas del control positivo con
respecto al control negativo (14.27+4.74 mg/dL) solo se presentaron al hacer el
analisis de varianza utilizando el tipo de aceite como factor, ya que al usar también
el consumo promedio de alimento como factor ya no hubo diferencia entre estos
grupos, pudiendo ser debido a que el grupo control negativo tuvo un mayor

consumo de alimento al de los demas grupos.

Las diferencias significativas (p <0.05) encontradas en las concentraciones
de c-LDL son congruentes con lo que precisa Kris-Etherton (2010) en donde
menciona que el consumo de AGT eleva las concentraciones de c-LDL
comparandolo con el consumo del acido graso oleico. Lo anterior puede ser
debido a que los AGT alteran procesos metabdlicos como fluidez de la membrana
celular provocando un dificil acoplamiento del receptor de LDL con su ligando
(Manzur y col., 2009). Sin embargo, los resultados del aceite de cartamo rico en
acido oleico muestran que no fue menor significativamente que el control positivo,
siendo debido posiblemente a la actividad de los demas componentes del aceite,

por ejemplo el aceite de cartamo tiene un bajo contenido de acidos grasos n-3
(0.19).
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Figura 17. Concentracion de c-LDL. Las barras representan la media +

desviacién estandar por grupo. n=8 ratas por grupo. Control Negativo: grupo alimentado sin adicién

de aceite. Control Positivo: grupo alimentado con adiciéon de aceite parcialmente hidrogenado. b

Diferencia significativa con el grupo control positivo (Modelo Lineal Univariable, p <0.05).

Por otro lado, el aceite de semilla de uva tiene un alto contenido de &cido
linoleico (n-6) que se ha relacionado con la disminucion del c-LDL. Ya que este
acido graso actia como ligando de las PPAR e inhibe la transcripcién de ciertos
genes que codifican la sintesis de enzimas de la lipogénesis hepética, ademas
estimulan la sintesis de enzimas involucradas en la - oxidacion (Czernichow y
col., 2010).

Debido a los resultados obtenidos solamente para este marcador, se

sugiere gque el consumo de aceite de semilla de uva (13.69+6.13 mg/dL) o de
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canola (13.76x4.60 mg/dL) puede disminuir en mayor cantidad las

concentraciones de c-LDL.

En el estudio piloto previamente realizado, el aceite de canola y el de
semilla de uva provocaron concentraciones menores de c-LDL con respecto a un
aceite parcialmente hidrogenado (p <0.05). Esto es consistente con los resultados
de este estudio (Gaona y col., 2010).

Los resultados del grupo control positivo (21.50+4.22 mg/dL) y de todos
los demas grupos fueron menores a los encontrados en otros estudios para ratas
Wistar de 6-8 semanas de edad (42.69+£5.97 mg/dL) (Kothari y col.. 2008). Estas
diferencias pueden radicar en el sexo de las ratas utilizadas, ya que en ese

estudio utilizaron ratas de ambos sexos.

7.8 Relacion LDL/HDL

En lo que respecta a los resultados de la relacion LDL/HDL (Figura 18), el
control positivo (0.74+0.24) fue mayor significativamente (p <0.05) que todos los
demas grupos, siendo el grupo de aceite de semilla de uva el que dio el valor mas
bajo (0.42+0.18). Las diferencias son congruentes con lo que menciona Hunter
(2006) donde se describe que el consumo de AGT en niveles altos eleva los

valores de la relacion LDL/HDL comparado con el consumo de AGMI y AGPI.
Por lo anterior, en este estudio el consumo de aceite de semilla de uva

disminuyo la relacion LDL/HDL, parametro muy relacionado con la aterogenicidad

de la particula de LDL en si misma (Greene y col., 2005).
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Figura 18. Relacion LDL/HDL. Las barras representan la media + desviacion

estandar por grupo. n=8 ratas por grupo. Control Negativo: grupo alimentado sin adicion de aceite.
Control Positivo: grupo alimentado con adicién de aceite parcialmente hidrogenado. > Diferencia

significativa con el grupo control positivo (Modelo Lineal Univariable, p <0.05).

7.9 Proteina C Reactiva (PCR)

Otro marcador de riesgo cardiovascular analizado fue la PCR vy, en este
caso, también fue necesario excluir un dato extremo para obtener la normalidad de
la variable. El valor extremo omitido fue el de la rata nUmero 4 del grupo tratado

con aceite de aguacate que tuvo concentraciones de PCR de -4.36 ug/ mL.

Las concentraciones mas bajas de PCR se presentaron en el grupo
tratado con aceite de soya (260.84+28.58 ug/mL) que fueron muy cercanas a las

del aceite de céartamo (263.36+93.6 ug/mL). Las concentraciones mayores se
59



encontraron en el grupo control negativo (380.40+80.84 ug/mL) en donde este
valor fue significativamente (p <0.05) mayor a los resultados del aceite de soyay a
los del aceite de cartamo alto en acido oleico (Figura 19).
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Figura 19. Concentracion de PCR. Las barras representan la media + desviacion

estandar por grupo. n= 8 ratas por grupo. Control Negativo: grupo alimentado sin adicion de aceite.
Control Positivo: grupo alimentado con adicion de aceite parcialmente hidrogenado. ® Diferencia
significativa con el grupo control negativo (Modelo Lineal Univariable, p <0.05).

Estudios previos con acido oleico demostraron que este acido graso no
estimula los procesos inflamatorios y puede compensar el efecto proinflamatorio
de las dietas con elevado contenido graso, que incrementan en mayor o menor

grado, la produccion de IL-6 y la proteina C reactiva. Los resultados encontrados
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son congruentes con lo antes mencionado ya que el aceite de cartamo rico en

acido oleico disminuyd las concentraciones de PCR (Mesa y col., 2006).

La diferencia del tratamiento con aceite de soya y el control negativo
puede ser debida a que los AGPI de la familia n-3 pueden inhibir la respuesta
inflamatoria al estabilizar la placa ateromatosa reduciendo la infiltracion de células
inflamatorias e inmunitarias en ella, ademas de que disminuyen la expresién de
moléculas de adhesiéon (ICAM-1 y VCAM-1) en el endotelio (Lépez-Farré y
Macaya, 2006).

Por otro lado, se ha encontraron que los AGT elevan las concentraciones
de PCR con respecto a AGMI (Mozaffarian y Clarke, 2009). Este resultado es
diferente a lo encontrado en este estudio ya que las concentraciones de PCR del
grupo control positivo (332.55+110.96 ug/mL) no fueron significativamente
mayores de las concentraciones de los tratamientos con aceites ricos en AGMI
(aguacate, canola y cartamo). Lo anterior puede ser debido a que los aceites
estudiados contienen, ademas de AGMI, otros componentes de actividad biolégica
como el a-tocoferol, el cual puede reducir las concentraciones de PCR (Basu y
col., 2006).

La dieta del grupo control negativo no es alta en grasa y aparentemente es
una dieta adecuada para estudios con ratas, pero el origen de la grasa de esta
dieta es de tipo animal. Entonces, los resultados obtenidos sugieren que el
consumo de aceites, especialmente de soya y cartamo alto en acido oleico,
produce una inflamacién menor que el consumo Unicamente de grasa animal,

independientemente de la cantidad consumida (LabDiet, 2010).

Las concentraciones de PCR de todos los grupos se encontraron dentro
de los parametros normales reportados para ratas Wistar, los cuales van desde
300-600 ug/mL (De Beery col., 1982).
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En resumen, los resultados obtenidos para los aceites en cada uno de los

marcadores cardiovasculares estudiados se presentan en la Tabla 7. Se observa

que el aceite de cartamo alto en acido oleico fue el que mejoré la menor cantidad

de marcadores cardiovasculares comparandolo con los controles. En cambio, el

tratamiento con aceite de soya mejoré la mayor cantidad de éstos, dando las

concentraciones menores de todos los grupos en lo que respecta a las

concentraciones de colesterol total y PCR.

Tabla 7. Marcadores cardiovasculares mejorados por cada aceite.

Marcadores cardiovasculares

Aceite Colesterol
Total Triglicéridos c-HDL c-LDL LDL/HDL PCR

Aguacate | 60.20+9.69t | 61.49+13.62 | 34.68+8.01 |15.06+4.691|0.461+0.203t | 304.25+125.58
Canola [57.55+13.37+| 64.74+34.22 | 29.15+9.14 | 13.76+4.60t |0.514+0.242% | 315.34+95.35
Céartamo

alto en

oleico | 71.81+5.97 | 65.84+31.78 | 35.93+4.68 | 18.45+5.10 |0.518+0.143+ | 263.36+93.60+
Soya |56.96+14.111 | 44.29+12.47+ | 32.83+5.88 | 17.31+5.55% | 0.533+0.1711 | 260.84+28.58+
Semilla

deuva (5, 50117591 | 43.50414.611 | 34.04+8.00 | 13.6946.13 | 0.415£0.177% | 311.10470.33

Color amarillo: Diferencia significativa respecto al control positivo. Color Verde: Diferencia

significativa respecto al control negativo.

En lo que respecta a las diferencias inter-tratamientos, el aceite de cartamo

produjo concentraciones mayores significativamente (p <0.05) de c-HDL que el

aceite de canola. Sin embargo, el consumo de aceite de cartamo produjo

concentraciones de colesterol total mayores significativamente (p <0.05) que el

consumo de aceite de canola, soya y semilla de uva.
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VIIl. CONCLUSIONES

El tipo de aceite consumido influye en la variacion de pardmetros

cardiovasculares.

En general los resultados sugieren que el consumo de aceites ricos en
AGPI, como es el de soya y el de semilla de uva, mejoran considerablemente
varios parametros relacionados con el riesgo cardiovascular (colesterol total,
triglicéridos, c-LDL y la relacion LDL/HDL) al compararlos con los resultados tras el
consumo de un aceite parcialmente hidrogenado. Ademas, los resultados apuntan
que el aceite de soya podria proporcionar un efecto anti-inflamatorio al disminuir

las concentraciones de PCR.

Sobre el aceite de semilla de uva, resulta importante profundizar en el
estudio del efecto producido en los parametros de riesgo -cardiovascular
estudiados, asi como de las caracteristicas del aceite. Ya que a pesar de que fue
el aceite menos estable en cuanto su oxidacién, produjo un mejor perfil de lipidos,
mejorando significativamente 4 de los 5 parametros estudiados frente al control
positivo, asi como también mejoré el valor de colesterol total y de triglicéridos

frente a otros aceites no hidrogenados.

Los cambios producidos por los aceites ricos en AGMI fueron variables.
Esto sugiere que los efectos generados pueden deberse en parte a la interaccion
de otros componentes con actividad biologica existentes en su fraccidon

insaponificable del aceite.

En especial, el aceite de cartamo alto en acido oleico, a pesar de que
produjo valores no significativamente diferentes en colesterol total, triglicéridos y c-
LDL en comparaciéon con un aceite parcialmente hidrogenado, el aceite de
cartamo alto en &cido oleico presentd un efecto anti-inflamatorio al reducir las

concentraciones de PCR, ademas de que aumento las concentraciones de c-HDL.
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Aungque aun son necesarias investigaciones futuras que permitan
determinar el contenido y efecto de los componentes de los aceites utilizados para
evaluar el efecto producido por cada componente sobre el riesgo cardiovascular,
podemos concluir que el aceite de soya produjo el mejor efecto en la salud
coronaria (mejorando 5 de los 6 parametros de riesgo cardiovascular estudiados),

ademas de que es un aceite accesible para el consumidor.
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ANEXO 1
Determinacion del indice de Peréxidos

Materiales y equipos:

Balanza analitica

Pipetas graduadas (10 y 25 mL)
Micropipeta de 2 mL

Buretas de 25 mL

Probeta de 100 mL

Matraz erlenmeyer de 100 mL

Reactivos:

Cloroformo (borboteado previamente con nitrégeno)

Acido acético glaciar (borboteado previamente con nitrégeno)
Solucién saturada de yoduro de potasio recién preparada
Agua destilada

Solucion de almidén al 1%

Solucién de tiosulfato de sodio al 0.01N recién valorada ***

Desarrollo del proceso:

1. Pesar 3 g de aceite en un matraz erlenmeyer en un ambiente de poca luz.

2. Afadir 10 ml de cloroformo y disolver rapidamente mediante agitacion.

3. Anadir 15 ml de &cido acético.

4. Agregar 1 ml de solucién saturada de yoduro de potasio.

5. Dejar reposar en la oscuridad por 5 minutos.

6. Afadir 75 ml aproximadamente de agua destilada.

7. Agregar 2 ml de solucion de almidon.

8. Titular con la solucion de tiosulfato de sodio.

9. Hacer el procedimiento por duplicado.

10.Realizar simultaneamente un ensayo en blanco con todos los reactivos
excepto el aceite.

11.Calcular el indice de perdxidos con la siguiente ecuacion:

_F*N*lﬂﬂﬂ
N m

Donde IP=indice de peroxidos (meq 0,/ kg de aceite)
V= volumen en ml de tiosulfato empleado en la titulacion (mL)
N= normalidad del tiosulfato
m= peso en g de la muestra (Q)
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*** \Valoracion de la solucién de tiosulfato de sodio 0.1N:

» Secar yodato de potasio en una estufa a 120° C por 2.5 hrs.

» Preparar una solucién de 5ml de HCl y 75 ml de agua.

» Pesar 0.006 g aproximadamente de yodato de potasio seco.

» Transferirlo a un matraz erlenmeyer y disolverlo con 50 ml de agua recién
hervida.

» Afiadir 0.1 g de yoduro potéasico y agitar para su disolucion.

= Agregar 16 ml de la disolucion de HCI.

»Valorar en seguida con tiosulfato hasta que el color de la solucion sea
amarillo paja.

» Afladir 2 ml de la solucion de almidon.

» Seguir valorando hasta la desaparicion del color azul.

= Anotar el volumen gastado de tiosulfato de sodio.

= Hacer el procedimiento por triplicado.

= Determinar la correccién por un blanco utilizando las mismas cantidades de
yoduro potasico y de disolucion de HCI.

= Corregir el volumen de tiosulfato con el blanco, aplicar el factor de pureza
del yodato.

»Calcular la Normalidad de la disolucion de tiosulfato de sodio con la
siguiente formula:

T
N =
Peg V
Donde: m = Masa del yodato de potasio utilizada (g)
P eg. = Peso equivalente del tiosulfato de sodio
=214/6
= 35.67

V = Volumen gastado de tiosulfato de sodio (L)
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ANEXO 2
Determinacion del indice de Acidez y del Grado de Acidez

Materiales y equipos:

Balanza analitica

Matraz aforado de 100 mL
Buretas de 25 mL

Probeta graduada de 100 mL
Micropipeta de 1 mL

Matraz erlenmeyer de 100 mL

Reactivos:
Mezcla de éter etilico y etanol (1:1, V/V)
Solucién alcohdélica de hidréxido de potasio 0.1 N recién valorada ***

Solucidén de fenolftaleina 1% en etanol

Desarrollo del proceso:

Pesar 5 g de la muestra de aceite en un matraz erlenmeyer.

Disolver el aceite en 75 ml de la mezcla de etanol-éter neutralizada.
Agregar 0.3 ml de fenolftaleina.

Titular con el hidroxido de potasio 0.1 N valorado hasta el viraje a rosa de la
fenolftaleina.

hrwpbE

5. Calcular el indice de Acidez segun la siguiente ecuacion:
. V56108 =N
Indicede acidez = ————
"
Donde V= volumen de KOH 0.1N gastado en la titulacién (mL)

m= peso de la muestra de aceite (g)
N= normalidad de KOH
56.108 = mg de KOH = equivalente a 1 ml de KOH 1N

También se calcula el Grado de Acidez en porcentaje de acido oleico, mediante
la siguiente ecuacion:

V+0.282 « NV =100
m

Grado de acidez (% de acido oleico) =

Donde: 0.282 = equivalencia de acido oleico.
V= volumen de KOH gastado para titular (mL)
N= normalidad de KOH
m= peso de la muestra de aceite (Qg)
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*** \Valoracion de la solucién de tiosulfato de sodio 0.1N:

»Secar 4-5 g de ftalato acido de potasio por 1 hr a 100° C

» Pesar 0.5 g de ftalato acido de potasio

= Disolver en 20 ml de agua y aforar a 100 ml

= Agregar 2 gotas de fenolftaleina al 1% en etanol

= Titular con KOH 1 N y medir el volumen gastado hasta la aparicién de color
violeta

= Calcular la Normalidad de la solucion de KOH con la siguiente ecuacion:

_ m=1000
V2042

Donde: m = masa de ftalato acido de potasio (g)
V = volumen gastado de KOH (mL)
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ANEXO 3

Obtencion de grasa de los alimentos por el método de Bligh y Dyer

Materiales y equipos:

Balanza analitica

Ultraturrax

Centrifuga

Estufa

Vaso de precipitados de 500 mL
Probetas de 100 mL

Buretas de 25 mL

Tubos para centrifuga de 50 mL
Jeringa de 5 mL

Papel filtro

Embudos

Vasos de precipitados de 100 mL
Matraz redondo de fondo plano de 250 mL
Mortero con pistilo

Colador de plastico

Reactivos:

Agua desionizada
Metanol
Cloroformo

Gas nitrégeno

Desarrollo del proceso:

1. Secar 2 matraces redondos de fondo plano de 250 mL (120°C por 2 hr),
pesarlo y mantenerlo en el desecador.
2. Moler el alimento y cernirlo con el colador de plastico para tener una
muestra con tamafio de particula homogéneo.
3. De este paso en adelante, todo se hizo por duplicado. Pesar en vaso de
precipitado 20 g de muestra.
4. Agregar 28.6 ml de agua desionizada para obtener una cantidad total de
agua de 32 mL (ya que el contenido de agua del alimento es del 17%
aproximadamente, por lo que cada 20 g de la muestra contienen 3.4 g de
agua)
Agregar 80 mL de metanol.
Agregar 40 mL de cloroformo y extraer por 2 minutos con ultraturrax.
Agregar nuevamente 40 mL de cloroformo y extraer por 30 s con ultraturrax.
Agregar 40 ml de agua y extraer por 30 s con ultraturrax.
85

© NGO



9. Distribuir el contenido en tubos de centrifuga y centrifugar por 10 minutos a
2500 rpm.

10.Extraer con jeringa cuidadosamente la capa inferior de cloroformo, filtrarlo y
recibir el filtrado en un vaso de precipitado.

11.Trasvasar el filtrado al matraz redondo de fondo plano previamente secado.

12.Evaporar el cloroformo con nitrogeno.

13.Completar el secado en estufa de vacio a 60 °C por 2 horas. Enfriar en
desecador.

14.Pesar el matraz con la grasa.
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