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RESUMEN

Actualmente las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte
en todo el mundo. Su desarrollo est4 intimamente relacionado con diferentes
factores modificables. Un factor importante es el tipo de alimentacién, asi como la
cantidad y el tipo de fuentes lipidicas que se consumen. El TNF-a es una citocina
implicada en procesos inflamatorios y se ha demostrado que interfiere con la
accion de la insulina en el metabolismo hepatico de la glucosa vy los lipidos. La
leptina es una citocina secretada principalmente por los adipocitos, se ha
reconocido como producto del gen de la obesidad y reguladora de la saciedad.
Ambas estan implicadas en diferentes procesos patologicos e involucradas en el
riesgo cardiovascular cuando son producidos en exceso. El objetivo principal del
presente estudio fue comparar los efectos producidos por el consumo de aceite de
aguacate, canola, cértamo, soya, semilla de uva y aceite parcialmente
hidrogenado, sobre TNF-a y leptina en suero de ratas Wistar. Este fue un estudio
in vivo, experimental, paralelo, en el cual cada grupo de experimentacién
consumié de manera sostenida alguno de estos aceites durante 5 semanas. Se
utilizaron 8 ratas por grupo, de 5 semanas de edad con alimentacién y agua ad
libitum. Se llevé a cabo un analisis de esteroles, vitamina E y acidos grasos en los
aceites estudiados. Ademas de evaluar TNF- a y leptina en suero, se llevaron a
cabo pruebas histoldgicas en tejido adiposo, higado y corazén. El 75% de las ratas
alimentadas con adicién de aceite hidrogenado presentaron valores positivos de
TNF-a. El 12.5% de las ratas del grupo de aceite de soya y de semilla de uva
presentaron valores positivos de este marcador de inflamacion. Las ratas
alimentadas con el resto de los aceites presentaron valores negativos. La dieta sin
adicion de aceite mejor6é los valores de leptina. El control positivo (aceite
parcialmente hidrogenado) presento la tendencia mas desfavorable en relacion a
los factores estudiados. Podemos concluir que una dieta alta en lipidos mono y
poliinsaturados de fuentes vegetales no hidrogenadas industrialmente pueden
tener un efecto beneficioso en factores de riesgo cardiovascular, mejorando los
valores de adipocitocinas, lo que puede disminuir el riesgo de padecer alguna
enfermedad cardiovascular.

Palabras clave: aceites, leptina, ratas, TNF-a.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are currently the leading cause of death worldwide. Its
development is closely related to different modifiable factors. One important factor
is the type of food and the amount and type of lipid sources consumed. TNF-a is a
cytokine involved in inflammatory processes and has been shown to interfere with
the action of insulin in the hepatic metabolism of glucose and lipids. Leptin is a
cytokine secreted primarily by adipocytes, has been recognized as gene product of
obesity and regulating satiety. Both are implicated in various pathological
processes and involved in cardiovascular risk when produced in excess. The main
objective of this study was to compare the effects of consumption of avocado oll,
canola, safflower, soybean, grape seed and partially hydrogenated oil on TNF-a
and serum leptin in Wistar rats. This was an in vivo study, experimental, parallel, in
which each group showed steadily consumed any of these oils for 5 weeks. 8 rats
were used per group, 5 weeks of age with food and water ad libitum. Carried out
an analysis of sterols, vitamin E and fatty acids in the oils studied. Besides
evaluating TNF-a and serum leptin, tests were conducted histological adipose
tissue, liver and heart. 75% of rats fed hydrogenated oil addition had positive
values of TNF-a. The 12.5% of the rats of the soybean oil and grape seed showed
positive values of this marker of inflammation. The rats fed with the other oils
showed negative values. Diet without added oil improved leptin values. The
positive control (partially hydrogenated oil) had the worst tendency regarding the
factors studied. We conclude that a diet high in mono and polyunsaturated lipids
from plant foods industrially hydrogenated may have a beneficial effect on
cardiovascular risk factors, improving adipocytokine values, which may reduce the
risk of cardiovascular disease.

Keywords: leptin, oils, rats, TNF-a.
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I. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en
todo el mundo. Se calcula que en 2004 murieron por esta causa 17,3 millones de
personas, lo cual representa un 30% de todas las muertes registradas en el
mundo; 7,3 millones de esas muertes se debieron a la cardiopatia coronaria, y 6,2

millones a los accidentes vasculares cerebrales.

Las muertes por enfermedades cardiovasculares afectan por igual a
ambos sexos, y mas del 80% se producen en paises de ingresos bajos y medios.
Las enfermedades cardiovasculares son un grupo de padecimientos del corazén y
los vasos sanguineos que incluyen: enfermedad coronaria del corazén,
enfermedad cerebrovascular, enfermedades de las arterias periféricas,
enfermedad reumatica del corazén, trombosis y embolias pulmonares asi como

todos los defectos congénitos del corazon (OMS, 2011).

Entre los factores de riesgo que derivan principalmente hacia
enfermedades obstructivas cardiovasculares se encuentran la hiperinsulinemia y
resistencia a la insulina, microalbuminuria, altos niveles de LDL, disminucion y
alteracion funcional de las particulas de HDL, aumento en la concentracion de
triglicéridos, alteraciones en la produccién y actividad de factores relacionados con
la inflamacion y adipocitocinas como la leptina, TNF-a, IL-6 y la proteina C
reactiva, aumento en la viscosidad sanguinea e hipertrofia ventricular cardiaca,
presencia de enzimas que catalizan reacciones de oxidaciéon y reduccién
empleando oxigeno molecular llamadas oxidasas, entre otras. Esto contribuye a
la aparicion de un estado proinflamatorio, pro-aterogénico y pro-trombotico (Flores
et al., 2011).

El papel de los adipocitos es primordial en este fendmeno y las funciones

del tejido adiposo se modifican a medida que los adipocitos aumentan de tamafo.

El tejido adiposo visceral tiene mayor sensibilidad a la insulina, por lo
tanto, en este tejido existe mayor actividad lipolitica y mayor liberacién de acidos

grasos a la circulaciéon. Existe mayor producciéon de citocinas pro-inflamatorias y



por tanto mayor produccion y expresion de TNF- a. Existe también mayor
producciéon de radicales libres. Por las consecuencias metabdlicas que implica
esto, es que la presencia de tejido adiposo visceral en exceso se relaciona

intimamente con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares.

El desarrollo de las enfermedades cardiovasculares esta intimamente
relacionado con el tipo de alimentacion, mientras algunos factores dietéticos
protegen contra el desarrollo de la enfermedad coronaria, otros son capaces de
promoverla. Se ha demostrado que el tipo de fuente lipidica consumida es un
factor determinante para el desarrollo de factores de riesgo de dicha enfermedad
(Connor, 1996).

Se ha demostrado que el consumo de fuentes ricas en acidos grasos poli-
insaturados y mono-insaturados en sustitucion de acidos grasos saturados junto
con un consumo adecuado de antioxidantes, entre otros, esta relacionado con

efectos preventivos (Kris- Etherton et al., 2002).



ll. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Enfermedades cardiovasculares

En México, durante el 2007 poco mas de 87 mil personas fallecieron a
causa de alguna enfermedad del corazén. En el mundo, las enfermedades
cardiovasculares cobran 17.5 millones de vidas al afo. En los varones, son
mayores los porcentajes de infarto agudo del miocardio y enfermedad isquémica
cronica del corazén, en comparacion con las mujeres. Sin embargo, en las
mujeres, se muestran mayores porcentajes para la hipertension y otras
enfermedades cerebrovasculares, en comparacién con los varones (OMS, 2011).
De hecho Meéxico ha comenzado a enfrentarse de manera alarmante a
enfermedades crdonicas como la hipertension y la diabetes mellitus, entre otras
(INEGI, 2009).

Las enfermedades cardiovasculares se pueden prevenir al cambiar estilos
de vida, eliminar malos hébitos y conductas de riesgo, por lo que resulta imperioso

favorecer su prevencion.

Las enfermedades cardiovasculares: es decir, del corazén y de los vasos

sanguineos, son:

La cardiopatia coronaria — enfermedad de los vasos sanguineos que irrigan

el musculo cardiaco (miocardio);

— Las enfermedades cerebrovasculares — enfermedades de los vasos
sanguineos que irrigan el cerebro;

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

— La cardiopatia reumatica — lesiones del miocardio y de las vélvulas
cardiacas debidas a la fiebre reumética, una enfermedad causada por
bacterias denominadas estreptococos;

— Las cardiopatias congénitas — malformaciones del corazén presentes desde

el nacimiento;



— 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 corazén y los pulmones.

Los ataques al corazdn y los accidentes vasculares cerebrales suelen ser
fendmenos agudos que se deben sobre todo a obstrucciones que impiden que la
sangre fluya hacia el corazon o el cerebro. La causa mas frecuente es la
formacion de depdsitos de grasa en las paredes de los vasos sanguineos que
irrigan el corazén o el cerebro. Los accidentes vasculares cerebrales también
pueden deberse a hemorragias de los vasos cerebrales o coagulos de sangre
(OMS, 2011).

Las lesiones obstructivas son los principales traumas de ECV existentes
entre la poblacion.

Los factores de riesgo cardiovascular asociados al acimulo de grasa son:
hiperinsulinemia y resistencia a la insulina, microalbuminuria, ateroesclerosis
prematura, altas concentraciones de particulas LDL con mayor susceptibilidad a
oxidacion, disminucion y alteracion funcional de las particulas de HDL, aumento en
la concentracion de triglicéridos, de fibrindgeno, de la produccion del inhibidor del
activador del plasminégeno, de la proteina C reactiva, deaTNEF -6, de la

viscosidad sanguinea e hipertrofia ventricular cardiaca, entre otros.

Entre las causas de enfermedad cardiovascular se encuentran una dieta
desfavorable, la inactividad fisica, el consumo de tabaco y el consumo nocivo de
alcohol. Los principales factores de riesgo modificables son responsables de
aproximadamente un 80% de los casos de cardiopatia coronaria y enfermedad

cerebrovascular.

Esta demostrado que el cese del consumo de tabaco, la reduccién de la
sal de la dieta, el consumo de frutas y verduras, consumo de fuentes lipidicas
sanas, la actividad fisica regular, evitar el consumo de alcohol y la prevencion o el
tratamiento de la hipertension, la diabetes y la hiperlipidemia, reducen el riesgo de
ECV (OMS, 2012).



La forma obstructiva mas comun cardiovascular es la arteriosclerosis, que
se refiere al engrosamiento y el endurecimiento de las arterias. ES un proceso
inflamatorio crénico que afecta a las arterias de diferentes lechos vasculares y que
se caracteriza por el engrosamiento de la capa intima y media con pérdida de la
elasticidad. Su lesion basica es la placa de ateroma compuesta fundamentalmente
de lipidos, tejido fibroso y células inflamatorias, y pasa por diferentes estadios
Tiende a asentarse en las arterias que irrigan el corazén (coronarias), el cerebro
(cardtidas, vertebrales y cerebrales) y las extremidades inferiores (iliacas y
femorales). Por lo tanto, la presencia de afectacidén vascular en una localizacion
concreta se asocia con un mayor riesgo de desarrollarla en otros lechos

vasculares (Lahoz et al., 2007).

2.2 Tejido adiposo, metabolismo y riesgo cardiovascular

El tejido adiposo es un érgano endocrino con multiples funciones, las
cuales ejerce a través de una gran variedad de hormonas y citocinas denominadas
adipocinas, adipocitocinas o también como adipocitoquinas. Sirven de mediadores
entre el tejido adiposo y los 6rganos adyacentes y a distancia como el endotelio,
higado, musculo, pancreas, glandulas suprarrenales y sistema nervioso. Dentro de
sus funciones mantiene el balance energético a largo plazo, participa en la
termorregulacion, en el metabolismo de los lipidos y de la glucosa, ademas de
modular la funcion hormonal y la reproducciéon. También participa en la regulacién
de la presion arterial, en la coagulacion sanguinea y en condiciones de alteracion
funcional contribuye a la inflamacion sub-clinica cronica y al estrés oxidativo

cronico asociados a padecimientos como es la obesidad y la ECV.

El tejido adiposo de acuerdo al aspecto y caracteristicas de las células

grasas que lo forman se ha divido en:

— Tejido pardo: Posee un alto contenido de mitocondrias tiene como principal

funcion la termorregulacion.



— Tejido blanco: Sirve como reservorio energético y es utlizado en

situaciones de desbalance energético.

El tejido adiposo estd compuesto por: adipocitos (50%), pre-adipocitos,
células del sistema inmune, del sistema nervioso, matriz extracelular y vasos
sanguineos que en conjunto representa el restante 50%. Es esencial para la vida y
en exceso provoca alteraciones metabdlicas significativas: resistencia a la insulina,
diabetes y dislipidemias, incrementando el riesgo de mortalidad (Flores et al.,
2011).

Entre la amplia variedad de adipocitoquinas que produce y secreta, se
encuentran el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la leptina, la resistina, la
adiponectina, y el inhibidor-1 del activador del plasminégeno entre otras (Ferranti
et al.,2009).

2.2.1 Hipertrofia e hiperplasia adiposa

El desequilibrio cronico de calorias consumidas vs gastadas causa un
aumento en el almacenaje del exceso de energia en forma de depdésitos
intracelulares de triglicéridos en el adipocito. El incremento en la masa grasa se
manifiesta como el aumento de lipidos intracelulares y gran tamafio del adipocito
(hipertrofia) y en el nimero de adipocitos (hiperplasia). La hipertrofia del adipocito,
evidente en pacientes con sobrepeso y diabetes tipo 2, fue originalmente
considerada como la Unica ruta por la cual la masa del tejido adiposo aumenta en
los adultos; sin embargo, ahora se sabe que la hiperplasia del adipocito contribuye
al incremento de la masa de tejido adiposo en la obesidad. Estudios en animales
sugieren que la hiperplasia ocurre en dos pasos: un aumento en el numero de
preadipocitos y la diferenciacion de preadipocitos a adipocitos maduros (Ferranti et
al., 2009).

Algunos estudios in vitro sugieren que algunos factores liberados
localmente por los adipocitos hipertrofiados, como el TNFa y el factor de
crecimiento insulinoide, estimulan la hiperplasia de manera parécrina (Ferranti et
al., 2009).



Cada vez hay mas evidencia cientifica de que la obesidad esta
relacionada con la diabetes mellitus (DM) tipo 2 y con un mayor riesgo de
enfermedades cardiovasculares (ECV). Esto se relaciona con la capacidad del
tejido adiposo para secretar varios factores denominados adipocinas, como la
leptina, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina (IL) 6, el inhibidor
de plasminégeno activado 1 (PAI-1), la resistina, la adiponectina y la proteina

transportadora de retinol 4 (RBP4), entre otras.

Estas adipocinas estan relacionadas en su gran mayoria, directa o
indirectamente, con procesos inflamatorios y metabdlicos que contribuyen a la
aterosclerosis, dislipidemias, hipertension arterial, resistencia insulinica (RI) y

DM2, y son un posible nexo entre la adiposidad y sus complicaciones.

La distribucion del tejido adiposo es un factor reconocido de incremento
en el riesgo cardiovascular. Individuos con distribucién central o visceral de la
obesidad presentan mayor riesgo de mortalidad general, mayor riesgo de padecer
enfermedad arterial coronaria, DM2, hipertension y dislipidemia comparados con
aquellos con distribucion periférica o subcutanea de la obesidad. En pacientes con
cantidades similares de tejido adiposo corporal total (medidas mediante el indice
de masa corporal o porcentaje de grasa), la diferencia en las alteraciones
metabdlicas la establece la cantidad de tejido adiposo visceral de cada individuo (a
mayor cantidad de grasa visceral, mayor alteracion metabdlica). Aln en sujetos
con indice de masa corporal dentro de rangos saludables, el poseer una
circunferencia de cintura mayor de 88 cm en mujeres o 102 cm en hombres,
representa un riesgo mayor de mortalidad comparada con individuos con IMC
normal y circunferencia de cintura normal (Flores et al., 2011).

Esto resalta la importancia del sitio de distribucién y la alteracion funcional
del tejido adiposo en el incremento el riesgo cardiovascular asociado a la

obesidad, como lo vemos en la Figura 1y 2.
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Figura 1. Tejido adiposo. Esquema general de las consecuencias de laforma
y el sitio de almacén del incremento del tejido adiposo.
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Figura 2. Alteracién funcional. Esquema de la alteracion funcional del

adipocito hipertréfico (Lazaro, 2011).

Los habitos dietéticos son centrales para la induccién y mantenimiento del
estrés del adipocito. La reduccion en la ingesta caldrica, si se mantiene, es
efectiva para la prevencion y reversién de la adiposidad y sus consecuencias

asociadas a la salud (Berg et al., 2001).

Se han puesto a prueba diferentes dietas que pueden ser efectivas en la
reduccion del consumo caldrico total, incluyendo dietas enfocadas en ingesta de
macronutrientes en particular (como de dietas de muy poca grasa hasta dietas de



muy alta grasa/bajos hidratos de carbono) y dietas basadas en el aumento o
disminucion del consumo de alimentos especificos (Berg et al., 2001).

En ensayos aleatorizados, factores dietéticos especificos impactan en
numerosos factores, nuevos y ya establecidos, relacionados con el riesgo
cardiovascular y de obesidad; algunos de estos factores dietéticos pueden estar
involucrados en la mitigacion o reversion de los cambios en el adipocito. En
modelos de obesidad en roedores, una dieta alta en acidos grasos marinds -3
reduce la hipertrofia del adipocito; contrariamente, el consumo de &acidos grasos
trans puede incrementar el tamafio o namero de adipocitos viscerales. Otros
acidos grasos pueden estimular la hiperplasia del adipocito por alteracién de la
expresion génica para aumentar la proliferacion de preadipocitos. EI consumo de
hidratos de carbono con alto indice glicémico y grasas trans puede particularmente
ser perjudicial para el aumento de peso y el estrés del adipocito. Los habitos
dietéticos pueden también interactuar directamente con las adipocinas.

Cambios en los habitos dietéticos también tienen influencia en los
mediadores inflamatorios: Se encontré6 que en ratas una dieta extremadamente
baja en hidratos de carbono (13% de las calorias totales) y alta en grasa (60%)
induce pérdida de peso y reduccion en TNF-a (Wood et al., 2006).

En la Figura 3, se presentan aspectos de la disfunciéon del adipocito
debida al exceso de nutrimentos. La acumulacion de exceso de lipidos lleva a un
aumento en la actividad de reticulo endoplasmico. El estrés del reticulo
endoplasmico puede producir estrés oxidativo en la mitocondria, asi como la
presencia del exceso de acidos grasos libres (AGL). El estrés oxidativo produce
especies reactivas de oxigeno. La produccion de TNF-a es estimulada por AGL,
gue a su vez actian sobre cinasas para contribuir a la resistencia a la insulina

celular (Gregor et al., 2007).
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Figura 3. Disfuncion del adipocito debido al exceso de nutrimentos. Quinasa
C-Jun N- terminal (JNK). Reticulo endoplasmico (RE). Especies reactivas del
oxigeno (ERO). Acido gamma-linolénico (AGL). Proteina transportadora de

glucosa (GLUT4). Respuesta de proteinas desplegadas (UPR).

2.3 Citocinas

Las citocinas son importantes mediadores del sistema inmune y se
pueden subdividir en pro y antiinflamatorias. Estan involucradas importantemente
en procesos patolégicos como el edema pulmonar, las anormalidades del musculo
esquelético, la apoptosis de los miocitos, la disfuncién endotelial y diferentes

enfermedades cardiacas (Martinez, 2006).
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2.3.1 Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

2.3.1.1 Generalidades

El Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a) es una citocina multifuncional
expresada por algunas células inmunes como macréfagos, tejido adiposo y

musculo esquelético.

En la Figura 4 se muestra la estructura del TNF-q, el cual es una hormona
glucopeptidica de 15-30 KDa, formada por 185 aminoécidos, que procede de un
propéptido formado por 212 amino&cidos. Algunas células sintetizan isoformas
mas cortas de la molécula. El gen de TNF-a esta ubicado en el cromosoma 7p21
en humanos (Aguilar y Rojas, 2008).

Figura 4. Estructura de TNF-a

2.3.1.2 Acciones biolégicas y mecanismos de accion

El TNF-a es producido fundamentalmente por monocitos y macrofagos en
respuesta a antigenos bacterianos, siendo esta citocina la principal responsable
del shock séptico asociado a bacteriemias; también puede ser producido por
linfocitos T y B, células citotoxicas naturales, fibroblastos y mastocitos. Esta
implicado en los procesos inflamatorios derivados de los procesos infecciosos,

elevando la temperatura corporal y produciendo caquexia y suefio al actuar sobre
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el sistema nervioso central. Por otra parte, induce la expresion de moléculas de
adhesioén y estimula la produccién de IL-8 por células del endotelio vascular, lo
que contribuye a la extravasacion de linfocitos, neutréfilos y monocitos (Suarez et
al., 2009). En la Figura 5 se presentan los procesos regulados por el TNF-a.

Procesos inflamatorios Induce moléculas de adhesion y estimulala produccion de IL-8
?Temperatura corporal - : -k -
: ; monocitosy macrdfagos = antigenos bacterianos
i P 4)| ¥ J 9
Suefio l
shock séptico

Figura 5. Descripcién de los procesos regulados por el TNF-a.

En la Figura 6, se muestran las acciones biologicas del TNF-a. En
presencia de cantidades bajas de TNF-a, se manifiesta una inflamacién local, en la
célula endotelial y en el leucocito. En cantidades moderadas se presentan efectos
sistémicos en el sistema neuroendocrino, hipotalamo y cortex adrenal. Como
consecuencia hay fiebre. En el higado hay secrecion de reactantes de fase aguda
y por tanto se muestran procesos cronicos, en los huesos hay osteolisis y como
consecuencia fisiopatolégica hay procesos inflamatorios cronicos. En cantidades
elevadas se da un shock séptico, hipoglucemia e inhibicion de la coagulacion
(Aguilar y Rojas, 2008).
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Figura 6. Acciones bioldgicas del TNF-a a cantidades bajas, moderadas y

elevadas (Aguilar y Rojas, 2008).

2.3.1.3 Acciones patégenas y efectos en la salud

TNF-a y cancer

Se han descrito diversas funciones de TNF-a en el @ancer, segun el tipo
de tumor, el microentorno tumoral y los niveles de expresion general de TNF-a y la
cinética de la expresion (Tilg, 2008).

TNF-a y enfermedad inflamatoria intestinal cronica

Llamada también enfermedad de Crohn, enteropatia inflamatoria, colitis
ulcerosa. Se ha relacionado con valores altos de TNF-a. Se demostrd un efecto
esencial de la actividad de TNF-a/TNF-R1, (receptor que inicia la apoptosis y
promueve necrosis) sobre la induccion de la inflamacién intestinal cronica. Se ha
descrito una sobreexpresion de enteropatia inflamatoria de TNF-a en los

monocitos/macrofagos del tejido intestinal.
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TNF-a y psoriasis

En los pacientes con psoriasis, se demostré que el TNF-a aumenta en
forma generalizada y en el tejido cutaneo. La expresion de TNF-a en las &lulas
mononucleares periféricas de la sangre es muy elevada en pacientes en fase
activa de la enfermedad y elevada en el caso de la psoriasis cronica. En un
modelo animal, se demostré6 que la activacion dependiente de TNF-a de los
linfocitos T residentes es fundamental para el desarrollo de la psoriasis (Pietrzak,
2008).

TNF-a y trastornos pulmonares

Algunos trastornos pulmonares graves como la fibrosis quistica y el asma
se han relacionado con niveles anormales de TNF-a. En la fibrosis quistica, se
observan altos niveles de TNF-a. Por otro lado el TNF-a se sobre expresa en un
asma grave y persistente. En el asma alérgica, con una exposicion reducida al
antigeno, el TNF-a contribuye a la liberacion elevada de histamina. En un modelo
de ratones para estudiar el asma, la inflamacioén de las vias aéreas se produce por

la activacion mediada de TNF-a de la fosfolipasa A2.
TNF-a y artritis reumatoide, espondilitis anquilosante

El TNF-a tiene efectos estimulantes sobre las proteinasas que degradan
la matriz (metaloproteinasas de la matriz), también sobre la renovacién del tejido y
los osteoclastos, que causan la reabsorcion 6sea que produce la erosién de las
articulaciones. En un modelo de ratones para estudiar la artritis reumatoide, se
observaron niveles elevados de TNF-a en laédula 6sea. Las citocinas,
sintetizadas por las células sinoviales activadas por TNF-a demostraron que
provocan la artritis reumatoide. En los pacientes con espondilitis anquilosante, se

demostré que la concentracion de TNF-a era elevada en la articulaci 6n sacroiliaca.
TNF-a y enfermedades neurodegenerativas

Altos niveles de TNF-a estan relacionados con enfermedades
neurodegenerativas (esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer, enfermedad
pridnica, Parkinson). EI TNF-a se produce a partir de unaglalas pequefi as,

15



alargadas y de origen mesidérmico que desempefian una funcion fagocitaria
llamadas microgliocitos activados, y causa degeneracion neuronal, apoptosis del

tejido neuronal y mayor inflamacion.
TNF-a y riesgo cardiovascular

En el tejido adiposo de modelos de roedores para estudiar la obesidad y
en personas con tejido adiposo en exceso, se observo el aumento de la expresion
de TNF-a. En relacion a la presencia de tejido adiposo en exceso y en los casos
de resistencia a la insulina, se observa inflamacion crénica de bajo grado
intimamente relacionada con TNF-a. Los mayores niveles de TNF-a afectan la

regulacion del pasaje de insulina (Lorenzo et al., 2008).

Su produccidon se ha asociado recientemente con obesidad y se ha
demostrado que interfiere con la accion de la insulina en el metabolismo hepético
de la glucosay los lipidos (Barrera, 2008).

Estimula la produccion de prostaglandinas, aumenta la expresion de
moléculas de adhesién endoteliales; a nivel hepatico aumenta la expresion de
genes relacionados con la sintesis de novo de colesterol y acidos grasos; regula la
captacion de glucosa y la oxidacion de &cidos grasos, estimula la lipdlisis;
disminuye la expresion de GLUT 4 y de esta manera genera resistencia insulinica
(Brandan, 2008).

Durante la formacion de ateromas, estan implicados procesos de
calcificacion arterial. Este fendmeno junto con el engrosamiento de la intima-media
carotidea, trastornos en homeostasis de glucosa y triglicéridos y un mayor riesgo
de sufrir infarto al miocardio recurrente se ha relacionado con los niveles
circulantes de TNF-a. Los mecanismos inducidos por TNF-a causan mayor
acumulacioén de calcio aortico en animales con diabetes mellitus tipo 2 (Aggarwal
et al., 2006).
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2.3.2. Leptina

2.3.2.1 Generalidades

La leptina es una hormona sintetizada y secretada principalmente por los
adipocitos. Se ha reconocido como producto del gen de la obesidad y reguladora
de la saciedad (Garcia et al., 2007). La leptina es una proteina de la familia de las
citocinas, integrada por 146 aminoacidos con un peso molecular de 16 kD. La
leptina pertenece a la familia de citocinas de larga cadena helicoidal y es
estructuralmente similar a IL-1. En la Figura 7 se observa la estructura
tridimensional de la leptina, la cual presenta cuatro hélices alfa y un puente
disulfuro entre las cisteinas en posiciéon 96 y 146, siendo este Ultimo necesario

para la actividad biolégica de la hormona (Vega, 2010).

Figura 7: Estructura de la leptina.

2.3.2.2 Acciones biolégicas y mecanismos de accion

La leptina participa en la regulacion normal a largo plazo de la ingesta de
alimentos, del peso corporal, del gasto energético y las funciones
neuroendocrinas. A nivel fisiolégico, la leptina induce un efecto sensibilizador de
insulina, al promover la oxidacion de acidos grasos libres y la reduccién de la

acumulacién de grasa ectopica en tejidos no adiposos. A nivel molecular, este
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efecto se encuentra mediado directamente por leptina en el masculo esquelético e
indirectamente en el eje del sistema nervioso simpatico hipotalamico (Sanchez-
Mufioz, 2005).

Se ha visto que el principal determinante de la concentracién de leptina
circulante es el porcentaje de grasa corporal y defectos en la produccion de esta
hormona han sido asociados con efectos adversos en el metabolismo de los
lipidos (AL- Sowyan, 2009).

Existen varios estudios que han demostrado que el aumento de
neuropéptido Y (NPY) lleva a un aumento de la sensacion de hambre y con ello a
la hiperfagia y obesidad. Existen evidencias de que la leptina actia a nivel del
nacleo arcuato impidiendo la formacion de NPY y por tanto, moderando el apetito,
y parece que es a través de esta accion de la leptina por la que se produce la
activacion de las UCPs (proteinas de desacoplamiento), participando asi en la

modulacion de la termogénesis.

El tejido adiposo, aunque difusamente distribuido, es capaz de secretar
diversas sustancias y es fundamental en la regulaciéon y almacenamiento de la
energia. La leptina se produce fundamentalmente en la grasa blanca y existe una
relacion entre niveles de leptina y depdsitos de grasa, que se relacionan con el
IMC.

Los niveles de leptina no cambian con una sobrecarga de glucosa ni con
comidas mixtas. Es tan soélo a partir de 6 horas y mas claramente tras 12 horas de
ayuno o sobrealimentacion cuando se ven cambios. Parece ser, por tanto, que los

niveles de leptina se relacionan mas con los cambios a largo plazo.

2.3.2.3 Acciones patégenas y efectos en la salud

Leptinay obesidad

Una deficiencia congénita de leptina en humanos debida a una mutacion

en el gen que la produce, determina una obesidad masiva, similar a la que se
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produce en los ratones. Estos individuos se caracterizan por presentar profunda

hiperfagia y obesidad.

Los niveles hematicos de leptina pueden estar elevados en la obesidad,
por insensibilidad de los receptores hipotalamicos, o por defecto en el sistema de
transporte hacia el sistema nervioso central. Una alteracion en su produccion o
una resistencia a su accion en el hipotalamo pueden originar a su vez sobrepeso y
obesidad (Morales et al., 2010).

Leptinay riesgo cardiovascular

En la inflamacion, la leptina actia directamente sobre los macréfagos
para aumentar su actividad fagocitica y la produccibn de citocinas
proinflamatorias. También se ha involucrado a la leptina en la inflamacién
asociada con la aterosclerosis y el sindrome metabdlico. La leptina actia como
una sefial en la regulacién de la sensibilidad a la insulina a nivel de todo el
organismo. De manera mas puntual, la resistencia a la leptina es en si uno de los
factores causales de las complicaciones cardiovasculares en la obesidad (Fiona et
al., 2002).

Leptina e insuficiencia renal cronica

Estos pacientes tienen un aumento de los niveles de leptina, lo cual
puede deberse a la disminucion de aclaramiento renal. Sin embargo también es
posible que la uremia tenga efectos directos sobre la leptina, aunque claramente
se necesitan mas estudios para confirmar esto y para ver las implicaciones de la

hiperleptinemia en la IRC.
Leptina e infeccién por VIH

Se ha demostrado que, a pesar de que los pacientes con caquexia
asociada tienen un IMC menor que los controles, los niveles de leptina sérica son
similares, lo que puede implicar un estado de hiperleptinemia posiblemente debido
a la activacion del sistema inmune y a la produccién de diversas citoquinas. Su
significado o implicaciones clinicas se desconocen por el momento.

Recientemente se ha descrito un sindrome de lipodistrofia con hiperlipemia
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asociado al tratamiento de la infeccion VIH con inhibidores de la proteasa. Estos
pacientes, al contrario que en la caquexia, se ha visto que los niveles de leptina
estan disminuidos con respecto a los controles. Es posible que la leptina pudiera
ser un parametro mas para diferenciar la caquexia de la lipodistrofia y asi evitar el
tratamiento con anabolizantes en estos Ultimos, ya que podria empeorar la
resistencia insulinica que presentan los pacientes con lipodistrofia y desencadenar

0 empeorar una diabetes mellitus (Bottella, 2001).

2.4 Aceites vegetales como fuente de lipidos y su elaboracién

Las principales fuentes alimenticias de acidos graso poliinsaturados son
los aceites vegetales que se extraen de semillas, cereales y algunos frutos altos

en grasa.

Hasta hace poco tiempo, los aceites y grasas comestibles se extraian por
operaciones mecanicas aplicando calor externo y no se refinaban. Los beneficios
de este tipo de extraccién es que no se pierden los nutrimentos naturales que
contienen, sin embargo, son altamente propensos al enranciamiento. LoOS
principales aceites vegetales consumidos tradicionalmente en muchos paises (sin
refinamiento) son: de cacahuate, de colza (canola), de mostaza, de palma, de

oliva 'y de sésamo.

En los ultimos 50 afios, las grasas y aceites vegetales se han obtenido
por métodos mas eficaces de prensado mecanico y por extraccion con
disolventes. Entonces los aceites son sometidos a procesos tecnoldgicos para

hacerlos mas suaves e incoloros.

La mayoria de los aceites vegetales empelados como alimento humano
son ricos en acidos grasos poliinsaturados, principalmente linoléico, aunque
también algunos contienen pequefias cantidades da &cido linolénico. Estos &cidos
grasos pueden auto-oxidarse si ho se protegen con antioxidantes adecuados que
se adicionan durante la produccion. Los aceites vegetales contienen por

naturaleza compuestos de la familia de la vitamina E como tocoferoles y
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tocotrienoles que funcionan como antioxidantes y estabilizadores bajo condiciones

normales de conservacion (FAO, 1980).

2.4.1 Extraccion de aceites vegetales

Previa a su extraccion las semillas oleaginosas deben ser limpiadas y

descascarilladas, después son troceadas y molidas.

Los aceites vegetales se extraen principalmente por dos métodos:

Prensado mecanico: En la extraccidbn mecéanica las semillas molidas pasan
a un acondicionador para obtener un producto homogéneo que pasa a la
prensa de tornillo donde se procede a la separacion del aceite a elevadas
presiones. El aceite obtenido es limpiado de impurezas gruesas en un tamiz
vibratorio, al final el aceite se filtra y se obtiene un aceite crudo filtrado.
Extraccién con disolventes: Durante la extraccion por disolventes se parte
de semillas oleaginosas o de la torta proteinica (residuo del proceso de
extraccion mecanico). Si se parte de las semillas éstas se trituran en unos
rodillos y después pasan a un acondicionador para homogeneizar el
producto, que pasa a un molino con lo que se divide finamente para permitir
una mejor extraccion del aceite en el extractor. En el extractor un disolvente
de las materias grasas las arrastra separandolas en el evaporador (AMV
ediciones, 1988).

Los aceites que fueron extraidos por prensado mecanico conservan los

nutrimentos naturales, sin embargo junto con estas sustancias nutritivas, también

se conservan otras potencialmente téxicas como aflatoxinas o isoticianatos. Los

aceites que se extrajeron con disolventes pueden contener restos de disolventes

indeseables. Los aceites extraidos mediante estos métodos pueden tener una

serie de defectos importantes como una elevada acidez, olores desagradables o

una coloracion excesiva y el calentamiento del aceite en estas condiciones a altas

temperaturas puede dafiar su composicion facilmente, por esta razén los aceites

se refinan después de su extraccion (FAO, 1980). En la Figura 8 se presenta el

proceso de elaboracién de aceites.
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Figura 8. Diagrama de bloque de extraccion de aceites

2.4.2 Refinaciéon

La manera de conseguir un aceite o grasa sin estos inconvenientes es

someterlos a un proceso de refinacion que puede ser mediante procesos quimicos

o fisicos, y generalmente se combinan ambos procesos.

La refinacion fisica consiste basicamente en:

Blanqueo o decoloracion: consiste en tratar aceites refinados con tierras
activadas, el tratamiento se efectia a 100 °C durante 15 a 30 minutos.
Durante este proceso se suprimen la mayoria de los pigmentos restantes
como carotenoides o clorofila. Durante este proceso se producen acidos
grasos conjugados derivados de los acidos poliénicos presentes.
Destilacion al vapor o desodorizacion: En este proceso se hace pasar vapor
por capas de aceite situadas en bandejas, al vacio a 250 °C. Por este
medio se arrastran trazas de acidos grasos libres, productos volatiles
procedentes de la grasa degradada por oxidacion y otros compuestos
olorosos. Las elevadas temperaturas a que se efectian la desodorizacion
dan lugar a una cierta isomerizacién, haciendo que la conFiguracién de los
acidos linoléico y linolénico pase de cis a trans, sin embargo las técnicas
modernas de desodorizacion, hacen el proceso mucho mas corto y causan
menos alteraciones en los acidos grasos.

Hibernacion: Después que las impurezas son removidas durante los

procesos anteriores de refinado como es el desgomado o blanqueo algunos
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de los aceites aun contienen compuestos que causan cierta nebulosidad y
opacidad que tienden a precipitarse a bajas temperaturas. De cualquier
forma, esto reduce el atractivo a la apariencia del aceite.
Mediante este proceso, el aceite es enfriado lentamente y agitado muy
suavemente a bajas temperaturas. Mientras tanto los cristales se forman. El

proceso se termina con el filtrado de los cristales.
La refinacion quimica basicamente consiste en varias etapas:

Desgomado o neutralizacion: En este proceso se eliminan fosfolipidos y
otros lipidos polares hidratables. Es un tratamiento alcalino que no ejerce
efectos sobre los triacilglicéridos del aceite. Este proceso sirve para
suprimir los acidos grasos libres que se encuentren presentes, pero
ademas elimina componentes de valor nutricional como los carotenoides.
Sin  embargo este proceso es recomendable para prevenir el
oscurecimiento del aceite con la posibilidad de afadir los carotenoides

después.

2.5 Componentes de los aceites vegetales

2.5.1 Acidos grasos y acilglicéridos

2.5.1.1 Generalidades

Un &cido graso es una molécula organica formada por una larga cadena

hidrocarbonada, de numero par de atomos de carbono, en cuyo extremo hay

un grupo carboxilo. Cada atomo de carbono se une al siguiente y al precedente

por medio de un enlace covalente sencillo. Al atomo de su extremo le quedan

libres tres enlaces que son ocupados por atomos de hidrégeno (H3C-). Los demas

atomos tienen libres dos enlaces, que son ocupados igualmente por atomos de

hidrogeno (-CH2-CH2-CH2-). El grupo carboxilo tiene caracter acidoy el grupo

hidroxilo tiene caracter basico o alcalino.
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En general, podemos escribir un acido graso genérico como R-COOH, en
donde R es la cadena hidrocarbonatada que identifica al acido en particular.

Los acidos grasos son los componentes de algunos lipidos como
las grasas, donde el extremo de la molécula donde se encuentra el grupo
carboxilo (-COOH) es el que se combina con uno de los grupos hidroxilos (-OH) de
la glicerina o propanotriol, reaccionando con él (Sauci et al., 1994).

El tipo de &cido graso y la posicion en la cual se esterifica a glicerol
determinan las caracteristicas de los acilglicéridos. Ademas de los glicéridos que
presentan tres acidos grasos esterificados, los diacilglicéridos (diglicéridos) y los
monoacilglicéridos (monoglicéridos) también estdn presentes en los alimentos

crudos o en los ingredientes de los alimentos (Garcia, 2010).
Hay tres tipos principales de acidos grasos:

— Acidos grasos saturados (AGS). Solo tienen enlaces sencillos entre atomos
de carbono adyacentes; no contienen dobles enlaces, lo que les confiere
una gran estabilidad y la caracteristica de ser sélidos a temperatura
ambiente. Los AGS predominan en los alimentos de origen animal, aunque
también se encuentran en grandes cantidades en algunos alimentos de

origen vegetal. El 4cido estearico (C18:0) es un ejemplo de AGS.

Acidos grasos poliinsaturados (AGPI) con dos 0 mas dobles enlaces que
pueden reaccionar con el oxigeno del aire aumentando la posibilidad de
enranciamiento de la grasa. Los pescados y algunos alimentos de origen vegetal,
como los aceites vegetales, liquidos a temperatura ambiente, son especialmente
ricos en AGPI. Los &cidos grasos de la serieomega 3yomega
6 son poliinsaturados (tienen varios enlaces dobles). Como ejemplo de acido
graso omega-6 tenemos al acido linoléico (C18:2) y como ejemplo de acido graso
omega-3 en acido linolénico. Desde el punto de vista nutricional son importantes
los acidos grasos poliinsaturados de las familias omega-3 (n-3) y omega-6 (n-6),
en los que el primer doble enlace estd situado junto al tercer &tomo de carbono
(dcidos grasos omega-3) o junto al sexto atomo de carbono (4cidos grasos

omega-6) contando desde el metilo terminal de la cadena.
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Los componentes de cada una de estas familias pueden tener diferente
namero de atomos de carbono y diferente nimero de dobles enlaces, pero el
primer doble enlace siempre esta en el carbono 3 o en el 6, respectivamente.
Algunos componentes de cada una de las familias son esenciales para el hombre:
acido linoléico (C18:2 n-6) y alfa-linolénico (C18:3 n-3).

— Acidos grasos monoinsaturados (AGMI) son aquellos acidos grasos de
cadena carbonada por que poseen una sola insaturacion en su estructura,
es decir, poseen un solo doble enlace carbono-carbono (-CH=CH-). Un
ejemplo de este tipo de acidos es el acido oleico presente en casi todos los
aceites naturales, llamado comunmente omega 9. Varios acidos grasos de
la serie omega 9 son monoinsaturados; el mas importante de ellos es
el &cido oleico, componente principal de la trioleina, el triglicérido principal
del aceite de oliva.

Aunque en todos los alimentos hay mezclas de las tres familias, en los de
origen vegetal predominan las grasas insaturadas y en los de origen animal las
saturadas y unas y otras, segun su grado de saturacion, se han relacionado -
positiva y negativamente- con las enfermedades cardiovasculares y algunos tipos

de cancer (Manzur et al., 2009).

Los aceites vegetales que se ingieren como alimentos son una mezcla de
triacilglicéridos con cantidades menores de otros lipidos. Los acidos grasos
presentes en varias moléculas de lipidos constituyen la parte con mayor interés
nutritivo. En la tabla 1 se presentan los porcentajes de los principales acidos
grasos presentes en los aceites estudiados.
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Tabla 1. Porcentaje del contenido total de &cidos grasos en aceites vegetales

crudos.
Acido graso Nombre comun Aceite de Aceite de Aceite de Aceite de Aceite de
pepita de canola’ cartamo alto soya’ aguacate *
uva’ en oleico?
C16:0 Palmitico 5.5-11.0 25-6.0 0.1 8.0-13.3 11
C18:0 Estearico 3.0-6.0 09-21 1.5-20 24-54 0.7
ci8:1 Oleico 12.0 - 28.0 50.0 - 66.0 74.0 -80.0 17.7-26.1 51.9
C18:2 Linoléico 58.0-78.0 18.0-30.0 13.0-18.0 49.8-57.1 14.3
C18:3 Linolénico ND - 1.0 6.0 —14.0 ND - 0.1 55-95 1.0
C20:0 Araquidico ND - 1.0 01-1.2 0.2-04 0.1-0.6 ND

ND — no detectable, 1 FAO, 1997, ?Brien, 2004, *ANIAME, 2002.

2.5.1.2 Acidos grasos, inflamacion y enfermedades

cardiovasculares

Los marcadores de la inflamacién han sido implicados como factores de
riesgo de varias enfermedades degenerativas. Con respecto a las enfermedades
cardiovasculares, los datos obtenidos de los estudios de corte transversal y
prospectivo proporcionan evidencia de que algunos marcadores son factores de
riesgo independientes, y varios marcadores pueden ser modificables a través de
estilo de vida, incluyendo el ejercicio, el tabaquismo y dieta. Estudios controlados
de intervencién dietética han demostrado que determinados acidos grasos
pueden modular marcadores de inflamacion (Baer et al., 2004).

En estudios epidemioldgicos se ha obtenido una correlacién positiva entre
la ingesta de acidos grasos saturados (AGS) y las concentraciones circulantes de
PCR.

En pacientes con hipercolesterolemia, una dieta baja en AGS (el 30% del
valor caldrico total (VCT) en lipidos, de los que el 5% fueran AGS) durante 8

semanas produjo en estos sujetos una reduccion significativa de las
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concentraciones de PCR respecto a los valores basales. En pacientes con
sobrepeso e hipercolesterolemia moderada, la ingesta de una margarina
hidrogenada de soja que representaba el 30% del VCT (el 8,5% en AGS; el 6,7%
en AGt; el 8,5% en acidos grasos monoinsaturados y el 6,3% del VCT en acidos
grasos poliinsaturados) llevé a un aumento significativo de las concentraciones
plasmaticas de TNF-a e IL-6 respecto al consumo del mismo contenido calérico
en forma de aceite de soja (el 7,3% en AGS; el 0,6% en AGt; el 8,1% en acidos
grasos monoinsaturados y el 12,5% del VCT en é&cidos grasos poliinsaturados)
tras 32 dias de la intervencion. De este modo, los AGS y AGt podrian estar

involucrados en el desarrollo del proceso proinflamatorio.

La sustitucién de los AGS por los AGMI tiene efecto beneficioso en el
perfil lipidico, con una reduccién de las concentraciones de cLDL vy triglicéridos,
manteniendo altas las concentraciones de cHDL, y tiene un importante papel en la
prevencién de la arteriosclerosis. De entre los acidos grasos monoinsaturados
(AGMI), el acido oleico es el principal componente, y el aceite de oliva y las
nueces son importantes fuentes de este acido graso, principalmente en la dieta
mediterranea. Estudios observacionales han descrito una asociacion inversa de la
ingesta de aceite de oliva con la ganancia de peso en individuos sanos y con la
expresion de TNF-a y VCAM-1, asi como con el desarrollo de aterosclerosis, en
individuos con alto riesgo de ECV (Hermsdorff et al., 2008).

El consumo de alimentos vegetales ricos en acidos grasos es vital para
mantener un nivel de lipidos estable y para suministrar al cuerpo los acidos grasos
esenciales. Los acidos grasos calificados de esenciales incluyen el omega-3 y
omega-6. El cuerpo humano no puede sintetizarlos, o los sintetiza en cantidades
insuficientes, es necesaria por tanto una contribucion regular por medio de la

alimentacion.

Se ha observado que concentraciones sanguineas de diferentes
marcadores de la inflamacién, como la proteina C reactiva, interleucina 6 y 1, y
TNF-a, as como otras citocinas son predictivos del riesgo de enfermedad
cardiovascular y se ha propuesto que el efecto protector de los AGPIs para evitar
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el desarrollo de enfermedades cardiovasculares es a través de la inhibicién de la
respuesta inflamatoria, ademas de la supresién de moléculas de adhesion, de su
efecto hipolipidémicoy de la alteraciéon de la funcion electrofisiologica de las
células del corazdn, de manera que reducen su excitabilidad haciéndolas menos

vulnerables a la fibrilacion ventricular (Morales, 2010).

Estudios poblacionales en hombres de 25 a 74 afios muestran que el
consumo dietario de aceite de pescado, se asocia con una disminucion del 50%
en el riesgo de paro cardiaco. Esto podria estar dado, al menos en parte, por el
efecto de los &cidos grasos poli insaturados indispensables (AGPIs) dietarios
sobre la composicion de los acidos grasos de la membrana celular de los miocitos

cardiacos.

Actualmente existe controversia sobre si el consumo dietario de AGPIs de
cadena larga, acido linoléico reduce la isquemia cardiaca, ya que este efecto no se
ha confirmado en humanos. También existe controversia con otras enfermedades
cardiovasculares, esto surge a la luz de un estudio reciente realizado in vitro en
células endoteliales humanas, en donde se observd que el &cido linoléico y en
menor grado el 4cido alfa linolénico estimulan el desarrollo de un ambiente pro—
inflamatorio dentro del endotelio vascular. Estas controversias nos sugieren que el
efecto no es el mismo si se consumen diferentes fuentes de AGPIs (Rodriguez et
al., 2005).

Algunos investigadores sugieren que el efecto benéfico en la funcion
cardiovascular se debe a la disminucién de las grasas. Sin embargo, se ha
observado que el consumo de dietas bajas en grasa saturada y poliinsaturada, y
altas en hidratos de carbono, reduce la concentracion sanguinea de HDL y
aumentan los niveles de triacilgliceroles, lo que incrementa el riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares. Por otro lado, un estudio en 80,082 mujeres entre
34 y 59 afios de edad, muestra que el reemplazo de grasa saturada y de acidos
grasos insaturados trans por acidos grasos no hidrogenados monoinsaturados o
poliinsaturados (&cido linoléico) previene el desarrollo de enfermedad coronaria en
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mujeres de manera mas significativa en comparacion al efecto producido con sélo

reducir el consumo de grasa saturada (Frank et al., 2004).

Estos resultados sugieren que el consumo adecuado de AGPIs puede
utilizarse como una estrategia para disminuir el riesgo de enfermedad
cardiovascular. Sin embargo, este efecto no se ha demostrado en todos los
estudios, posiblemente debido a las diferencias en el nimero de los sujetos
estudiados, la inadecuada medicion de otros factores en la dieta, que algunos
estudios no consideran la cuantificacion de los acidos grasos transinsaturados y
las fuentes lipidicas utilizadas que en su conjunto pueden subestimar el efecto
benéfico de los AGPIs (Rodriguez et al., 2008).

La recomendacion actual sobre el consumo de AGPI se refiere no solo a
aumentar su consumo, sino que también se debe optimizar la relacion de consumo
de acidos grasos omega-6 respecto al consumo de acidos grasos omega-3. Esta
relacion idealmente debe estar entre 5:1 a 10:1 para ambos acidos grasos. La
recomendacién actual de consumo de acidos grasos omega-3 para los adultos
esta en el rango de 1,2-1,4 g/dia (Nieto et al., 2004).

2.5.1.3 Métodos de anéalisis

Los &cidos grasos de las muestras son separados y cuantificados por
cromatografia de gases. La separacion y cuantificacion de los acidos grasos
constituye un meétodo fiable y réapido para la tipificacion y clasificaciéon de
compuestos volatiles. La metilaciéon tiene lugar en dos fases; una primera fase
consiste en la interaccion con metilato de sodio como agente saponificante en
medio metandlico (agente esterificante) y una segunda fase mediante la accion del
metanol acidificado con &cido clorhidrico (Marrero, 2012).
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2.5.2 Esteroles

2.5.2.1 Generalidades

Los esteroles vegetales (fitoesteroles) son miembros de la familia de los
triterpenos, su estructura es similar a la del colesterol, pero incluye un grupo metilo
o etilo en el C-24. Se encuentran en mayor abundancia en la mayoria de las
plantas. Sin embargo, se dice que hay mas de 200 estructuras diferentes de
esteroles que se han descubierto, siendo el mas abundante el campesterol y el
estigmasterol (Roberfroid, 2000).

En general se cree que estas sustancias actian como componentes
estructurales de las membranas vegetales a la vez que sirven de intermediarios
para la biosintesis de celulosa y numerosos productos vegetales secundarios,
como los alcaloides, entre otros (Hasler, 2002).

Todos los alimentos vegetales contienen cantidades apreciables de
esteroles vegetales, por lo que se consideran buena fuente de estos.

2522 Esteroles, inflamacion y enfermedades

cardiovasculares.

Se ha demostrado que el consumo de esteroles produce una disminucién
del colesterol total plasmatico y del colesterol-LDL, sin modificar los niveles del
colesterol-HDL. Los fitoesteroles y fitoestanoles constituyen un modelo muy
adecuado para el desarrollo de alimentos funcionales. Actualmente en diferentes
paises se comercializan leches, jugos, yogurt y margarinas que contienen ya sea

fitoesteroles o fitoestanoles.

La literatura cientifico-médica describe para los fitoesteroles vy
fitoestanoles una gran variedad de efectos fisiologicos. Ademéas de las acciones
sobre el metabolismo lipidico, se les atribuye propiedades antiinflamatorias,
antitumorales, bactericidas y fungicidas. Sin embargo, el efecto mejor

caracterizado y cientificamente demostrado, es el efecto hipocolesterolémico,
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tanto a nivel del colesterol total como del colesterol-LDL. Trabajos recientes han
demostrado que el consumo de margarinas enriquecidas con a-sitosterol,
campesterol y stigmasterol o con el derivado hidrogenado sitostanol,
administradas a individuos moderadamente hipercolesterolémicos (220-240 mg/dL
colesterol), producen reducciones del colesterol circulante de un 10% en promedio
y de un 8% en el colesterol-LDL, sin afectar el contenido de colesterol-HDL vy el
nivel de triglicéridos. EI consumo promedio de fitoesteroles en estos estudios fue
de 1,5-2,2 g/dia y el de sitostanol de 2,0 g/dia (Valenzuela y Ronco, 2004).

Debido a su similitud con el colesterol, esta molécula inhibe la absorcién
de colesterol a nivel intestinal (Moreau et al., 2002).

2.5.2.3 Métodos de anéalisis

La cromatografia de gases (CG) es el método mas comuin para analizar el
contenido y la composicién de fitoesteroles. Hay métodos de HPLC para la
separaciéon y cuantificaciéon de las diversas formas de fitoesteroles, tales como
esteroles libres, estéril ésteres de acidos grasos, glucdsidos estériles, glucdsidos
acilados estéril, y ésteres de esteroles hidroxicinamico. Sin embargo, con mas de
200 estructuras diferentes, la GC, a menudo combinada con espectrometria de
masas, es la mejor herramienta y la mas ampliamente utilizado para la separacion

cromatografica, identificacion y cuantificacion de fitoesteroles (Palou et al., 2003).
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2.5.3 Vitamina E

2.5.3.1 Generalidades

El término general vitamina E se utiliza para designar a un grupo de ocho
especies naturales de tocoferoles y tocotrienoles (a, B, y, y 0). Junto con las
vitaminas A, D y K constituyen el grupo de las vitaminas liposolubles,
caracterizadas por ser derivados del nucleo isoprenoide, solubles en lipidos y
disolventes organicos. Son compuestos esenciales, puesto que el organismo no
puede sintetizarlas. Su aporte se realiza a través de la dieta en pequefias
cantidades. Para una eficiente absorcion por el organismo requieren de la
presencia de acidos grasos, de la bilis, y de enzimas lipoliticas del pancreas y
mucosa intestinal. Existe un conjunto de derivados tocoles (tocoferoles vy
tocotrienoles) que poseen cierta actividad vitaminica, siendo el alfa-tocoferol la
forma mas activa para el ser humano (Fernandez et al., 2002).

No es facil determinar las necesidades diarias de vitamina E para el ser
humano ya que varian segun la actividad fisica, la edad, el estado de salud o
enfermedad, el crecimiento, etc., por lo que las recomendaciones en cuanto a su
ingesta resultan Unicamente orientativas. Debido a la amplia disponibilidad de

vitamina E, rara vez se producen carencias.

La vitamina E se encuentra principalmente en los aceites vegetales,
granos, plantas y en el tejido adiposo de los animales. Se localiza principalmente
en las hojas y partes verdes de las plantas, que contienen mas a- tocoferol que las
partes amarillas, mientras que el y-tocoferol se encuentra en bajas

concentraciones.

El tocoferol circulante es acumulado lentamente por los diferentes tejidos,
incorporandose a las membranas de las células junto al colesterol y los
fosfolipidos. Su retencién histica es dependiente de la proteina transportadora y

de su actividad biolégica.
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2.5.3.2 Vitamina E, inflamacién vy enfermedades

cardiovasculares

No existen evidencias concluyentes de que las dosis diarias de vitamina E
(100 UI) disminuyan el riesgo de padecer enfermedad cardiaca. Sin embargo, la
vitamina E es un antioxidante que puede proteger contra mutaciones celulares
potencialmente dafinas. En estudios recientes se ha observado que la vitamina E,
puede ayudar a retrasar el inicio de la diabetes mellitus tipo 2, e incluso, mejorar el
control de glucosa en sangre. La resistencia de las LDLs a la oxidacion, como
indice de susceptibilidad a la arteriosclerosis, se asocia con el contenido de
vitamina E (Cornejo et al., 2009)

2.5.3.3 Método de andlisis

En las dltimas décadas, las investigaciones también se han orientado al
desarrollo de procedimientos analiticos que permitan la caracterizacion y
autenticacion de los aceites, mediante el andlisis del contenido total de
tocoferoles, asi como la diferenciacion y determinacién de sus diferentes isbmeros
(Sagayo et al., 2007).

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es una de las técnicas
mas empleadas para la separacion de las diferentes formas del tocoferol, debido a
gue no requiere una etapa compleja de preparacion de la muestra, sino que en la
mayoria de los casos basta con una dilucién de la muestra con un disolvente

compatible con la fase movil.

2.6 Propiedades de los aceites vegetales

Los aceites vegetales difieren en su composicion de acidos grasos.
Aunque en su mayoria contienen &cidos grasos insaturados, algunas fuentes de
lipidos son mas ricas en acidos grasos poliinsaturados omega-3 o 6 como el caso
de los aceites de semilla de uva y soya; y otras fuentes son mas ricas en acido

graso oléico como en el aceite de aguacate, canola o cartamo alto en oléico.
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La diferencia en composicion de los distintos aceites esta dada segun la fuente de
la que provienen y son estas caracteristicas las que proporcionan beneficios a la

salud.

2.6.1 Aceite de Aguacate

El aguacate (Persea americana) es un fruto de un arbol que pertenece a
la familia de las Lauraceas. Es originario de centro y Sudamérica y existen 3
variedades segun su pais de origen, la mexicana, la guatemalteca y la del oeste
de India. Los paises de mayor produccion de aguacate son: México, EUA, Chile,
Sudafrica, Espafia e Israel. Los principales usos del aguacate son para consumo
humano como alimento fresco, sin embargo el aceite de aguacate es utilizado

ampliamente por la industria farmacéutica (Fennema, 1993).

En México la produccion de este aceite ha incrementado debido a las
propiedades benéficas para la salud cardiovascular que se le han atribuido debido
a gue tiene caracteristicas muy similares a las del aceite de oliva (Jiménez et al.,
2001).

El Aceite de Aguacate se obtiene de la pulpa del fruto. El contenido de
aceite de la pulpa en el aguacate cambia con la variedad y el tiempo de
maduracion del fruto. Un fruto arrancado precozmente tiene menor contenido de

aceite que el fruto que permanece el tiempo adecuado en el arbol.

La composicion de este aceite es muy similar a la del olivo. Es un aceite
rico en acido graso monoinsaturado oléico y aunque en menor cantidad también

contiene 4cidos grasos omega 6 (USDA, 2010).

El contenido de acidos grasos saturados varia entre 10.1% y 12.3%,
mientras que el contenido de &cidos grasos no saturados esta entre el 87.7% vy el
90%.

El a-tocoferol se encuentra aproximadamente en una cantidad de 12 a 15

mg/g de aceite en el producto obtenido por prensado en frio. Acosta en 2001
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encuentra que los niveles de [3-sitosterol fueron aproximadamente de 4.5 mg/g de
aceite (Acosta, 2011).

2.6.2 Aceite de semilla de uva

La mayoria de la uva cultivada proviene de la especie Vitis vinifera,
natural de Europa mediterranea y Asia central. En menor cantidad se producen en
América y Asia. Segun laOrganizacion para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), la produccion mundial de uva ocupa 75866 kilometros
cuadrados. Aproximadamente el 71% de la produccion es usada para vino, 27%
consumo fresco y 2% como frutos secos. El terreno dedicado a las viiias crece
anualmente alrededor de un 2%. El proceso de extraccion del aceite puede
hacerse por dos métodos: uno es quimico y el otro es mediante el prensado en frio
de las semillas. Se han utilizado diferentes métodos para la extraccion del aceite
de las semillas, sin embargo, actualmente no hay un consenso en cual es el mejor
método. Navas en el 2009 utilizé el método de extraccion mecénica a través del
prensado de las semillas y obtuvo un rendimiento de 5.7 g de aceite por cada 100
g de semillas. El analisis del aceite extraido de 3 variedades diferentes de semilla
de uva (Syrah, Tintorera y una mezcla Syrah-Tempranillo- Merlot) arrojaron
valores dentro de los limites propuestos en la norma del Codex alimentarius para
aceites vegetales especificados, durante este estudio no se refind el producto de

la extraccion.

Su apariencia es la de un aceite de color claro y se describe que tiene un

sabor a nueces.

Es una fuente lipidica que recientemente ha cobrado importancia debido
a la gran cantidad de subproductos de la industria vinicola. Estos subproductos
han alcanzado una gran importancia debido a su utilizacion como materia prima
para la elaboracién de suplementos con alto valor nutrimental asi como en la

industria de cosméticos.
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El aceite de semilla de uva puede representar una importante fuente de
ingresos para el sector agricola en paises con produccidén importante de vinos,

como Espafa, Francia e Italia.

Asimismo, el aceite destaca por sus propiedades benéficas para la salud
cardiovascular. Tiene un alto contenido de fitoesteroles, principalmente -
sitoesterol. Provee vitamina E y una alta concentracion de acido linoléico (76%) y

linolénico (Navas, 2009).

2.6.3 Aceite de soya

La soya (Glycine max) pertenece a la familia de las leguminosas
Fabaceae. El 40% de su composicién son proteinas, el 20% grasas y el resto
carbohidratos y agua. Es un cultivo ampliamente utilizado en la alimentacion de
humanos y animales. La soya es el segundo producto agricola de Estados Unidos
y es el principal cultivo para la produccion de aceites abarcando el 90% de la
produccién de estos. El cultivo a escala masiva de los frijoles de soya no inicié
sino hasta el siglo 20, una de las razones por las cuales este cultivo ha sido tan
exitoso es por la rapida y facil adaptacion de la planta a distintas zonas de cultivo,
una mayor rotacién de cultivo maiz-soya y al bajo costo de su produccion. En
Estados Unidos casi toda la produccion de soya esta destinada a la fabricacion de
aceite y su consumo representa entre un 55 a 65% del total de aceites hasta el
2005 cuando el consumo de aceite de palma aumentd considerablemente
desplazando al aceite de soya (USDA, 2010).

Este aceite ha sido ampliamente estudiado por los efectos que tiene en la
salud en general y la salud cardiovascular no ha sido la excepcién. Estos efectos
se le han atribuido a diferentes compuestos como acidos grasos insaturados y
fitoesteroles. La composicion de acidos grasos poliinsaturado€26:Q3 del aceite
de soya es de casi 7:1 lo que lo hace un aceite de composicion recomendable
para prevenir padecimientos cardiovasculares. En comparacion con otros aceites

vegetales es uno de los que tiene mayor contenido de acido graso linolénico (54%)
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altamente recomendado para mantener la salud cardiovascular (Simopoulos,
1999).

Lamentablemente, es uno de los aceites vegetales que se someten a
procesamientos de hidrogenacion parcial, con la finalidad de aumentar su vida de
anaquel y asi disminuir su costo, siendo ampliamente utilizado en la industria

alimentaria y en establecimientos fijos de servicios de alimentos.

2.6.4 Aceite de canola

La colza, raps o canola (Brassica napus) es una planta cultivada de la
familia de las brasicaceas, con flores de color amarillo brillante.

Se cultiva por todo el mundo para producir forraje, aceite vegetal para
consumo humano Yy biodiésel. Los principales productores son la Unidn
Europea, Canada, Estados Unidos, Australia, Chinay la India. En la India ocupa
un 13% del suelo cultivable. Segun el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos, la colza era la tercera fuente de aceite vegetal en 2000, tras la soya, y la
palma, ademas de la segunda fuente mundial de comida proteinica. En Europa, se
cultiva principalmente para alimentar el ganado (por su alto contenido en lipidos y

contenido medio en proteinas).

Es extraido de la semilla de planta, usada sobre todo en el norte de
Europa como condimento. Es de textura viscosa y color pardoscuro antes de llegar
a ser refinado. De este aceite se puede separar estearina solida (que es un
gliceril éster de acido estearico. Es utilizado como seboen la fabricacion
de velas y jabdn). Es el principal aceite de uso alimentario utilizado para la cocina

y la fabricacién de comida en paises europeos como Alemania (Pavlovich, 2009)

México es un mercado importante para la semilla de canola ya que el
aceite se fabrica, refina y envasa en México lo que repercute de manera positiva
en la economia y en las familias mexicanas. El aceite de canola posee el 30 por

ciento del mercado de aceites vegetales en México.
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El aceite de canola se caracteriza por un bajo nivel de acidos grasos
saturados (<7%), un nivel relativamente alto de &cidos grasos monoinsaturados,
pues contiene aproximadamente un 60% de &cido oleico y una cantidad apreciable
de los n-3 acidos grasos a-linolénico (18:3 n-3).

Posee niveles de a-tocoferol de 27 mg/100 g aproximadamente y un nivel
relativamente alto de fitosteroles (892 mg/100 g) (Przybylski, 2005).

2.6.5 Aceite de cartamo

El cartamo o alazor (Carthamus tinctorius) es una planta que aunque
originalmente era cultivada por sus flores (usadas como colorante), hoy en dia se
cultiva principalmente por sus semillas, de las cuales se extrae un aceite vegetal
comestible. Las plantas llegan a medir de 30 a 150 cm de altura con cabezas
florales globulares y comunmente, de colores brillantes amarillo, naranja o rojo,
floreciendo en pleno verano. Cada rama trae de una a cinco capitulos con 15 a 20
semillas por capitulo. Son muy resistentes a la sequia pero bastante susceptibles

a las heladas.

Desde 1950, la planta se cultiva para extraer el aceite vegetal extraido de
sus semillas. Los paises con mayor produccion de aceite de cartamo en el mundo
son México, India y Estados Unidos. Siguen Etiopia, Kazajistan, China, Argentina

y Australia.

Hay dos tipos de cartamo que producen diferentes tipos de aceite: uno
alto en acido graso monoinsaturados (acido oleico) y otro alto en acido graso
poliinsaturados (acido linoléico) (Zohary y Hopf, 2000).

2.6.6 Aceite parcialmente hidrogenado

La hidrogenacion, como proceso industrial, comenzo6 a utilizarse en los
inicios del siglo 20 a partir del trabajo del quimico aleman Wilhelm Normann, quien
obtuvo en 1903 una patente en la British Patent Office, para convertir acidos

grasos insaturados en compuestos saturados.
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La principal materia prima para el proceso industrial de hidrogenacién son
los aceites vegetales. La transformacion de productos liquidos e inestables, por su
susceptibilidad a la oxidacién, en productos solidos o semi-soélidos, estables y de
manejo mas fécil, permite utilizarlos como sustitutos de las mantecas o sebos
animales, y particularmente de la mantequilla. La hidrogenacién se realiza bajo
presién y temperatura, y en presencia de un catalizador metalico (generalmente
niquel), burbujeando gas de hidrégeno en el aceite. En estas condiciones, los
dobles enlaces de los acidos grasos insaturados experimentan varias
modificaciones estructurales: El doble enlace puede ser hidrogenado vy
transformado en un enlace simple (saturado); la localizacion del doble enlace
puede ser modificada (formacién de isbmeros posicionales) y; el doble enlace
puede cambiar su conFiguracion espacial, dando origen a isdmeros trans
(formacién de isbmeros geométricos). Cuando el proceso de hidrogenacién se
realiza en forma intensa, se obtiene un producto 100% saturado y de alto punto de
fusién, que no presenta isomeros cis y trans. Cuando la hidrogenacién se realiza
bajo condiciones controladas (hidrogenacién parcial), se obtiene una mezcla de
acidos grasos saturados, monoinsaturados, y pequefias cantidades de
poliinsaturados, con isomeria cis y trans. EI AGT que se forma en mayor
proporcién en la hidrogenacion parcial de aceites vegetales es el acido oleico. En
los aceites marinos, se forma una variedad mucho mas compleja de isémeros
trans, debido al alto grado de poliinsaturacién de sus acidos grasos (hasta seis
dobles enlaces) y al tamafio de cadena de estos (hasta C20 y C22).

En la tabla 2 se muestran las caracteristicas de os aceites por cada 5

gramos, de acuerdo a la etigueta nutrimental.
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Tabla 2. Caracteristicas de los aceites por cada 5g

Aceite

Caracteristicas

Nombre comercial ~ Ahuacatlan  Canoil Oleico Nutriolli ~ Borges Ultra-Fray

Porcion(mL) 5 5 5 5 5 5

Grasa (g) 4.6 5 4.6 4.5 5 4.7

AGMI(g) 3.2 3.1 35 1.1 0.9 ND

Acido oleico (g) ND 3.0 ND ND ND ND

Omega 3(g9) ND 1.1 ND 2.4 ND ND

Valores encontrados en las etiquetas de los aceites. ND: dato no encontrado.
AGS: acidos grasos saturados. AGM: &cidos grasos monoinsaturados. AGPI:
acidos grasos poliinsaturados.
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I1l. JUSTIFICACION

La alta incidencia y prevalencia de enfermedades crénico degenerativas,
principalmente de enfermedades cardiovasculares se presenta un problema grave
de salud publica. Se calcula que en 2030 moriran cerca de 23,6 millones de
personas en el mundo por enfermedades cardiovasculares, sobre todo por
cardiopatias y accidentes vasculares cerebrales y se prevé que sigan siendo la

principal causa de muerte a nivel mundial.

En América Latina y el Caribe las enfermedades cardiovasculares
representan el 31% del total de las defunciones.

En México las enfermedades del corazon constituyen la primera causa de
muerte y anualmente ocurren cerca de 70 mil defunciones por este motivo, siendo

26 mil por enfermedades cerebrovasculares (OMS, 2011).

En diferentes estudios se ha demostrado la implicacién de factores de
inflamacion en el desarrollo de diferentes enfermedades. El TNF-a y la leptina, son
dos citocinas que se encuentran elevadas en patologias como la obesidad y RCV,

enfermedades que cursan con inflamacion sistémica y discreta.

El consumo de lipidos es necesario para mantener la vida y la salud. Los
aceites son fuente de acidos grasos esenciales para el organismo. Dichos acidos
grasos participan en un sin nimero de reacciones bioquimicas a nivel celular y en
otros mecanismos, tales como la formacion de tejido conjuntivo y produccion

hormonal.

Debido a que el consumo inadecuado de fuentes de lipidos, tanto en
términos cuantitativos como cualitativos, esta intimamente relacionado con el
desarrollo de enfermedades, se torna imprescindible buscar fuentes lipidicas
saludables para el consumo.

El tejido adiposo visceral contiene adipocitos con menor sensibilidad a la
insulina, con mayor liberacién de acidos grasos a la circulacion, mayor produccién
de citocinas pro-inflamatorias y radicales libres. Debido a la implicacion que tiene
el tejido adiposo en la produccién de citocinas y al papel que juegan dichas
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citocinas en el desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas, se torna
importante evaluar el efecto que tiene el consumo de diferentes aceites sobre el

desarrollo del tejido graso y produccidon de estas sustancias.

Actualmente en nuestro pais se estan produciendo aceites vegetales
relativamente nuevos y estdn surgiendo nuevas tecnologias para su
aprovechamiento integral, por lo que es necesario llevar a cabo investigaciones
para estudiar el efecto del consumo de estos aceites en marcadores de
inflamacion y otras enfermedades relacionadas con riesgo cardiovascular y por
tanto determinar el efecto benéfico atribuible. Estos marcadores no se han
estudiado simultAneamente en investigaciones comparativas después de un

consumo sostenido de los aceites.

El aceite de aguacate y el aceite de semilla de uva, son dos aceites que
no llevan mucho tiempo en el mercado, pero podria estimularse su produccion y

abaratar su costo de venta, ya que México es un pais productor de aguacate.

Por otro lado, algunos aspectos de la composicion de estos ultimos
aceites mencionados no han sido ampliamente estudiados.
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IV. HIPOTESIS

Después del periodo de intervencion, las concentraciones de TNF- a y
leptina en suero se veran aumentadas en el grupo tratado con aceite parcialmente

hidrogenado, en comparacién con los otros grupos de estudio.

El grupo tratado con aceite parcialmente hidrogenado presentara un
significativo aumento en los adipocitos, tanto en cantidad como en tamaiio, al

comparar las muestras de los grupos que consumieron el resto de los aceites.

V. OBJETIVOS
Objetivo General

Comparar los efectos producidos por el consumo de aceite de aguacate,
canola, cartamo, soya, semilla de uva y aceite parcialmente hidrogenado, sobre el
factor de necrosis tumoral alfa y leptina en la concentracién de suero de ratas
Wistar.

Objetivos especificos

1. Determinar y comparar las concentraciones de TNF-a en suero, después
de la ingesta de los diferentes aceites.

2. Determinar y comparar las concentraciones de leptina en suero, después
de la ingesta de los diferentes aceites.

3. Determinar la existencia de dafio estructural en tejido adiposo, higado y
corazon, después de la ingesta de los diferentes aceites.

4. Determinar el contenido de acidos grasos de los aceites utilizados.

5. Determinar el contenido de esteroles en los aceites utilizados.

6. Determinar el contenido de tocoferoles en los diferentes tipos de aceites
utilizados.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Tipo de estudio y disefio experimental

Estudio in vivo experimental, paralelo controlado en el cual se pusieron a
prueba los efectos producidos por el consumo sostenido de diferentes tipos de

aceites con respecto a TNF-a y leptina en suero (Figura 9).

S6ratas Wistar de 5 »l Alimentadas con | * [ Alimento LaboratoryRodent Diet 5001
semanas de edad
Ag;'::gfate Estudio de:
" . Acidos grasos (CG)
J-‘:CEI_te Cartamo Esteroles (CG)
anadido SOy Vitamina E (HPLC)
Uva
INTERVENCION Hidrogenado

Control Tx aceite Tx aceite Tx aceite Tx aceite Tx aceite Control

negativo aguacate canola cartamo soya uva positivo

8ratas 8ratas 8ratas 8ratas 8ratas 8ratas 8ratas

TNF-a —
Suero — Leptina ANALISIS
SACRIFICIO (Elisa) ESTADISTICO
Tejido adiposo =
: i & p<0.05
Higado - Pruebas histologicas | Turckey,
Corazén Donnet
#Modelo Lineal
Univariable

Figura 9. Disefio experimental. Intervencion de 38 dias. Control negativo: Grupo

tratado con alimento Laboratory Rodent Diet 5001 sin adicion de aceite. Control

positivo: grupo control tratado con aceite parcialmente hidrogenado. Tx:
tratamiento. CG. Cromatografo de gases. HPLC: cromatégrafo de liquidos. TNF-a:

factor de necrosis tumoral alfa
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6.2 Poblaciéon

Se utilizaron 56 ratas Wistar macho, de 5 semanas de edad con
alimentacién 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 adaptacion de una semana se

formaron los grupos de estudio aleatoriamente.

6.3 Aceites utilizados

Se utilizaron: aceite de aguacate, canola, cartamo alto en oleico, soy,
semilla de uva y un aceite el cual, como parte de su composicidn contenia aceite
de soya parcialmente hidrogenado.

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

el etiqguetado, se resume en la Tabla 3.

Tabla 3. Descripcién nutrimental de aceites utilizados por cada 5 mL.

Aceite
Cartamo
Caracteristicas Aguacate Canola alto en Soya Semilla de Parcialmente
acido uva hidrogenado
oleico
Nombre comercial Ahuacatlan  Canoil Oleico Nutriolli Borges Ultra-Fray
Mezcla de oleina de
Cértamo palma (10%), aceite
Origen Aguacate Canola alto en Soya Semillade  de soya parcialmente
oleico uva hidrogenado (10%) y
aceite de soya sin
hidrogenar (80%)
Porcién(mL) 5 5 5 5 5 5
Energia (Kcal) 45 45 41.4 40.9 45 42
Grasa (9) 4.6 5 4.6 4.5 5 4.7
AGS(g) 0.7 0.4 0.3 0.7 0.5 ND
AGMI(g) 3.2 3.1 35 1.1 0.9 ND
AGPI(g) 0.7 1.6 0.7 2.8 3.6 ND
Acido oleico (g) ND 3.0 ND ND ND ND
Omega 6(g) ND 0.6 ND 03 ND ND
Omega 3(q) ND 1.1 ND 2.4 ND ND

Valores encontrados en las etiquetas de los aceites. ND: dato no encontrado.
AGS: acidos grasos saturados. AGM: &acidos grasos monoinsaturados. AGPI:
acidos grasos poliinsaturados.
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6.4 Preparacion del alimento
El alimento proporcionado a las ratas durante el estudio fue el alimento rodent
labchow 5001 con las caracteristicas nutrimentales que se observan en la tabla 4:

Tabla 4. Contenido nutrimental del alimento. Laboratory Roden Diet

5001(informacion nutrimental declarada por el fabricante)

ALIMENTO RODENT LAB CHOW 5001

g/100g  Aporte Calérico Aporte Caldrico Total (%)

(Kcal)/100 g
Proteinas 23.9 95.6 30%
Elementos Libres de 48.7 194.8 58%
Nitrégeno
Fibra 5.1 0 0%
Grasa Total 4.5 40.5 13%
Grasa contenida en el 4.5 40.5 13%
alimento
Aceite adicionado 0 0 0%
Agua 17.8
Total 100 3225 100%

Para las dietas del tratamiento se utiliz6 el mismo alimento (rodent
labchow 5001) adicionado con un aceite diferente asignado a cada grupo. El
alimento para los tratamientos se elabor6 en el laboratorio.

Durante el experimento se registraron los datos del consumo de alimento
dos veces por semana y el peso de las ratas de manera semanal asi como alguna
sintomatologia asociada a algun padecimiento o cambios en el comportamiento de

los animales.

Primero se pulverizé el alimento original usando un molino, dejando la
particula sumamente fina para poder facilitar la adicion de los aceites.
Posteriormente se agreg6 al polvo de alimento el aceite segun el tratamiento, a
cada 25 gramos de alimento se le agregaron 5 mL de aceite (de aguacate, semilla

de uva, soya o parcialmente hidrogenado de soya), para facilitar la
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homogenizacion de la mezcla se hidraté el polvo con agua purificada, hasta lograr
una mezcla homogénea del polvo con el aceite de tratamiento. Una vez que se
obtuvo una mezcla homogénea se pasO por un extrusor para formar pequefios
pellets, durante este paso se sigui6 humedeciendo la mezcla para facilitar la
formacion de los mismos. Una vez terminada la extrusion, se colocaron los pellets
en hornos de aire forzado para su secado a baja temperatura (40 °C) para evitar la
modificacién en la composicién del alimento. Se descartaron aquellos que
mostraban un color dorado o quemado. Durante la duracion del experimento el

alimento se almacen6 en camaras frias.

El alimento modificado proporcioné alrededor del 35% de la energia total
en forma de lipidos, y el aceite afiadido a los tratamientos y al control positivo,
representaba un 26% de la energia total del alimento. Las caracteristicas
nutrimentales del alimento adicionado con aceite se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Contenido nutrimental del alimento modificado

TRATAMIENTOS Y DIETA CONTROL POSITIVA

g/100g Aporte Calérico  Aporte Calorico

(Kcal) Total (%)
Proteina 21.27 85.08 22%
ELN 41.48 165.92 43%
Fibra 5.34 0 0%
Grasa contenida en 0
el alimento & 36 9%
Aceite adicionado 11 99 26%
Grasa Total 15 135 35%
Agua
Total 100 386 100%
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6.5 Mediciones y analisis

Al final de los tratamientos todos los animales se sometieron a una
necropsia gruesa por decapitacion. Las muestras de sangre fueron recolectadas
en tubos sin anticoagulante. El suero fue obtenido por centrifugacion de la sangre
a 3000 rpm a 7 °C por 5 minutos. Las alicuotas de suero se almacenaron a -80 °C

hasta su analisis. Toda determinacion se hizo por duplicado.

6.5.1 Analisis realizados en los aceites estudiados

6.5.1.1 Acidos grasos

Se determinaron por cromatografia de gases. Brevemente se pesaron
100 mg de muestra en un tubo de 20 mL (con tapén de rosca). Posteriormente se
disolvié la muestra en 10 mL de hexanoy 100 pL de 2 N de hidréxido de potasio
en metanol (11,2 g en 100 ml). Se cerrd el tubo y se agité 30 segundos en el
vortex. Posteriormente se centrifugd y transfiri6 el sobrenadante a un vial de 2
mL. Finalmente se inyect6 al cromatdégrafo de gases. La determinacion de los

acidos grasos se muestra detalladamente en el anexo 1.

6.5.1.2 Vitaminas E

Brevemente se determiné por cromatografia de liquidos de alta
resolucion. Se preparé la sustancia de referencia pesando 0.01 g en un matraz
volumétrico de 100 mL, se afor6 con etanol. Se tomaron alicuotas de 50, 200, 800,
1500, 2500 y 4000 L y se sirvieron en matraces aforados de 10 mL, se aforaron
con etanol. Se realizé la curva de calibracion. Posteriormente de la muestra se
tomaron 200 pL de aceite y se depositaron en un microtubo d&mbar. Se evaporo
con gas nitrégeno hasta sequedad, se adicionaron 100 pL de etanol y se agitd por
30 segundos el tubo. La muestra obtenida se pasé a un inserto y a un vial para
cromatografia. Finalmente se inyect6 al equipo. La determinacion de la vitamina E

se muestra detalladamente en el anexo 2.
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6.5.1.3 Analisis histoldgicos en tejido adiposo, higado y

corazén

Se determinaron por la técnica de hematoxilina y eosina. Brevemente se
tomaron las muestras de 6rganos (previamente fijadas en formol al 10% a un pH
de 7,1). Se cortaron en el micr6tomo a un espesor de 2 a 4 ym. Se fijaron las
muestras en formalina al 10%, amortiguada a pH de 7.2. Luego se lavo el tejido
para quitar el exceso de fijador. Se deshidrat6 el tejido, empleando diferentes
soluciones de alcohol de concentracion creciente. Se sustituyd el alcohol por un
disolvente de parafina (xilol). Se colocé en parafina liquida formando bloques de
parafina dentro de los cuales estan las muestras a estudiar. Se pusieron a enfriar
en un congelador y se hicieron cortes histolégicos de 8 micras. Se colocaron los
cortes en un bafo de flotacion y se colocaron en un portaobjetos. Se etiquetaron y
se les dio un bafio de agua destilada, para quitar el exceso de parafina.
Finalmente se observaron al microscopio. La determinacién de los analisis

histologicos se muestra detalladamente en el anexo 3.

6.5.1.4 Esteroles

Se determinaron por cromatografia de gases. Brevemente se pesaron
300 mg de muestra, se afadieron 50 pyL de solucbn etandlica DHC 250 ppm, 8
mL de solucion etandlica de pyrogallol al 3%, 0.5 mL de solucién de hidréxido de
potasio saturado, se agité durante 1 minuto en el vértex, se introdujeron a un bafio
maria a 80 °C durante 30 minutos, se dejaron enfriar a temperatura ambiente (20-
30 min aproximadamente), se agregaron 6 mL de agua desionizada y 5 mL
hexano, se agitd 5 minutos en el vortex, se esperd a que se separan las fases 'y
se obtuvo el sobrenadante en otro tubo, estos lavados se repitieron dos veces
mas, pero Unicamente con hexano, posteriormente se evaporé la muestra con el
nitrégeno y se le agregaron 250 uyL de la solucién derivatizante y se agitaron
durante un minuto, después se colocaron a bafio maria a 70 °C durante 30

minutos. Finalmente se pasaron las muestras a los tubos para inyectar esto al
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cromatégrafo de gases. La determinacibn de los esteroles se muestra
detalladamente en el anexo 4.

6.5.1.5 Estudio de adipocitocinas en suero

TNFa: Se llevé a cabo por inmunoensayo (Elisa). La base de este método
es formar un complejo de TNFa con un anticuerpo Anti-TNFa, luego unir este
complejo a una peroxidasa (Horseradish) unida a un Anti- TNFa, para que
finalmente con la uniéon de un cromégeno se pueda medir la actividad enziméatica
de la TNFa. Se utilizé el equipo Multiskan Ascent ELISA y los kits TNFa
(Mouse/Rat) ELISA. ALPCO Immunoassays. 22-LEPMS para TNFa (Rat) ELISA.
ALPCO Immunoassays.

Leptina: Se analiz6 mediante el método ELISA (Ensayo por
Inmunoabsorcion ligado a enzimas) utilizando el equipo Multiskan Ascent ELISA y
los kits Leptin (Mouse/Rat) ELISA. ALPCO Immunoassays. 22-LEPMS para
leptina (Rat) ELISA. ALPCO Immunoassays.

6.5.1.6 Analisis estadistico

Se llevd a cabo la comparacién y analisis estadisticos correspondientes
para determinar las diferencias significativas entre los grupos de tratamiento y los
grupos control. Para los valores de leptina se utilizé andlisis de varianza (ANOVA)
para comparar medias de todos los grupos control, con el método Turckey para
comparacién entre tratamientos, y de Dunnet para comparacion entre cada
tratamiento con los controles. La diferencia significativa se defini6 como p<0.05 (a
dos colas). También se utilizo la prueba del Modelo Lineal Univariable para
comparar varianzas dependiente de un factor, tomando en cuenta el consumo
diario promedio del alimento. Los resultados positivos de TNF-a se presentan en
porcentaje. El analisis estadistico se hizo con el programa SPSS version 17.0.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Anédlisis realizados en los aceites estudiados

7.1.1 Acidos grasos

Estudiar acidos grasos en aceites se torna importante ya que son un

componente importante en nuestro organismo.

Los valores de acidos grasos en aceite, se estudiaron por cromatografia
de gases debido a que separa y analiza mezclas de sustancias volatiles
basandose en la distribucién de los componentes, que permite su posterior

deteccion por separado.

En la Figura 10, se puede apreciar un cromatograma ejemplo en el que se
presentan los picos separados correspondientes a cada acido graso estudiado en
el aceite de uva. El pico mas alto es de linoléico (TR: 14.1), seguido del oléico
(TR: 13.3), palmitico (TR: 10.7), estearico (TR: 13.0) y linolénico (TR: 15.1).
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Figura 10. Ejemplo de cromatograma. Acidos grasos estudiados en aceite de

uva.

51



Los valores para los acidos grasos se muestran en la Tabla 6, donde se
presentan las concentraciones de acidos grasos estudiados para cada aceite

vegetal.
Tabla 6. Contenido de acidos grasos en aceites (mg/100g)
Acido C:dobles Aguacate Canola  Céartamo Soya Uva E?Jféalénneandtg
graso enlaces mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g g
mg/100g
Miristico 14:0 ND 0.06 ND ND ND 0.65
Palmitico 16:0 6.70 4.80 4.65 10.15 6.75 23.16
Esteérico 18:0 2.57 2.30 3.52 3.80 4.02 5.10
Oleico 18:1 56.59 45.86 59.33 14.71 11.96 22.69
Linoléico 18:2 23.49 23.00 15.37 56.36 69.02 34.71
Linolénico 18:3 2.02 7.84 ND 8.23 0.42 4.38
Araquidico 20:4 0.50 0.67 0.17 0.29 0.21 0.35
Relacion 12:1 311 ; 7:1 165:1 8:1
w-3:w-6

ND: no detectado.

La fuente principal del Omega-3 se puede encontrar en algunas semillas
en su forma de &cido linolénico. Los acidos grasos Omega-6, por su parte, se
encuentran en aceites de origen vegetal, como acido linoléico, precursor del 4cido

araquidonico (Valenzuela, 2001).

Las concentraciones de los diferentes acidos grasos variaron en todos los
tipos de aceites. Sin embargo podemos decir que el aceite de aguacate, canola y
cartamo son ricos en oleico y el aceite de soya y uva son altos en linoléico. Siendo
el aceite de uva quien presento valores més altos de acido linoléico (69.02 mg). El
aceite parcialmente hidrogenado obtuvo concentraciones mas elevadas en el
miristico (0.65 mg), palmitico (23.16 mg) y esteérico (5.10 mg) lo que representa
una alta concentracion de AGS, esto debido a que en su composicion tiene oleina
de palma y aceite de soya parcialmente hidrogenado.
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Los resultados obtenidos coinciden con otros estudios en que el aceite de
canola es el que presenta mayoritariamente &cido oleico en su composicion
(Rodriguez et al., 2012).

Un estudio en 2003 afirmé que el &cido linoleico esta presente en la gran
mayoria de los aceites vegetales, principalmente en el aceite de maiz, con algunas
excepciones como el aceite de oliva, el de palma, o el aceite de coco (Sanhueza
et al., 2003). De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, los aceites
con mayor presencia de este acido graso son el aceite de soya y el de semilla de

uva.

Un articulo publicado en 2008 mencioné que el acido palmitico es el acido
graso mayoritario en el aceite de palma (80%) (Valenzuela, 2008). El aceite
parcialmente hidrogenado, cuyo analisis de composicion se llevé a cabo en este
estudio, fue quien obtuvo mayor concentracion de acido graso palmitico en
comparacién con los demas aceites vegetales estudiados.
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7.1.2 Esteroles

La importancia del estudio de esteroles en aceites consumibles radica en
la participacion de los esteroles en las diferentes funciones bioquimicas vy

hormonales.

Para estudiar los esteroles el andlisis se llevo a cabo por cromatografia de
gases debido a que es el método mas comuin para analizar el contenido y la
composicion de estos compuestos. Se decidid llevar a cabo el andlisis de
campesterol y estigmasterol por ser los dos esteroles mayoritarios en aceites

vegetales.

En la Figura 11, se presenta un ejemplo de cromatograma en el que se
presentan los picos de campesterol (TR: 30.56) y estigmasterol (TR: 31.52). A un
tiempo de retencion de 24.90 min, se presenta el pico de dehidrocolesterol, que
fue el estandar empleado. Los demas picos presentes se deben a otros posibles

esteroles presentes en el aceite, los cuales no fueron determinados en este

estudio.
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Figura 11. Ejemplo de cromatograma. Composicidén de esteroles en aceite de

uva.

54



Los valores para los esteroles se muestran en la Tabla 7, donde se
observan los diferentes esteroles estudiados que contienen los aceites vegetales
utilizados en el estudio. Siendo el aceite de canola el que tuvo mayor

concentracion de esteroles totales (149.9 mg).

Tabla 7. Concentracion de esteroles en aceites (mg/100g)

Aceite Campesterol mg/100 g Estigmasterol mg/100 g Totales
Uva 19.9 15.2 35.1
Oleico 16.4 18.9 35.3

Parcialmente

Hidrogenado 31.7 25.9 57.6
Soya 41.2 47.5 88.7
Aguacate 38.0 14.3 52.3
Canola 146.6 3.3 149.9

El aceite de canola fue quien presentd mayor concentracion de
campesterol (146.6 mg) y el aceite de soya tuvo mayor concentracion de
estigmasterol (47.5 mg), comparado con los otros aceites vegetales estudiados.
En la Figura 12 se observan las barras que representan la suma de la

concentracion de campesterol y estigmasterol (mg/ 100 g) de cada aceite vegetal.
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Figura 12. Concentracion de esteroles totales en aceites.

Jn estudio previo ha evaluado el contenido de esteroles de 334 muestras
de aceite de oliva virgen comercial, como era de esperarse en el aceite de oliva,

los esteroles mayoritarios son el - sitoesterol y campesterol (Aranda et al., 2003).

55



7.1.3 Vitamina E

El interés por la vitamina E ha aumentado en los dltimos afios debido a su

potente poder antioxidante y a su papel protector frente a enfermedades
cardiovasculares.

El uso de Cromatografia Liquida de alta eficacia es util para poder
estudiar este tipo de componentes ya que permite la separacién, identificacion y

cuantificacion de los compuestos organicos mas complejos.

En la Figura 13, se muestra un cromatograma ejemplo donde se
representa al ©- R- y y- tocoferol presentes en el aceite de soya. Los picos
seflalados representan d- tocoferol (TR: 3.88), R-y- tocoferol (TR: 4.35) y a-
tocoferol (TR: 4.94). Siendo el a- tocoferol el que mostr6 mayor concentracion en
este aceite (74.9 mg/100 g).
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Figura 13. Ejemplo de cromatograma. Composicién de vitamina E en aceite

de soya.
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Los valores para los tocoferoles se muestran en la Tabla 8, donde se
observan las concentraciones de las diferentes formas mayoritarias de vitamina E

gue contienen los aceites vegetales estudiados.

Tabla 8. Determinaciones de vitamina E en aceites vegetales.

Aceite a tocoferol (B + y) tocoferol & tocoferol Tocoferoles
mg/100 g mg/100 g mg/100 g totales mg/100 g
Uva 22.1 ND ND 22.1
Oleico 26.7 ND ND 26.7
Parcialmente

Hidrogenado 14.8 36.7 13.9 65.5
Soya 145 74.9 29.9 119.3
Aguacate 29.9 6.6 ND 36.5
Canola 17.0 41.2 ND 58.2

ND. No Detectable

En lo que respecta a tocoferoles totales el aceite de soya presenta mayor
concentracion (119.3 mg/100g) comparado con los demas aceites estudiados. En
la Figura 14 se observan las barras que representan la concentracion de
tocoferoles totales de vitamina E (mg/100 g) de cada aceite vegetal.

Tocoferoles totales
140
120
100
80
60
40 H Tocoferoles totales
O _
ol
& °J°\" cf*‘
' -&0
oS

Figura 14. Concentracion de vitamina E en aceites.
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De acuerdo a los resultados obtenidos podemos afirmar que los aceites
vegetales son una fuente importante de vitamina E para el organismo, esto

coincide con otros estudios realizados anteriormente (Sayago, 2007).

Estudios previos de vitamina E en aceites vegetales demostraron que
habia una mayor concentracién de &- - y y- tocoferol en los aceites de soya.
(Ayala, et. al., 2005). Lo que va de acuerdo con nuestros resultados ya que el
aceite de soya contiene mayor concentracion de B+y (74.9 mg) y & tocoferol (29.9
mg). Sin embargo la forma biol6gicamente mas activa para el ser humano es el a-
tocoferol (Katan, 2003). El aceite que obtuvo mayores concentracién fue el de
aguacate (29.9 mg), esto puede representar una diferencia importante ya que a
pesar de que otros aceites tienen mayor cantidad de tocoferoles totales, es
probable que la vitamina E contenida en el aguacate, sea la que tiene mayor

actividad en el organismo después de su consumo.

Otros estudios con aceites vegetales demostraron que la vitamina E se
encuentra principalmente en el aceite de soya, maiz, algodén y girasol y que el - y
tocoferol se encuentra en bajas concentraciones (Gerald y Combs, 1992).
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7.2 Andlisis histolégicos

Se llevaron a cabo andlisis histologicos en tejido, debido a que es de
nuestro interés estudiar el efecto que pueda presentar el tejido adiposo, higado y
corazon, después de consumo de aceite. La técnica utilizada fue la técnica de
hematoxilina y eosina, debido a que nos permite analizar muestras de tejido bajo
un microscopio y ver a detalle la estructura. Para su andlisis se eligieron de forma
aleatoria el 50% de muestras de cada grupo; tejido adiposo central, higado,

corazon.

7.2.1 Tejido adiposo

Para el estudio histologico de tejido adiposo se cuantificaron los
adipocitos y se realizaron mediciones de cada uno de ellos, se observd que no
existe dafo estructural en el tejido adiposo y tampoco hay diferencia significativa
en relacion a hiperfagia e hiperplasia. En la Figura 15 y 16 se muestran imagenes
ejemplo de cortes histologicos de tejido adiposo de ratas Wistar del grupo control
negativo y grupo control positivo. El nimero promedio de adipocitos por muestra
fue de 40 y el tamafio promedio fue 5.7 cm, observado en un microscopio a 40x.
Todas las muestras estaban dentro del promedio, por lo que no hubo diferencia
entre los grupos y tampoco entre los dos controles.

Figura 15. Tejido adiposo de rata Figura 16. Tejido adiposo de rata
Wistar (Coloracién hematoxilina- Wistar  (Coloracién  hematoxilina-
eosina, 40x). Grupo control negativo (a). eosina, 40x). Grupo control positivo (b).
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En un reporte previo (Delgado. 2011) se presentaron los valores del consumo
diario promedio en gramos de estas mismas ratas, que fue significativamente
menor (p< 0.05) en todos los grupos de tratamiento, incluyendo el grupo control
positivo, comparandolos con el grupo control negativo. Sin embargo al analizar el
aporte calérico promedio de las dietas, no se encontraron diferencias significativas
entre los grupos. Esto debido a que la densidad energética del alimento no es
igual en el alimento adicionado con aceite, que el alimento utilizado para el control

negativo (que no contiene aceite adicionado).

Esto sugiere que la rata modifica su consumo de acuerdo al contenido
caldrico del alimento, el consumo de ninguno de los aceites en si, tampoco
ocasiond alguna diferencia al respecto, podemos decir que ninguno de los 6
aceites vegetales estudiados ocasionaron un crecimiento o desarrollo anormal

durante las 5 semanas de intervencion.

60



7.2.2 Higado

Se llevaron a cabo analisis de la histopatologia del higado de las ratas
Wistar. El higado de los animales se mostré constituido por hepatocitos,
sinusoides, vena central y mitocondrias con caracteristicas normales, al igual que
los espacios porta sin presentar diferencias entre los grupos (Gallegos, 2012). En
las Figuras 17 y 18 se presenta un corte histologico de higado del grupo control

negativo (10x) y del grupo control positivo (40x) respectivamente.

Figura 17. Tejido hepético de rata Figura 18. Tejido hepéatico de rata
Wistar. Coloracion hematoxilina- Wistar. (Coloracién hematoxilina-
eosina, 10x). Grupo control negativo (a). eosina 40x). Grupo control positivo (b).

En este estudio, no se observé ninguna anormalidad. Probablemente si el
estudio se hubiera llevado a cabo por 6 meses mas, los cortes histolégicos del
higado presentarian dafos estructurales.

Las principales afectaciones del higado relacionadas con un consumo
excesivo de lipidos o con la obesidad suelen ser la esteatosis hepatica no
alcohdlica (higado graso), esteatohepatitis y la cirrosis hepética. La grasa anormal
acumulada en exceso libera una gran cantidad de acidos grasos a la sangre. La
llegada masiva de estos &cidos por la vena porta al higado, incrementa la sintesis
de triglicéridos en este 6rgano y su almacenamiento en exceso, con la aparicion
del higado graso. El incremento de la grasa hepética favorece la inflamacion y

fibrosis del 6rgano, con la aparicion de cirrosis a largo plazo (Soca, 2009).
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7.2.3 Corazoén

El corte histologico corresponde a una muestra de corazon de la rata
Wistar. En el epicardio se pueden apreciar arteriolas de igual tamafio, vénulas y
capilares. Los vasos en el espesor del tejido conectivo intersticial del miocardio se
observan sin evidencia de inflamacién (Gallegos, 2012). En las Figuras 19 y 20 se
presenta un corte histologico de corazon, el cual no presenta anormalidades en su

estructura.
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Figura 19. Corte histologico de la Figura 20. Corte histologico de la
pared libre del ventriculo izquierdo. pared libre del ventriculo izquierdo.
(Coloraciéon hematoxilina-eosina 20x). (Coloracion hematoxilina-eosina 40x).
Grupo control negativo (a). Grupo control positivo (b).

Los acidos grasos en el corazon producen lipotoxicidad (dafio) en
modelos animales. Ademas de los &cidos grasos, el tejido adiposo libera
adipoquinas que pueden favorecen la formacion de coégulos en los vasos
sanguineos (trombosis) y un bajo grado de inflamacion cronica que acelera la
aterosclerosis, es decir, el depdsito de placas de ateromas en los vasos, lo que
dificulta el flujo de sangre a los tejidos. Cuando este proceso ocurre en las arterias
coronarias que irrigan al corazén se produce la cardiopatia isquémica (Soca,
2009).

En este estudio se hubieran esperado dafios estructurales, sin embargo
debido al poco tiempo de intervencion de las ratas no fue posible apreciar cambios

en la estructura del tejido.
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7.3 Citocinas en suero

7.3.1 TNF- a

El TNF-a es una citocina proinflamatoria caoiftiphes actividades
biol6gicas y con un potente efecto inotropico negativo. 'Entre las funciones
biol6gicas descritas para el TNF—a se encuentran la produccién de otras citocinas,
proteinas de fase aguda, aumento en la expresiéon de moléculas de adhesion,
activacion de neutrdfilos y coestimulador de activacion de células T. En la tabla 9
se observan la media, desviacion estandar y el porcentaje de TNF—a presente en
los diferentes grupos de estudio.

Tabla 9. Valores de media y desviacion estandar para TNF-a en

suero de ratas Wistar.

Media Desviacion estandar TNF-a

Control negativo 0.35 5.93439E-17 0.0%
Aguacate 3.50E-01 5.93E-17 0.0%
Canola 0.35 5.9344E-17 0.0%
Cértamo 3.50E-01 5.93E-17 0.0%
Soya 0.93125 1.64402327 12.5%

Uva 5.56E-01 5.83E-01 12.5%
Control positivo  4.03571429 3.29455033 75.0%

En la Figura 21 se observa la concentracion de TNF-a. Las lineas
representan la media + desviacion estandar por grupo n=8 ratas por grupo. Control
negativo: grupo alimentado sin adicibn de aceite. Control Positivo: grupo

alimentado con adicion de aceite parcialmente hidrogenado.
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Figura 21. Concentracion de TNF-a. 2: Diferencia significativa con los deméas

grupos de estudio.

Los resultados reflejan un papel protector del consumo de aceites
vegetales sin modificacion en la produccién de TNF-a. El grupo control positivo
tratado con aceite parcialmente hidrogenado presentd la tendencia mas
desfavorable en relacién a los factores estudiados, ya que el grupo control positivo
presentd un 75% de TNF-a y el grupo tratado con aceite de soya y de semilla de
uva obtuvieron un 12.5% de TNF-a.

Como el TNF—a influye en la patogénesis de la aterosclerosis debido a
gue esta involucrado en la sintesis de proteinas de fase aguda, actia como factor
de riesgo en enfermedades cardiovasculares (Fragoso, 2009), podemos decir que
los resultados de este estudio sugieren que la presencia de acidos grasos trans en
la dieta podria influir de una manera desfavorable en relacion al riesgo

cardiovascular ya que aumenta el TNF—a como factor de inflamacion.
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7.3.2 Leptina

La leptina tiene un papel muy importante en el desarrollo del proceso
inflamatorio, ayuda a la regulacién del apetito y termogénesis en sujetos con
pesos normales. En sujetos que presentan sobrepeso u obesidad se ha
desarrollado una resistencia a la accion de esta citocina, lo que en consecuencia
incrementa la sintesis de acidos grasos, de triacilglicéridos y resistencia a la
insulina (Garcia, 2007). En la tabla 10 se muestran los valores de leptina en suero
de ratas Wistar, donde el grupo control positivo muestra una diferencia significativa
ante los otros grupos de estudio.

Tabla 10. Valores de leptina en suero de ratas Wistar.

Pardmetro Leptina (pg/mL)

Control negativo 61.3667 + 25.4677

Aguacate 130.8429 £ 110.7059
Canola 162.1000 = 109.2010
Céartamo 224.8625 + 208.3624
Soya 167.5750 + 98.5837

Semilla de uva 112.0143 + 102.9951

Control positivo  390.4750 + 276.5587

En la Figura 22 las barras representan la media + desviacion estandar
por grupo n=8 ratas por grupo. Donde las ratas del grupo de aceite parcialmente

hidrogenado presentaron los valores mas altos de leptina (390.47+£276.55 pug/ml).

Todos los grupos demostraron concentraciones significativamente
menores de leptina que el grupo control positivo. Esto sugiere que un consumo
sostenido de aceite parcialmente hidrogenado aumenta los niveles de leptina en
ratas con peso normal lo que, a largo plazo, podria provocar una consecuente
resistencia a esta hormona ocasionando un desequilibrio entre el peso, consumo y

otros desordenes metabodlicos.
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Figura 22 Concentracion de leptina. : Diferencia significativa con el grupo control

negativo. b: Diferencia significativa con el grupo control positivo.

Los valores méas bajos los obtuvo el grupo control negativo (61.36+25.4),
por lo que una dieta sin adicion de aceite mejoro los valores de leptina mostrando
diferencia significativa con el grupo de aceite parcialmente hidrogenado, aceite de
canola, cartamo y soya.

El control positivo (con aceite parcialmente hidrogenado) presento la
tendencia mas desfavorable mostrando diferencia significa con el control negativo
y el aceite de uva (112.01+102.99). Podemos decir que el aceite de uva y
aguacate fueron los aceites que produjeron una liberacion de leptina similar a la
del grupo sin adicion de aceite, por lo que dichos aceites fueron los que

presentaron un efecto protector mas marcado al respecto.
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VIIl. CONCLUSIONES

El aceite de aguacate y aceite de semilla de uva, los cuales se consideran
relativamente “novedosos” o alternativos en el mercado mexicano, presentan
caracteristicas en su composicién, como vitamina E y acidos grasos que permiten

considerarla como una fuente lipidica saludable.

Los aceites de semilla de uva y soya son una buena fuente de acidos
grasos poliinsaturados, mientras que el aceite de aguacate, cartamo alto en oleico
y canola se pueden considerar como buenas fuentes de acidos grasos

monoinsaturados.

El aceite de canola es un aceite con alto contenido de esteroles y el aceite

de soya es un aceite con alto cometido de esteroles y vitamina E.

La adicion de los aceites estudiados durante un periodo de intervencion
de 5 semanas no produjo dafios estructurales en higado y corazén. Todos los
tejidos adiposos se mostraron constituidos por estructuras con caracteristicas

fisicas normales al final del estudio.

La adicion de los aceites estudiados durante el periodo de intervencion de

5 semanas no produjo un incremento en el nimero o tamafio de los adipocitos.

El consumo sostenido de aceite de uva y aguacate produjeron valores
similares de leptina en suero al compararlos con el control negativo, siendo el
aceite de uva el que present6 los valores mas parecidos, esto sugiere un efecto
protector de estos aceites en relacion a la produccién y liberacién de esta citocina.

El control positivo (con aceite parcialmente hidrogenado) presento la
tendencia mas desfavorable en relacion a las dos citocinas, es decir, mostro
valores elevados en las citosinas estudiadas, por lo que su uso debe ser
desaconsejado y se deben tomar medidas a nivel salud publica que prohiba su

uso en la industria alimentaria.

Una dieta que incluya cantidades moderadas de aceites vegetales no
industrialmente hidrogenados en cuya composicion se presenten acidos grasos

mono Yy poliinsaturados como los aceites de semilla de uva, aguacate, soya,

67



cartamo o de canola puede tener un efecto beneficioso en factores de riesgo
cardiovascular, lo que puede disminuir el riesgo de padecer alguna enfermedad

cardiovascular.

Es probable que cada aceite ofrezca diferentes beneficios, los cuales se
veran reflejados en estos parametros estudiados tras el consumo moderado de

esta fuente acompafnados de una dieta variada y equilibrada.
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ANEXOS

Anexo 1
Determinacion de acidos grasos en aceites vegetales
por cromatografia de gases
Principio:
Técnica cromatografica en la que la muestra se volatiliza y se inyecta en

la cabeza de una columna cromatografica. La elucion se produce por el flujo de

una fase moévil de gas inerte.

Materiales y equipos:

— Tubos de 20 mL (con tapon de rosca)

— Viales de 2 ML

— Pipeta de 100 pL

— Vortex. Marca: Scientific Industries. Modelo: G560

— Cromatografo de gases. Marca: FID or Agilent 5973 MSD

Reactivos:
— Hexano grado HPLC
— 2 N de hidroxido de potasio

Desarrollo del proceso:

1. Pesar 100 mg de muestra en un tubo de 20 mL (con tap6n de rosca)

2. Disolver la muestra en 10 mL de hexanoy 100 pL de 2 N de hidroxido de
potasio en metanol (11,2 g en 100 ml).

3. Cerrar el tubo y agitar 30 segundos en el vortex

4. Posteriormente centrifugar y transferir el sobrenadante a un vial de 2 mL.

Inyectar al cromatografo de gases.

***Condiciones del CG:

Método DB-Wax. Instrumentacion del sistema cromatografico:
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— Entrada: Agilent 6890 GC

— Detector: Split/splitless

— Muestreador automatico: FID or Agilent 5973 MSD

— Liner: Split liner 8part no. 5183-4647)

— Columna: 30-m x 0.25 mm id x 0.25 -um DB-Wax (part no. 122-7032)

Condiciones experimentales GF / FID

— Temperatura Inlet: 250 °C

— Volumen de inyector: 1L

— Split ratio: 1/50

— Transporte de gas: hidrégeno

— Carga de presion: estearato de metilo.

— Tiempo de retencion: cerrado a 14,000 min.

— Modo de presion constante (presion de aproximadamente 53 kPa a 50 °C,
36 cm/ s al 50 °C)

— Temperatura del horno: 50 °C, 1 min, 25 °C/min to 200 °C, 3 °C/min to 230
°C, 18min

— Temperatura del detector: 280 °C

Gases del detector:
— Hidrégeno—> 40 mL/min
— Aire>450 mL/min
— Helio> 30 mL/min

***Método de calibrado:

Para realizar el calculo de composicion, se inyectan masas exactas de los
acidos grasos puros al cromatdgrafo y se determina el area. Se realiza un grafico
relacionando el area de pico con la masa, se obtendra entonces una curva de
calibracion que debe ser lineal y pasar por el origen. La concentracion es de 1 gr
en 100 mL de etanol.
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La ecuacién de esta curva vendra dada entonces por:
A=mW

Donde:

A= &rea

m= masa

W= peso

***Método de cuantificacion:

Se mide la altura del pico cromatografico a la mitad (Wy,,), el producto de

este valor por su altura: A= Wy,*h

Entonces se inyecta una masa exacta de la muestra (Wi,) y se determina
el area del componente a analizar y después se aplica la siguiente ecuacion:
%WA:(WA/\Ninj) x 100

Donde W= peso de area

Win= peso del inyector

***Tiempos de retencidn de los acidos grasos:

Pico Compuesto Tiempo de retencién (min)

1 Miristico 9.04

2 Palmitico 10.72
3 Estearico 13.04
4 Oleico 13.38
5 Linoléico 14.25
6 Linolénico 15.12
7 Araquidico 16.10
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Diagrama de bloques

Pesar 100 mg de muestra en un tubo de 20 ml|

Disolver la muestra en 10 ml de hexanoy 100uL de 2 N
de hidréxido de potasio en metanol

Cerrar el tubo y agitar 30 segundo en el vortex

Centrifugar y transferir el sobrenadante a un vial de 2 m|

Inyectar al cromatégrafo de gases
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Anexo 2
Cuantificaciéon de Vitamina E en aceites vegetales

por cromatografia de liquidos de alta resolucion

Principio:
Técnica utilizada para separar los componentes de una mezcla

basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las sustancias

analizadas y la columna cromatogréfica.

Materiales y equipos:

Frascos para fase movil de 2 L
Membranas de nylon, 0.45 uym
para filtracibn de fase movil,
marca WATERS.

Espatula y papel aluminio
Matraces aforados de 10, 50 y
100 mL

Micropipetas de 50-1000 pL
Probeta Graduada de 500 vy
1000 mL

Vasos de precipitados 50 y
100 mL

Puntas para micropipetas de
100 y 1000 pL

Tubos de ensaye de vidrio de
75 X 10 mm

Insertos de 150 uL

Viales ambar y tapas para vial
de 10 ml

Bomba de vacio

Balanza analitica

Sonicador

Potenciémetro

Centrifuga

Equipo de evaporacion con
gas nitrégeno

Cromatografo de liquidos de
alta resolucion equipado con
detector de arreglo de diodos,
bomba binaria e inyector
automético (Waters, modelos
2996, 1525 y 717,

respectivamente)
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Reactivos:

— Estandar de vitamina E (USP) — Metanol HPLC
— Vitamina E (a, B, y -tocoferol) — Etanol HPLC
— Agua destilada y grado HPLC — Hexano HPLC

Desarrollo del proceso:

1. Preparacion de la muestra:
1.1 Se toman 200 pL de aceite y se depositan en un microtubo ambar.
1.2 Se le adicionan 200 uL de metanol y se agita por 5 segundos.

1.3 Se le adicionan 800 uL de hexano y se agitan en un vOrtex durante 2

minutos.
1.4 Se centrifuga a 4000 g X 10 minutos.

1.5 Una vez centrifugado, se separa la fase organica y se depositan en un tubo

de ensaye previamente forrado con papel aluminio.

1.6 Se le adicionan nuevamente al microtubo 800 uL de hexano y se repite el
mismo procedimiento hasta separar la fase organica y adicionarla en el tubo de
ensaye. Una vez realizado el procedimiento de extraccién de vitaminas, el

hexano se evapora con gas nitrdgeno hasta sequedad.

1.7 Posteriormente se adicionan 100 pL de etanol y se agita por 30 segundos

el tubo.

1.8 La muestra obtenida se pasa a un inserto y un vial para cromatografia y se
inyecta en el equipo, con las siguientes condiciones cromatograficas:

2. Preparacion de la fase movil:

La fase movil utilizada es metanol al 100 %. Se filtra con un filtro tamafio
de poro de 0.45 umy se desgasifica con el sonicador durante 5 minutos.

3. Preparacion de la solucién de lavado del inyector
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Medir 800 mL de metanol y mezclar con 200 mL de agua. Mezclar, filtrar

y desgasificar.
4. Preparacion de la sustancia de referencia:

Pesar 0.01 g de vitamina E en un matraz volumétrico de 100 mL, aforar
con etanol. Tomar alicuotas de 50, 200, 800, 1500, 2500 y 4000 uL y servir en
matraces aforados de 10 mL. Aforar con etanol. Realizar la curva de calibracion.

Condiciones cromatograficas

— Columna Resolve C18, 90 A, 5 ym, 3.9 X 150 mm. No. Parte: 186002560
WATERS

— Fase movil: Metanol 100 %

— Flujo: 1 mL/min

— Temperatura: 40 °C

— Longitud de onda: 300 nm

***Método de cuantificacion:

Se mide la altura del pico cromatografico a la mitad (Wy,,), el producto de

este valor por su altura:
A=W yo*h

Entonces se inyecta una masa exacta de la muestra (Wi,) y se determina
el area del componente a analizar y después se aplica la siguiente ecuacion:
%WA:(WA/\Ninj) x 100

Donde:
W= peso de area

Win= peso del inyector
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***Tiempos de retencidn de los &cidos grasos:

Pico Compuesto Tiempo de retencién (min)
1 Delta tocoferol 3.88
2 Beta+gamma tocoferol 4.35
3 Alfa tocoferol 4.94

Diagrama de bloques

Adicionar 200uL

200 *\Jllé d;;ceﬂe de metanol. Agitar
9 durante 5 minutos.
Evaporar con Agregar 800uL de
nitrégeno hasta hexanoy separar
sequedad. el sobrenadante.

Reconstituir con
100 pL de
etanol.Agiatr
durante 30
segundos

Inyectar al HPLC

Adicionar 80 uL de
hexano. Agitar en
vortex durante 2
minutos.

Centrifugar a 4000
rpm por 10
min.Separar el
sobrenadante
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Anexo 3
Determinaciones histoldgicas

por la técnica de hematoxilinay eosina

Principio:

El método supone la aplicacion de la tincibn de hematoxilina, que por ser
cationica o basica, tifie estructuras acidas (basofilas) en tonosazul y purpura,como
por ejemplo los nucleos celulares; y el uso de eosina que tifie componentes
basicos (aciddéfilos) en tonos de colorrosa, gracias a su nhaturaleza anidnica o

acida, como el citoplasma.

Materiales y equipos:

— Portaobjetos
— Cubreobjetos

— Microtomo Marca: Microm

Reactivos:
— Agua destilada
— Formaldehido 37-40%
— Parafina
— Alcohol
— Xilol

— Acido clorhidrico

Desarrollo del proceso:

1. Realizar una fijacién colocando el tejido en formol al 10%, ajustado a un pH
de 7.1 con acido clorhidrico y con ayuda de un potenciémetro
2. Tomar muestras de los diferentes 6rganos, cortdndolas en el micrétomo a

un espesorde 2a 4 uym
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3. Fijar las muestras en formalina al 10%, a un pH de 7.2. La formalina es un

9.

fijador que tiene como componente activo el formaldehido.

Al concluir la fijacién, el fijador debe ser eliminado de las muestras. Para tal
fin se procede al lavado de los tejidos con una piseta con alcohol. Se evita,
asi, que los tejidos se endurezcan demasiado o que ciertos componentes
del fijador introduzcan modificaciones en los tejidos e impidan una
adecuada obtencion de secciones delgadas o la coloracion correcta de sus
componentes celulares.

Se realiza la inclusion del tejido, para que el material tenga la suficiente
firmeza al cortarse. El agua que contiene el tejido se sustituye por una
sustancia que le da rigidez y evita que se deforme. Esto se logra
introduciendo el material a procesar en alcoholes de graduacion creciente,
lo que ira sustituyendo el agua por el alcohol.

Después el alcohol es sustituido por un solvente organico como es el xilol,
para de esta forma terminar incluyendo el tejido en una sustancia que es
miscible en este solvente organico.

Estas sustancias son la parafina, que se utiliza en microscopia 6ptica, y las
resinas sintéticas, que se utilizan en microscopia electronica.

Los cortes se extienden al depositarlos sobre la superficie del liquido
extendedor contenido en un recipiente denominado “bafio de flotacién” éste
mantiene la temperatura entre 40 o a 45 grados. Las secciones se
depositan en el liquido procurando que la superficie brillante (aquella
correspondiente al filo de la navaja) se ponga en contacto con el liquido
caliente. En caso que ciertas arrugas persistan, se emplean unas pinzas
finas o un pincel de pelo de camello, para ejercer una ligera traccion entre
los extremos de los cortes y asi desarrugarlos totalmente

A continuacién se deja que el xilol se evapore, y la resina adquiera solidez
suficiente; para ello las laminas se colocan en una platina caliente (45 o 50
°C) durante 24 a 48 horas.

10.Poner a enfriar en un congelador durante 1 hora.
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11.Los cortes para su observacién al microscopio 6ptico, se montan en una
lamina de vidrio llamada portaobjetos.

12.Para el estudio de cortes al microscopio 6ptico de campo brillante es
necesario colorear previamente la muestra con diferentes compuestos
guimicos (colorantes), que tienen la capacidad de reaccionar con los
diversos componentes de las estructuras celulares.

13.Observar al microscopio
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Diagrama de bloques

Fijar los tejidos en formol y ajustar el pha 7.1

Cortar las muestras de 2 a 4 micras

Fijar las muestras en formalina al 10%. A pH de 7.2

Lavar el tejido con alcohol

Inclusiéon de tejido en alcoholes de graduacion creciente

Sustituir el alcohol por xilol

Colocar los cortes en un bafio de flotacion

Se espera a que el xilol se evapore y se coloca en una platina caliente

Enfriar. Poniendo en un congelador durante 1 hora.

Observar al microscopio
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Anexo 4

Determinacion de esteroles en aceites vegetales

cromatografia de gases

Principio:

Técnica cromatografica en la que la muestra se volatiliza y se inyecta en

la cabeza de una columna cromatografica. La elucion se produce por el flujo de

una fase moévil de gas inerte.

Materiales y equipos:

Matraz de 50 mL color ambar
Matraz de 100mL

Matraz de 10 mL

Puntas

Tubos de 20 mL con tapén de
rosca

2 vasos de precipitados de 40
mL

1 vaso de precipitados de 80
MI

3 frascos de 5 mL color ambar
Pipeta de 1-5 mL

Pipeta de 10 — 100 L

Pipeta de 1000

Reactivos:

Agua desionizada
Estigmasterol
Campesterol
Dihidrocolesterol

Pyrogallol

1 Vortex

1 bafio maria superficie
suficiente para (si es
necesario) para matraces
Erlenmeyer y tomas de
nitrégeno

Un aparato de capa de
nitrbgeno  con  conectores
apropiados para proveer de
una atmosfera constante de
nitrégeno

1 cromatografo de gases

Columna
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Para 2 muestras=0.6g de pyrogallol
Para 4 muestras=1.2g de pyrogallol
Para 6 muestras=1.5¢g de pyrogallol
— Hidréxido de potasio
Saturar KOH (20 g) en etanol (200 ml) y dejar enfriar
— Agua desionizada
— Hexano
— Solucién derivatizante
e 2 muestras= 500 pL de solucidn derivatizante
e 4 muestras= 1000uL de solucidn derivatizante
e 6 muestras= 1500uL de solucidn derivatizante
— Nitrégeno
Desarrollo del proceso:

Dia 1

1. Pesar 300 mg de muestra

N

Afadir 50 pL de solucion etandlica DHC 250 ppm
Pesar .025 g de DHC y aforar en 100 mL de etanol
Afadir 8 mL de solucién etandlica de pyrogallol al 3%
Afadir 0.5 mL de solucién de hidréxido de potasio saturado
Agitar durante 1 minuto en el vértex
Introducir a un bafio maria a 80 °C durante 30 minutos
Dejar enfriar a temperatura ambiente (20-30 min aproximadamente)

Agregar 6 mL de agua desionizada y 5 mL hexano

© © N o g s~ W

Agitar 5 minutos en el vértex

10.Esperar a que se separen las fases

11.Separar el sobrenadante en otro tubo, para ir recopilando la muestra para
llevar a cabo su andlisis

12.Repetir dos veces mas el lavado con hexano, y volver a separar el
sobrenadante. Colocar en el mismo tubo, donde se recopilo la anterior.

13.Evaporar con nitrégeno

14.Forrar los tubos con papel aluminio y refrigerar
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Dia 2
Sacar los tubos del refrigerador
Preparar la solucion derivatizante (Ya antes mencionada)
Agregar 250 pL de esta solucion a cada tubo
Agitar 1 minuto en el vortex

Colocar los tubos en un bafio maria a 70 °C durante 30 minutos

o g bk~ w NP

Pasar las muestras a los tubos para posteriormente inyectar al

cromatdgrafo de gases

***Condiciones del CG:

Método DB-Wax. Instrumentacion del sistema cromatografico:
— Entrada: Agilent 6890 GC
— Detector: Split/splitless
— Muestreador automatico: FID or Agilent 5973 MSD
— Liner: Split liner 8part no. 5183-4647)
— Columna: 30-m x 0.25 mm id x 0.25 -um DB-Wax (part no. 122-7032)
Condiciones experimentales GF / FID
— Temperatura Inlet: 250 °C
— Volumen de inyector: 1L
— Split ratio: 1/50
— Transporte de gas: hidrégeno
— Carga de presion: estearato de metilo.
— Tiempo de retencion: cerrado a 14,000 min.
— Modo de presion constante (presion de aproximadamente 53 kPa a 50 °C,
36 cm/ s al 50 °C)
— Temperatura del horno: 50 °C, 1 min, 25 °C/min to 200 °C, 3 °C/min to 230
°C, 18min

— Temperatura del detector: 280 °C

Gases del detector:

— Hidrégeno-> 40 mL/min
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— Aire=>450 mL/min
— Helio> 30 mL/min

***Método de cuantificacion:

Se mide la altura del pico cromatografico a la mitad (Wy,,), el producto de

este valor por su altura:
A=W yo*h

Entonces se inyecta una masa exacta de la muestra (Wi,) y se determina
el area del componente a analizar y después se aplica la siguiente ecuacion:
%WA:(WA/\Ninj) x 100

Donde:
W= peso de area
Win= peso del inyector

***Tiempos de retencidn de los &cidos grasos:

Pico Compuesto Tiempo de retencién (min)
1 Campesterol 30.56
2 Estigmasterol 31.52
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Diagrama de bloques

300 mg de aceite

Afadir y agitar 1 minuto en vortex:

* 50uL de solucion etanolica DHC 250 ppm
» 8 ml de solucién etanolica pyrogallol 3%
* 0.5 ml de solucién KOH saturado

Banio maria a 80°C durante 30 minutos

Enfriamiento a temperatura ambiente por 30 min. aproximadamente

Extraccion de fase organica

» Ailadir 6 ml de agua desionizada y 5 ml de hexano
* Agitar durante 5 minutos
» Repetir lavados, solamente con hexanos dos veces mas

Evaporacion con N,

Derivatizacion: Adicionar 250 ul de solucién derivatizante

Agitar 1 minuto

Bafio maria a 70 °C durante 30 minutos

Inyectar al CG




Anexo 5

Cromatogramas de gases de acidos grasos
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Anexo 6
Cromatogramas de gases de esteroles en aceites vegetales
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Anexo 7

Cromatogramas de liquidos de alta eficacia de aceites vegetales
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