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~PUFA: &cidos grasos poliinsaturados.

-C.E.A.: coeficiente de eficacia alimentaria.
-P.E.R.: coeficiente de eficacia proteica.
-L.C.A.T.: lecitin colesterol acil-transferasa.
~A.C.A.T.: acil coenzima A acil-transferasa.
-H.D.L.: lipoproteinas de alta densidad.
~-H.p.L.,: H.D.L. naciente.

-H.D.L., , ..t otros subtipos de H.D.L.
-V.L.D.L.: lipoproteinas de muy baja densidad.
~L.D.L.: lipoproteinas de baja densidad.
-I.D.L.: lipoproteinas de densidad intermedia.
-E.P.A.: acido eicosapentaenoico.

-D.H.A.: &cido docosahexaenoico.

~Apo: apoproteinas.

-HMG CoA: hidroxi-metil-glutaril coenzima A
-HMG CoA reductasa: hidroxi-metil-glutaril coenzima A reductasa.
-PC: fosfatidil-colina.

-Met: metionina.

-Cys: cistina.

-Gly: glicina.

~CySH: cisteina.

-Glu: glutation.

-5-AD0O-Met: S-adenosil-metionina.

-HCySH: homocisteina.

-S~-ADO-HCySH: S-adenosil-homocisteina.

-PGE,: prostaglandina E,.

-7 g~OH-CHOL: 7 a-hidroxi-colesterol.
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1.1.INTRODUCCION

La incidencia o severidad de lipemia, hipertensidn, acci-
dentes cerebrovasculares, enfermedad isquémica coronaria, ar-
tritis reumatoide, céncer, entre otros, son tépicos favoritos en
la investigacidén relacionada con la ingesta de diferentes tipos
de acidos grasos (Lands, 1886; Kremer y Robinson, 1991; Weber y
Leaf, 1991). La manipulacién dietaria de mezclas de &cidos grasos
modifica la composicién de los fosfolipidos en todos los sistemas
de membranas celulares del cuerpo y altera el tipo de eicosanoi-
des (tromboxanos, prostaciclinas, hidroperoxidcidos, leucotrie-
nos, etc.) producidos en muchos tejidos (Spielmann, 1989; Lin y
Conner, 1990; Viejo y Sa&nchez-Muniz, 1990).

En muchas ocasiones el consumo de a&cidos grasos poliinsa-
turados (PUFA) n-6 puede ser excesivo y dar lugar a una sobre-
saturacion en los tejidos de &cido araquidénico, que acentuaria
la produccidn de eicosanoides en respuesta a estimulos normales
y facilitaria o exacerbaria el crecimiento de tumores, la artri-
tis y la trombosis (Lands, 1986; Kinsella, 1987; Simopoulos y
col., 1991).

Por otra parte, los PUFA n-3 aparecen como mucho mRas
potentes hipotrigliceridemiantes que 1los aceites vegetales,
reducen la sintesis de tromboxanos sin disminuir la sintesis
global de prostacliclinas, mejoran el tono cardiovascular,
inducen potente accidén antiagregatoria y vasodilatadora (Von
Schacky y col., 1985; Sanchez-Muniz, 1987), reducen la pro-
duccion de PGE, y por tanto el crecimiento de ciertos tumores. Su
transformacién por la via de la 5-lipoxigenasa (Sanchez-Muniz,
1987) los convierte en leucotrienos, hidroxi&cidos y peroxiacidos
con importante papel en el asma, accidentes cerebrovasculares y
cardiovasculares, psoriasis, inflamacién, etc. (Lands 1986;
Nestel, 1991; Allen, 1991).

Estos efectos dramaticos de los &acidos grasos PUFA n-3
reclaman estudios sistemaAticos sobre un correcto nivel en 1la
dieta. A este respecto la mayoria de los estudios con PUFA n-3
se han llevado a cabo con concentrados de pescadoe (Shouten y
Beynen, 1986; Kinsella, 1987; Kinsella y col., 1990; Flaten y
col. 1990) dificilmente extrapolables por su excesiva cantidad
a la realidad de una dieta, incluso rica en pescados, como es la
mediterranea o en particular la espaficla {Instituto Nacional de
Estadistica, 1985). Ademdas, muchos estudios realizados con pesca-
dos azules no tienen en cuenta que, tanto la cantidad como 1la
calidad de los acidos grasos del pescado, pueden afectarse profu-
damente durante los periodos reproductivos (estacionalidad), zo-
nas de bancos de pesca de donde proceden, asi como por el proce-
sado tanto industrial como culinario al gue son sometidos previa-
mente a Su CcOonsumo.

Segin una encuesta del Instituto Nacional de Estadistica y
el Instituto de Nutriciéon {Instituto Nacional de Estadistica,
1985), Espafia ocupa entre las naciones de la CEE una de las
primeras posiciones en el consumo de pescado (72 g/cabeza/dia),
siendo el de pescado azul de 11 g y en particular el de sardinas
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de 6,6 g. Es de suponer dada la costumbre de consumir pescado
frito en Espafia y en particular en la Zzona olivarera-medite-
rranea, que el pescado gue Se consuma, en gran porcentaje, sea
frito.

Esta tesis doctoral, como se comentara en el apartado n® 2:
"OBJETIVOS", intenta profundizar en el estudio de la utilidad de
un pescado azul -procesado culinariamente mediante fritura en
bafio de aceite de oliva- en el tratamiento de la hipercolestero-
lemia inducida por dieta.

Estudios previos realizados en nuestro departamento (Medina,
1986; Sanchez-Muniz y col., 1990) sefialan que en frituras repeti-
das de sardinas se produce una alteracidn significativamente mas
elevada en la grasa culinaria cuando se utiliza manteca de cerdo
o aceite de girasol que cuando se emplea aceite de oliva, habien-
do indicado Morton (1977) que el alimento "limpia" el aceite
cuando se frie. Por tanto, se ha evitado en esta memoria la uti-
lizacidén repetida del aceite para freir sardinas, habiendose se-
leccionado al aceite de cliva como grasa culinaria.



1.2.1.METABOLISMO LIPOPROTEICO.

Los lipidos son unas sustancias que tienen como propiedad
comin el ser solubles en solventes organicos y pobremente solu-
bles en agua. Por esta Giltima razén, no pueden circular libre-
mente por la sangre y para poder hacerlo tienen que unirse a
proteinas formando agregados gue se conocen con £l nombre de 1i-
poproteinas.

Estas lipoproteinas se clasifican seqin su densidad de

flotacidn en:

1.) Quilomicrones.

2.} V.L.D.L.: lipoproteinas de muy baja densidad.
3.) L.D.L.: lipoproteinas de baja densidad.

4.) H.D.L.: lipoproteinas de alta densidad.

Los quilomicrones vehiculizan los lipidos de origen alimen-
tario, siendo su funcidén principal la de transportar acidos gra-
sos a los puntos donde deben ser utilizados o almacenados. Se
forman en el intestino a partir de los Acidos grasos y el coles-
terol dietarios, los cuales después de su absorcidn intestinal
son reesterificados para formar triglicéridos y colesterol es-
terificado. Ambos tipos de 1lipidos se unen a la apoproteina
B-48 sintetizada por el intestino (Kane y col., 1980), a varias
apoproteinas apo-A y lipidos polares {fosfolipidos y colesterol)
formando los quilomicrones. Estos quilomicrones pasan de linfa
a sangre adquiriendo en este paso apo C y apo E de la H.D.L.
(Havel y col., 1973; Green y col., 1979).

En la sangre, a su paso por el tejido adiposc y milsculo,
la lipoprotein-lipasa activada por la apo C-II cataliza la hi-
drolisis de los triglicéridos de los gquilomicrones (Fielding y
Havel, 1977), produciendo &cidos grasos libres, glicerol y resi-
duos de quilomicrones (quilomicrones remanentes).

Las principales zonas del organismo en gque existe lipo-
protein-lipasa son tejido adiposo, misculo esquelético, mio-
cardio y glandula mamaria. Probablemente la lipoprotein-lipasa
de diversos tejidos no son idénticas (Fielding, 1976; Fielding
y col. 1977) y muestran diferentes constantes de afinidad apa-
rente. La lipoprotein-lipasa de corazdén y misculo esquelético
puede hidrolizar triglicéridos aungque estos se encuentren a bajas
concentraciones (Fielding, 1976). Tras una ingesta de grasas el
enzima muscular estaria saturado y podria actuar la lipoprotein-
lipasa del tejido adiposo de baja afinidad con funciones de
almacenamiento.

Estos quilomicrones que pierden sus triglicéridos quedan con
un exceso de material de superficie, pudiendo originar particulas
con caracteristicas semejantes a H.D.L. nacientes (Tall y col.,
1977) o ser transferida a H.D.L., con formacidén de H.D.L., {Patsh
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y col., 1978).

Los quilomicrones remanentes pueden ser rapidamente cap-
tados de la <circulacidén por receptores hepdticos y de otras
células, que reconocen las apo E de la superficie de dichas par-
ticulas (Canela y Cooper, 1979; Hui y col., 1981; Hui y col.,
1981).

Los componentes lipidicos de las remanentes pueden volver
a sangre desde el higado incorporandolos a otras lipoproteinas
(Sherrill y col., 1980). '

Seglin Kane y col. (1980) las V.L.D.L. son sintetizadas
mayoritariamente en el higado, a partir principalmente de apo
B-100 (de sintesis hepédtica) y de &cidos grasos. Estos dcidos
grasos pueden tener varios origenes:

-Acidos grasos no esterificados gque llegan al higado vehicu-
lizados por la albimina plasmiatica y proceden de la dieta o de
la lipolisis en los adipocitos.

-Acidos grasos de triglicéridos de H.D.L.

-Acidos grasos, especialmente saturados, sintetizados de novo a
partir de acetato.

Los acidos grasos no secretados al plasma en forma de lipo-
proteinas seran oxidados a diéxido de carbono y cuerpos cetdni-
cos.

Los triglicéridos sintetizados en el higado son almace-
nados con fosfolipidos, colesterol y apolipoproteinas y secre-
tados como V.L.D.L. en la circulacién (Janero y col., 1984}.

Higgins y Fieldsend (1987) han detallado el papel del
aparato de Golgi y reticulo endoplasmico en la formacién, em-
paquetamiento y secrecidén de las V.L.D.L. por el higado. Tam-
bién describen la participacidén de sistemas enzimaticos en la
formacidn de los fosfolipidos de estas V.L.D.L.

Después de su secrecidn las V.L.D.L. nacientes adgquieren
apoproteinas. En este proceso de maduracién las H.D.L. aportan
apo C para que las V.L.D.L. sean degradables (Chajek y Eisen-
berg, 1978) y contribuye a la esterificacién del colestercl de
las particulas V.L.D.L. (Nestel y col., 1979}. Este fltimo
proceso ocurre por un intercambio de colesterol y ésteres de
colesterol interviniendo el enzima Lecitin-Colesterol-Acil-
Transferasa (LCAT), el complejo de transferencia de ésteres de
colestercl (Ha y col., 1981) y la proteina transportadora de
triglicéridos (Rajaram y col., 1980). En la rata, no existen
estos complejos y, por lo tanto, existe un menor intercambic de
lipidos entre las H.D.L. y las V.L.D.L. (Barter y Lally, 1978).

A continuacidén se citan algunos aspectos importantes de la
adquisicidén de apoproteinas en el metabolismo de las V.L.D.L.
hepaticas en la rata:

-Cofactores de la LCAT (Soutar y col., 1975).
-Regulacidn de la estimulacion de la lipolisis de triglicéridos
con la adicidn de apo C-ITI (LaRosa y col., 1970; Breckenridge
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y col., 1978).

-Inhibicién del aclaramiento hepatico prematuro de V.L.D.L. sin
degradar con la apo C-III (Kraus y col., 1973; Shelburne y col.,
1980; Wang y col., 1985). Asi, la actividad de la lipoprotein-
lipasa sobre las particulas V.L.D.L. parece depender de la
relacién apo C-II/apo C-III de la misma (Carlson y Ballantyne,
1976} .

-Aclaramiento hepdtico de V.L.D.L. mermadas en triglicéridos y
apo C (V.L.D.L. remanentes) por un receptor hepatico que reconoce
la apo E (Sherill y Dietschy, 1977). Las V.L.D.L. normales no
interaccionan con los receptores apo B,E especificos (Gianturco
y col., 1983) presente en la mayoria de las células. Probable-
mente, la apo E presente en la V.L.D.L. impide la expresidn de
los determinates de unidén a receptores de la apo B (Bradley y
col., 1984). La apc C actuaria de forma similar sobre los deter-
minantes de unién de apo E. Shelburne y col. {(1980) comprobaron
que la presencia de apo C impedia la unién de la particula a
receptores especificos. De esta manera, las V.L.D.L., tras la
hidrélisis de sus triglicéridos y transferida su apo C, podria
interaccionar con los receptores hepaticos apo E completando su
transformacién en L.D.L., con pérdida de apo E y liberacidn de
los determinates de unién de la apo B (Bradley y col., 1984), por
lo que las L.D.L. se podrian unir a los receptores que reconocen
la apo B (Anderson y col. 1976).

En plasma las V.L.D.L. pueden seguir dos vias metabdlicas
dependiendo de su tamafio. Asi las V.L.D.L. de gran tamafio son
atacadas por la lipoprotein-lipasa, dando residuos o remanentes
de V.L.D.L. que posteriormente serian captadas por el higado y
catabolizadas. Estas V.L.D.L. no darian lugar a la formacidn de
L.D.L.

Sin embargo, las V.L.D.L. de menor tamafio que princi-
palmente proceden del higado conducen a la formacidén de L.D.L.

En el procesc de transformacién de las V.L.D.L. en L.D.L
(Gomez, 1988) interviene 1la lipoprotein-lipasa endotelial
degradandoe los trigliceridos a &cidos grasos libres, en este
proceso interviene la apo C-II como cofactor. Durante este
proceso de degradacidn el exceso de material de superficie de la
V.L.D.L. es transferido a la H.D.L. Al disminuir mas rapidamente
el contenido de apo C-II que de apo C-III llega un momento en el
gque la V.L.D.L. ya no es degradable por la lipoprotein-lipasa.
Esta V.L.D.L. residual recibe el nombre de I.D.L. (Streja y col.,
1377). La I.D.L. contiene cantidades reducidas de triglicéridos
y conserva la mayor parte de la apo E inicialmente presente en
la V.L.D.L. La vida media de la I.D.L es muy corta, siendo
transformada en L.D.L. por degradacién de sus triglicéridos y
eliminacién de la apo E. En la transformacién de I.D.L. en L.D.L
parecen intervenir dos vias; por una parte una wvia hepatica
receptor dependiente (apo E, apo B,E) (Brown y col., 1983), y por
otra una via extrahepitica. Lo que si parece seguro, en la
intervencién de la triglicérido-lipasa hepdtica en este Gltimo
proceso (Rubinstein y col., 1985).

Uno de 1los aspectos gque mis diferencian el metabolismo
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lipoproteico en el hombre y en la rata es la formacidn de L.D.L.
Asi en humanos la mayor parte de las V.L.D.L., sino toda, es
convertida en L.D.L. (Smith y col., 1978), permaneciendo la apo
B-100 en el complejo lipoproteico durante su transformacién.
En la rata, la apo B es aclarada de la circulacién por las
células hepaticas. La velocidad de desaparicidén es muy rapida
y solo el 10% de apo B aparece en I.D.L. y posteriormente en
L.D.L. Esto explicaria los bajos niveles de L.D.IL. dque se
encuentran en rata y que contribuyen a dque este animal sea
resistente a la hipercolesterolemia.

Se ha sefialado la sintesis directa de L.D.L. por el higado
en animales alimentados con colesterol (Dolphin, 1981) y en pa-
cientes hipercolesterolémicos (Kissebah y col., 1984), situacién
no descrita en animales normales (Guo y col., 1982},

En el hombre, las L.D.L. son las mayores transportadoras
de colesterol hacia los tejidos (Parks y Bullock, 1987), 1los
cuales captan dichas 1lipoproteinas en virtud de mecanismos
especificos dependientes de un receptor apo B-~100-apo E o
mediante pinocitosis (Brown y Goldstein, 1984).

Mediante el mecanismo de captacidén especifico de las L.D.L.
se regula la sintesis endbégena de colesterol, se activa el enzi-
ma acil-colesterol-acil-transferasa y se regula la sintesis de
receptores especificos para L.D.L. (Brown y Goldstein, 1984), a
estos aspectos nos referiremos mas adelante.

Las H.D.L. son las lipoproteinas més pequefias y constituyen
un grupo muy heterogéneo de particulas. Son lipoproteinas muy
ricas en apoproteinas, siendo la maAs abundante 1la apo A-I.

Las H.D.L. intervienen en el transporte inverso del co-
lesterol (Miller y Miller, 1975; Van Tol, 1989), ya que, trans-
portan el colesterol desde los tejidos periféricos hasta el
higado para su excrecidén o degradacidén en forma de acidos bi-
liares. Ademéas, el aclaramiento de triglicéridos del plasma esta
relacionado con los niveles plasmaticos de H.D.L. (Kekki, 1980).

Segiin Alpers y col. (1985), en higado e intestino delgado
se producen las H.D.L. nacientes o inmaduras, pobres en é&steres
de colesterol. Posteriormente estas H.D.L. nacientes alcanzan
los depdsitos tisulares de colesterol y por influencia del
enzima LCAT este colesterol es esterificado y situado en el
centro de las H.D.L., formando las H.D.L. maduras.

Es decir, en este proceso las H.D.L. captaran coclesterol de
las membranas celulares y del interior de determinadas células,
intercambiando lipidos y apoproteinas con otras lipoproteinas.
Las H.D.L. irédn disminuyendo progresivamente en densidad y
tomaran las formas gque se han denominado c¢omo H.D.L.,, H.D.L.,,
H.D.L., vy H.D.L., (Nichols y col., 1981).

Schmitz y col. (1985) desmostraron que las H.D.L. que

contienen apo A~I son capaces de unirse a receptores de macro-
fages y otros tipos de células. Tras su unidn a receptores, las
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H.D.L. serian internalizadas mediante un sistema que no inter-
acciona con lisosomas, captando colesterol no esterificado del
citoplasma celular y resecretadas como una forma de H.D.L. mas
rica en colesterol. La expresidn celular de este tipo de recep-
tores estaria reqgulada por su contenido en colesterol.

Tabas y Tall (1984) sugiere que la captacién de colesterol
por las H.D.L. es un proceso en parte relacionado con las carac-
teristicas fisicoquimicas de estas particulas y en parte con el
receptor de apo A-I antes mencionado. Este proceso de captacidn
parece dquedar restringido a las formas menos densas de H.D.L.
(H.D.L., ¥y H.D.L.,}, mientras que las formas menos densas inter-
accionan preferentemente con las otras lipoproteinas (Oram y
col., 1981).

PAPEL ESQUEMATICO DEL HIGADO EN EL METABOLISMO DE LAS LIPOPRO-
TEINAS

VLDL {gran tamafio) \ 1DL L.DL QR. HDL

| /

Receptor B/E

LDL {animalss hipercolesterolémicos}

HDL nacientes

Finalmente, las H.D.L. cargadas de colesterol (H.D.L., y
H.D.L.,) serian eliminadas por el higado en un procesc dque pa-
rece ser receptor dependiente. No estd claro, si este proceso de
eliminacién se realiza por reconocimiento de la apo E o depende
de receptores hepdticos especificos para apo A-I (Rifici y Eder
1984).

En resumen, el higado es el mayor lugar de catabolismo de
los ésteres de colesterol y de los fosfolipidos de las H.D.L. y
otras lipoproteinas (Stein y col., 1983).

El higado es, por lo tanto, primordial en el metabolismo
del colesterol. Por un lado, capta quilomicrones remanentes,
v.L.p.L., I.D.L., L.D.L. ¥y H.D.L. y, por otro, sintetiza coles-
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terol y otros lipidos. La sintesis de colesterol endbdgena depende
entre otros factores del colesterol dietario, aspecto al que nos
referiremos en el punto siguiente.

1.2.2.COLESTERQL.

Como se ha descrito en el apartado anterior, el higado
juega un papel vital en la eliminacidén del colesterol sérico al
captar por diferentes mecanismos las lipoproteinas plasmaticas.

Una vez el colesterol en el higado puede ser esterificado
o puede emplearse en la produccidén de acidos biliares. Ademas
en el higado puede ocurrir la sintesis de colesterol o su reuti-
lizacidén para la sintesis de V.L.D.L. y H.D.L. como ya se ha
descrito.

1.2.2.1.SINTESIS.

En el animal maduro el higado es el lugar mas activo en 1la
biosintesis del colesterol.

En 3 grupos de reacciones puede resumirse la colestero-
génesis:
1.) Conversidén del acetil coenzima A (Co A) en B-hidroxi-metil-
glutaril—-coezima A (HMG Co A). Los intermediarios en esta reac-
cién derivan del acetil Co A y de la oxidacién de los &acidos
grasos. El paso determinante en la biosintesis del colesterol es
la reduccién del HMG Co A a mevalonato por accién de la HMG CoA
reductasa.
2.) Conversidn de mevalonato en escualeno. Una pequefia cantidad
de mevalonato puede ser convertido mediante un mecanismo desco-
nocido en acidos grasos y diéxido de carbono (Edmond y Popjak,
1974).
3.) Conversidén de escualeno en colesterol. Estas reacciones son
catalizadas por enzimas ligados a membranas. En este Gltimo paso
proteinas transportadoras de esteroles aceleran el proceso al
facilitar la solubilizacidén de estos esteroles en el citosol
(Zakim, 1982).

Varios son los factores descritos que pueden regular la
sintegsis hepdtica de colestercl. Algunos de estos factores se
resumen en el cuadro adjunto. De entre todos estos factores
destacaremos, por el planteamiento experimental de esta memoria:
el colesterol, los &cidos grasos y la presencia de sales biliares
en las dietas.

Asi seqin Gould y col. (1959), el colesterol libre celular
es un regulador directo de la biosintesis de colesterol.

Por otro lado, Goh y Heimberg (1977) describen que 1los
acidos grasos libres estimulan la actividad de HMG-CoA-reductasa
en higado perfundido. Esto puede ser explicado por el efecto de
los mismos en la secrecidén de V.L.D.L., ya que el colesterol
libre es necesario para la formacién de estas lipoproteinas. Asi
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el aumento en la secrecién de V.L.D.L. aumenta las pérdidas de
colesterol por las células y hay en compensacidén un lncremento
en la sintesis del mismo.

FACTORES QUE REGULAN LA SINTESIS HEPATICA DE COLESTEROL. (BORTZ,
1973).

AUMENTAN LA SINTESIS DISMINUYEN LA SINTESIS
- Colestiramina. - Alimentacidén con colesterol.
- Alimentacién grasa. - Alimentacidén con acidos bi-
~ Infusidén de Acidos grasos. liares.
- Corticostercides. - Clofibrato.
- Agentes adrenérgicos. - Acido nicotinico.
- Glucagdn. - Inhibidores de la sintesis

de preoteinas.

Finalmente, las gsales biliares alimentarias disminuyen 1la
biosintesis de colesterol en el higado {Beher y Baker, 1958).

Las sales biliares son un producto catabélico del coles-
terol y su sintesis estd sujeta a control tipo feedback negativo
{Shefer y col., 1969). Asi, el aumento del retorno de sales
biliares al higado disminuye el catabolismo del colesterol.

Las sales biliares, por otrc lado, inhiben la HMG-CoA-
reductasa (Hamprecht y col., 1971}. Aunque los datos obtenidos
in vivo (Nervi y Diettschy, 1978) y en higados perfundidos
(Cooper, 1976) sugieren que esto no sucede en el higado intacto
Yy que la mayor parte de los efectos de las sales biliares en la
sintesis de colesterol pueden ser debidos a otros aspectos de
la homeostasis del mismo, por ejemplo en su absorcién.

1.2.2.2.ESTERIFICACION.

La presencia de colesterol esterificado en el higado parece
ser controlada por el enzima Acil Coenzima A-celesterol Acil
Transferasa (A.C.A.T.), que contribuiria a disminuir el incre-
mento de colesterol sérico.

Segun Eisenberg y Levi (1976) la formacidén de ésteres de
colesterol est& relacionada con el aclaramiento del exceso de
colesterocl libre y lecitina del suero.

Norum y col. (1983) opinan que la wvariacién en la dispo-
nibilidad de colesterol libre regula la actividad del enzima
A.C.A.T.

La regulacién de este enzima ha sido estudiada en diver-
sidad de tejidos, incluyendo higado de rata y humano (Goodman
y col., 19%64; Spector y col., 1979; Erickson y Cooper, 1980 vy
Erickson y col., 1980). Este enzima se localiza originariamente
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en el reticulo endopldsmico, y de forma m&s abundante en el re-
ticulo rugoso.

La reaccién enzimatica utiliza colesterol 1libre de la
membrana y acil Co A de &cidos grasos para obtener ésteres de
colesterol y Coenzima A libre. Este enzima tiene preferencia por
ciertos &cidos grasos. El1 orden de preferencia en la rata es
oleato >palmitato >estearato >linoleatc. Esto determina la com-
posicidén de los ésteres de colesterol formados in vivo (Zakim,
1982).

Parece que s6lo una determinada cantidad, quiza el 4%, del
colesterol en el reticulo endoplasmico estd disponible para la
esterificacidén por el enzima. A pesar de todo, parece ser que
cambios en la cantidad de colestercl en las membranas pueden ser
importantes para determinar la cantidad de colesterol que puede
ser esterificado.

Este enzima responde a la manipulacién dietética, asi se
observa aumento en la actividad del mismo después de alimen-
tacién con colesterol o ayuno.

La hidr6lisis de los ésteres de colestercol es catalizada
por dos enzimas: uno encontrado en lisosomas que hidroliza los
ésteres de colesterol que llegan al higado como componentes de
las lipoproteinas y que se denomina colesterol estearasa liso-
somal o A&cida, requiere un pH 6ptimo de accién bajo y puede ser
ademds capaz de hidrolizar triglicéridos y posiblemente fosfo-
lipidos (Deykin y Goodman, 1962). E1 otro enzima, asociado a
membrana, hidroliza los ésteres de colesterol formados por 1la
reacciodn catalizada por la A.C.A.T., con un pH 6ptimo de accidn
neutro.

1.2.2.3.FORMACION DE SALES BILIARES.

Otros dos procesos importantes en el metabolismo del
colesterol se realizan lUnicamente en el higado:
~La sintesis de sales biliares, que es la mayor via catabélica
de esteroles.
~-La eliminacidn de colestercl con la secrecién directa del mismo
en la bilis.

Segin Slater y col. (1980) para la produccién de A&acidos
biliares el higado utiliza principalmente el colesterol sin-
tetizado de "novo" por el mismo y el que le llega via sanguinea
vehiculizado por las L.D.L.

El paso inicial en la sintesis de las sales biliares es 1la
formacidon del 7 a-hidroxicolesterol a partir de colesterol. Esto
es seguido de epimerizacién del grupc 3 B-hidroxilo a la posi-~-
cioén 12, si es el &cido cblico el que va a ser sintetizado
(Shefer y col., 1970).

La 7 a-hidroxilaciétn del colestercl no es solamente el
primer paso, sino que es también el paso limitante del proceso.
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Existen otros primeras etapas en el proceso, aungue la 7
a-hidroxilacidén parece ser la prioritaria, Elliot y Hyde (1971}).

HOMEOSTASIA DEL COLESTEROL HEPATICO.

CAPTACION ACTIVA
(Quilomicrones y VLDL remanentes)

ESTERES DE
ACETAT
CETATO COLESTEROL ™-.__

HMG-CoA = vVLDL

{ reductasa

ra

/ hidrolasa
rd

7/ neutra

HDL
ESTERES DE  hidrolasa &cida COLESTEROL

COLESTEROL

-
=)

SALES BILIARES

o

LOL, HDL

El mas importante y bien establecido factor de regulacidn
de la 7 a~hidroxilacidn es la circulacidén enterchepética de las
sales biliares. Mosbach (1972) y Myant y Mitropoulos (1977)
indican que la eliminacidén de sales biliares desde el higado,
por fistula del conducto biliar o por alimentacién con coles-
tiramina, origina un aumento en la actividad de colesterol 7
ao-hidroxilasa y consecuentemente un incremento en la sintesis
de sales biliares. La restauracidén del retorno de sales biliareg
suprime la actividad enzimadtica y la sintesis de &acidos bilia-
res. El aumento puede ser prevenido con inhibidores de la sin-
tesis de proteinas sugiriendo que este incremento requiere la
formacién de nueva proteina enzimatica.

1.2.3.COMPONENTES GRAS0S HEPATICOS.

La composicidn grasa hepatica va a ser un fiel reflejo del
estado nutritivo y metabédlico del individuo. '

Como hemos visto mas detalladamente en el apartado 1.2.1.,
el higado captard principalmente los gquilomicrones remanentes
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procedentes del metabolismo de los quilomicrones formados en el
intestino y las L.D.L. procedentes del metabolismo de las
V.L.D.L. sintetizadas por los hepatocitos.

Ademas, otras funciones del higado en el metabolismo de
los lipidos son:
~Desdoblamiento de los dcidos grasos para obtener energia. Estos
dcidos grasos provienen de la hidrélisis de los triglicéridos del
tejido adiposo cuando se activa la lipasa sensible a hormonas en
diferentes situaciones metabdlicas.
~Sintesis de triglicéridos a partir de carbohidratos y en menor
proporcidén a partir de las proteinas. Esto s6lo ocurre cuando la
ingesta de estos nutrientes es superior a sus hecesidades por
parte del organismo. Los triglicéridos asi formados son liberados
en el tejido adiposo por accidén de la lipoprotein-lipasa.
-Sintesis de colesterol y fosfolipidos a partir de los acidos
grasos.

Resumiendo lo anterior podemos concluir que son dos las
principales fuentes de la grasa hepatica: el tejido adiposo y la
grasa dietaria que tras su digestidén dard origen a los dquilomi-
crones.

"Segln Zakim (1982) entre el higado y el tejido adiposo
existe un intercambio continuo de &cidos grasos. El balance entre
el almacenaje de triglicéridos en el higado y en el téjido
adiposo se desvia facilmente hacia la transferencia neta desde
el ddltimo al primero.

Hay tres hechos gque se relacionan con esto. El primero es
gque la captacién hepatica de acidos grasos desde la sangre es
una funcién de su concentracidn. Cuando se incrementa la presen-
cia de &acidos grasos en la sangre el higado recoge mas acidos
grasos.

El segundo es que el higado puede oxidar o reesterificar
estos &acidos grasos, pero probablemente la capacidad de oxida-
cién por el higado de &dcidos grasos es limitada pero no asi la
capacidad de esterificacidn.

La tercera razbén es la capacidad limitada del higado para
secretar triglicéridos en forma de V.L.D.L.. Asi, defectos en
la sintesis de V.L.D.L. pueden conducir a un higado graso
(Farber, 1967), aspecto que ha sido constatado con el uso de
agentes dque interfieren en la sintesis de proteinas, como 1la
etionina, o en la unién de los componentes de las V.L.D.L., como
el acido orético (Roheim y col., 1965). En este punto también
podrian intervenir los &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) n-3,
ya que uno de sus posibles efectos, como veremcs con poste-
rioridad, es inhibir la secrecién de V.L.D.L.

Por otro lado, la dieta va a influir cuantitativa y cua-
litativamente en la composicidn grasa del higado.

Cuantitativamente veremos en el apartado 1.5. que dietas
con alta proporcidn de colesterol aumentan los niveles de 1i-
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pidos en el higado, especialmente de colesterol esterificado.

En cuanto al aspecto cualitativo, la distinta composicidn
en Acidos grasos de la grasa dietaria va a tener su reflejo en
una diferente proporcidén de dichos acidos grasos en las distin~-
tas fracciones lipidicas del higado (Bernadier, 1988; Hwang y
col., 1988).

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto comentaremos
los trabajos que nos han parecido m&s relevantes, donde se rela-
ciona composicién de la grasa dietaria y los niveles de los di-
ferentes lipidos hepiticos.

Harwood y Geyer (1975) encuentran que los valores 1lipi-
dicos hepaticos de ratas expresados en mg/g de tejido fresco
después de 15 semanas de alimentacidén con diferentes dietas
oscilaba para lipidos totales entre un minimo de 35,2+0,7 con
dietas libres de grasa a un maximo de 48,041,6 con dietas conte-
niendo sebo de vaca. Los ésteres de colesterol variaron entre
4,7+0,5 en ratas alimentadas con dietas con aceite de maiz vy
7,5%£0,6 para las que recibian en su dieta sebo de vaca. Por
Gltimo, los fosfolipidos variaron entre 25,8%1,1 en los animales
que no recibieron grasa en su dieta y 38,8%x1,0 para los que in-
girieron sebo de vaca.

Los mismos autores después de 20 semanas encuentran que los
valores mAds bajos para 1lipidos totales, ésteres de colesterol
y fosfolipidos, también en mg/g de tejido fresco, correspondian
a los higados de los animales gue no recibieron grasa en su die-
ta: 37,2+1,0, 2,5%0,2 y 25,210,7 respectivamente; mientras que,
los valores mas elevados se encontraron en los animales alimen-
tados con aceite de maiz en lipidos totales y ésteres de coles-
terol: 58,1+2,2 y 3,910,4 respectivamente o con aceite de semi-
lla de soja para los fosfolipidos: 31,5%0,8.

Bochenek y Rodgers (1978) en ratas Sprague-Dawley alimen-
tadas con dietas conteniendo 24,5% de proteina, 4,2% de grasa
{(sin colesterol) y 49,7% de carbohidratos cobtienen unos valores
de lipidos expresados en mg en el total hepatico de:
~Lipidos totales: 320174.

—-Colesterol total: 28%4,2.
-Esteres de colesterol: 9,41x4,6.
-Fosfolipidos: 246176.

De este mismo trabajo referimos a continuacién el por-
centaje de los acidos grasos mayoritarios de las distintas frac-
ciones lipidicas hepéaticas:
~En fosfolipidos: 34,3+3.6% (palmitico), 38,7%3,7% (este&rico),
9,6x0,7% (oleico) y 9,9%2,4% (linoléico).

- En ésteres de colesterol: 40,3+7,8% (palmitico), 26,6+1,2
(estearico), 25,2149,6% (oleico) vy 2,6+2,4% (linoléico).

-En triglicéridos: 58,6*4.0% (palmitico), 8,1+2,0 (estearico),
25,6%4,3% (oleico) v 1,8%2,3% (linolé&ico).

Llama la atencidn que a pesar de ser la composicidén de 1la
dieta en acidos drasos la sigyiente: 16,0% (palmitico), 4,2%
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(estearico), 24,4% (oleico) vy 48,2% (linoléico); en ninguna de
las anteriores fracciones lipidicas comentadas el acido linoléico
fuera el mids abundante.

Eklund vy Sjoblom (1980) en ratas gque recibian dietas que
diferian en la fuente proteica encuentran unos valores en higado
fresco comprendidos entre 4,810,2% y 6,510,7% de lipidos totales,
salvo en el caso de que la fuente proteica de la dieta procediera
del plasma, en cuyo caso los valores fueron de 13,9+1,7%.

Quazi v col. (1983) observan en ratas Wistar alimentadas con
dietas conteniendo un 20% de caseina, 71,95% de sacarosa vy 2,0%
de aceite de maiz los siguientes valores: 7,18+10,29 mg/g de
colesterol, 67,812,6% mg/g de lipidos totales, 19,6%4,3 mg/g de
fosfolipidos y 40,1+4,0 mg/g de triglicéridos.

Imaizumi y col. (1983) alimentando ratas Wistar con dietas
que contenian un 20% de caseina y 10% de aceite de semilla de
soja sefialan en mg/g de higado los siquientes valores: 7.3%1,2
de triglicéridos, 2,970,122 de colesterol y 39,6x20,57 de fosfo-
lipidos.

Sirtori y col. (1984) en ratas Sprague-Dawley alimentadas
con dietas estidndar de laboratorio encuentran en higado niveles
de colesterol libre de 1,740,1 my/q y de ésteres de colesterol
de 0,540,1 mg/g.

Eklund y Sjdblom (1986) en ratas Sprague-Dawley ingiriendo
dietas con un 20% de caseina, un 10% de aceite de oliva y sin
colesterol obtienen los sigquientes niveles en mg/qg de higado
seco: 17,840,4 de lipidos totales, 14,310,6 de colesterol total
y 6,130,2 de colesterol libre; los cuales fueron ligeramente mas
bajos que los obtenidos en el caso de dietas con un 20% de pro-
teina de semilla de soja y 10% de aceite de oliva.

Analizando en detalle estos 2 Gltimos trabajos, vemos que
la proporcién de ésteres de colesterol respecto al colesterol
total es muy diferente. Esto probablemente es debido a que, como
indica Beynen (1988), el aceite de oliva promoveria la esteri-
ficacidon del colesterol y su acimulo en el higado. Esto es otro
ejemplo de como diferentes tipos de dietas pueden alterar la
composicidén grasa del higado.

Bernadier (1988) con dietas con un 20% de caseina:lacto-
albumina {(proporcién 1:1), 65% de almiddén de maiz y un 5% de
aceite de maiz o de coco encontrd los siguientes wvalores en
mg/g:

-Lipidos totales: 43%2 (maiz) y 50+3 {coco).
~Colesterol: 2,4%+0,2 (maiz) y 2,0+0,1 (coco).
-Fosfolipidos: 28+1 (maiz) y 311 (coco).

En este mismo trabajo al estudiar los &cidos grasos pre-
sentes en los fosfolipidos hepdticos encontraron los valores que
se resumen en el cuadro adjunto:
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ACIDO GRASO % EN FOSFOLIPIDOS HEPATICOS

ACEITE DE MAIZ ACEITE DE COCO
Palmitico 15,16 15,44
Palmitoleico 0,7 2,26
Estedrico 20,78 22,01
Oleico 7,17 12,02
Linoléico 14,38 7,98
Linolénico 0,41 0,35
Araquidénico 29,36 18,01
Eicosapentaenoico 2,14 2,24
Docosahexaenoico 3,53 6,64

HBwang y col. (1988) encuentran como la diferente com-
posicidén en Acidos dgrasos de la dieta se refleja en una dife-
rente composicién de dichos acidos grasos en los lipidos hepati-
cos. En este caso, al estudiar la composicidén en acidos grasos
de los fosfolipidos hepdticos entre 6 grupos de ratas  Spra-
gue~Dawley, 3 de los cuales ingerian cantidades crecientes de
dcido linolénico y los otros 3 cantidades crecientes de concen-
trado de aceite de pescado, se pueden observar las siguientes
diferencias:

-Menor proporcidén de acidos linolénico y araquidénico en el grupo
alimentado con dietas gue contienen el concentrado de aceite de
pescado.

-Mayor proporcién de &cido docosahexaenoico en las ratas que
ingieren el concentrado de aceite de pescado.

Estos datos difieren marcadamente de los obtenidos en ratas
controles que consumian dietas con 8% de aceite de coco
hidrogenado y 2% de aceite de cartamo, donde los principales
dacidos grasos en orden de mayor a menor concentracidén fueron:
araquidénico, estedrico, oleico y linoleico.

Lakshman y col. (1988) obtienen en ratas Wistar-Furth
alimentadas con dietas con un 40% en grasa (mezcla de aceite de
higado de bacalao, aceite de maiz y aceite de oliva), 36% de
dextromaltosa, 20% de proteina y el resto carbohidratos unos
valores hepaticos de colesterol de 158+41 mg/lOO g de tejido y
de 2114102 mg/100 g de tejido.
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1.3.INFLUENCIA DE DIFERENTES TIPOS DE PROTEINA SOBRE FL
METABOLISMO LIPIDICO.

Son numerosos los trabajos en animales donde se pone de
manifiesto que dietas con alto contenido de caselna son capaces
de producir hipercolesterolemia y aterosclerosis, mientras (ue
otras conteniendo soja no lo hacen (Kritchevsky, 1979; Carroll,
1982; Huff y col., 1982; Beynen y col. 1983; Quazi y col., 1984;
Nagaocka y c¢ol., 1986). Los resultados en humanos son menos
claros y abundantes, si bien, se han sefialado ligeras modifi-
caciones en la colesterolemia y en el perfil lipoproteico (Wolfe
y col., 1981; Van Raaij y col. 1982).

Los mecanismos propuestos para explicar los efectos hiper-
colesterolemiantes y aterosclerdticos de la caseina frente a 1la
proteina de soja se relacionan con la disminucidén en la excreciodn
de 4cidos biliares y esteroides neutros en heces de animales
alimentados con caseina {Nagata y col., 1981; Huff y Carroll,
1980a; Beynen y col., 1986; Yamashita y col., 1990).

Sin embargo, es dificil explicar si los efectos ocurren en
el intestino o después de la absorciodn.

Beynen y col. (1986) y Beynen (1990) han propuesto que al
remplazar la proteina de soja por caseina tiene lugar un incre-
mento del flujo de colesterol y &cidos biliares del intestino
al higado. Esto causa un incremento en la concentracidén de coles-
terol en el higado, ya que la captacidén hepatica del colesterol
de los quilomicrones remanentes estd aumentada y la conversidn
de colesterol en acidos biliares deprimida (Kritchevsky y col.,
1975).

Ante esto el higado responde incrementando la salida de
colesterol y/o disminuyendo el nlmero de receptores para LDL, e
inhibiendo la sintesis "de novo" de colesterol.

El primero ¥ el segundo efecto producen un aumento del
colesterol sérico. La concentracién de L.D.L en suero se eleva
hasta un nivel en el que el catabeolisme de L.D.L iguala su
produccién. En esta nueva situacién metabdlica la sintesis de
colesterol hepatico se deprime y la captacién intestinal de
colesterol y &cidos biliares se estimula. Por tanto, el aumento
en la absorcidn desde el intestino de estas dos sustancias puede
ser la llave para explicar los efectos de la caseina sobre los
niveles de colestercol sérico.

Para explicar esta estimulacidén de la absorcidédn intestinal
originada por la ingesta de caseina se han propuesto dos teorias.

En la primera se sefilala que la caseina es mas digestible que
la proteina de soja , por 1lo que la parte no digerida de esta
tiltima se uniria a los acidos biliares vy esteroides neutros redu-
ciendo su absorcién. Este concepto coincide con experimentos "in
vitro" (Sklan y col. 1979) y con los resultados obtenidos por Roy
y Schneeman (1981) en los que ratones alimentados con caseina
tenian menores cantidades de nitrdgeno y acidos biliares en su
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intestino que 1los animales alimentados con proteina de soja.
Sugano y col. (1990) aislaron una fraccidon de alto peso molecular
de la proteina de soja gque estimulaba la secrecidn fecal de aci-
dos biliares y esteroides neutros y que era mas hipocolesterole-
miante que la proteina intacta. Hay evidencias indirectas que
esta fraccién, que es un péptido hidrofdbico, puede ligarse a los
dcidos biliares en el intestino. Sin embargo, esta fraccidn es
rica en saponinas (Sugano y col., 193%0), lo que puede contribuir
a su efecto hipocolesterolemiante.

La segunda teoria para explicar la mayor absorcidn de
esteroides de las dietas con caseina respecto a las que contienen
proteina de soja, es la diferente fosforilacién de estas 2
proteinas (Van Der Meer y col., 1985}.

La caseina, respecto a la proteina de soja, es una proteina
altamente fosforilada, cerca del 40% de los residuos de serina
estan esterificados con fosfato. La caseina y los fosfopéptidos
derivados liberan el calcio de los sedimentos intestinales de
fosfato cdlcico solubilizando el fosfato, y reduciendo asi el
nimero de posibles uniones de este sedimento con los acidos bi-
liares, por lo gque aumenta la concentracién de estos acidos en
forma libre y, por lo tanto, su absorcidén. El problema de esta
teoria es que s6lo se puede aplicar a la caseina y no a otras
proteinas que no tienen alta fosforilacidén pero incrementan los
niveles plasmaticos de colesterol.

Sin embargo, a pesar de lo indicado hasta ahora, no existe
una evidencia directa de que la caselina aumente la absorcioéon de
los dcidos biliares. Saeki y Kiriyawa (1990) demostraron que ni
la yeyuctomia ni la ileoctomia en ratas afectaba los niveles de
colesterol plasmdtico comparando la caseina frente a la proteina
de soja. Eso puede excluir que la interaccibén entre la proteina
dietaria y los esteroides intestinales sea la responsable de los
efectos sobre la colesterolemia.

Por otro lado, los trabajos de otros grupos de investiga-
dores sefialan un efecto postabsortivo de la caseina respecto a
la proteina de soja que pudiera ser el primer paso que originara
posteriormente la diferente excrecién de &cidos biliares vy
esteroides neutros.

Para Nagata y col(1981) el tipo de proteina dietaria puede
afectar los niveles de apoproteinas séricas. Asi, Tanaka y col.
(1983) observaron en ratas alimentadas con soja frente a otras
que recibian caseina una disminucidén de 1la secrecidn de apo A-I
por el higado.

Roberts y ceol., (1981} indicaron que 1la disminucién del
colesterol sérico en conejos alimentados con soja frente a los
alimentados con caseina puede ser el resultado de la composicidn
y metabolismo de las diferentes apoproteinas.

SAnchez y col (1990) y Hubbard y Sadnchez (1990) encontraron

que la caseina respecto a 1la proteina de soja incrementa 1la
relacidn insulina:glucagdn, pero egte efecto no se relaciona
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facilmente con el efecto sobre el colesterol.

Huang y col. (1990) describieron que la caseina inhibe la
delta-5-desaturasa respecto a la proteina de soja, pero no se
conoce si es un efecto o una causa de los cambios producidos en
el colesterol plasmatico.

Otros autores sugieren que la regulacidén de la colestero-
lemia por diferentes proteinas dietarias ocurre por la modifi-
cacién de los enzimas hepaticos y de los receptores lipopro-
teicos. Chao y col. (1982a) mostraron que dietas enriquecidas en
caseina pueden deprimir marcadamente la actividad de receptores
en preparados de membranas hepdticas de conejo. Estos descubri-
mientos fueron confirmados posteriormente en higado perfundido
(Chao y col., 1982b). El enriquecimiento del colesterol hepatico
inducido por caseina conduce a una marcada reduccidn en los
receptores de alta afinidad hepéaticos por 8-V.L.D.L., acompafiado
por un declive en la actividad de 1la HMG-CoA-reductasa Yy
activacioén de la colesterol 7 ag-hidrolasa y ACAT (Sirtori y col.,
1984}).

Lovati y col. (1987) mostraron que la ingesta de proteina
de soja en la dieta incrementa la actividad de los receptores de
L.D.L. y células monoclonales en pacientes hipercolesterclémicos.

En resumen, la disminucién en la excrecidn de &cidos
biliares y esteroides neutros en heces de animales alimentados
con caseina respecto a la proteina de scoja es la llave para
explicar el efecto hipercolesterclemiante de la caseina. Sin
embargo, este efecto no se deberd exclusivamente a este meca-
nismo, pues estudios con otros tipos de proteinas, entre ellas
la de arroz, mostraron una excrecién fecal de &cidos biliares y
esteroides neutros elevada, pero con niveles plasmiticos de
colesterol también altos (Yoshida y col., 1990; Sautier y col.
1990). Es muy posible, que los efectos se deban a una combinacidn
de los mecanismos hasta ahora mencionados.

En relacit6n a la proteina de pescado, a diferencia de otras
proteinas de origen animal, puede tener efectos menos marcados
sobre la colesterolemia. Asi Eklund y Sj&blom, (13980); Krit-
chevsky y col. (1982) y Jacques y col., (1986) indican en ratas
que la proteina de pescado mantiene mads bajos los niveles de
colesterol sérico que la caseina.

Terpstra y col. (1983) sefialan efectos diferentes entre la
caseina y mezcla de proteinas compuesta por caseina, proteina
de pescado y gelatina. Los animales alimentados con esta dltima
dieta no modifican su colesterol frente a basales, mientras que
los alimentados con caseina lo aumentan de forma significativa.

En el trabajo de Jacques y col. {1986) se observa due en
las dietas sin colesterol los valores més altos de colesterocl
total sérico se obtuvieron en ratas alimentadas con caseina
(89,8+7,8 mg/dl), carne de vaca (91,1%t6,3 mg/dl) y avena
(95,6+4,7 mg/dl); mientras que los valores mas bajos aparecenen
las alimentadas con gluten de trigo (76,6+3,2 mg/dl), colza
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(73,9+3,2 mg/dl), guisante (70,1%4,1 mg/dl) y soja (73,7%2,3
mg/dl). En las ratas alimentadas con proteina de pescado los
valores fueron intermedios (82,5%3,5 mg/dl}.

Cuando se estudiaron dietas suplementadas con colesterol

se observé unos valores mds altos de colesterol en caseina
© (313+17 mg/dl), seguido de soja (241%15 mg/dl), carne de vaca
(23311 mg/dl) y avena (225+11 mg/dl), mientras que los mas
bajos aparecen en las proteinas de pescado (188+20 mg/dl),
guisante (180+11 mg/dl), colza (167+x17 mg/dl) y gluten de trigo
(16316 mg/dl).

1.3.1.INFLUENCIA DE LA COMPOSICION AMINOACIDICA DE LAS PROTEINAS
SOBRE EL METABOLISMO LIPIDICO.

Los efectos colesterolemiantes de los diferentes tipos de
proteinas se han relacionado con su composicién aminoacidica,
su estructura y, comc ya hemos comentado, con los grupos fosfato
unidos a la misma ( Van Der Meer y col., 1985).

Diferentes autores sugieren una relacidn entre el efecto
hipocolesterolemiante de la proteina de soja y su composicidén en
amincacidos.

Para Kritchesvsky y col. (1982) y Suganoc y col. (1984) 1la
elevada relacidén del cociente arginina/lisina de la proteina de
semilla de soja puede estimular la actividad de la arginasa
hepatica (Cittadini v col., 1964) pudiendo lentamente disminuir
la formacidén de apolipoproteinas transportadoras de colesterol
reduciendo la colesterolemia. Asi, Eklund y Sj6blom (1980)
observan una correlacidén negativa entre la arginina dietaria y
el contenido de VLDL + LDL del suero. También, Sautier y col.
(1990) encontraron una relacion negativa entre el contenido de
arginina de la dieta y los niveles plasmaticos de colesterol.

Otros autores con la adicién de arginina a la caseina
obtienen niveles de colesterol mads bajo en conejos (Kritchevsky,

1979; Kritchevsky y col., 1982); y en ratas (Vahouny y col.,
1984).

Vahouny v col. (1985) mostraron que la suplementancion de
una dieta de caseina con arginina originaba una reduccién de los
lipidos (d<1,006) en suero y una elevacién de la 7 a-hidroxilasa
hepatica.

S&nchez y col. (1987) sugirieron que la caida del colesterol
plasmatico debida puede ser causada por un incremento en la
arginina plasmatica, originando un incremento en el glugagén y
disminuyendo la actividad HMG-CoA reductasa hepéatica.

Sugano y col. (1982) sefialaron que la adicidn de arginina
a las dietas incrementaba los niveles de glucagdn y apo E, ya que
habria més arginina disponible para la incorporacién en la apo
E, o bién, la arginina podria disminuir el turnover de la apo E.

25



Katan y col. (1982), sin embargo, no observan disminucién
en los niveles de colesterol afiadiendo arginina a una dieta de
caseina, pero si con la adicidén de glicina, por lo que los
efectos hipocolesterolemiantes de la soja podrian ser atribuidos
a la alta cantidad de glicina de esta proteina.

Huff y Carrol (1980b) encuentran una correlacién positiva
entre la relacién aminodcidos esenciales/aminoacidos no
esenciales de varias fuentes proteicas dietarias, animales o
vegetales, con los niveles de colesterol en plasma.

Jacques y col. (1986) encuentran una correlacidén positiva
entre los niveles de colesterol total plasmatico de ratas
alimentadas con dietas ricas en colesterol y el contenido de
tirosina o la relacién leucina/iscleucina. Esta correlacitn es
mids alta con los productos de digestidn de las fuentes proteicas
gue con las mismas fuentes protéicas intactas. Esto sugiere que
la liberacidn de tirosina o de la relacién leucina/iscoleucina de
las proteinas dietarias durante la digestién puede jugar, directa
¢ indirectamente, un papel en el control del metabolismo del
colesterol.

Barth y col. (1990) indican que la caseina dietaria respecto
a la proteina de soja, decrece la concentracidn sérica de
tiroxina, y esto teoricamente explicaria la disminucién de 1la
sintesis hepdtica de colesterol, incremento de la salida de
colesterol en las lipoproteinas, decenso del ntumero de receptores
hepaticos para apo B/E y descenso de la sintesis hepatica de
dcidos biliares y consecuentemente una disminucidén de la
excrecién fecal de los mismos. Sin embargo, esta teoria no
aclararia como estos cambios plasmiticos de tirosina podrian
explicar el incremento de la absorcidn del colestercl en animales
alimentados con caseina y ni si todos los cambios ocurridos en
el metabolismo del colesterol podrian ser debidos a las pequefias
fluctuaciones de 1la tirosina en plasma.

Huff y Carrol (1980b) y Sugano y col. (1982) sugirieron que
los amino&cidos o péptidos liberados durante la digestién de la
proteina tienen un efecto estimulante de la secrecidn de hor-
monas como: insulina, glucagdn, tiroxina y catecolaminas; que
estédn involucradas en el metabolismo del colesterol, pudiendo
activar enzimas como la HMG-CoA reductasa (Edwards, 1973).

Huff y col., (1977) observan propiedades reductoras de los
niveles de colesterol en hidrolizados con tripsina de proteina
de soja pero no con la correspondiente mezcla de aminoacidos.
Esto es probablemente debido al diferente orden de 1liberacidn
de péptidos y amincacidos durante la digestidn.

En relacidén a la metionina, se ha descrito que la adicién
de este aminodcido a dietas con caseina originaba hipercoles-
terolemia en conejos (Terpstra y col., 1983} y en ratas (Yagasaki
y col., 1986).

Muramatsu y Sugiyvawa (1990) han descrito una posible
relacidon entre el metabelismo de la metionina y del colesterol
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en los higados de ratas alimentadas con dietas enriquecidas en
colesterol (esquema adjunto).

POSIBLE RELACION ENTRE EL METABOLISMO DE LA METIONINA, CISTINA
Y TAURINA Y EL METABOLISMO DEL COLESTEROL EN EL HIGADO DE RATAS
ALIMENTADAS CON DIETAS SUPLEMENTADAS CON COLESTEROL.
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La metionina (Met) dietaria estimularia la sintesis de
fosfatidil colina (PC) a través de 1la N-metilacién de 1la
fosfatidil-etancl-amina (PE) (Zeisel, 198l). Ya que la fosfatidil
colina es el fosfolipido mayoritario en las 1lipoproteinas
plasmiaticas, esta molé&cula seria necesaria para la secrecidn de
las V.L.D.L. por las cé&lulas hepaticas (Vance y Vance, 1985; Yao
y Vance, 1988). Por lo tanto, es posible que la metionina
dietaria incremente los niveles plasmiticos de colesterol al
aumentar la sintesis de PC. Aunque Vance y col. (1986) demostra-
ron gque la PC obtenida por esta via (N-metilacién de PE) no es
utilizada para la secrecién de lipoproteinas por los hepatocitos
de la rata, esto no excluye la posibilidad de que cantidades
relativamente altas de metionina en la dieta estimulen 1la
sintesis de PC, por lo que aumentaria la concentracidn de este
fosfolipido facilitando que la PC obtenida a partir de colina se
incorpore a las V.L.D.L.

Muramatsu y Sugiyawa (1990) también discutieron los efectos

de la cistina (Cys) y la glicina (Gly) sobre el colesterol
plasmético (esquema superior adjunto).
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La cistina es convertida en cisteina (CySH) dque puede
incorporarse al glutation (Gliu) o metabolizarse hasta taurina
(Tau), y va que el glutation es un estimulante de la actividad
de la colesterol 7 a-hidroxilasa (Danielsson y col., 1984; Hassan
y col., 1984) y la taurina participa en la conjugacidn de los
dcidos biliares, esto podria explicar, al menos en parte, el
efecto de la cistina disminuyendo los niveles plasmiaticos de
colesterol. También, la metionina podria ser metabolizada hasta
cisteina y taurina, pero los efectos netos de la metionina
originarian una elevacién del colesterol plasmatico.

En cuanto a la glicina, Muramatsu y Sugiyawa (1990) explican
su efecto hipocolesterolemiante por 3 razones:
-Participaria en la conjugacién con los &cidos biliares.
-La glicina podria aceptar el grupo metilo se la S-adenosil-
metionina (S§-Ado-Met)}, compitiendo con la fosfatidiletanol amina
e inhibiendo la sintesis de fosfatidil colina.
-Por otro lado, ya que la glicina prevendria el incremento de
colesterol plasmédtico provocado por dietas enriquecidas en colina
(Sugiyawa y col., 1987}, es posible que la glicina inhiba la
sintesis de PC a través de la via de la CPD-colina, aunque el
mecanismo es desconocido.

Finalmente indicar, en lo que se refiere al contenido de
amincdcidos, que la lisina y relacidén lisina/arginina es méds alta
en proteinas animales (caseina, pescado y carne de vaca), y que
el contenido de tirosina es mas alto en caseina y carne de vaca,
mientras que la 1lisina es m&s abundante en 1la proteina de
pescado.
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1.4.1.ACIDOS GRASOS SATURADOS.

Ya en 1957 Keys y col. (1957} indicaron la relacidén posi-
tiva entre la sustitucidén de hidratos de carbono por acidos gra-
sos saturados y el incremento de la colesterolemia. Estos mismos
autores seflalan que no todos los Acidos grasos saturados tienen
el mismo efecto hipercolesterolemiante, asignando al &cido
estedrico un papel neutral.

Bonanome y Grundy (1988) comparando el efecto de los acidos
estedrico, oleico y palmitico concluyeron gue los dos primeros
originaban igqual descenso de los niveles séricos de colesterol
al compararlos con el palmitico. Una posible explicacidn al
diferente efecto de los acidos palmitico y estedrico podria ser
gue este Gltimo &cido graso saturado es pobremente absorbido
debido a su mayor insolubilidad. Sin embargo, Bonanome y Grundy
{1988) en un estudio en humanos sefialaron que una dieta rica en
estedrico es bien absorbida. Seglin Grundy y Denke (1990) el
efecto diferencial entre estos dos &acidos grasos saturados, se
deberia a que el A&acido esteérico, al ser la desaturacidén un
proceso muy répido, es velozmente transformado en el organismo
en &acido oleico, mientras que el acido palmitico se podria
acumular en los tejidos debido a que el proceso de elongacidn es
un proceso lento.

En otros trabajos se indica gue con la ingesta de grasas
saturadas, con o sin la adicién de colestercl, se induce una
marcada hipercolesterolemia, asociada a elevados niveles de apo
E en suero y la presencia de lipoproteinas ancrmales: B-V.L.D.L.
y H.D.L.. en ratas (Swift y col., 1980), monos (Nicolasi y
Hayes, 1980), perros (Mahley y col., 1974), conejos (Ross y
Zilversmit, 1977) y cerdos (Chapman y col., 1977). En cambio,
Durand y col. (1985) no encuentran correlacidn entre la coleste-~
rolemia y los &cidos grasos saturados de la dieta o del suero
en ratas.

Mattson y Grundy (1985), Grundy y Vega (1988), Bonanome ¥y
Grundy (1988) indicaron que el incremento de las concentraciones
séricas causadas por la ingesta de &cidos grasos saturados se
debia al aumento de las L.D.L.

Las causas de este supuesto efecto hipercolesterolemiante
de la grasa saturada no estén atin muy claras. Asi, Green y Green
(1983) indican que la absorcién de colesterol no estéa in-
fluenciada por la grasa saturada dietaria, por lo que este
efecto hipercolesterolemiante se deberia a otras causas, entre
las que cabria destacar su influencia sobre el metabolismo lipo-
proteico. Estos mismos autores, indican que el metabolismo ex-
trahepatico de lipoproteinas difiere en las ratas alimentadas con
dietas que contienen acidos grasos de variada saturacién.

La sustitucidén extrema de A&cidos grasos saturados por
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dcidos grasos poliinsaturados puede disminuir los niveles de
H.p.L. en sueroc (Mattson y Grundy, 1985). De igual forma el
remplazamiento isocaldrico de Aacidos grasos saturados por
carbohidratos disminuye los niveles de H.D.L.-colesterol, efecto
que no tiene lugar si se utilizan acidos grasos monoinsaturados
(Grundy, 1986). Con respecto a las L.D.L., sustituciones
dietarias equivalentes de la grasa saturada provocarian un
descenso de sus niveles (Mensink y Katan, 1987).

El mecanismo gque relaciona el incremento de las L.D.L. con
la ingesta de grasa saturada parece estar relacionado con una
disminucidn de la sintesis de receptores hepédticos para apo B-100
de las L.D.L. (Brown y Goldstein, 1984; Shepherd y col. 1980;
Nicolasi y col., 1990). Para estos autores la ingesta de estos
dcidos grasos disminuiria la actividad del receptor de L.D.L.

Spady y Dietschy (1989) indicaron que la ingesta de estos
dcidos grasos saturados reduce la eliminacidén de las L.D.L. via
receptor.

Loscalzo y col. (1987) sugirieron que el enriquecimiento con
dcidos grasos saturados de los fosfolipidos de membrana inter-
fieren la funcién normal del receptor de L.D.L., probablemente
reduciendo la unién o internalizacién de las L.D.L. circulantes.

Green y col. (1984) observan en ratas que los guilomi-
crones ricos en acidos grasos saturados tienden a ser metabo-
lizados méds lentamente gue los quilomicrones ricos en &cidos
grasos poliinsaturados.

Estos mismos autores (Green y col., 1984) en ratas ali-
mentadas con grasa saturada y colesterol respecto a otras que
recibian acidos grasos poliinsaturados y colesterol sefialan un
incremento de la trigliceridemia, consecuencia de una elevacidn
de la produccidén hepatica de V.L.D.L. ricas en triglicéridos.
Estos autores sugieren que dicho incremento puede relacionarse
con el menor aclaramiento de quilomicrones ricos en Aacidos
grasos saturados y colesterol.

Esta hipétesis estaria de acuerdo con la observacidén de
Floren y Nilsson (1977) de que la alimentacién con dietas ricas
en acidos grasos saturados y colesterol puede estar asociada a
un incremento en la secrecién de V.L.D.L. ricas en triglicéridos
y colesterol por el higado. Asi, Spady y Dietschy (1989) obser-
varon un incremento en la produccién de L.D.L., aungque Sorci-
Thomas y col. (1989) sefialaron que una dieta rica en &cidos gra-
sos saturados no incrementa la cantidad hepatica de RNAm para Apo
B en monos.

El incremento de triglicéridos plasmiaticos observados en
ratas después de la alimentacidn con grasa saturada y colesterol
podria ser explicada segin Parks y Rudel {(1982) por una dismi-
nucidn de la lipoprotein-lipasa o/y por estar afectado el reco-
nocimiento y aclaramiento de los quilomicrones y V.L.D.L. rema-
nentes (Floren y Nilsson, 1977).
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1.4.2.ACIDOS GRASOS MONOINSATURADOS.

Desde 1los trabajos de Keys y col. (1957} 1las grasas
moncenoicas han sido consideradas como neutras respecto a sus
efectos colesterclemiantes. La sustitucién de forma isocalérica
de carbohidratos por A4acidos grasos monoinsaturados no tiene
efectos sobre el colesterol sérico.

Sin embargo, muchos autores han olvidado que, obviamente,
la sustitucidén en la dieta de grasas saturadas por monoinsatu-
radas causa un decremento en la colesterolemia y han wutilizado
el aceite de oliva (prototipo de grasa monoinsaturada} CcOomo
dieta basal. Naturalmente si a una persona que consume una dieta
diaria de 2700 Kcal sustituimos 3 gramos de grasa saturada por
3 gramos de acelite de oliva se consequiri un descenso aproximado
en los niveles de colesterol de 2,7 mg/dl, por término medio,
y si la sustitucidén es en vez de 3 gramos de 30 gramos el des-
censo esperado en la colesterolemia seria de 27 mg/dl.

Mas recientemente los efectos de las grasas de diferente
composicién en Acidos grasos sobre los niveles de H.D.L.-coles-
terol y L.D.L.-colesterol han sido estudiados por varios inves-
tigadores (Grundy, 1987; Nestel, 1987).

Varios autores han demostrado que las grasas monoinsa-
turadas, como el aceite de oliva, originan unos niveles de co-
lestercl total sérico similares a los producidos por las grasas
poliinsaturadas (Grundy, 1987; Oya y col., 1989; Mensink y col.,
1989). Estos mismos estudios han indicado que tales grasas mono-
insaturadas no descienden los niveles de H.D.L.-colesterol sino
gue incluso las puede aumentar.

El hallazgo mds interesante del trabajo de Oya y col. (1989)
es el aumento de los valores de H.D.L.-colestercl tanto a los dos
como a los siete meses en 1los individuos que ingieren las dietas
con aceite de oliva, disminuyendo el cociente colesterol to-
tal/H.D.L.-colesterol. Los niveles de apo B y A-I se modificaron
de forma paralela a los cambios de L.D.L. y H.D.L.~colesterol
respectivamente.

Esta es la razén gue explica, segin el profesor Grande
(1989), el actual interés por el papel que juegan las grasas
monoinsaturadas en general, y el aceite de oliva en particular,
en la prevencidén de las enfermedades cardiovasculares.

Segin Grundy (1987) el mayor efecto de los acidos grasos
monoinsaturados cuando sustituyen a los &cidos grasas saturados
en la dieta es la disminucidén de los niveles de L.D.L.-~coles-
terol. Esta respuesta puede ocurrir por uno o mas de los tres
mecanismos siguientes:

a) Decreciendo la salida de V.L.D.L., el precursor de las L.D.L.
b) Reduciendo el contenido de colesterol de las L.D.L.
c) Incrementando la actividad de los receptores para L.D.L.

Esta ultima posibilidad parece ser la mas probable, evitan-
do la supresidén de la actividad de los receptores para L.D.L.
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por el congumo de grasas saturadas. El1 mecanismo debe ser pasi-
vo, es decir no se estimularia la sintesis de los receptores,
sino que aumentaria la actividad. Beynen (1988), a este respecto,
indica que la disminucién observada en ratas que consumen dietas
con aceite de oliva en 1los niveles de colesterol libre hepatico
favorece la actividad de los receptores de L.D.L. del higado, al
ser esta la forma metabolicamente activa que inhibe el funciona-
miento de dichos receptores. Hay que indicar que en experimentos
a mas largo plazo, tal y como indican Kritchevsky y col. citados
en el trabajo de Beynen (1988), aparece un aumentc de la con-
centracidén de colesterol libre hepatico, debido probablemente
a una capacidad limitada del higado a almacenar é&steres de co-
lesterol.

Beynen (1988) observa que dietas ricas en aceite de oliva
provocan en ratas y conejos un incremento de la concentracidn
de colesterol total hepatico, aunque, como hemos visto disminuya
el colesterol 1libre, lo que parece indicar que el aceite de
oliva promueve la esterificacién del colesterol hepéatico.

Con respecto a 1los 1lipidos plasméticos, Cuesta y col.
(1987) estudiando en ratas los efectos de dietas conteniendo
aceite de oliva o una grasa s6lida de caracteristicas similares
al aceite de palma sobre la lipemia ¥y lipoproteinemia no
encuentran variaciones significativas en el colesterol ni en los
triglicéridos, pero si en la fosfolipemia y en el contenido en
fosfolipidos en todas las lipoproteinas que fueron mias bajos en
el lote alimentado con la grasa sélida. El cociente colesterol
total/fosfolipidos de este altimo lote sefialé un mayor riesgo de
aterogénesis.

En lo referente a los triglicéridos, Bonancme y Grundy
(1988}, Grundy y col. (1988) v Garg y col. (1988c) sefialaron que
dietas ricas en acido oleico disminuian la concentracién de tri-
glicéridos al compararlas con dietas ricas en &cidos grasos satu-
rados, por lo tanto, estas dietas podrian ser utilizadas en el
control de la hipertrigliceridemia.

Uno de los campos de investigacién mas prometedores ha sur-
gido de la hipbtesis que el &dcido oleico ejerce un papel sinér-
gico sobre el 4cido eicosapentaenoico incrementando la captacién
de tal acido graso por las células corporales y, por tanto, posi-
blemente sus efectos fisioldgicos (Sanders, 1991).

1.4.3.ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS.

Keys y col. (1957) sefialan a los acidos grasos poliinsa-
turados como hipocolesterolemiantes. A esta misma conclusién
llegan numerosos autores (Vega y col., 1982; Vessby y «col.,
1982; Ehnholm y col., 1984).

La reduccidén del colesterol producida por la ingesta de
dcidos grasos poliinsaturados ocurre a nivel de todas las 1li-
poproteinas, descendiendo sobre todo los niveles de L.D.L.~-
colesterol, pero también de V.L.D.L. y H.D.L.-colesterol
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{Shepherd, 1978}.

Esta disminucidén de H.D.L.-colesterol ha sido descrita
también por otros autores (Vessby y col., 1980). Esto originaria
gue la relacién L.D.L.-colesterol/H.D.L.-colesterol no variaré
por lo que el supuesto efecto beneficioso desde el punto de vista
de las enfermedades cardiovasculares probablemente es de menor
cuantia. Hay que tener en cuenta que estos estudios se realizaron
en periodos cortos de tiempo y con una ingesta excesiva y poco
realista de Acidos grasos polliinsaturados. En estudios mas largos
e ingestas menos marcadas de estos Acidos grasos (Shwandt y col.,
1982) obtienen un balance favorable entre L.D.L.-colesterol y
H.D.L.-colesterol.

Por otro lado, Lock y col. (1983) suglieren que los bajos
niveles de L.D.L.-colesterol obtenidos con la ingesta de &acidos
grasos poliinsaturados son protectores frente a la ateroescle-
rosis a pesar de la disminucidén de las H.D.L.-colesterol.

Todos estos efectos de los &acidos grasos poliinsaturados
discutidos hasta ahora sobre 1la colesterolemia y demas para-
metros lipidicos, se han referido a la ingesta de &cidos grasos
poliinsaturados en general, si bien, hay que sefialar que depen-
diendo de la familia de &cido graso que se trate, n-6 6 n-3,
incluso, para distintos acidos grasos dentro de la misma familia,
los efectos van a ser muchas veces diferentes.

1.4.3.1.ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE LA FAMILIA N-6.

El &cido grasc mas estudiadc de esta familia es el acido
linoléico (C 18:2 n-6) presente en muchos aceites vegetales como
el de cartamo, el de maiz, el de soja o el de girasol.

El efecto de la ingesta de estos acidos grasos sobre los
niveles de lipidos hepaticos y de lipoproteinas plasmaticas ha
sido estudiado por numerosos autores, nco habiendose obtenido
siempre resultados equivalentes.

Asi, Hostmark y col. (1982) encuentran en ratas alimen-
tadas con dietas ricas en A&acidos grasos poliinsaturados n-6
disminucién del colesterol plasmatico, pero Rifkind (1983)
observa un aumento del mismo , mientras que, Hostmark y col.
(1980) no encuentran ningin efecto.

Con respecto a la concentracion H.D.L.-colesterol, Hostmark
y col. (1980} observan una disminucién con dietas con un alto
contenido en acidos grasos poliinsaturados n-6.

Kris-Etherton y col. (1984) sefialan que ratas alimentadas
con dietas ricas en Acidos grasos poliinsaturados n-6 tienen
concentraciones mas bajas de triglicéridos y presentan una mayor
produccidén de H.D.L.-colesterol hepatico, pero similares de
H.D.L.-colesterol plasmatico que ratas que recibian en su dieta
aceite de oliva o de palma. Como el aclaramiento de lipoproteinas
ricas en triglicéridos es proporcional a la concentracidn dge
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H.D.L. en plasma (Kekki, 1980), y esta concentracidn proporcional
a la de apo C-II y C-III (Kashyap y col., 1983), un aumento en
la produccidén de H.D.L. hepaticas puede explicar en parte el
efecto hipotrigliceridemiante de los &cidos grasos poliinsa-
turados quizads debido a un aumento de la sintesis y secrecidn
de apoproteinas C.

Por otro lado, 1la presencia de a4cidos grasos poliinsatura-
dos n-6 en las lipoproteinas puede influir en su metabolismo
acelerando su captacién. Asi Gavigan y Knight (1981) observan
que a mayor cantidad de linoleato en las L.D.L., mayor es su
captacion por los fibroblastos al compararlas con las L.D.L.
conteniendo &cidos grasos mas saturados.

Bochenek y Rodgers (1978) después de analizar varias posi-
bilidades indican que el efecto hipocolesterolémico de las gra-
sas insaturadas n-6 se debe a la redistribucién del colesterol
plasmatico en los tejidos tisulares.

Segin Vega y col. (1982) la sustitucidédn de A&cidos grasos
saturados de la dieta por Acido linoleico conduce a una dismi-
nucidén paralela de L.D.L.-colestercl y del nimero de particulas
de L.D.L., por lo que la hipdtesis de Spritz y Mishkel (1969}
en la gue los acidos grasos poliinsaturados excluyen estérica-
mente al colestercl de la particula de L.D.L. no parece la mas
adecuada.

Estudios cinéticos de apo B-L.D.L. han sefialado un efecto
claro de los acidos grasos poliinsaturados sobre el metabolismo
de las L.D.L., particularmente a nivel de receptor para apo-B,
l¢ cual conduce a una disminucidén sustancial de la concentracitén
de L.D.L. plasmltica (Spady y Dietschy, 1985).

1.4.3.2.ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE LA FAMILIA N-3.

Destacan dentro de esta familia, por su posible papel en
la prevencidén de 1las enfermedades cardiovasculares,el &acido
docosahexaenoico (DHA, C 22:6 n-3) y el acido eicosapentaenoico
(EPA, C 20:5 n-3), muy abundantes en los aceites de pescado.

Su consumc es beneficioso desde el punto de vista de 1la
enfermedad cardiovascular por dos razones:
-Disminuyen la agregacidén plaquetaria, al interferir en el
metabolismo de prostaciclinas, tromboxanos y leucotrienos (Lands,
1986; Sanchez-Muniz, 1987; Nestel, 1990; Kinsella y col., 1990
Simopoulos y col., 1991 ).
-Disminuyen los lipidos plasmaticos tanto en personas sanas como
en hiperlipémicas y en diferentes animales de experimentacién,
como se indica en log trabajos de Huang vy col. (1986), sanchez-
Muniz (1987), Nestel (1990); Kinsella y col. (1990); Simopoulos
y col. (1991).

Estudiaremos en este apartado el efecto del consumo de n-3
sobre las diferentes fracciones lipidicas en higado y plasma.
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El contenido lipidico total hepatico raramente es alterado
con el consumo de aceite de pescado (Kinsella, 1987). En la
revisién de este ultimo autor solamente en al trabajo de Koba-
take y col., (1983) se aprecia una reduccién en los lipidos
hepaticos en ratas alimentadas con dietas conteniendo un 5% de
aceite de pescado frente a otras alimentadas con manteca de
cerdo.

c ] : hepati

El consumo de aceite de pescado se acompafia generalmente
de cambiocs en la composicidn de los &dcidos grasos de los lipidos
hepdticos. Asi, se observan incremento en los niveles de &cido
eicosapentaenoico y docosahexaenoico (De Escrijver y Privett,
1982; Bruckner y col., 1984; Iritani y Norita, 1984) y disminu-
cién en los de araquidénico (Iritani y Fujikawa, 1982; Bruckner
y col. 1984; De Scrijver y Privett, 1982). En lo referente al
dcido linoleico los resultados comentados por Kinsella (1987)
son controvertidos.

La variacioén en la composicién de los acidos grasos en los
lipidos hepéaticos puede observarse muy rapidamente en ratas
después de consumir 100g/Kg de aceite de arenque. Asi, sb6lo
después de un dia se observaron incrementos marcados en la pro-
porcién en &cido eicosapentaencico y docosahexaenoico en los
dcidos grasos microsomales hepaticos (citado en la revisidn de
Kinsella, 1987).

Cuandc ratas alimentadas durante 14 dias con una dieta
libre de grasa, recibieron posteriormente durante el mismo
periodo una dieta conteniendo un 5% de aceite de pescado el nivel
de C,,., n-6 en los fosfolipidos hepaticos disminuyd rapi-
damente, mientras que se incrementdé la proporcidén de A&acidos
grasos poliinsaturados n-3. Dicho incremento se estabilizé a
partir del cuarto dia habiendo casi desaparecido el &cido graso
C,o:a N-6 después del sexto dia de consumir pescado. Cuando el
proceso dietario se invirtidé los niveles de &cidos grasos,
poliinsaturados n-3 cayeron mis lentamente que antes habian
incrementado, va que en el sexto dia de recibir de nuevo una
dieta libre de grasa el valor de los &cidos grasos poliinsa-
turados n-3 se encontraba en la mitad del valor madximo ({(Iritani
y Norita, 1984}.

Segin Iritani y Fujikawa (1982), los niveles de &cidos
grasos hapiticos parecen ser fisioldgicamente importantes,
permaneciendo la cantidad total de &cidos grasos con mds de tres
dobles enlaces a un nivel constante entre 31% y 35%, sea cual sea
el tipo de dieta recidido. Este afectard sbélcoc a la familia de
dcidos grasos, obteniendose en el caso de animales alimentados
con dietas libres de grasas o con dJgrasa hidrogenadas altos
niveles de C,,,, n-9, mientras que el contenido de n-3 se elevara
cuando los animales reciban en su dieta grasa de pescado.
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Los efectos del consumo de aceite de pescado sobre 1los
niveles de triglicéridos hep&ticos no son claros. Asi, Los
trabajos de Ruiter y col. . (1978) y Kobatake y col. (1983) indican
que no se alteran los niveles de estos lipidos hepdticos con el
consumo de aceite de pescado, mientras que Wong y col. (1984)
observan un aumento del 38% en la concentracién de triglicéridos
hepdticos en ratas alimentadas con un suplemento del 15% de Max-
EPA respecto a basales sin dicho suplemento.

Efectos sobre el colesterol hepatico,

En la revisién de Kinsella (1987) se observa que la
disminucidén de los niveles de colesterol hepatico fue propor-
cional a la ingesta de aceite de pescado. Kobatake y col. (1983)
observan unas reducclones del colestercl hepatico propocrcionales
a la sustitucidn de metil oleato de la dieta por aceite de
pescado.

Efectos sobre triglicéridos plasmiticos.

La reduccién de triglicéridos asociada al consumo de &cidos
grasos poliinsaturados n-3 ha sido descrita en muchos trabajos,
entre ellos podemos citar a Ruiter y col. (1978}, Von Lossonczy
y col. (1978), Harris y col. (1983), Kobatake y col. (1983),
Wong v col. (1984), Nestel y col. (1984), Nestel (1986). Pero,
hay que indicar gue ingestas pequefias de n-3 no producen tal
disminucién (Hamazaki y col., 1982; Morisaki y col., 1983;
Sanchez-Muniz y col., 19%la}.

Para Harris y col. (1984} y Nossen y col. (1986) este efecto
hipotrigliceridemiante se deberia a que el Acido eicosapentae-
noico inhibiria la sintesis y/o secrecidn de triglicéridos aso-
ciada a las V.L.D.L., como comprobaron en cultivos de hepato-
citos de rata.

La baja sintesis y/o secrecién de triglicéridos no puede
ser explicada por la reduccidén de la captacidén por las células
de &cido eicosapentaencico ya que por medidas de radiocactividad
se ha visto que las células si captan este &cido dgraso.

Para Nossen y col. (1986) tampoco es probhable que las causas
de la disminucién de la sintesis de triglicéridos se deban a un
aumento de la oxidacién de acidos grasos, sino a una disminucién
de la actividad de la triacilglicerol sintetasa, posiblemente
debido a que el &cido eicosapentaenoico sea debilmente activado
por la acil Co A o que el eicosapentanoil-Co A sea un sustrato
pobre para dicha sintetasa. En cuanto a la inhibicidén en 1la
secrecidn de triglicéridos puede ser explicada principalmente por
la inhibicién de su sintesis. En resumen, para este autor se
secretarian la misma cantidad de particulas V.L.D.L. pero con
menor cantidad de triglicéridos.
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Con respecto a los niveles de colesterol en plasma, en la
revisién de Herold y Kinsella (1986), se observa que ratas
alimentadas con n-3 reducen sus niveles plasmdticos en relacidn
a ratas alimentadas con el mismo porcentaje de grasa total en
forma de manteca de cerdo. Este efecto es dependiente de la
dosis. Asi, Kobatake y col. (1983) observan que mezclas de n-3
y metiloleato producen cambios en la colesterolemia propor-
cionales al contenido ingerido de n-3. Durand y col. (1985)
encuentran, también en ratas, una correlacidn negativa entre los
niveles de colesterol sérico y del contenido tanto de &cidos
grasos poliinsaturados n-3 de la dieta como da &cidos grasos
poliinsaturados n-3 del suero. En monos, Parks y col. (1989)
describieron que el aceite de pescado reduce el contenideo de
ésteres de colesterol en lipoproteinas, perc no el nimero de
particulas vertidas al plasma.

En cambio, Ruiter y col. (1978), Morisaki v col. (1983) vy
Wong y col. (1984} encuentran que los niveles de colestercl
plasmitico en animales no se alteran con el consumo de n-3.

En humanos, los datos también son contradictorios, ya que
mientras que Brongesst-Shoute y col. (1981l) y Sanders y col.
{1981) no aprecian cambiocs en los niveles de colesterol plas-
mitico cuando se usa como suplemento dietario aceite de higado
de bacalao o abadejo, otros autores (Von Lossonczy y col., 1978;
Harris y col., 1983; Illingworth y col. 1984) sdlo observan
efectos con dietas conteniendo altas cantidades de grasa de
pescado y Max-EPA. En cambio, Sanders y Roshanai (1983) sefialan
un efecto dosis-respuesta en individuos alimentados con canti-
dades crecientes de Max-EPA (a mids dosis menor concentracién de
colesterol total en plasma). Phillipson y col. (1985) observan
una reduccidn entre el 27% y 48% de los valores iniciales de
colesterol plasmatico en individuos hipertrigliceridémicos que
consumen dietas con aceite de pescado durante 4 semanas y Von
Lossonczy ¥ col. (1978) indican una disminucién de colesterol en
plasma en sujetos normolipémicos alimentados c¢on dietas
enriquecidas en n-3. Recientemente nuestro grupo en mujeres nor-
mo(hipo)lipé&micas observd una disminucién del 6% en los valores
de colesterol total,no significvativa, después del suplemento de
la dieta habitual con 3 g/dia durante 10 dias de un preparado
estandarizado de aceite de pescado (Pulse ®* ) (S&nchez-Muniz y
col., 1991a).

También Nestel (1986) sefiala que incluso cuando la ingesta
de colestercl es alta los n—-3 son capaces de frenar la hiperco-
lesterolemia.

A este respecto, Higén y col. (1987) y Sanchez-Muniz y col.
(1991b) indican gue la induccidn hipercolesterolemiante de die-
tas conteniendc colesterol vy bilis de buey se frena de forma
acusada cuando dichas dietas contienen moderadas cantidades de
acidos grasos poliinsaturados n-3 en forma de sardinas fritas
en aceite de oliva o girasol.

37



(& (@] e

Los datos bibliograficos sobre la influencia de los d4cildos
grasos poliinsaturados n-3 sobre la fosfolipémia son controver-
tidos.

Huang y col. (1986) observan que ratas alimentadas con
dietas en las que se incrementaba la proporcidn de aceite de
pescado disminuian los fosfolipidos plasmaticos.

Iritani y Fujikawa (1982) encuentran una disminucidn de
fosfolipidos plasmaticos en ratas proporcional al consumo de
aceite de pescado dietario, pero no encontraron diferencias sig-
nificativas entre los fosfolipidos de ratas alimentadas con die-
tas conteniendo aceite de sardina o de maiz.

Por Gltimo, en contraposicidén a lo anterior, Nossen y col.
(1986) indica un aumento en la secrecién y sintesis de fosfo-
lipidos en hepatocitos en presencia de acido eicosapentaenoico.

1.4.3.2.a.PRINCIPALES DIFERENCIAS ENTRE LOS ACIDOS EICOSAPEN-
TAENOICO (20:5, N-3), DOCOSAHEXAENOICO (22:6, N-3) Y LINOLENICO
(18:3, N-3).

A pesar de pertenecer a la misma familia, estos &cidos
parecen tener un efecto diferente scbre la lipemia al ser
ingeridos. Kinsella (1987) encuentra que 1los niveles de
H.D.L.-colesterol parecen ser mis sensibles a la ingesta de DHA
que a la de EPA, yva que en ratas se incrementan una media del
11% después de la ingesta de 100 mg diarios de DHA durante 2
semanas, mientras gue no se observan cambios cuando ingieren la
misma cantidad de EPA.

Huang y col. (1986) observan una diferente incorporacién
de estos Acidos a los distintos 6rganos. Asi, el DHA se incor-
pora mids a fosfolipidos de plasma, higado y corazdén; mientras
que el EPA se incorpora mejor a fosfolipidos de rifién.

Segun Durand y col. (1985) cuando la ingesta de &cidos
grasos poliinsaturadeos n-3 es muy bajo, el EPA puede no repre-
sentar mas que 0,2% de los acidos grasos séricos, mientras que
el DHA nunca es menor del 1%, lo que hace pensar en diferentes
papeles fisiolégicos de dichos acidos séricos.

Otras diferencias se encuentran en la inhibicién del meta-

bolismo del &cido araquidénico. Hwang y col. (1988) en ratas
Sprague-Dawley alimentadas con cantidades crecientes de 1lino-
lénico o concentrado de aceite de pescado en presencia de
cantidades constantes de 1linoléico 1llegan a las siguientes
conclusiones:
-Los &cidos grasos n-3 de cadena mas larga parecen ser mas
efectivos que el &cido linolénico en la supresidn de los niveles
de acido araquidénico en pulmén y fosfolipidos plasméticos y en
la inhibicidén de 1la capacidad de los tejidos de sintetizar
productos derivados de la ciclooxigenasa.
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~-La ingestién de aceite de pescado conduce al aumento de 1la
formacion de productos derivados de la lipoxigenasa, disminuyendo
la formacién de productos derivados de la cicloxigenasa. EIl
dcido linclénico no es sustrato para la sintesis de leucotrienos,
mientras que el EPA es preferido sobre el dcido araquidénico como
sustrato de la 5-1lipooxigenasa (Ochi y col., 1583}.

~Los &cidos grasos n-3 de cadena larga parecen ser mas efectivos
que el Adcido linolénico suprimiendo la formacién de tromboxano
B-2.

1.4.3.3.PRINCIPALES DIFERENCIAS ENTRE LOS ACIDOS GRAS0OS POLI-
INSATURADOS DE LAS FAMILIAS N-3 Y N-6.

Son numerosos los trabaios donde se aprecia que los acidos
grascos poliinsaturados n-3 producen mayor reduccidn de lipidos
en plasma que los &acidos grasos poliinsaturados n-6.

Asi, Wong y col. (1984) encuentraron en ratas alimentadas
con un 15% (en peso} de Max-EPA durante 2Z semanas tuvieron un 40%
mds bajo los niveles plasmiaticos de triglicéridos que las ali-
mentadas con igual cantidad de aceite de cartamo (rico en Aacido
linoléico).

Huang y col. (1986) compararon el efecto de dietas con-
teniendo diferentes tipos de aceite (cartamo o pescado) sobre
los lipidos plasmaticos de ratas macho Sprague-Dawley. Observan
gue, en general, los lipidos plasmaticos son mds bajos en ratas
alimentadas con aceite de pescado en comparacidn con las dque
recibian aceite de céartamo.

También en el trabajo de Wong y col. (1984) se indica en
ratas alimentadas con suplementos de aceite de pescado, frente
a las alimentadas con aceite de cartamo, una disminucién de la
lipolisis, aumento de la cetogénesis, aumento de la oxidacién de
dcidos grasos y disminucidén de la secrecién de triglicéridos
(V.L.D.L.-triglicéridos).

Illingworth y col (1984) encuentran niveles un 20% més
bajos de'L.D.L.-colesterol usando dietas con Max-~EPA (2% de PUFA
n-6, 30% de &acidos grasos saturados y 35% de PUFA n-3) frente
a dietas con 37% de acidos grasos saturados y 18% de PUFA n-6.

A pesar de todo, existen otros trabajos donde este efecto
diferencial entre PUFA n-3 y n-6 no es tan claro (Harris vy
col., 1983; Nestel y col. 1984).

Sin embargo, las principales diferencias entre estas dos
familias de &cidos grasos se centra en la sintesis de leuco-
trienos, prostaciclinas y tromboxanos, aspecto al cual, debido
al contenido de este tema, no nos referiremos.
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1.5.DIE IPERC STEROIL E

Es bien conocido que un incremento en el colesterol
dietario produce un incremento en el colesterol plasmatico
(Quazi y col., 1983; Huang y col., 1986) principalmente debido
al incremento de la fraccioén esterificada de este esterol (Ross
y Zilversmit, 1977). Por otro lado, Rudel y col. (1985) obser-
varon en monos que dietas enriquecidas en colesterol incremen-
taban el tamafic y nUmero de las L.D.L. en plasma, asi como el
contenido de ésteres de colesterol de estas particulas. Ademas,
la ingesta de estas dietas conduce en animales de experimentaciodn
a la aparicién de 2 lipoproteinas anormales ricas en ésteres de
colesterol: las B-V.L.D.L. ricas en apo B y apo E, y con poco o
nada de apo C (Mahley, 1982) y las H.D.L.. que ademas contienen
apo E y apo A v algo de apo C (Mahley y col., 1974). Ambas lipo-
proteinas se creen asociadas con estados prematuros de ateroscle-
rosis (Rodriguez y col., 1976).

La acumulacidén de particulas ricas en ésteres de coles-
tercol en el suero de distintas especies animales alimentadas con
esta sustancia puede ser enteramente debida al incremento en la
sintesis de estas particulas por el higado e intestino y/o a una
saturacién del mecanismo hepatico de eliminacién. A este res-
pecto, diversos estudicos han demostrado que no hay defectos en
el mecanismo de elimacidn en la rata de particulas ricas en
ésteres de colesterol del suero {Wong y Rubinstein, 1979), o en
preparaciones de higado perfundido de rata (Kris-Etherton y
Cooper, 1980).

Para estos nltimos autores, el mecanismo que conduciria a
la hipercolesterolemia seria la biosintesis de lipoproteinas en-
riquecidas en ésteres de colesterol a expensas de los trigli-
céridos. Este efecto no iria acompafiado de un incremento de 1la
secrecién de lipoproteinas al plasma. Johnson y col. (1983)
sostienen la misma teoria. Sin embargo, para otros autores
(Kovanen y col., 1981; Brown y Goldstein, 1984; Sorci~Thomas y
col., 1989) el mecanismo implicado en el incremento de las
concentraciones séricas de colesterol seria la inhibicioén de la
actividad del receptor L.D.L. Dietas ricas en colesterol no
incrementaban el RNAm para Apo B en higado, mientras que redu-
c¢ian al 50% el RNAm para los receptores hepaticos de L.D.L.

En lo que se refiere al higado estas dietas hipercoles-
terolemiantes van a provocar un incremento de su contenido lipi-
dico (Quazi y col., 1983), sobre todo, ésteres de colesterol
(Eklund y Sjéblom, 1986; Bochenek y Rodgers,1978). Por otro
lado, al introducir colesterol en la dieta disminuye la acti-
vidad de la HMG CoA reductasa hepatica y aumenta la excreciétn
fecal de esteroides neutros y dcidos (Bochenek y Rodgers, 1978),
debido quizds a un aumento de la sintesis de &cidos biliares
(Vega y col., 1982).

Con la ingesta de colesterol el higado progresivamente se
enriquece de colesterol esterificado como resultado de la capta-
cidén de particulas de quilomicrones remanentes ricas en coleste-
rol de origen intestinal (Klein y Rudel, 1983); pero también,
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cuando hay gran cantidad de colesterol en la dieta, la captacidn
hepatica del mismo se retrasa (Zilversmit, 1979).

Posteriormente por accion de una estearasa los ésteres de
colesterol en el higado se hidrolizan en acidos grasos y coles-
terol libre que puede tener diferentes destinos:
~-Reesterificado y almacenado como é&steres de colesterol.
-Convertido en &cidos biliares.

-Secretado a la bilis comoc colesterol.
-Secretado al plasma como lipoproteinas.

Estos tres primeros puntos explicarian el acimulo de és-
teres de colesterol en higado, el aumentc de la sintesis de &ci-
dos biliares y de la excrecidn de esteroles antes sefialados.

El Gltimo punto explicaria el aumento de los ésteres de co-
lesterol en lipoproteinas plasmaticas con dietas hipercoleste-
rolemiantes, debido a una secrecidn por parte del higado de par-
ticulas ricas en este tipo de ésteres.

Estos Gltimos compuestos se formarian por un aumento de 1la
actividad del enzima hepatico A.C.A.T., tal y como aparece en
el trabajo de Norum y col.(1983) en ratas y cobayas alimentadas
con dietas ricas en colesterol.

Segin esto, el higado secreta m&s V.L.D.L. y L.D.L. que
contienen ésteres de colesterol producidos por este mecanismo,
siendo, por tanto, la mayor parte del colesterol esterificado de
la rata de origen hepatico (Noel y col., 1979; Kris-Etherton y
Cooper, 1980). B

1.5.1.EFECTOS DEL COLESTEROL DIETARIO SOBRE LOS ACIDOS GRASOS.

Segin Bochenek y Rodgers (1978), el colesterol de la dieta
altera el metabolismo de los acidos grasos en el higado. Estos
autores observan gue el consumoc de colesterol disminuye el por-
centaje de los acidos grasos poliinsaturados esenciales en fos-
folipidos hep&ticos. Asi, el &cido araquiddnico disminuye en
esta fraccibn lipidica en los 2 grupos experimentales alimentados
con suplementos de colesterol. Para estos autores se incorpord
mas &cido linoleico (fuente del adcido araquiddénico)} a los ésteres
de colesterol hepadticos, disminuyendo la cantidad de este acido
graso disponible para la produccién de fosfolipidos hepaticos.

También Morin y col. (1962), citados por Huang y col.
({1386), indican una disminucién de estos dcidos grasos en el hi-
gado consecuente a un exceso en la ingesta de colesterol.

Swell y col. (1964) y Pfeifer y col. (1955), citados por
Bochenek y Rodgers (1978), explican este efecto debido a que
cuanto mas colesterol se ingiere mads se acumula en los tejidos
Y mas acidos grasos poliinsaturados se requieren para la sinte-
sis de ésteres de colesterol. También se necesitan estos acidos
en mayor cuantia para la sintesis de fosfolipidos, uno de los
materiales que constituyen las lipoproteinas utilizadas para el
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transporte de colesterol. Es decir, con la ingesta de grandes
cantidades de colestercol el higado secreta mas V.L.D.L. y se vera
obligado a consumir &cido araquidénico (principal &cido graso
presente en los ésteres de colesterol en plasma (Swell y col.,
1964), para la sintesis de colesterol esterificado y de fosfoli-
pidos de las V.L.D.L.

Otros autores indican un posible bloquec de la sintesis de
dcido araquidénico. Morin y col., (1962) muestran que manipu-
laciones mds extremas en la dieta del colesterol pueden producir
acumulacién del &cido 8, 11, l4-eicosatrienocico y del A&acido 5,
8, ll-eicosatrienoico, intermediarios en la via del 1linoleato
a araquidénico (Howton y Mead, 1960), citados por Bochenek y
Rodgers, (1978), y un incremento de estos intermediarios en
fosfolipidos hepédticos puede reflejar un bloqueo en la parte
final de la conversidén del linoleato a araquiddnico.

Bochenek y Rodgers (1978) no encuentran estos isdmeros del
dcido eicosatrienoico en fosfolipidos hepaticos. Pero en ese
trabajo no se afiadieron cantidades de lipidos neutros y coles-
terol tan grandes como en otros, ni tampoco se adicionaron sales
biliares. Por lo que en este caso, la explicacién del bajo nivel
de araquidénico en fosfolipidos hepaticos, puede deberse a la
rapida utilizacién de este acido graso.

Huang y col. (1986) también observan con la ingesta de
colesterocl acumulacidén de dcido linoleico y reduccidn de ara-
quidénico en plasma e higado. También indican aumento de Aacido
eicosapentaenoico y reduccidtn de docosahexaenoico en estos
mismos érganos. Esto implica que la conversioén del dcido eicosa-
pentaencico a docosahexaenoico puede estar también reducida con
el colesterol dietario. Para estos autores, la inhibicién puede
localizarse en la elongacién de eicosapentaenocico a docosapen-
taenoico y/o desaturacién de docosapentaenoico a docosahexae-
noico.

Todos estos cambios por efecto del colesterol dietario no
se observan en corazdn o rifién debido, seguramente, a la mas
baja actividad de desaturacidn de &cidos grasos y a la mayor
capacidad de conservar los Aacidos dgrasos esenciales en estos
drganos.

Finalmente, Bochenek y Rodgers (1978) indican que dietas
conteniendo colestercl inhiben la desaturacién de los &acidos
grasos n-6 en los animales que las consumen. Esta afirmacién tam-
bién es apoyada por Huang y col. (1985), trabajo citado en Huang
(1986} .
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1.6.MODIFICACIONES EN EI. ALIMENTO Y EN LAS GRASAS CULINARTAS POR
PROCESQ ITURA. NFLUENCIA DE CONSUMO S0
COLESTEROLEMTA 0O DE HIGADO.

La fritura es un proceso culinario consistente en el intro-
duccidn del alimento en un bafio de aceite a una temperatura
entre 170eC y 200¢C. Se obtiene de esta forma un alimento frito
de especiales caracteristicas, entre las gue destacaria su pala-
tabilidad (varela, 1980).

A pesar de la tebdrica alta temperatura alcanzada en el pro-
ceso, el dafio térmico sufrido por el alimentc es menor al que
cabria esperar. La razdén es que mientras dura la evaporacion del
agua, lo cual es necesario para que penetre la grasa caliente
del bafio de fritura, la temperatura no sube de los 1002C; y una
vez que ha penetrado en el alimento la grasa caliente del bafio
el tiempo que transcurre hasta que la fritura finaliza es rela-
tivamente corto. Sanchez-Muniz vy col. (1990) sefialan al freir
sardinas que la temperatura del aceite de la freidora permanece
la mayor parte del proceso de fritura por debajo de 140°C.

De lo anterior podemos deducir dos de los principales cam-
bios que ocurren en el alimento durante la fritura: evaporacidn
del agua y enriquecimiento por la grasa del bafio de fritura (Va-
rela, 1983).

Debido a la evaporacion del agua se produce una pérdida de
peso del alimento frito, yva que la cantidad de grasa gue penetra
suele ser inferior a la cantidad de agua perdida (Medina, 1986;
Hernandez, 1989). Por 1la penetracién de la grasa del bafio se
provoca una dilucidén de la grasa propia del alimento (S&nchez-
Muniz y col., 1991c}).

Este dltimo punto es de especial interés en lo referente
a la fritura de pescado azul. En este caso la dilucién antes men-
cionada provoca una disminucién de los &cidos grasos poliinsa-
turados n-3 presentes en el aceite de pescado, por lo que se
podria alterar, al menos cuantitativamente, el papel protector
de estos &cidos grasos en las enfermedades cardiovasculares. Sin
embargo, la fritura en grasas monoendicas como el aceite de oliva
enriqueceria al pescado azul en adcidos grasos de la familia n-9
pudiendo resultar beneficioso en el tratamiento de dichas enfer-
medades, como se comentd en el apartado 1.3.2.

Sédnchez-Muniz y col. (1991c) en fritura de sardinas en bafio
de aceite de oliva encontraron que dicho pescado se enriquece
en acido oleico {de un 20,5% a un 65,8%) y se empobrece en &ci-
do palmitico (14,1% frente a un 27,6%) y 4cido docosahexaenoico
(1,2% frente a un 16,2%}, mientras que otros &cidos grasos sufren
modificaciones de menor cuantia.

Hay que sefialar que este enriquecimineto en grasa del ali-
mento frito va a depender del contenido lipidico del alimento
crudo. Asi, Mai y col. (1978) encontrarcn, en un estudio rea-
lizado en frituras de pescado fresco, que a mayor contenido ini-
cial de grasa del pescado menor era la absorcion de la misma y
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viceversa.

Ademas, este aporte en grasa supone un incremento en el
contenido energético del alimento y puede contribuir al trans-
porte de componentes liposolubles, tales como vitaminas (Morei-
ras-Varela -y col., 1988}.

Por otro lado, el proceso de fritura puede afectar a las
proteinas del alimento. Asi, Aitken y Cornell (1979%) sefialan que
en fritura de sardinas el total de metionina no se afecta por
el calentamiento a 112eC & 1262C, pero la disponibilidad de este
aminoacido se reduce sensiblemente. Otros trabajos de estos auto-
res sefialan una pérdida de lisina del 29% por el proceso de fri-
tura a 1802C durante 4 minutos.

Con respecto al triptdfano, Beamonte (1988) seflala que los
procesos térmicos culinarios de preparacién de un pescado graso,
entre ellos la fritura, pueden afectar al contenido de este ami-
nodcido por reaccién con los productos de oxidacién de los lipi-
dos, de esta forma, la proteina actuaria como antioxidante (Po-
korny, 1980). Las pérdidas de triptdfano estarian en funcién de
la composicién del alimento y del contenido y grado de oxidacidn
de los lipidos presentes en €1l.

Nawar (1984) sefiala que los hidroperdéxidos lipidicos pueden
inducir cambios oxidativos en las sulfoproteinas, causando pér-
didas nutritivas.

Hay gque indicar gque el sobrecalentamiento de las grasas
utilizadas en frituras repetidas pueden dar lugar a la aparicién
de productos potencialmente to6xicos (Alim y Mortom, 1974; Morton,
1977 y Varela y col., 1983). Sin embargoc, las condiciones tan
drasticas necesarias para que aparezcan estos productos raramente
se podrian dar a nivel doméstico. Asi, Hernéndez (1989) utili-
zando aceite de oliva en gquince frituras repetidas de patatas
concluye que las variaciones de este aceite de oliva fueron de
escasa magnitud y muy inferiores a las recomendadas para dese-
char una grasa de fritura.

Por Gltimo, durante el proceso de fritura se alteran prin-
cipalmente los &Acidos mono y poliinsaturados y, por tanto, su
posible influencia sobre los niveles de colesterol plasmiatico.
Este efecto depende en gran medida del tipo de aceite, cantidad
y composicidén del alimento a freir y del tiempo y temperatura
del proceso.

Simko y col. (1964) indican que grasas animales y aceite
de girasol cocinados ( p.e. fritos) elevan los niveles de
B-lipoproteinas y colesterol.

Sanchez-Muniz y col. (1986) después de alimentar ratas
Wistar en crecimiento durante 10 semanas con aceite de oliva
utilizado en 30 frituras repetidas de patatas frente a basales
alimentadas con el aceite en crudo encontraron incrementos sig-
nificativos del colesterol total (21%) que se corresponden con
un incremento significativo de los ésteres de colesterol (33%),
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permaneciendo el colesterol libre sin variacidn. Estos autores
sugieren que las ratas en estas condiciones experimentales adap-
tan su metabolismo lipidico esterificando el colesterol.

Sin embargo, Varela (1980) no encuentran un incremento sig-
nificativo en los valores de colesterol plasmatico en ratas ali-
mentadas con dietas que contienen aceite utilizado en fritura,
incluso, observa una disminucidn de estos niveles en ratas hem—
bras. Tomassi (1983) encuentra que el colestercl total y los
triglicéridos disminuyen con la ingesta de la parte polimerizada
y oxidada de un aceite de semilla de soja procedente de fritura.

Rodriquez y col. (1984) no encontraron modificaciones ni
en el tamafio de higado ni del corazén en ratas Wistar que reci-
bian aceites o grasas vegetales crudas o utilizadas repetidas
veces en frituras.

Sin embargo, Potteau y col. (1978} observan que diferentes
tipos de aceites fritos a elevadas temperaturas o durante tiem-
pos prolongados produjercon aumento del tamafio de higado y per-
turbaciones en el metabolismoc de la vitamina B.

Cava (1986) y Sanchez-Muniz y col. (1991b) intentando preve-
nir la induccién hipercolesterclemica en ratas ingiriendo coles-
terol y bilis de buey sustituyeron la caseina y aceite de oliva
de la dieta por sardinas fritas en aceite de oliva, utilizado
1l yv/o 2 veces para freir dicho pescado, y encontraron que mien-
tras los niveles de colesterol y otros lipidos plasmiaticos se
afectaron positivamente de forma marcada, tanto el tamafio de hi-
gado y corazdn como los iIndices cardio y hepatosomatico fueron
similares en ambos lotes.
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2.0BJETIVOS
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En la reunidn del Grupo Europeo de Nutricionistas (GEN) que
tuvo lugar en Paris en 1975 y en la conclusiones del 1°° Inter-
national Symposium of Frying of Food, celebrada en Madrid en
1986, se puso de relieve la necesidad de estudiar 1la relacién
entre grasas transformadas culinariamente y enfermadades cardio-
vasculares, indicandose la posibilidad de que gran parte de los
datos epidemioldgicos basados en la posible relacidn ingesta/gra-
sa/enfermedades cardiovasculares, podrian carecer de base cien-
tifica, ya que esta relacidén se habia calculado considerandc 1la
ingesta de las grasas crudas.

La importancia y actualidad que el consumo de pescado azul
ha alcanzado en Nutricidén y en la prevencién y tratamiento de las
enfermedades degenerativas (p.e. hipercolesterolemias, enfermeda~
des cardiovasculares, etc.) dan especial realce a esta tesis, ya
gue como se ha comentado en la introduccién de la revisién bi-
blicogrdfica la mayoria de los estudios con PUFA n-3 se han lle-
vado a cabo con concentrados de pescado (Shouten y Beynen, 1986;
Kinsella, 1987; Kinsella y col., 1990; Flaten y col., 1990) no
existiendo practicamente trabajos donde se valore la utilidad del
pescado procesado en la prevencidn y tratamiento de tales enfer-
medades.

Al freir un pescado azul como la sardina en aceite de oliva
o en girasol se producen cambios en la composicidén de acidos gra-
so0s que pueden resumirse en ambos casos en marcado enrigqueci-
miento en Acido oleico o lincleico respectivamente y empobreci-
miento en PUFA n-3. El cociente n-6/n-3 también se ve afectado
incrementandose en 4,9 veces en las sardinas fritas en aceite de
oliva y 24,1 en aceite de girasol respecto al de las sardinas
crudas (Sanchez-Muniz y col., 1991c).

Los resultados de este estudio sefialan que las sardinas
fritas en aceite de oliva presentaron adem&s una relacién de
dcidos grasos saturados/monoinsaturados/poliinsaturados mds ade-
cuada que la de las sardinas fritas en aceite de girasol (San-
chez-Muniz y col., 1991c).

También recientemente nuestro equipo (datos atin no publica-
dos) ha encontrado una aceptebilidad significativamente menor de
dietas conteniendo sardinas fritas en aceite de girasol que de
aquellas conteniendo sardinas fritas en aceite de oliva, posi-
blemente debido al diferente grado de saturacidén de las dietas
y a al mayor vulnerabilidad peroxidativa de las sardinas fritas
en girasol que le conferian una palatabilidad disminuida.

Por tanto, dada la popularidad creciente de la técnica culi-
naria de la fritura, el consumo de pescadc azul y por ende de
pescado frito y la mayor palatabilidad de dietas conteniendo sar-
dinas fritas en aceite de oliva que de girasol, el objetivo prin-
cipal de esta tesis doctoral es valorar la efectividad de dietas
conteniendo sardinas fritas en aceite de coliva en el tratamiento
de la hipercolesterolemia experimental.
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Por ello se procedera:

1.) A inducir una hipercolesterolemia mediante la utilizacidn de
dietas conteniendo caseina, aceite de oliva y colesterol, eva-
luando los cambios producidos en el perfil lipoproteico y en los
lipidos hepaticos.

2.) Se compararé en los animalesg hipercolesterolémicos los efec-
tos de dietas con o sin colesterol en las que se incluyan sardi-
nas fritas en aceite de oliva o caseina m&s aceite de oliva sobre
el perfil lipoproteico, la esterificacidn hepéatica del colesterol
¥ los niveles de colestercl en otros territorios extrahepéaticos.

3.) Se compararé en los animales hipercolesterolémicos log efec-
tos sobre el perfil lipoproteico y sobre los lipidos hepaticos
del tratamiento con sardinas fritas en aceite de oliva o con 1la
grasa extraida de esas sardinas.
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3.MATERTAL Y METODOS
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3.1.DISENO EXPERIMENTAL .

3.1.1.ANIMALES E INSTALACIONES.

Se eligieron al aczar ratas WISTAR, machos, de peso
aproximado 65 g., del criadero del Instituto de Nutricion y
Bromatologia (C.S.I.C.~U.C.M.) de la Facultad de Farmacia de la
U.C.M. Estas ratas se colocaron durante toda la experiencia en
cadmaras ecoldgicas con fotoperiodo controlade (12 horas de luz)
y a temperatura estabilizada (22,3+1,8¢2C).

3.1.2.DIETAS.

Se elaboraron dietas précticamente isocaléricas y cuya
composicidn aproximada fue:
a.)Proteina 15%
b.)Grasa 10%
c.)Corrector vitaminico 0,12%
d.)Corrector mineral 3,77%
e.)Fibra (celulosa) 5%
f.)Sacarosa 25%
g.)BHT y BHA 0,02% (0,01% BHT + 0,01% BHA).
h.)AIlmiddén c.s.p. 100%

En las dietas suplementadas con colesterol se sustituydé un
2,5% de almidébn por un 2% de colesterol y un 0,5% de bilis de
buey.

Tal y como indican Durand y col., (1985) y Cava, (1986) el
colestercl y la bilis de buey en las proporciones 1indicadas se
emplearon como agentes hipercolesterolemiantes. BHT y BHA se
utilizaron como antioxidantes.

Las dietas difieren en su fuente proteica y grasa. Las
fuentes grasas utilizadas fueron: aceite puro de oliva de acidez
0,42 y la grasa procedente de sardinas fritas en aceite de oliva;
y las fuentes proteicas: caseina y la proteina de estas sardinas
fritas.

El proceso de elaboracién de las dietas fue el siguiente:
a.)Dietas con caseina y aceite de oliva: se pesan los compo-
nentes en las proporciones indicadas anteriormente, utilizando
caseina y aceite puro de oliva, como fuente proteica y grasa
respectivamente. Se aflade 0,2% de D-L Metionina.
b.)Dieta con sardinas fritas en aceite de oliva: el primer paso
para la elaboracitn de esta dieta fue la fritura de sardinas
(SARDINA PILCHARDUS, WALBAUM) en aceite puro de oliva de acidez
0,42, sigquiendoc el esquema experimental indicado por Medina San
Nicolas, (1986), Cava, (1986} y Sanchez-Muniz y col., (1990).

Se partié de sardinas limpias de escamas, espina dorsal vy
cabeza, evisceradas, abiertas en abanico y enharinadas con hari-
na de trigo de alta extraccidén. Estas sardinas se frieron en
freidoras domésticas de 3 litros de capacidad a una temperatura
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inicial de 180¢C durante 4 minutos. A continuacién, las sardinas
se liofilizaron, manteniendolas a -20°'C en botes de cristal her-
meticaménte cerrados bajo atmésfera inerte de nitrégeno hasta su
uso. Después, conocido el contenido proteico y graso de estas
sardinas fritas se procedi® a pesar -los componentes de las die-
tas en las proporciones indicadas anteriormente.

Para la dieta constituida por caseina como fuente proteica
y aceite de sardina frita como fuente grasa; ésta uUltima se
obtuvo a partir de sardina entera frita en aceite de oliva,
extrayendo su grasa mediante el métode de Bligh y Dyer (1959).

La composicidén en humedad, extracto etéreo , proteina y
composicién en dcidos grasos de estas dietas se muestran en las
tablas 1, 14 y 30.

Todas las dietas se conservaron en atmdsfera de nitrdgeno
y a -202C hasta su utilizacidn.
3.1.3_DESARRCLLO DE LAS EXPERIENCIAS.

3.1.3.1.EXPERIENCIA A.

ESQUEMA EXPERIMENTAL

ADAPTACION|INDUGCCION HIPERCOLESTEROLEMICA [PERIODO EXPERIMENTAL

3 Dfas 21 Dias 14 Dias
DIETA ESTANDAR
DE LABORATORIO
*
DIETA C+O+Col. LOTE
7 ¥ C+0O+Col.
*
; DIETA C+O LOTE
* G0

% SAGRIFICIC Y OBTENCION DE MUESTRAS.

DETERMINACIONES:

-COLESTEROL, TRIGLICERIDOS ¥ FOSFOLIPIDOS EN PLASMA E HIGADO
-COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS EN EL TOTAL HEPATICO Y EN SUS DISTINTAS FRACCIONES LIPIDICAS
-COLESTEROL, TRIGLICERIDOS Y FOSFOLIPIDOS EN LIPOPROTEINAS

Esta experiencia comprende 2 periodos: de adaptacién (3
dias) y de induccidn hipercolesterolemiante (21 dias).
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En el periodo de adaptacidn, 1las ratas consumen dieta
estdndar de laboratorio (Sanders, Madrid).

En el 2° periodo los 1lotes empleados, compuestos de 7
animales cada lote, ingieren las siguientes dietas:
~-LOTE C+0: ingiere una dieta con caseina como fuente proteica y
aceite de oliva como fuente grasa (Dieta C+0).
-LOTE C+0+Col: ingiere la misma dieta que el Lote C+0 suple-
mentada con colesterol (Dieta C+0+Col).

Después de este tiltimo periodo, tras 12-15 horas de ayuno,
se procedid a extraer sangre mediante puncidén de la arteria
cardtida bajo anestesia con pentobarbital sédico.

Finalmente, las ratas fueron sacrificadas para la ex-
traccién de los higados, que se ultracongelaron en nitrdgeno

liquido y se almacenaron individualmente a =-202C, hasta su
posterior analisis.

3.1.3.2.EXPERIENCIA B.

ESQUEMA EXPERIMENTAL

ADAPTACIONINDUCGION HIPERCOLESTERCLEMICA [PERICDO EXPERIMENTAL
3 Dlas 21 Dias 14 Dias
DIETA ESTAMDAR DIETA *
DE LABORATORIO C+O+Col. LOTE
e ——— |
C+O+Col.
DIE TA *
] C+O . LOTE
v C+O
DIETA C+0O+Col.
28 > 28 - DIE TA w
S+Col. LOTE
[ S+Cal.
DIETA *
S
DIE TA *
7 DIETA C+O C+O LOTE
REFERENCGIA

W SACRIFICIO ¥ OBTENGION DE MUESTRAS.
DETERMINACIONES:

-COLESTEROL, TRIGLICERIDOS ¥ FOSFOLIPIDOS EN PLASMA E HIGADO
-COLESTEROL Y FOSFOLIPIDOS EN HDL

-GOMPOSICION EN AGCIDOS GRASOS EN EL TOTAL HEPATIGO Y EN SUERO
~DETERMINAGIONES ENM HECFES, BAZQ Y TEJIDO ADIPOSO

Esta Experiencia B comprende 3 periodos: de adaptacion (3
dias), de induccidén hipercolesterolemiante (21 dias) y experi-
mental (14 dias).

En el periodo de adaptacion, las ratas también consumen
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dieta estandar de laboratorio (Sanders, Madrid).

En esta experiencia todos 1los lotes, excepto el Lote
REFERENCIA, reciben durante el periodo preexperimental una dieta
conteniendo caseina, aceite de oliva y suplementada con coleste-
rol (bieta C+0+Col). El1 Lote REFERENCIA recibe durante esta fase
la misma dieta pero sin colesterol (Dieta C+0).

En el periodo experimental las ratas que ingieren la Dieta
Ct0+Col se separan en lotes de 7 animales cada 1lote. En este
periodo los animales reciben las distintas dietas experimentales:

-LOTE C+0: recibe 1la Dieta C+O.

~LOTE C+0+Col: ingiere la Dieta C+0+Col.

-LOTE S: recibe una dieta conteniendo comc fuentes proteica y
grasa sardinas fritas en aceite de oliva (Dieta S).

~-LOTE S+Col: ingiere la Dieta S, pero suplementada con colesterol
(Dieta S+Col).

—~LOTE REFERENCIA: consume la Dieta C+O.

3.1.3.3.EXPERIENCIA C.

ESQUEMA EXPERIMENTAL

ADAPTACION|INDUCCION HIPERCOLESTEROLEMICA [PERIODO EXPERIMENTAL
3 Dras 21 Dfas 14 Dias
OIETA ESTANDAR ) *
DE LABORATORIO DIETA C+O N LOTE
v C+0
DIETA G+O+Col *
+ +
21 > oy LJRETRS | LotE
5
*
DIETA C+AS LOTE

——
C+AS

W SACRIFICIO Y OBTENGION DE MUESTRAS.

DETERMINACIONES:

-COLESTEROL, TRIGLICERIDOS ¥ FOSFOLIPIDOS EN PLASMA E HIGADO
-COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS EN EL TOTAL HEPRATICO ¥ EN SUS DISTINTAS FRACGIONES LIPIDICAS
~COLESTEROL, TRIGLICERIDOS Y FOSFOLIPIDOS EN LIPOPROTEINAS

Esta Experiencia C comprende los mismos periodos que los
indicados en la Experiencia B: de adaptacién (3 dias), de
induccién hipercolesterolemiante (21 dias) y experimental (14
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dias).

Como en la anteriores experiencias durante el periodo de
adaptacioén los animales ingieren dieta estandar de laboratorio
(Sanders, Madrid).

En el periodo de induccidén hipercolesterolémica los animales
ingieren una dieta con caseina y aceite de oliva suplementada con
colesterol (Dieta C+0+Col}.

En el periodo experimental, los animales se distribuyen en
lotes de 7 ratas, que reciben las dietas siguientes:
-LOTE C+40: consume una dieta conteniendo caseina como fuente
proteica y aceite de oliva como fuente grasa (Dieta C+0).
-LOTE S: recibe una dieta constituida por sardinas fritas en
aceite de oliva como fuente proteica y grasa (Dieta S).
~-LOTE C+AS: ingiere una dieta que como fuente proteica lleva
caseina y como fuente grasa el aceite extraido de las sardinas
fritas (Dieta C+AS).

En estas 2 tlltimas experiencias, tras el periodo experi-
mental, se procede a la extraccidén de sangre y organos de manera
similar a lo descrito en la Experiencia A.

La conservacion de las muestras hasta su posterior andlisis
también se realiza individualmente en atmosfera de nitrdgeno a
una temperatura de -20°C.

3.1.4_PARAMETROS CONTROLADOS.

Peso de los animales: las pesadas de los animales se
realizaron una vez por semana, individualmente, empleandc una
balanza SAUTER KM-1000 y ajustando la primera cifra decimal.

Ingesta s6lida: se realizé a diario, individualmente y por
diferencia de peso entre el comedero lleno (ajustado a un peso
"determinado) y el comedero tras la ingesta. Se empled una
balanza SAUTER KM-1000, ajustando hasta la segunda cifra decimal.

Para el calculo de la ingesta de &cidos grasos se utili-
zaron los factores de conversidén indicados por McCance vy
Widdowson's (1978). Para el caso de sardinas fritas en aceite de
oliva se utiliza un factor que resulta de la media de 1los
correspondientes a grasa de sardina y a aceite, ya que, en
nuestro laboratorio hemos comprobado, por diferencias en el peso
y contenido de agua y grasa, que aproximadamente el 50% de 1la
grasa de sardinas fritas corresponde a la dgrasa de fritura.

En todos los lotes determinamos:
-En plasma colestercl total, fosfolipidos y triglicéridos.
-En higado se determindé: peso (se realiza inmediatamente después
del sacrificio en balanza analitica SAUTER Gm bH D-7470,
ajustando hasta 1la cuarta cifra decimal), humedad, lipidos
totales, colesterol (total, libre y esterificado), fosfolipidos,
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triglicéridos y acidos grasos del total hepatico.

Otras determinaciones que se realizaron fueron:
-En plasma se determiné la composicién en acidos grasos (Expe-
riencia B} y composicién de las lipoproteinas en: colesterol
(total, 1libre y esterificado), fosfolipidos y triglicéridos
(experiencias A y C).
~En higado se analizdé la composicién en acidos grasos de los
triglicéridos, fosfolipidos y colesterol esterificado (expe-
riencias Ay C).
-En bazo se determiné grasa, colesterol total, fosfolipidos y
triglicéridos (Experiencia B).
-En tejido adiposo se determiné grasa y colesterol total
(Experiencia B).
~En heces se analizd el contenido de grasa, humedad y colesterol
total y acidos biliares (Experiencia B).

3.2.TECNICAS ANALITICAS.

3.2.1.HUMEDAD.

Se determiné en estufa a 1052C hasta peso constante en
alicuotas de las dietas, higados y heces.

3.2.2.PROTEINA DE LAS DIETAS.

Se utilizé el método Kjeldalh para determinacidn de
nitrégeno. E1 factor de conversidén a proteinas utilizado fue
6,25.

3.2.3.LIPIDOS TOTALES.

En dietas, se determin® mediante la técnica Soxhlet en una
unidad de extraccidén 1040, modelo SOXTEC SYSTEM (TECATOR, SUE-
CIA). Como liquido de extraccidn se empled éter de petrodleo.

En higado, otros 6rganos y en heces el contenido lipidico
total se determiné por pesada del extracto cloroférmico,
evaporado a sequedad, obtenido siguiendc una ligera modificacién
del mé&todo de Bligh y Dyer (1959) y posterior purificacidn segn
el método de Folch y col. (1957). Dicha determinacidn se realizd
atendiendo al esquema n2l. Este extracto lipidico purificado se
recuper® con 10 ml de cloroformo. Esta disolucidn clorofdrmica
se guardd a -20e9C en tubos con tapdon de rosca v tefldn bajo
atmosfera de Nitrédgeno hasta su analisis.

Una parte alicuota de este extracto clorecférmico se evapord
a sequedad rediscolviendose con una mezcla de isopropanol/H,0
(95:5), para las determinaciones enzimdticas posteriores de
colestercol, fosfolipidos y triglicéridos (Montes y col., 1978).
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Esquema n?l .EXTRACCION Y PURIFICACION DE LIPIDOS HEPATICOS.

MUESTRA

HOMOG

CENTRI

(aprox. 2 g.)

+ 18 ml cloroformo/metancl {1:2)

ENEIZADO

+ & ml ¢lorotormo

FUGACION (5'a 1200 r.p.m.}

+FASE INFERIOR

FASE SUPERIOR .

+ & mil oloreformo/metanol (1:1)

CENTRIFUGAR (6'a 1200 r.p.m.)

L

FASE SUPERIOR
(se desecha)

FASE IN

EXTRACTO LIPIDICO

EXTRACTO LIPIDICO
(fase clorofé

FASE INFERIOR

AMPOLLA DE DECANTACION

* 7,26 mf
H

ERIOR

+ 14,5 ml
clorctormo

'

FERIOR FASE SUP

—— FASE INFERIOR

FASE SUPERIOR

lavar 2 veces
oloroformo/metanol/GINa 0,68% (3:48:47)

FASE ALUOSA
(se desecha)

PURIFICADO
rmica)

- EVAPORAR A SEQUEDAD (en corriente de nitrogeno)

+ 10 ml clorolorme

DETERMINACIONES EN HIGADO



3.2.4.CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (T.L.C.).

Se utiliza para la separacién de las tres fracciones de li-
pidos, en las que posteriormente analizaremos su composicidn en
dcidos grasos. Estas fracciones son: fosfolipidos, triglicéridos
y colesterol esterificado.

La separacién se produce por la distinta afinidad de estos
lipidos por una fase estacionaria o fija que, en T.L.C., es un
s6lido poroso (silicagel) retenido en un soporte inerte {(placa
de vidrio), que es recorrido por la fase movil (eluyente o
ligquido de desarrollo).

~Fase estacionparia.
Se utilizaron cromatoplacas de silicagel 60 F,.,S (MERCK,
R.F.A.) de 20%*20 cm y 0,5 mm de espesor.

Antes de aplicar las muestras, se introdujo la placa en la
camara de cromatografia saturada con el liquido de desarrollo
para deslipidarlas y 1lavarlas. Posteriormente, después de la
evaporacidén del liquido de desarrollo, se aplican las muestras
sin activar las placas.

-Liquido de desarrollo.,

Se probaron diversos eluyentes empleados por distintos
autores:
a.)Hamilton, (1986) propone hexano/éter etilico/dcido fumérico
(80:20:2) vy éter de petréleo/bencenc (4:7).
b.)Las mezclas de hexano, €ter etilico y &cido acético glacialson
utilizadas por diversos autores: Pagani, (1978); Lépez-Espinoza
y col., (1984); Hamilton, (1986) y HNossen y col. (1986). Se
elaboraron diferentes mezclas utilizando estos 3 liquidos
(hexano/éter etilico/acido acético glacial), en las siguientes
proporciones: (90:10:1), (85:15:1), (80:20:1), (70:30:1}).
c.) Eter de petrdleo/éter etilico/&4cido acético glacial
(85:15:1). Un eluyente similar es utilizado por Field y col.
(1985) su composicién era éter de petrdleo/éter etilico/acido
férmico (60:40:1,6).

Con el eluyente que obtuvimos mejor resultado, sobre todo
en la separacién del colesterol esterificado y triglicéridos fue
el constituido por éter de petréleo/éter etilico/acido acético
glacial (85:15:1). Por esta razdn, este liquido de desarrollo
fue el empleado en nuestro trabajo.

L 6 1] ion de 1 !

Se evapord a sequedad en corriente de nitrdgeno 1 ml del
extracto cloroférmico hepdtico, redisolviéndo con 100 ul de
cloroformo. Esta concentraci6én se realizé el mismo dia en el que
se desarrolldé el cromatograma.

Se aplicaron 20 pl de esta dltima solucién cloroférmica con
microjeringas HAMILTON de 50 ul sobre las cromatoplacas de
silicagel a 2 cm de la base.

Finalmente, estas cromatoplacas se introdujeron, después
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de evaporarse el cloroformo de las muestras aplicadas, en la
camara de cromatografia saturada con el liquido de desarrollo
anterior. El desarrollo del cromatograma fue de 16 cm.

-Identificacidén y técnicas de revelado.
La identificacidn se realizdé preparando un patrén con los
siguientes componentes:
a.)Fosfolipidos: Lecitina (SIGMA.USA).
b.)Colesterol (FARMITALIA CARLO ERBA. ITALIA).
c.)Acidos grasos libres: acido pentadecanoico (SIGMA.USA).
d.)Triglicéridos: tripalmitina (SIGMA.USA).
e.)Colesterol esterificado: colesterol palmitato (SIGMA.USA}.

A la vez, se prepararon patrones con cada uno de los
anteriores componentes. Siguiendo los pasos anteriores aplicamos
estos patrones llegando a la identificacidén de cada banda.

El orden en gque aparecen las bandas es el siguiente:
fosfolipidos (quedan en la zona de aplicacidén}, colesterol,
dcidos grasos 1libres, triglicéridos y colesterol esterificado
(aparece en la zona superior).

El revelado se realizd rociando 1la placa, después de
evaporar el liquido de desarrollc con corriente de nitrégeno, con
Rodamina B, reactivo de pulverizacién al 0,1% (MERCK. R.F.A.).
Los lipidos aparecen como manchas de color rosa intenso a la luz
ultravioleta.

Se utiliz6 este revelador yva que no destruye los acidos
grasos y esto permitid su posterior andlisis en cromatografia
gaseosa.

3.2.5.CROMATOGRAFIA GASEOSA.

3.2.5.1.0BTENCICN DE ESTERES METILICOS.

Una vez separados los diferentes componentes lipidicos por
T.L.C., las bandas de colestercl esterificado y trigliceridos
se recuperan con 3 ml de cloroformo, en tubos con cierre de
teflén y tapdén de rosca, procediendose a la saponificacién y
metilacidédn de los A&cidos dgrasos, siguiendo 1la técnica de
Metcalfe y col. (1966) modificada por Higdén, (1985). Dicho
procedimiento aparece en el esquema n22.

Para la obtencidén de ésteres metilicos de los &cidos grasos
totales hepaticos se procedidé de forma similar, sin previa
separacion en T.L.C.

Por dltimo, para la determinacidén de los A4cidos grasos
presentes en la grasa dietaria, ésta se extrajo mediante un
método similar a la de extraccidn y purificacion de lipidos
hepaticos (apartado 3.2.3.), con posterior saponificacién vy
metilacidn por la técnica antes citada.
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Esquema n¢2. OBTENCION DE ESTERES METILICOS.

HIGADO

I
EXTRACTO LIPIDICO PURIFICADO (10 ml)

1 mi I 1wl

EVAPORAGION >EVAPORAGION

I
TLC

SEPARACION _____, SAPONIFICACION «—
FRACCIONES

LIPIDICAS 80°'C 30° ‘ ﬂ + 0,5 ml NaGH 0,5 N on metanol
ENFRIAR

| 1
METILAGION

+ 9,2 ml benceno
+ 0,4 ml BF Py

ENFRIAR
I I]c & mil CINa a sateraciém

90°'C 80’ I

+3 wmil hexano

FASE ACUOSA - FASE HEXANICA

| +3 ml hexano

| + FASE HEXANICA -
FASE ACUOSA ExmATo HEXANICO s=—= 80 Na yanhidro
EVAPORAR
[ RECUPERAR CON HEXANO ———
ACIDOS GRASOS DE TRIGLICERIDOS ACIDOS GRASOS TOTALES
FOSFOLIPIDOS Y COLESTEROL ESTERIFICADO {Esteres metilicos)

(Esteres metilicos)

- OBTENCION DE ESTERES METILICOS DE LOS ACIDOS GRASOS DE
FOSFOLIPIDOS, TRIGLICERIDOS Y COLESTEROL ESTERIFICADO.

==>0BTENCION DE LOS ESTERES METILICOS DE LOS ACIDOS GRASOS
TOTALES HEPATICOS.
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3.2.5.2.DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS.

Se inyectan 0,5 pl del extracto hexdnico concentrado me-
diante microjeringa HAMILTON de 5 ul.

Se utilizé un cromatografo de gases HEWLETT-PACKARD 5710A,
con detector de jonizacién de llama. Las columnas fueron de
acero inoxidable de 2 metros de longitud y 1/8 pulgadas de
didmetro internc.

La fase estacionaria utilizada fue Supelcoport 2330 al 10%
sobre Chromosorb W AW 100-120 (SUPELCO, ESPANA).

Las areas de los picos se calcuraron con un integrador
HEWLETT-PACKARD HP 3394A.

El gas portadeor wutilizado fue nitrégeno con un flujo
de 30 ml/min., manteniendose los flujos de hidrdgeno a 30 ml/min.
y aire hasta 300 ml/min.

La temperatura de +trabajo de 1la columna se programd
manteniendose durante 8 minutos a 1702C y elevandose a razdn de
22C/min. hasta 240¢C donde se mantuvo durante 4 minutos. La
temperatura del detector fue de 3002C y la del inyector de 250¢C.

L.a sensibilidad del electrdmetro se £ijd en posicidn 10 vy
la atenuacidén en 4.

Bajo estas condiciones se obtuvieron una Dbuena
separacion de los ésteres metilicos de los A&cidos grasos,
identificandose por sus tiempos de retencién, absolutos vy
relativos.

El control de calidad de la técnica y control de iden-
tificacién de los &acidos grasos es descrito por Higén, (1985)
Y por Medina San Nicolas, (1986).

3.2.6.SEPARACION DE LAS LIPOPROTEINAS.

En la Experiencia B se separd la lipoproteina de alta
densidad (HDL) después de precipitar las lipoproteinas de baja
y muy baja densidad (LDL y VLDL), mediante sulfato de dextrano

Yy cloruro de magnesio, segin la técnica indicada por Finley y
col. (1978}.

En las experiencias A y C la separacidn de las distintas
fracciones lipoproteicas se realizé mediante ultracentrifugacioén.
Esta técnica permite la separacidénm en funcién de la diferente
densidad de las distintas lipoproteinas:

—-Quilomicrones: d<0,950 g/ml.
~VLDL: 0,950<d<1,0063 g/ml.
~LDL: 1,0063<d<1,057 g/ml.
-HDL: 1,057<d<1,21 g/ml.

Para ello, se crea un gradiente salino discontinuo vy
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mediante la fuerza gravitacional consequimos dicha separacidn
forzando a las lipoproteinas a migrar a su intervalo de densidad.

Se utilizan los métodos de Terpstra y col. (1981) y Terpstra
(1985) ligeramente modificados.

Para 1llevar a cabo la técnica se emplearon tubos de
ultracentrifuga (Ultra-Clear™ de BECKMAN) de 5 ml de volumen
nominal.

A cada tubo se aftadid, en primer lugar, 25 mg de sacarosa,
114,1 mg de BrK vy 1 ml de sueroc. A continuacidn, se agregd una
solucién de densidad 1,06 mg/dl hasta un volumen de 3,5 ml.
Finalmente, se completd el volumen total del tubo con agqua
destilada.

La ultracentrifugacién se realizdé en una ultracentrifuga
modelo L8-70M de BECKMAN, empleando un rotor SW 50.1.

En primer lugar se separaron los quilomicrones centrifugando
durante 16' a 40.000 r.p.m. y recogiendo la capa superior.
Posteriormente, se restablecid el volumen de cada tubo con agua
destilada y se centrifugd durante 12 h. 47' a 37.000 r.p.m.

Al final de la ultracentrifugacién las lipoproteinas se
separaron cortando los tubos a la altura adecuada con un corta-
tubos BECKMAN, pasando cada fraccién a un tubo graduado para
medir su volumen.

El intervalo de densidad para separar las L.D.L. y las
H.D.L.: 1,057 g/ml se escoge dada la diferente densidad de
flotacidén de las H.D.L. de la rata que la del hombre (Terpstra
y col., 1981).

Posteriormente, las concentraciones de los distintos lipidos
en los quilomicrones se incluyeron en las V.L.D.L. por los bajos
valores obtenidos.

3.2.7.0TROS PARAMETROS LIPIDICOS.

3.2.7.1.DETERMINACION DE COLESTEROL TOTAL

Se realiz6 por el método CHOD-PAP, mé&todo enzimdtico basado
en la formacidén de un compuesto cromégeno, [4-(p-benzoquinona-mo-
noimino)-fenazona).

La concentracién de colesterol total es proporcional a la
concentracion de este derivado fenazénico, compuesto que permite
su lectura espectrofotométrica y, con ello conocer la concentra-
cion del primero.

En nuestro caso utilizamos un kit de BOEHRINGER MANNHEIM
(ne 172.626).
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L.as determinaciones en plasma y lipoproteinas se realizaron
directamente. Para las determinaciones en oérganos y heces se
empled el extracto lipidico en la mezcla de isopropanol/H,0
(95:5).

La LLectura a 500 nm se realizdé en un espectrofotdmetro
PHILIPS PU8620, en cubeta de 1 cm de paso de luz.

3.2.7.2.DETERMINACION DE COLESTEROL LIBRE.

El fundamento es similar al anterior. El Kit comercial
utilizado fue de BOEHRINGER MANNHEIN (n2310.328). La absorbancia
se leyd a 500 nm en un espectrofotémetro PHILIPS PU8620, en
cubeta de 1 cm de paso de luz.

3.2.7.3.DETERMINACICN DE COLESTEROL ESTERIFICADO.

Se realiz6é por diferencia entre el colesterol total y el
colesterol libre.

3.2.7.4.DETERMINACION DE FOSFOLIPIDOS.

Para la determinacidén de 1los fosfolipidos en plasma ¥y
lipoproteinas se utilizé un método enzimdtico comercial ( n?
691.844, BOEHRINGER MANNHEIM. R.F.A.}, leyendo a 500 nm en un
espectrofotometro PHILIPS PUB620.

En la determinacidn de los fosfolipidos de higado y bazo se
partié del extracto 1lipidico en la mezcla de isopropancl/H,0
(95:5).

3.2.7.5.DETERMINACION DE TRIGLICERIDOS.

En plasma y lipoproteinas se determind la concentracién de
los triglicéridos empled un kit enzimatico comercial (n2 701.904
BOEHRINGER MANNHEIN. R.F.A.).

En higado y bazo se determiné, tal y como indican Quazi y
col. (1983), restando a los lipidos totales la suma de fosfo-
lipidos m&4s colesterol total.

3.2.7.6.CONTROL DE CALIDAD.

Se siguieron las normas de control de calidad del LIPID
RESEARCH CLINICS PROGRAM, tal y como describe Cava (1986).

Como control externo se utilizd soluciones clorofdérmicas de
estandares lipidicos de concéntracidn conocida y, como control
interno, solucién cloroférmica de extracto lipidico de higado

obtenida siguiendo el procedimiento indicado en el apartado
3.2.3.

62



3.2.8.DETERMINACION DE LOS ACIDOS BILIARES.

La extraccidén de los acidos biliares totales en heces se
realiz® segun el método de De Wael y col. (1977), valorandose los
mismos por espectrofluorimetria (Codoceo y col., 1980), empleando
para ello el kit comercial Sterognost-3a®™ Pho (Nyegaard & Co.
A/S, Noruega). El espectrofluorimetro empleado fue Perkin-Elmer
204.

3.3.INDICES UTILIZADOS.

COEFICIENTE DE EFICACIA ALIMENTARIA (C.E.A.): obtenido como
el coclente entre el incremento de peso y los gramos de dieta
ingeridos sobre sustancia seca.

COEFICIENTE DE EFICACIA PROTEICA (P.E.R.): se obtiene como
el cociente entre el incremento de peso y los gramos de proteina
ingerida.

INDICE HEPATOSOMATICO: se calcula dividiendo el peso del
higado (sobre sustancia fresca) por el peso corpecral, multi-
plicando el resultado por 100.

3.4.METODO ESTADISTICO,

Se escogld la prueba de KRUSKAL-WALLIS, equivalente no para-
métrico del anélisis de varianza, la comparacidén entre los grupos
se realizd mediante la prueba U de MANN-WHITNEY (Domenech, 1982).
Las pruebas no paramétricas permiten comparar grupos sin que el
caracter estudiado siga una determinada ley de probabilidad en
la poblacidn origen.

Estas pruebas no paramétricas se emplean en el estudio de
datos ordinales y con datos cuantitativos cuando el tamafio de
los grupos es pequefic (n menor de 30), como ocurre en nuestro
caso.

La prueba U de MANN-WHITNEY no permite estudiar diferencias
entre las dispersiones, sino que s6lo sirve para estudiar dife-
rencias entre la tendencia central de las poblaciones origen de
ambas muestras.

Los resultados se consideran diferentes significativamente
para una p<0,05.
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4. RESULTADOS.
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4.1 .EXPRESION DE LOS RESULTADOS.

Como se ha comentado en el esquema experimental para cubrir
los 3 objetivos se han llevado a cabo 3 disefios experimentales
diferentes gue denominaremos &, B y C.

En ellos los lotes que ingieren caseina mads aceite de oliva
se abrevian como C+0. Cuando esta dieta contenga colestercl se
abreviard como C+0+Col.

Cuando las dietas contengan sardinas fritas en aceite de
oliva adicionadas o no de colestercl se abrevian como S & S+Col,
respectivamente. En la Experiencia B existe un lote gue no ingie-
re dietas suplementadas con colestercl ni en el periodo preexpe-
rimental ni en el experimental, que denominaremos Lote REFEREN-
CIA.

Por tltimo, las dietas conteniendo caseina mas aceite ex-
traido de sardinas fritas en aceite de oliya (Experiencia C} se
abrevian como C+AS.

También, se recogen datos de los animales de partida de
aproximadamente 65 g de peso (Experiencia A). Estos animales que
denominamos Lote BASAL, reciben durante el pericdo de adaptacidn
dieta esténdar de laboratorio.

Los resultados se eXpresan mediante tablas y graficas que
recogen los datos obtenidos durante un periodo total de 35 dias,
subdividido en 2 etapas: preexperimental (0-21 dias) y experimen-
tal (22-35 dias). En 1la -Experiencia A los datos expresados
corresponden al periodo preexperimental.

Los valores representan el valor medioxzel error est&ndar de
7 determinaciones por cada lote experimental. Para el caso de las
dietas el nlmerc de determinaciones es de 3.

Los lotes con valores significativamente diferentes (p<0,05)
se identifican acompafiando los valores con supraindices (letras)
diferentes. Si no aparecen supraindices indica que no existen
tales diferencias.

Las tablas 1 a 1la 13 vy las gréaficas 1 a la 20 corresponden
a la Experiencia A, las tablas 14 a la 29 y las graficas 21 a la
36 a la ExXperiencia B y las tablas 30 a la 43 y las graficas 37
a la 56 a la Experiencia C.
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TABLA 1. COMPOSICION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES. (EXPERIENCIA A}

DIETA C+O DIETA C+0+Col
PROTEINA (% s.f.) 14,5310,20 14,60+0,23
GRASA (% s.f.) 9,25+0,18 10,23+0,14
HUMEDAD (%) 5,51+0,02 5,62%0,08
PROTEINA (% s.s.) 15,3810,02 15,47+0,02
GRASA (% s.s.) 9,79+0,02 10,84+0,01
COLESTEROL ANADIDO
(2 g/100 g dieta} NO sI
ACIDOS GRASOS:
E% del total de
acidos grasos)
-C..., 10,60+0,06 11,06+0,08
-C,,., n-7 0,900, 04 0,86+0,04
-C_, . 3,60£0,04 3,71+0,03
-C,,., n=9 77,92+0,20 75,8740,35
-C,., n—6 6,5410,05 6,90+0,18
-C,., n-3 0,30%0,00 0,39+0,07
-C,,., n—=3 - -
-C,,., n-3 - -
"~-MONOINSATURADOS 77,92%0,18 76,73%0,31
-SATURADOS 15,1740,15 15,84+0,06
-PUFAS n-3 0,3010,00 0,39+0,07
-PUFAS n-6 6,65+0,05 7,0410,20
P/S 0,4610,00 0,4740,02
n-6/n-3 22,1240,17 19,20+3,36
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TABLA 2. INGESTA (en gramos) DE LOS LOTES EXPERIMENTALES. (EXPERIEN-
CIA A).

LOTE C+0 LOTE C+0+Col
TOTAL 223,78%6,45 221,48+12,59
PROTEINA 34,41+0,99 34,26%1,95
GRASA 21,9110,63 19,58+1,11
COLESTEROL ANADIDO - * 4,43+0,25
ACIDOS GRASOS:

-C, ., 2,2240,07 2,07+0,12
-c,. n-7 0,1940,01 0,16+0,01
-C_. . - 0,75+0,02 0,71+0,04
-c,, . n-9 16,13£0,46 14,20+0,81
-C,., n-6 1,37+0,04 1,29+0,07
-c_ ., n-3 0,06+0,00 0,07%0,00
-C,,., h-3 - -
-C,,.. n-3 - -
-~MONOINSATURADOS 16,32+0,47 14,36+0,82
-SATURADOS 3,18+0,09 2,96+0,17
-PUFAS n-3 0,06%0,00 0,07+0,00
-PUFAS n-6 1,39+0,04 1,32+0,07

* p<0,05

TABLA 3. GANANCIA DE PESQO, COEFICIENTE DE EFICACIA ALIMENTARIA
(C.E.A.) Y COEFICIENTE DE EFICACIA PROTEICA (P.E.R.).
(EXPERIENCIA A)

LOTE C+0O LOTE C+0+Col
GANANCIA DE PESO 95,56+3,82 92,50%6,59
C.E.A. 0,4310,01 0,42+0,01
P.E.R. 2,78+0,09 2,69+0,08
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TABLA 4. PESO,

TUAL EN HUMEDAD Y GRASA

(EXPERIENCIA A}.

PESO {(g) s.f.
PESO (g) s.s.
GRASA (% s.f.)
GRASA (% s.s.)
HUMEDAD (%)

INDICE
HEPATOSOMATICO ¢

BASAL
2,04+0,07
0,55+0,03
3,4710,24

12,81%0,72
73,02+0,67

3,19+0,12

(s.s.

y

LOTE C+O

5,40%0,14
1,53+0,04
4,16+0,12
14,71%0,36
71,72+0,32

3,18+0,06

LOTE C+0+Col

7,66+0,51
3,16%0,24
19,6510,60
48,07+2,11
58,92+1,04

4,54+0,14

(=4

<

=4

INDICE RELATIVO HEPATOSOMATICO Y COMPOSICION PORCEN-
s.f.) DE LOS HIGADOS ESTUDIADOS.

Supraindices c¢on distintas letras en la miama fila Indican diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<9,05).
® Indice hepatosomédtico= (peso higado {s.f.}/peso corporal) * 100.
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TABLA 5a. CONCENTRACION DE COLESTEROL (TOTAL, LIBRE Y ESTERIFICADO),
FOSFOLIPIDOS Y TRIGLICERIDOS HEPATICOS (en mg/g sustancia fresca)} EN
LOS LOTES EXPERIMENTALES. (EXPERIENCIA A}.

BASAL LOTE C+0 LOTE C+0O+Col
COLESTEROL
TOTAL 3,34%+0,12 *® 3,35%0,28 * 62,9445,75 *
COLESTEROL
LIBRE 2,94+0,16 ° 2,63%0,13 * 12,39+1,86 °©
COLESTEROL
ESTERIFICADO 0,6*x0,05 » 0,84x0,29 ° 50,55+4,05 "
FOSFOLIPIDOS 9,94+0,85 * 12,43%1,21 * 25,66+3,83 °
TRIGLICERIDOS 21,42+1,7¢6 ° 25,83+1,52 * 107,89+5,63 °

supralindices con distintas letras en la misma fila indican diferenclas significativas (U Mann-Whitney, p<0,05).

TABLA S5b. CONCENTRACION DE COLESTEROL (TOTAL, LIBRE ¥ ESTERIFICADO),
FOSFOLIPIDOS Y TRIGLICERIDOS HEPATICOS (en mg/g sustancia seca) EN
LOS LOTES EXPERIMENTALES. (EXPERIENCIA A}.

BASAL LOTE C+O LOTE C+0+Col
COLESTEROL
TOTAL 12,41+0,58 * 11,83%0,98 * 153,89+14,74 *
COLESTEROL
LIBRE 10,980,779 * 9,28+0,42 ° 30,25%4,72 *
COLESTEROL
ESTERIFICADO 2,13+0,15 2,98*x1,00 ° 123,64+10,51 °*
FOSFOLIPIDOS 36,62+t2,70 43,84%x4,06 * 62,23+8,97 °*
TRIGLICERIDOS 79,05x5,77 91,43+%5,51 * 264,59+18,46 *

Supraindices con dlstintas letras en la misma f£1la indican diferenclas significativas {U Mann-wWhitney, p<0,05}.
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TABLA 5¢. CONCENTRACION DE COLESTEROL (TOTAL, LIBRE Y ESTERIFICADO),
FOSFOLIPIDOS Y TRIGLICERIDOS HEPATICOS (en mg/g de grasa) EN LOS
LOTES EXPERIMENTALES. (EXPERIENCIA A).

BASAL LOTE C+0O LOTE C+0+Col
COLESTEROL
TOTAL 98,66+7,53 * 80,33+6,11 * 318,64+23,71 °
COLESTEROL
LIBRE 87,26+8,40 ° 63,23%3,04 °* 62,22+8,14 **
COLESTEROL
ESTERIFICADO 16,51%0,73 * 19,96%6,52 ° 256,42+16,87 *
FOSFOLIPIDOS 286,64+17,12 * 299,81+29,28 * 132,46%22,29 *
TRIGLICERIDOS 614,70X15,64 619,87+28,81 548,90x22,62

Supralndices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mann-whitney. p<C,05}).

TABLA 5d. CONCENTRACION DE COLESTEROL (TOTAL, LIBRE Y ESTERIFICAFICA-
DO), FOSFOLIPIDOS , TRIGLICERIDOS HEPATICOS (en mg totales) Y
RELACION COLESTEROL LIBRE/COLESTEROL ESTERIFICADO EN LOS LOTES
EXPERIMENTALES. (EXPERIENCIA A).

BASAL LOTE C+0 LOTE C+0+Col

COLESTEROL

TOTAL 6,80+0,36 * 18,10+1,62 ° 487,31163,92 ©
COLESTEROL

LIBRE (CL) 6,00+0,46 * 14,16+0,72 ® 97,68%£18,64 °
COLESTEROL

ESTERIFICADO 1,20+0,11 * 4,59%1,55 * 389,63%+45,92 °©
(CE)

FOSFOLIPIDOS 20,49+2,12 * 66,49+5,65 * 202,36+38,30 °©
TRIGLICERIDOS 44,13+4,73 * 140,13+10,87 * 812,75%38,25 °
CL/CE ‘ 4,71x0,46 * 4,59+1,02 * 0,24+0,02 °

Supralndices con distintas letraz en la misma fila indican diferencias significativas {U Mann-Whitney, p<D,0%),
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TABLA 6. COMPOSICION HEPATICA EN ACIDOS GRASOS (% DEL TOTAL DE ACIDOS
Y C22:6/C18:3'

GRASOS} .

MONOINSAT.

SATURADOS

PUFAS n-3
PUFAS n-6
Cie:x /Creso

;1 /Cuaso

C
CZB:! /Cls:z :
C

22:8 /c18:3

RELACIONES
(EXPERIENCIA A)

BASAL
16,06+%0,77
0,7210,05
20,28%1,10
9,57+1,06
13,70%2,12
0,39+0,09
24,36%1,18
0,55+0,18
6,69+0,44
10,50%1,05
37,28%1,14
8,870,506
38,36%1,12
0,04%0,00
0,500,009
1,99+0,23
19,94+2,42

C15:1/C15:ni Cls:l/cla:u'

LOTE C+0
16,29+0,19
1,37+0,05
18,91+0,41
22,27+1,03
6,45+0,15
0,46+0,15
23,53+0,43
0,26%0,10
5,49+0,09
23,71£1,05
35,77+0,48
6,63%0,18
30,53%0,42
0,22%£0,13
1,19+0,08
3,66+0,13
12,060,006

C20:4/c18:2

LOTE C+0+Col

15,12+1,20
6,18%0,48
4,73+0,51
59,71+2,22
3,76x0,59
0,84%0,21
5,13%0,43
0,06+0,03
1,00%0,26
66,20X0,49
20,86%0,49
2,18%0,36
9,15%0,29
0,41+0,02
12,76+0,58
1,39+0,08
1,28+0,30

Supraindices con distintas letras en la misms filla indican diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<g,05).

b
c
b

C
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TABLA 7. COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE LOS TRIGLICERIDOS HEPATICOS
(% DEL TOTAL DE ACIDOS GRASOS). (EXPERIENCIA A)

BASAL LOTE C+0O LOTE C+0+Col
Cirs.o 17,69+2,37 26,46+0,67 27,80+1,02 ®
Cresr D=7 2,1240,87 2,5340,11 2,95%0,51
Ciuo 9,65+1,40 4,20%0,49 1,88+0,30 °
Cle.y N9 29,3142,76 50,20+1,19 60,58+0,94 °©
Cip., D=6 26,80+6,28 5,69+0,37 3,4040,46 °©
Cyp.y D=3 0,74+0,09 1,55+0,26 1,0740,24
Cyo.s -6 9,29+2,50 6,09+0,44 0,00£0,00 *
Coo.s D=3 1,98+0,83 0,000, 00 0,00+0,00 ®
Chr.e D=3 2,3240,92 0,00+0,00 0,00+0,00 ®
MONOINSAT. 31,56+2,91 53,94+1,20 64,60+1,02 ©
SATURADOS 29,6244,07 32,62+1,04 30,56+1,08
PUFAS n-3 5,41+1,91 1,55+0,26 1,0740,24 ©
PUFAS n-6 34,88+4,32 11,78+0,43 3,40+0,46 ©

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferenclas significativas {U Mann-whitney, p<0,05).
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TABLA 8. COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE LOS FOSFOLIPIDOS HEPATICOS

(% DEL TOTAL DE ACIDOS GRASOS).
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MONOINSAT.
SATURADQS
PUFAS n-3
PUFAS n-6

BASAL
14,27+0,67
0,40+0,21
23,02+0,75
6,86+0,39
11,26+0,52
0,34%0,22
24,97+0,67
0,64+0,28
7,07+0,36
7,81+0,67
39,54+0,48
9,50+0,53
36,59+0,77

(EXPERIENCIA A)

LOTE C+0
12,64+1,92
0,84+0,16
24,53+0,62
13,86+0,60
6,65+0,19
0,53%0,13
28,42+0,87
0,16*+0,12
6,390, 44
15,14+0,79
37,83+%1,26
7,48+0,46
35,70+0,86

LOTE C+0+Col
15,06%*0,45
1,60x0,16
19,69%0,82
22,66%+0,83
7,60£0,50
0,91+0,25
21,76%1,62
0,17+£0,05
3,94+0,33
25,58%0,84
35,66%+1,07
5,53i6,29
30,44%1,53

Supralndices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<0,05).
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TABLA 9. COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DEL COLESTEROCL ESTERIFICADO

HEPATICO (% DEL TOTAL DE ACIDOS GRASOS).
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MONOINSAT.

SATURADOS
PUFAS n-3
PUFAS n-6

BASAL
22,38%1,12
3,78+0,76
13,00£1,78
30,53%2,25
9,29+2,11
0,73%0,50
14,23%2,75
0,00%0,00
0,00£0,00
34,55%2,25
39,95%2,57
0,73x0,50
24,23+3,09

LOTE C+0O
16,03+0,83
4,61+0,74
5,52%0,65
55,50%3,09
4,44%0,44
1,24%0,16
8,920, 86
0,00£0,00
d,00x0,00
60,81+2,66
23,78%x1,73
1,24+40,16
13,55+1,26

(EXPERIENCIA A)

LOTE C+0+Col
13,18+0,66
9,18+0,68
1,06+0,10
71,17+1,34
2,40%x0,21
0,56%0,17
0,63+0,15
0,00+0,00
0,00£0,00
80,64+0,79
15,300,689
0,56+0,17
3,060,227

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<0,05).
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TABLA l0a. VALORES PLASMATICOS DE COLESTEROL (TOTAL, LIBRE Y ESTE-
RIFICADO), FOSFOLIPIDOS Y TRIGLICERIDOS (en mg/dl) Y COCIENTE
COLESTEROL TOTAL/FOSFOLIPIDOS. (EXPERIENCIA A).

BASAL LOTE C+0 LOTE C+0+Col
COLESTEROL
TOTAL (CT} 87,20+7,60 ° 74,68+3,42 ° 184,76+15,15 °*
COLESTEROL
LIBRE 14,01+1,73 ° 13,12+1,01 * 30,85%2,69 °
COLESTEROL
ESTERIFICADO 72,33%6,68 ° 61,56+2,96 ° 153,93%12,70 °*
FOSFOLIPIDOS
{FOSFO) 108,47+12,28 134,63%4,67 119,98%4,61
TRIGLICERIDOS 17,90%£1,75 * 75,35x7,31 °® 39,01+7,95 <
CT/FOSFO 0,744+0,02 * 0,56+0,02 °® 1,53%0,09 <

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (0 Mano-Whitney, p<0,05).
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TABLA 10b. VALORES PLASMATICOS DE COLESTEROL (TOTAL, LIBRE Y ESTE-
RIFICADO), FOSFOLIPIDOS Y TRIGLICERIDOS (en mmol/1).
(EXPERIENCIA A).

BASAL LOTE C+0 LOTE C+0+Col
COLESTEROL
TOTAL 2,26%x0,20 ¢ 1,93+0,09 * 4,79+0,39 °*
COLESTEROL
LIBRE 0,36+x0,04 ° 0,34%x0,03 * ¢,80+0,07 °
COLESTEROL
ESTERIFICADO 1,87+0,17 * 1,59%0,08 * 3,99+0,33 °
FOSFOLIPIDOS 1,40x016 1,74%20,06 1,55%0,06
TRIGLICERIDOS 0,20+0,02 *° 0,85%x0,08 * 0,44%0,09 ©

Supralndices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<0,05).
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TABLA 1la. CONCENTRACION LIPIDICA PLASMATICA (mg/dl) EN LAS DIFEREN-

TES LIPOPROTEINAS.

VLDL

COLESTEROL
TOTAL

COLESTEROL
LIBRE

COLESTEROL
ESTERIFICADO

FOSFOLIPIDOS
TRIGLICERIDOS
LDL

COLESTEROL
TOTAL

COLESTERCL
LIBRE

COLESTEROL
ESTERIFICADO

FOSFOLIPIDOS
TRIGLICERIDOS
HDL

COLESTEROL
TOTAL

COLESTEROL
LIBRE

COLESTEROL
ESTERIFICADO

FOSFOLIPIDOS
TRIGLICERIDOS

(EXPERIENCIA A)

BASAL

2,68%0,41

0,06+0,05

2,62%0,38
1,41+0,09
4,56%0,48

13,82+1,85

4,04+0,49

9,78+1,50
8,79+0,92
5,35x0,61

67,58+5,18

11,73+1,17

55,85%£4,45
91,87+7,14
7,49+0,50

LOTE C+0O

8,09%1,32

3,44%0,51

4,65%1,22
10,44%1,38
43,18%5,71

6,390,930

2,35%0,40

4,04%0,69
7,69%0,87
7,46x0,78

58,35%3,07

7.,11%+0,83

51,24%2,42

108,15+4,83

17,51+1,52

LOTE C+0+Col

127,09+16, 40

18,64%2,01

108,45+14,49

43,51+4,20
2Y,77%5,78

29,31%£3,18

6,43+0,52

22,88+2,74
15,50%1,16
4,32%1,40

22,70%2,69

3,91%0,35

18,81%+2,37
52,68%4,43
14,48%2,21

Supralindices con distintas ietras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<0,05).
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TABLA 11b. CONCENTRACION LIPIDICA PLASMATICA {(mm:l1/1) EN LAS DIFE~

RENTES LIPOPROTEINAS.

VLDL

COLESTEROL
TOTAL

COLESTEROL
LIBRE

COLESTEROL
ESTERIFICADO

FOSFOLIPIDOS
TRIGLICERIDOS
LDL

COLESTEROL
TOTAL

COLESTEROL
LIEBRE

COLESTEROL
ESTERIFICADOQ

FOSFOLIPIDOS
TRIGLICERIDOS
HDL

COLESTEROL
TOTAL

COLESTEROL
LIBRE

COLESTEROL
ESTERIFICADO

FOS¥OLIPIDOS

TRIGLICERIDOS

BASAL

0,07+06,01

0,00x0,00

0,07+0,01
0,02+0,00
0,05x0,01

0,36x0,05

0,10%£0,01

0,25%0,04
0,11+0,01
0,0610,01

1,75%0,13

0,30£0,03

1,45+0¢,12
1,19+0,09
¢,08+0,01

(EXPERIENCIA A)

LOTE C+0O

0,21+0,03

0,09+0,01

0,12%+0,03
0,13+0,02
0,49%0,06

0,17+0,02

0,06%0,01

0,10£0,02
0,10+0,01
0,0840,01

1,51x0087

0,18%0,02

1,330,086
1,400, 06
0,20x0,02

LOTE C+0+Col

3,2710,42

0,48+£0,05

2,81+0,38
0,56+0,05
0,25%0,07

0,76x0,08

0,17x0,01 ~

0,59%x0,07
0,20%0,02
0,05+0,02

0,59%0,07

0,10+0,01

0,49%£0,06
0,68+0,06
0,15%0,03

Supraindices con distintas letras en la misma fila Ilndican diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<0,05}.
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TABLA 12. COMPOSICION LIPIDICA

PLAMATICAS. (EXPERIENCIA A)

VLDL

COLESTEROL
TOTAL

COLESTEROL
LIBRE

COLESTEROL
ESTERIFICADO

FOSFOLIPIDOS
TRIGLICERIDOS
LDL

COLESTEROL
TOTAL

COLESTEROL
LIBRE

COLESTEROL
ESTERIFICADO

FOSFOLIPIDOS
TRIGLICERIDOS
HDL

COLESTEROL
TOTAL

COLESTEROL
LIBRE

COLESTEROL
ESTERIFICADO

FOSFOLIPIDOS

TRIGLICERIDOS

BASAL

30,48%3,25

0,62%0,42

29,87+£3,01
16,73%1,22
52,79%3,62

48,87+1,83

14,83%x1,74

34,04%£1,90
31,80%1,12
19,33+1,24

40,46+0,56

7,04+0,51

33,42%0,75
55,03%0,55
4,51+0,16

(%) DE LAS DIFERENTES LIPOPROTEINAS

LOTE C+0O

13,07%1,17

5,60+0,53

7.46%1,66
16,91+0,43
70,03%1,47

30,55+3,34

10,69%1,70

19,87%+3,05
35,21+3,15
34,25%4,76

31,68+0,93

3,81%0,32

27,87%0,88
58,75+0,92
9,57+0,84

LOTE C+0+Col

65,67+1,98
9,8610,41

55,81+1,98
23,14%0,92
11,20%1,87

58,98%3,26
13,10+£0,51

45,87%+3,21
31,62%1,01
9,41%+3,49

25,38%+1,72

4,43+0,29

20,95*x1,50
59,43%1,92
15,19%2,24

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mapn=-wWhltney, p<0,05).

79



TABLA 13. DISTRIBUCION (%) DE LOS LIPIDOS SERICOS EN LAS DIFERENTES
LIPOPROTEINAS. (EXPERIENCIA A)

BASAL LOTE C+0 LOTE C+0+Col
COLESTEROL
TOTAL
VLDI. 3,09+0,29 11,2041,74 ® 69,61+3,85
LDL 15,99%0,97 8,76+1,15 °* 16,62+1,52
HDL 80,29%1,02 79,90%1,39 * 13,53%2,66
COLESTEROL
LIBRE
VLDL 0,31+0,22 26,83+3,67 ° 63,53£3,27
LDL 25,31%0,82 18,75+3,54 * 22,63%£2,05
HDL 74,39+0,9¢6 54,42%3,35 ° 13,81*1,64
COLESTEROL
ESTERIFICADO
VLDL 3,75+0,35 7,73x1,91 ° 70,984,022
LDL 13,80+1,14 6,66%1,07 * 15,47+1,46
HDL 81,67+t1,11 85,61+2,02 * 13,55+2,89
FOSFOLIPIDOS
VLDL 1,41+0,09 8,27+1,08 °® 38,63+3,34
LDL 8,58+0,50 6,20+0,88 * 13,83%1,08
HDL 90,02+0,47 85,16+1,02 ® 46 ,83+3,70
TRIGLICERIDOS
VLDL 25,99+3,35 62,66%2,46 ° 51,47%4,94
LDL 29,60x2,46 11,37+0,88 * 12,54%3,98
HDL 41,77+1,27 26,65%+2,54 ° 33,15%2,58

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<0,05).
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TABLA 14. COMPOSICION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES.

PROTEINA (% s.f.)
GRASA (% s.f.)
HUMEDAD (%)
PROTEINA (% s.s5.)
GRASA (% s.5.)

COLESTEROL ANADIDO
(2 g/100 g dieta)

ACIDOS GRASOS:
(% del total de
dcidos grasos)

~Clewo

-Cig D7
~Cieio
~Clgy -9
-Cig.2 N6
-Cig,3 N3
-C,0.s N3
—-C,;.e N3
-MONQOINSATURADCS
-SATURADOS
-PUFAS n-3
-PUFAS n-6
P/S
n-6/n-3

DIETA C+0
13,69%0,43
8,36%C,07
6,21%0,15
14,600,433
8,91%0,07

NO

12,26%0,28
0,72x0,02
3,68%0,05
76,4610, 27
4,73%0, 06
0,92+0, 086

77,33%0,25
16,8710, 26
0,920,086
4,87+0,05
0,34£0,00
5,330, 40

DIETA C+0+Col

13,02+0,67
11,2110,13
6,140, 06
13,87%£0,67
11,87x0,13

SI

11,87+0,15
0,67+0,04
3,60x0,00
77,13%0,32
4,70+0,00
g,73+0,06

77,950, 35
16,3610,18
0,73x0,06
5,02+0,08
0,35+0,01
6,940,086

(EXPERIENCIA B)

DIETA S
13,90%0,13
9,160, 17

6,13+0,01
14,81%0,13
9,760,17

NOQ

13,12%0,22
1,10%0,07
3,84%0,05
70,1310, 66
4,3610,14
1,61%x0,21
0,98+0,16
2,19%0,38
71,52+0,66
18,14+0,37
5,26%0,30
5,08%0,16
0,57+0,02
0,9710,06

DIETA S+Col
13,60x0,¢6l
11,4910,01

5,59+0,01
14,41%0,61
12,17%0,01

SI

13,90%0,5¢C
1,07%0,12
4,37x0,67
68,9310,12
4,10+0,06
1,200,17
1,43%0,45
2,430, 84
70,10£0,03
19,67%x1,07
4,8010,05
5,47x1,08
0,53+0,08
0,98+0,25



TABLA l5a. INGESTA

TOTAL
PROTEINA
GRASA

COLESTEROL
ANADIDO

ACIDOS GRASOS:
Clie

16,1 N7

19:0

a1 =9

1m:z N6
2

18:.3 03

-C
-C
~C,
-C
-C
“Cips N3

=Coze N3
-MONOINSATURADOS
~SATURADOS
=PUFAS n-3

-PUFAS n-6

(en gramos) DE LOS LOTES EXPERIMENTALES (0-21 Dias}.

LOTE
C+0

235,71+%11,56
32,69t1, 60
23,2741, 14

4,71%0,23

2,64%0,13
0,150,01
0,80%0,04
17,1610, 84
1,05+0,05
0,160,01

17,340, 85
3,64%0,18
0,16+0,01
1,12+0,06

LOTE
C+0+Col

237,76%10,11
32,9811, 40
23,47%1,00

4,760, 20

2,6610,11
0,15%0,01
0,81%0,03
17,310, 74
1,060, 05
0,16%0,05

17,4910,74
3,67%0,16
0,16+0,01
1,13+0,05

* Diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<0,05) con el rastc de los lotes.

LOTE
S

233,69%7,20
32,41%x1,00
23,07x0,71

4,6710,14

2,6210,08
G,15%0,00
0,7910,02
17,01%0,52
1,04x0,03
0,16%0,01

17,19%0,53
3,61£0,11
0,16%0,01
1,11+0,03

(EXPERIENCIA B).

LOTE
S+Col

231,96%9, 54
32,17+1,32
22,90%0, 94

4,64+0,19

2,6010,11
0,1540,01
0,79%0,03
16,88+0,69
1,03%0,04
0,16%0,01

17,06%0,70
3,58%0,15
0,16+0,01
1,10%0,05

LOTE
REFERENCIA

245,44+11, 34
35,83%1,¢66
21,87+1,01

2,56%0,12
0,15£0,01
0,77+0,04
15,99+0,74
0,9940,05
0,190,001

16,17£0,75
3,53%0,16
0,19%0,01
1,02+0,05



TABLA 15b.

TOTAL
PROTEINA
GRASA

COLESTEROL
ANADIDO

ACIDOS GRASOS:
~Creo

16 N7

18:0

.. -9

1g:2 N0

-C
-C
-Cl,
-C .,
~Cis.y N—3
—Clp.s N3
-C,..e N3
-MONOINSATURADOS
-SATURADOS
-PUFAS n-3

~PUFAS n-6

INGESTA (en gramos)

LOTE
C+0

221,29%8,65
32,311, 26
19,72+0,77

0,00%0,00

2,31%0,09
0,1310,01
0,69£0,03
14,41+0,56
0,89%0,04
0,17%0,01
0,00%0,00
0,00+0,00
14,58%0,57
3,18%0,13
0,1740,01
0,92+0,04

DE

a,. b

LOTE
C+0+Col

218,20+10, 86
30,26%1,51
21,54%1,07

4,3620,22

2,4440,12
0,14%0,01
0,74%0,04

15,8840, 79
0,97+0,05
0,15+0,01
0,00%0,00
0,00%0,00

16,0540, 80
3,3740,17
0,15%0,01
1,0310,05

LOS LQTES EXPERIMENTALES

LOTE
S

243,57%5,29
36,07%0,78
23,7710,52

0,000,00

2,8910,06
0,24+0,01
0,8510,02
15,470, 34
0,96£0,02
0,351£0,01
0,21%0,00
0,48%0,01
15,78+0, 34
4,000,009
1,16%0,02
1,12+0,02

Supraindices con distintas letras en la misma f£ila indican diferencias significativas (U Mann-Whitnay, p<0,05).

(22-35

Dias).

(EXPERIENCIA

LOTE
S+Col

233,93%10, 20

33,71%1, 47
23,79%1,04

4,6810,20

3,07+0,13
0,2410,01
0,9610,04
15,22+0,66
0,91+0,04
0,26+0,01
0,32%0,01
0,54%0,02
15,48+0,67
4,3440,19
1,2140,05
1,06%0,05

a,b

B).

LOTE

REFERENCIA

221,098,138
32,28%1,19
19,700,772

0,00x0,00

2,31%£0,09
0,14%0,01
0,69%0,03
14,40%0,53
0,89%0,03
0,17x0,01
0,00x0,00
0,000,00
14,56%0,54
3,18%0,12
0,17%0,01
0,92%0,03



TABLA l5c.

TOTAL
PROCTEINA
GRASA

COLESTEROL
ANADIDO

ACIDOS GRASOS:

“Cisio

16:1 n-7

a1 N9

-C
~Clao
—Cis
-C iy, N—6
~Cig:2 N3
~C,g.s -3

“Cusie N=3

-MONOINSAT.

-SATURADGCS
-PUFAS n-3
-PUFAS n-6

LOTE
C+0

457,00%19,83
65,002,381
42,981 ,88

4,71x0,23

4,95+0,22
0,2910,01
1,49+0,06
31,57%+1,38
1,94%£0,08
0,34%£0,01
0,00+0,00
0,00%0,00
31,91+£1,39
6,820,390
0,3310,02
2,03x0,00

LOTE
C+0+Col

445,96+20, 30
63,2412,82
45,00%2, 00

9,120,490

5,1140,23
0,29+0,01
1,55+0,07
33,19%1, 48
2,02£0,009
0,31+0,01
0,000, 00
0,000, 00
33,54%1,49
7,04%0,31
0,31x0,01
2,16%0,10

LOTE
S

447,26%11, 58
68,481, 65
46,85%1,13

4,670,114

5,51+0,01
0,390, 04
1,6410,80
32,48%0,05
2,00%0,05
0,5210,01
0,21+0,00
0,4810,01
32,9740, 81
7,61+0,18
1,3240,03
2,23%0,05

supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferenclas significativas (U Mann-Waitney, p<0,05).

INGESTA (en gramos) DE LOS LOTES EXPERIMENTALES (0-35 Dias).

(EXPERIENCIA B}.

LOTE
S+Ceol

465,89118,74
65,88%2,66
46,68%1,88

9,32%0,37

5,67+0,23
¢,38%0,02
1,75+0,07
32,10%1,29
1,93+0,08
0,42%0,02
0,3210,01
0,54+0,02
32,54+1,31
7,92+0,32
1,36+0,06
2,16£0,09

£

LOTE
REFERENCIA

466,53217,70
£8,11t2,58
41,57+1,58

0,004£0,00

4,87+0,18
0,2910,01
1,46+0,06
30,39+1,15
1,8810,07
0,3740,01
0,00%0,00
0,00+0,00
30,7341,17
6,7010,26
0,37+0,01
1,93+0,07



TABLA 16. GANANCIA DE PESO DURANTE LOS DISTINTOS PERIODOS. (EXPERIENCIA B).

LOTE LOTE LOTE

C+0 C+0+Col s
0-21 DIAS 102,2948,37 94,3719,37 97,23%4,33
22-35 DIAS 76,19+8,26 *P 70,34+4,44 > 77,84%7,96 *°
6-35 DIAS 178,47%£10,84 164,71£9,37 175,07£6, 17

Supraindices con distintas letras en la misma flla indican diferenclas significativas (U Mann~Whitney, p<0.05).

TABLA 17. COEFICIENTE DE EFICACIA ALIMENTARIA (C.E.A.) Y COEFICIENTE DE EFICACIA PROTEICA

LOS DISTINTOS PERIODCS. (EXPERIENCIA B)

LOTE LOTE LOTE

C+0 C+0+Col S
C.E.A.
0-21 DIAS 0,43%0,02 0,40x0,02 0,42+0,01
22-35 DIAS 0,35%0,04 *°* 0,32%0,01 *° 0,32+0,03 *°
P.E.R.

2,8410,12
2,33+£0,09 *°

3,00%0,08
2,17+0,22 **

0-21 DIAS
22-35 DIAS

3,10+0,11
2,390,311 *°

Supraindices ¢on distintas letras en la misma flla indican diferenclas signlficativas (U Mann-Whitney, p<0,05).

LOTE
S5+Col

90,66%19,374
80,54%3,49
171,20£11,05

LOTE
S+Ccl -

0,39%0,03
0,350,011

2,77+0,21
2,40£0,08

a

LOTE
REFERENCIA

105,89+7,07
61,99£3,95
167,87+£8,66

(P.E.R.)

LOTE

DURANTE

REFERENCIA

0,43+0,01
0,28%0,02

2,9410,08
2,03+0,08

b



TABLA 18,

PESQ (g}

PESO (g)

GRASA (%

GRASA (%

HUMEDAD %
INDICE

HEPATOSCMATICO @

supraindices con distintas letras en la misma fila indlcan diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<®,05). & Indice hepatosomiticor {peso higade Isy.f.)/peso corporal} * 100.

PESC,
LOS HIGADOS ESTUDIADOS.

[4;]

LOTE
C+0

8,74%0,36
3,36%0,19
18,22%1,85
47,73%5,16
61,63+0,79

3,72%0,14

a

a

a.b

L3

LOTE
C+0+Col

12,01x0,57
5,44%0,31
22,502,098
49,1946, 26
54,74%£1,11

5,3010,07

LOTE
5

9,62+0,33
3,72%0,11
17,5410,77
45,31%2,25
61,20+£0,83

4,140, 20

LOTE
S+Col

12,6910,83

5,47+0,48
26,07x2,01
60,33+3,08
57,03%1,99

5,44%0,31

INDICE RELATIVQ HEPATOSOMATICO ¥ COMPOSICION PORCENTUAL EN HUMEDAD Y GRASA
(EXPERIENCIA B).

b

b

b

b

b.c

(s.8. vy s.£.

LOTE

REFERENCIA

6,2310,28
1,65+0,11
6,3510,41
24,20%1,72
73,4911,18

2,76%0,006

<

) DE



TABLA 19a. CONCENTRACION DE COLESTEROL {TOTAL, LIBRE Y ESTERIFICADO), FOSFOLIPIDOS Y TRIGLICERIDOS HEPATICOS
(en mg/g sustancia fresca) EN LOS LOTES EXPERIMENTALES.

LOTE

C+0
COLESTEROL TOTAL 32,77+4,81
COLESTEROL LIBRE 6,4920,61
COLESTEROL
ESTERIFICADO 26,27%+4,73
FOSFCLIPIDOS 26,21%1,83
TRIGLICERIDOS 124,21%16,46

a,

a,

a

a

a

b

=]

LOTE
C+0+Col

43,44+%3,07
9,720,711

33,7222, 86
23,70%1,46
158,50+26, 29

a

a

a,n

LOTE
5

29,77%3,15
6,1510,30

23,62%3,23
25,9812,13
119,60%11,35

Supraindices con distintas letras en la migma fila indican diferengias significativas {U Mann-Whitney, p<0.05).

TABLA 19b. CONCENTRACION DE COLESTEROL (TOTAL, LIBRE Y ESTERIFICADQ), FOSFOLIPIDOS Y TRIGLICERIDOS HEPATICCS
(en mg/g sustancia seca) EN LOS LOTES EXPERIMENTALES.

LOTE
C+0

85,98+13,20
17,01+1,72

COLESTEROL TOTAL
COLESTERQOL LIERE

COLESTEROL

ESTERIFICADO 68,97x12,74
FOSFCLIPIDOS 68,11%4,21
TRIGLICERIDOS 323,23%43,90

a,

a

b

)+

LOTE
C+0+Col

95,63+5, 14
21,59%1,90

74,04%4,60
52,48%3,42
348,38+57,52

a,c

b,c

a,b

(EXPERIENCIA B}).

LOTE
S

77,148,611
15,9310, 93

61,20%8,65
67,23%5,73
308,76+30, 44

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas {U Mann-Whitney, p<0,05}.

(EXPERIENCIA B).

LOTE
S+Col

48,3616, 45
§,62x0,54

39,8562, 45
23,03%1, 34
189,33+16,07

LOTE
S+Col

111,28+12, 64
20,121,086

91,16+12,94
53,92%3,55
438,11+27,60

a,b

b,c

a

b

a

LOTE
REFERENCIA

4,180,277 °
3,0940,13 ¢

1,07+0171 *
37,93+2,16 °
21,45%5,14 -~

LOTE
REFERENCIA

16,13%£1,69
11,87+0,89

4,26%0,85
149,71%9,27
84,76%21,49

b



TABLA 19c. CONCENTRACION DE COLESTEROL (TOTAL, LIBRE Y ESTERIFICADO), FOSFOLIPIDOS Y TRIGLICERIDOS EHEPATICCS
(en mg/g de grasa) EN LOS LOTES EXPERIMENTALES. (EXPERIENCIA B).

LOTE LOTE LOTE LOTE LOTE

C+0 C+0+Col s 5+Col REFERENCIA
COLESTEROL TOTAL 181,32+27,66 * 204,27+28,01 * 175,13x25,29 * 183,31+18,86 ° 64,29%4,22 °
COLESTEROL LIBRE 36,89+3,48 *° 44,08%5,71 ** 35,24%1,57 * 34,01%2,77 * 47,90%2,83 °
COLESTEROL
ESTERIFICADO 144,43+27,95 ° 160,19%23,64 * 139,90%24,34 * 149,31+£20,03 * 16,38%+2,34 °
FOSFOLIFPIDOS 150,90%+15,18 ° 112,29+16,74 *° 151,30%15,03 * 91,34+8,52 °® 620,09%£61,57 ©
TRIGLICERIDOS 667,79%+32,73 *° 683,45+43,77 °* 673,24%£35,74 * 725,37+£20,94 *°* 315,63+£62,00 °

Supraindices con distintas letras en la misma fila irdican diferenclas significativas {U Mann-Whitney, p<0,05).

TABLA 19d4. CONCENTRACION DE COLESTEROL (TOTAL, LIBRE Y ESTERIFICADO), FOSFOLIPIDOS , TRIGLICERIDCS HEPATICOS
(en mg totales) Y RELACION COLESTEROL LIBRE/COLESTEROL ESTERIFICADO EN LOS LOTES EXPERIMENTALES. (EXPERIENCIA

B).

LOTE LOTE LOTE LOTE LOTE

C+0 C+0+Col ) S+Col REFERENCIA
COLESTEROL TOTAL 283,80%£38,35 *° 516,94+35,30 ° 286,80%33,23 °* 609,34+91,20 °* 26,00+1,88 -~
COLESTEROL LIBRE
(CL) 57,02%£6,36 * 114,34%4,45 ° 59,66xt4,66 *" 109,04%9,57 * 19,23%£1,00 °
CCLESTEROL
ESTERIFICADC (CE) 226,78%37,61 ° 402,60%36,29 ° 227,13432,91 ° 500,30%87,46 °© 6,771,055 °
FOSFQLIPIDOS 229,02+18,63 281,65t14, 80 249,08+20,73 290,14%18, 88 235,88%16,13
TRIGLICERIDOS 1094, 35 1933,10 1158,59 2412,55 132,60

161,79 ° t294,00 = 134,90 ° +266,25 ° 32,27 °©

CL/CE 0,32+0,07 * 0,30+x0,03 * 0,30%0,05 * 0,29x0,09 * 3,24%0,44 °

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mann-Whitpey, p<0,05).



TABLA 20.

/CIBIOI C20:4 /C:.a:z ¥ CZZ:G /CIBI3'

—
bl
[}

,_
s
-
=
1
|

—
o
o}

, n—-9

-
Las)
e

n-6

n=3

-
@
w

.« N—6

N
o

20:5% n_3

N
Q

O O O 0 O 0O O 0O O
@

6 N—3

N
(X

MONOINSATURADOS

SATURADOS
PUFAS n-3
PUFAS n-6
Ciei /Cleic
Cilear /Cuaso
Caoia /Claiz

C22:6 /C18:3

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferenclas significativas (Y Mann-Whitnay.

LOTE
C+0

20,01%£0,76
4,47%0,27
6,920, 64
49,75%1,45
3,6410, 26
0,61%0,14
8,64%£0,70
0,00+0,00
1,68%0,19
54,41%+1,67
28,14+1,06
2,56%0,30
14,90%1,10
0,22%0,02
7,62%0,93
2,410,195
3,47+0,67

LOTE
C+0+Col

20,44+0,59
6,00%0,52
4,99+0,39
51,691, 39
3,44%0,35
0,61+£0,18
6,%9%£0,74
0,00+0,00
2,21£0,45
57,69%1,76
26,50%0,43
3,3410,64
11,07%0,96
0,30%0.02
10,88x1,18
2,16x0,33
5,77%1,98

a,k

COMPOSICION HEPATICA EN ACIDOS GRASOS (% DEL TOTAL DE ACIDOS GRASOS).
(EXPERIENCIA B).

LOTE
S

19,89%+0,53
3,48%0,50
7,39%0,82
47,32+1, 54
4,09x0,21
0,70x0,06
4,48x0,51
3,22%0, 32
6,91%0,52
50,81+1,93
28,05%0,51
11,77%0,76
9,36+0,82
0,17+0,02
6,94x0, 97
1,08+0,08
10,53x1,50

p<o,05) .

LOTE
S+Col

20,210,776
4,5910, 32
5,99%0, 25

47,57+1,95
3,34%0, 35
0,83%20,19
4,17%0,52
3,540, 80
6,21+0,53

52,16%2,25
27,08%0,77

11,361,141
8,3410,47
0,23+0,02
8,05x0,54
1,6010,56

10,04%£2,30

a,

RELACIONES C,4: 7Cieior Cise:

LOTE
REFERENCIA

19,2810,66
1,67+0,15
14,3910, 84
31,43+1, 44
4,55%0, 24
0,53£0,04
18,84%0,59
0,00£0,00
4,77+0,57
33,12%1,49
34,77%1,25
5,54%0,45
26,57%0,89
0,09%0,01
2,2610,22
3,96%0,22
7,9810, 38



TABLA 21. COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DEL COLESTEROL ESTERIFICADO HEPATICO (% DEL
{EXPERIENCIA B)

16:0

16:1 n-7

18:

[++]
a

c
C
C
Cl4:1 N-9
Cls:.e D=6
Cig.3 N3
C.p:a N6
Cioss -3
C

2236 n-3

MONOINSATURADOS

SATURADQOS
PUFAS n-3
PUFAS n-6

LOTE C+0
14,8310,68
8,4210,64
1,28%0, 24
69,471+0,74
1,730,117
1,58%0,21
0,94%0,10
0,00%0,00
0,00x0,00
77,96%0,76
17,03%20,76
1,58%0,21
2,33%0,21

LOTE C+0+Col
15,59+0,74
8,91+1, 30
1,21+0,29
69,48+1,21
2,56+0,66
0,8010,35
0,32+0,08
0,00£0,00
0,00%0,00
78,39%0,62
17,53%0,48
0,80+0,35
2,8810,61

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican difgrencias significativas {U Mann-Whitney, p<0,G5).

LOTE S
15,0540, 56
8,4710,93
1,3710,62
68,2810,81
2,28%0,42
1,66%0,53
0,50£0,05
0,78%0,11
0,88+0,12
76,80%0,96
17,000,94
3,3410,58
2,83%0,43

a,b

a,b

TOTAL DE ACIDOS GRASOS).

LOTE §&§+Col

16,05%0,45
10,49+0,77
0,74%x0,07
67,0910,63
1,940,159
1,1310,22
0,36%0,02
0,67+0,14
0,81+0,11
77,5810,43
17,40+0,32
2,670,322
2,320,158



TABLA 22a. VALORES PLASMATICOS DE COLESTEROL TOTAL, FOSFOLIPIDOS Y TRIGLICERIDOS (mg/dl) ¥ COCIENTE COLESTE-

ROL TOTAL/FOSFQOLIPIDOS. (EXPERIENCIA B).

LOTE LOTE

C+0 C+0+Col
COLESTERCL
TOTAL (CT) 93,57+5,00 * 231,43+31,49 °*
FOSFQLIPIDOS
{FOSFQ) 101,00%6,65 °® 133,67+12,51 °
TRIGLICERIDOS 68,43+£8,02 =**® 51,004,111 *
CT/FOSFO 0,96+0,10 =< 1,81+0,13 °*

Supraindices con distintas letras en la misma flla indican giferencias significativae (U Mann-Whitney, p<0,05).

LOTE

71,14+3,20

90,00%3, 25
52,43%£3,438
0,7910,04

a

LOTE
S+Col

116,67£20,57

92,171t5,64
48,83+4,98
1,2440,16

a,

LOTE
REFERENCIA

70,71+3,50 °

103,43+9,03 =*
92,33+10,72 °
0,70%0,04 ~

TABLA 22b. VALORES PLASMATICOS DE COLESTEROL TOTAL, FOSFOLIPIDOS Y TRIGLICERIDOS (mmol/l). (EXPERIENCIA B}.

LOTE LCTE

C+0 C+0+Col
COLESTEROL
TOTAL {(CT) 2,43+0,13 ° 6,01+0,82 °
FOSFOLIPIDOS
{FOSFO) 1,31+0,C9 * 1,74+0,16 *
TRIGLICERIDGS 0,75+0,09 =° 0,56x0,05 *

Supraindices con distintas letras en la misma £ila indican diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<Q,05).

LOTE

1,85+0,08

1,17%0,04
0,58x0,04

<

a

LOTE
S+Col

3,03%0,53

1,20%0,07
0,54+0,05

LOTE
REFERENCIA

1,840,009 °

1,34%0,12 =**
1,02%0,12 °



TABLA 23a. CONCENTRACIONES EN LA HDL DE COLESTEROL Y FOSFOLIPIDOS (mg/dl), HDL-Colesterol/COLESTEROL, HDL-
Fosfolipidos/FOSFOLIPIDOS Y HEDL-Colesterol/HDL-Fosfolipidos.

HDL-Colesterol
HDL-Fosfolipidos

HDL-Colesterol/
COLESTEROL (%)

BDL-Fosfolipidos
/FPCSFOLIPIDOS (%)

HDL-Colesterol/
HDL-Fosfolipidos

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<{,05).

TABLA 23b. CONCENTRACIONES EN LA HDL DE COLESTEROL Y FOSFOLIPIDOS (mmol/l}.

HDL~Colesterol
HDL-Fosfolipidos

LOTE
C+0

24,85%1,65
62,6413,94

26,66%1,37

62,19%1,53

0,4210,06

LOTE
Cc+0

0,650, 04
0,81+0,01

a,c

a,b

a

a,c

LOTE
C+0+Col

23,47+4,59
48,9814,10

11,91%2,12

39,92+5,43

0,50%0,13

LOTE
C+0+Col

0,61+0,12
0,6410,05

Supraindices ¢on distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U kann-Whitney, p<p,0S).

A

-3

a.b

b+)

LOTE
S

18,90+1,04
53,86%1,90

26,85t1,83

60,001,551

0,35%0,01

LOTE
S

0,49%0,03
0,7010,02

=)

b.c

(EXPERIENCIA B).

LOTE
S+Col

17,19%£1,79
46,82+3,43

17,37+3,32

51,67%4,46

0,36x0,20

(EXPERIENCIA B}.

LOTE
S+Col

0,45+0,05
0,611£0,04

b

b

LOTE
REFERENCIA

40,0014,10
71,59%7,16

58,18+5,48

71,50£3,36

0,57£0,07

LOTE
REFERENCIA

1,04x0,11
0,930,009



TABLA 24. COMPOSICION PLASMATICA EN ACIDOS GRASOS (%IDEL TOTAL DE ACIDOS GRASOS). (EXPERIENCIA B).

16:0

16:1 n-7

1

&)
[}

C
C
C
Clg: N9
Cie:z N—6
Cia:3 N3
Ci0.a N-6
Cio:s N3
C

2z:5 n-3

MONOINSATURADOS

SATURADOCS
PUFAS n-3
PUFAS n-6

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mann-Whitney,

LOTE
C+0

20,7910, 64
2,59+0,14
13,46%0,71
40,161, 56
5,980,422
1,27+0,24
8,43%0,76
0,04+0,04
2,49x0, 26
43,09%1,60
35,04%0,73
4,49%0,39
17,29+1,11

LOTE
C+0+Col

20,13%x1,09
2,42+0,20
13,97+0,77
36,06%2,37
5,20%0, 46
1,69+40,65
11,48%1,37
0,00x0,00
2,34+0, 34
38,98%2,51
36,01+1,55
4,85+0,92
20,15%1,66

p<o, 05} .

LOTE
S

21,6410, 34
2,55%0,29
14,1410,29
34,22%0,51
6,45%0,32
1,1610,24
5,33%0,32
2,6920,17
7,4640,53
37,12%0,77
36,450,490
12,86+£0,80
13,430,811

LOTE
S+Col

20,8240, 48
2,45+0,12
13,5240, 30
35,9240,57
6,14%0,17
1,27£0,21
5,960, 24
2,98%0,32
7,39+0,28
38,6240, 54
35,07%0, 54
13,0610, 60
13,22£0,43

LOTE
REFERENCIA

21,8610, 84

3,12+0,43

15,47£1,00

36,4110, 64
6,00x0,73
0,770,212

10,4740, 86

0,17+0,12
2,91+0,20
39,68%0,58
37,9920, 88
4,54%0,45
17,7910,50



TABLA 25. CONCENTRACION DE COLESTEROL EN TEJIDO ADIPOSO. (EXPERIENCIA B)
LCTE LOTE LOTE
C+0 C+0+Col S

mg/g tejido 0,55%0,05 *® 0,84+0,12 °© 0,51%0,05

mg/g grasa 0,83%£0,16 ** 1,17%0,25 °* 0,65%0,04

gypraindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mann-whitney, p<Q,05).

a.

a,

b

b

LOTE
S+Col

0,63+£0,07
0,83+£0,13

a, b

a,b

LOTE

REFERENCIA

0,450, 04
0,58£0,05

mABLA 26. PESC Y CONTENIDO DE GRASA DE BAZO. CONCENTRACION EN COLESTEROL, FCSFOLIPIDOS Y TRIGLICERIDOS DE

mg/g de grasa
COLESTEROL
FOSFOLIPIDOS
TRIGLICERIDOS

mg totales
COLESTERQOL
FOSFOLIPIDOS
TRIGLICERIDOGS

188,90+18,83
283,40%31,80
527,70+£50,32

2,46x0,13
3,65%0,15
7,78%x1,40

a,c

a,c

a

159,90£17,93
225,65%12,90
614,45%+28,18

3,37%0,30
4,84+0,28
13,7+1,57

b

b

b

BAZO. (EXPERIENCIA B)
LOTE LOTE LOTE
Cc+0 C+0+Col S
PESO (g) 0,57+£0,04 * 0,72x0,04 * 0,59x0,03
GRASA (%) 2,43£0,23 3,06x0,22 2,24%0,23
mg/10C mg tejido
COLESTEROL 0,44+0,02 0,47%0,03 0,441£0,02
FOSFOLIPIDOS 0,6510,02 0,67x0,03 0,6610,02
TRIGLICERIDOS 1,3410,22 1,91x0,21 1,1410,22

209,23+22,95
314,18+34,12
476,59156,75

2,60x0,12
3,89+0,15
7,01%x1,56

supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mann-Whitney. p<0,05}.

a,d

b,

[=

LOTE
S+Col

0,7110,05
2,4210,24

0,43%0,01
0,614£0,02
1,38+0,25

190,98£21,16
268,07+28,90
540,95%£49,91

3,05%0,21
4,32%0,35
9,681,773

b4

b

a,b

a,b

LOTE
REFERENCIA

0,49+0,03
2,7010,29

0,45%£0,03
0,67x0,02
1,5810,26

176,53+24,84
260,45%+25,93
563,12+50,43

2,14%0,09
3,25+0,18
7,85%1,38

a

(=

a



TABLA 27.

g/7 dias (s.£.)
g/7 dias
HUMEDAD (%)
GRASA (%)

(s.38.)

LOTE
C+0

10,75%0,64
9,8210,58
8,6410,18
3,94%0,31

LOTE

C+0+Col
* 13,17x0,78
28 12,19+0,71
: 7,371t0,16
2 15,22%0, 47

PESO Y COMPOSICION EN HUMEDAD Y GRASA DE LAS HECES.

a,b

a,b

b

b

Supraindices con distintas letras en la migma fila indican diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<0,05).

TABLA 28.

mg/g heces (s.f.)
my/g heces (s.s.)
mng/dia

mg/7 dias

EXCRECION DE ACIDOS BILIARES EN HECES.

LOTE
C+0

12,55+0,51
13,630,456
19,1510,82
134,0345,73

LOTE

C+0+Col
2 19,1441, 56
‘ 20,64+1,68
. 36,13t4,07

- 252,90+28,46

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican difgrencias significativas (U Mann-whitney, p<0,05).

LOTE
S

14,750,776
13,2610,67
10,03%0,30

3,480,332

(EXPERIENCIA B)

LOTE
S

11.031,09
12,27+1,22
23,23%2,40
162,62+16,80

(EXPERIENCIA B)

LOTE
S+Col

17,8810,78 ©
16,450,711 ~
8,0240,31 *°*
13,3410,53 °

LOTE
S+Col

18,09+2,12 ®°~

19,66%2,30 **

46,81%6,37 °©
327,67+44,58 °

LOTE
REFERENCIA

10,43+0,57 =
9,48+C,51 *°
5,020,114 °
3,910,26 °

LOTE
REFERENCIA

2,98%0,45 ©
3,27%0,50 -~
4,32£0,53 =~
30,20%3,75 °©



TABLA 29. EXCRECION DE GRASA Y COLESTEROL EN HECES.

GRASA

mg/g heces (s.
mg/g heces (s.

mg/dia
g/7 dias
COLESTEROL

mg/g heces (s.
mg/g heces (s.

mg/g de grasa
mg/dia
mg/7 dias

LOTE
C+0

39,4243, 14
43,1643, 45
62,04+8,62

0,43£0,06

3,67£0,42
4,02+0, 45
93,5148, 10
5,75+0, 88
40,24+6,17

4,

a,

&

<

LOTE
C+0+Col

153,23%4,08
165,36x4,19
287,14+15,47
2,01%0,11

117,72+2,67
127,06+2, 80
770,69%22,60
221,71414,93
1551,99+104,54

(EXPERIENCIA B}

LOTE
S

b 34,81%3,13
° 38,71%3,51
b 74,08+9,19
b 0,52+0,06
b 3,210, 25
b 3,5740, 28
s 94,42+7,63
> 6,7940,72
b 47,55+5,01

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<0,05).

LOTE
S+Col

133,4615,28
145,12+45,90
340,21%17,88
2,39+0,13

87,26%9,85
94,96t10,75
661,74181,59
221,71+24,47
1551,99+171, 30

LOTE
REFERENCIA

39,12%2,62
43,00x2,87
58,77%6,47

0,41%0,05

2,79%0,17
3,07x0,19
73,31%7,07
4,150,372
29,04%2,26



TABLA 30. COMPOSICION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES. (EXPERIENCIA C)

DIETA C+0+Col DIETA C+AS DIETA S DIETA C+0
PROTEINA (% s.f.) 14,60%0,23 14,30%0,33 14,65%0,43 14,5310, 20
GRASA (% s.f.) 10,23+0,14 9,05+0,09 9,6910, 09 9,25+0,18
HUMEDAD (%) 5,62+0,08 7,00%0,25 5,7310,12 5,51+0,13
PROTEINA (% s.83.) 15,47+0,02 15,38%0,04 15,5410,02 15,38%0,02
GRASA (% s.s.) 10,8410,01 9,7340,03 10,2810,01 9,790, 02
COLESTEROL ANADIDO
(2 g/100 g dieta) SI NO NO NO

ACIDOS GRASO0S:
{% del total de
dcidos grasos)

—C 60 11,06+0,08 18,30+0,05 17,5410,39 10,6010, 06
~Cie.y N7 0,8610,08 5,1210,04 5,6410,32 0,900,064
~Clu0 3,71%0,03 4,1910,01 3,75%0,11 3,60%0,04
~Cie; N9 75,87+0,35 33,55%0,30 35,8910,68 77,02%0,20
~Claz N6 6,90+0,18 3,19%0,01 3,72x0,49 6,5410,05
“Cile.s D=3 0,39x0,07 3,62x0,03 3,25%0,11 0,3010,00
~Cuo:s N3 - 7,93%0,06 7,03x0,12 -

=Ciz.e N3 - 8§,8210,07 8,13+£0,17 -

-MONOINSATURADOS 76,730,311 40,55%0, 24 43,5510,29 77,9210,18
-SATURADOS 15,84%0,06 29,9610,16 29,29+0,33 15,17+0,15
-PUFAS n-3 0,3910,07 21,41+0,10 19,0710, 38 0,30£0,00
-PUFAS n-6 7.04%0,20 8,08+0,04 8,09+0,42 6,65+0,05
P/S 0,47+0,02 0,98+0,01 0,93£0,01 0,46%£0,00
n-6/n-3 19,2043, 36 0,380,00 0,43+0,03 22,12+0,17



TABLA 3la. INGESTA (en gramos) DE LOS LOTES EXPERIMENTALES (0-21
(EXPERIENCIA C).

dias).

TOTAL
PROTEINA
GRASA

COLESTEROL
ANADIDO

ACIDOS GRASO0S:
~Cieu0

—Ci., D=7

~Cls.0

-C,;.; n-9

—Ci4., N-6

~Clg.; N3

~Cyp.5 N—3

~Ci,. N3
—MONOINSATURADOS
—-SATURADOS
-PUFAS n-3
-PUFAS n-6

LOTE C+AS
234,41+10,30

36,26+1,59

20,72+0,51

4,69+0,22

2,19%0,10
0,17+0,01
0,74%0,03
15,03%0,66
1,37+0,06
0,08%£0,00
0,00£0,00
0,00+0,00
15,206+0,67
3,14%0,14
0,08+0,00
1,39%£0,06

Ho existen diferencias significativas entre los lotes.

LOTE S
213,00+11,07

32,95+1,71

18,83+0,98

4,2610,22

1,9940,10
0,16%0,01
0,67+0,03
13,66%0,71
1,24+0,06
0,07+0,00
0,00+0,00
0,00+0,00
13,81+0,72
2,85+0,15
0,07+0,00
1,27+0,07

LOTE C+0O
228,24%1,54
35,310, 24
20,18%0,14

4,56%0,03

2,13%0,01
0,17+0,00
0,71+0,00
14,63+0,10
1,330,011
0,08+0,00
0,00%£0,00
0,00x0,00
14,80+0,10
3,06+0,02
0,08%0,00
1,36x0,01



TABLA 31b.
dias}.

TOTAL
PROTETNA
GRASA

COLESTEROL
ANADIDO

ACIDOS GRAS0S:

—Cie:o
=Cis: n-7
=Cile:o
—Cis.y D9
=Cis.2 n-6

=Cle:s n-3

—MONOINSAT.

-SATURADOS
~PUFAS n-3
-PUFAS n-6

INGESTA (en gramos) DE
(EXPERIENCIA C).

LOTE C+AS

163,44%1,92
25,14+0,30
15,90+0,19

¢, Q0+0,00

2,70x0,03
0,750,011
0,62x0,01
4,95%0, 086
0,47+0,00
0,53+0,01
1,17%0,01
1,30%0,02
5,99%0,07
4,42%£0,05
3,12%0,04
1,2310,01

LOTE S

155,44+7,34

24,15%1,14
15,98+0,75

0,00+0,00

2,60+0,12
0,84+0,04
0,55%£0,03
5,32%0,25
0,55%0,03
0,48+0,02
1,04%0,05
1,21+0,06
6,46+0,30
4,34%0,20
2,82%0,13
1,21+0,06

LOTE C+0O
166,181,322

25,56+0,20
l6,27%0,13

0,00+0,00

1,65+0,01
0,14%0,00
0,56x0,00
11,97x0,09
1,01+0,01
0,04+0,00
0,00+0,00
0,00x0,00
12,11%0,09
2,36%0,02
¢,04%0,00
1,03%0,01

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferenclas significativas (U Mann-Whitney, p<0,05).

LOS LOTES EXPERIMENTALES (22-35

99



TABLA 31c.
dias).

TOTAL
PROTEINA
GRASA

COLESTEROL
ANADIDO

ACIDOS GRASOS:

=Ciso

=Ci.. N7
~Claso

—Cip., N9
=C,s,, N6
“Clg.3 N3
=-C,4.s D=3
-C,,., n-3

~MONOINSATURADOS

=SATURADOS
-PUFAS n-3
~PUFAS n-6

LOTE C+AS
397,86%x12,07
61,40%1, 86
36,63%x1,08

4,6910,20

.4,8910,13
0,92+0,02
1,49+0,06

19,98%0,71
1,84%0,07
0,61+£0,01
1,17+0,01
1,30+0,02

21,18+0,73
7,56x0,19
3,20+0,04
2,63%0,07

LOTE S
368,44+18,11
57,11+2,08
34,81%1,71

4,26+0,22

4,59+0,22
0,99+£0,05
1,22+0,06
18,98+0,94
1,80+0,09
0,55+0,03
1,04%0,05
1,21+0,06
20,27+1,01
7,20%0,35
2,8910,14
2,48%0,12

LOTE C+0
394,42+2,61
60,87+0,40
36,44+0, 24

4,56%0,03

3,78%+0,03
0,30+0,00
1,27+0,01
26,61+0,18
2,35+0,02
0,11+0,00
0,0010,00
0,00£0,00
26,92+0,18
5,42+0,04
0,11x0,00
2,39%x0,02

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<g,05).

INGESTA (en gramos) DE LOS LOTES EXPERIMENTALES (0-35
(EXPERIENCIA C).
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TABLA 32. GANANCIA DE PESO DURANTE LOS DISTINTOS PERIODOS. (EXPERIEN-
Cia C). '

LOTE C+AS LOTE S LOTE C+0
0-21 DIAS 98,7117,42 95,38+8,70 96,25%5,83
22-35 DIAS 60,097,126 59,34%3,44 61,84%7,56
0-35 DIAS 158,80+11,54 154,70+8,34 158,07%7,27

TABLA 33. COEFICIENTE DE EFICACIA ALIMENTARIA (C.E.A.) Y COEFICIENTE

DE EFICACIA PROTEICA (P.E.R.) DURANTE LOS DISTINTOS PERIODOS.
(EXPERIENCIA C)

LOTE C+AS LOTE & LOTE C+0
C.E.A.
0-21 DIAS 0,4220,01 0,44%0,02 0,420,011
22-35 DIAS 0,36+x0,03 0,37+0,02 0,37£0,03
P.E.R.
0-21 DIAS 2,72+0,31 2,85+0,22 2,74+0,18
22-35 DIAS 2,40x0,41 2,45x0,19 2,42x0,27
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TABLA 34. PESO, INDICE RELATIVO HEPATOSOMATICO Y COMPOSICION PCRCEN-

TUAL EN HUMEDAD Y GRASA
(EXPERIENCIA C).

PESO (g)
PESO (qg)
GRASA (%
GRASA (%

s.f.
5.5.
s.f.)

5.5.)

HUMEDAD (%)

INDICE

HEPATOSOMATICO &

LOTE C+AS
8,72+0,20 *
3,58+0,16 *®

16,46+0,44 *
40,27+1,04 **
59,03+1,24 °

4,03%£0,10 **

LOTE S
8,42%0,37
2,99+0,21

12,93%1,02
36,43%1,99
64,75%1,15

4,44+0,14

LOTE C+0
6,8710,20
2,79%0,11

17,84+0,67
43,99+41,20
59,51+0,55

3,84%+0,10 °®

(s.s. y s.f.) DE LOS HIGADOS ESTUDIADOS.

Supralindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mann-whitney, p<0,05%}. & Indice hepatoscmitico=
(peso higado (s.f.)/pesc corporal} * 10C.
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TABLA 35a. CONCENTRACION DE COLESTEROL (TOTAL, LIBRE Y ESTERIFICADO),
FOSFOLIPIDOS Y TRIGLICERIDOS HEPATICOS (en mg/g sustancia fresca) EN
LOS LOTES EXPERIMENTALES. (EXPERIENCIA C).

LOTE C+AS LOTE S ' LOTE C+0O
COLESTEROL
TOTAL 51,52%2,72 * 30,87%4,44 ° 68,74x2,60 °©
COLESTEROL
LIBRE 10,43+0,89 » 5,54+0,46 ° 12,35+1,31 *
COLESTEROL
ESTERIFICADO 41,09+2,50 ° 25,33%3,18 * 56,38%2,67 *
FOSFOLIPIDOS 24,19%3,00 22,46+1,70 20,92+1,14
TRIGLICERIDOS 88,89+2,56 75,9216,64 88,72+4,68

Supralindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<0,05).

TABLA 35b. CONCENTRACION DE COLESTEROL (TOTAL, LIBRE Y ESTERIFICADO),
FOSFOLIPIDOS Y TRIGLICERIDOS HEPATICOS (en mg/g sustancia seca) EN
LOS LOTES EXPERIMENTALES. (EXPERIENCIA C).

LOTE C+AS LOTE S LOTE C+0O
COLESTEROL
TOTAL 126,01*6,46 " 86,51+7,00 * 169,74+5,86 °©
COLESTERCL
LIERE 25,40%1,96 ° 15,72+1,12 °® 30,41%3,086 *
COLESTEROL
ESTERIFICADO i00,60+6,38 * 70,796,778 * 139,33%6,49 ~©
FOSFOLIPIDOS 58,65+6,76 =* 63,61*+3,68 *° 51,56+2,37 *®
TRIGLICERIDOS 218,06%8,81 214,23+15,37 218,57+9,29

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferenclas significativas (U Mann-Whitney, p<0,05).
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TABLA 35C. CONCENTRACION DE COLESTEROL (TOTAL, LIBRE Y ESTERIFICADO),
FOSFOLIPIDOS Y TRIGLICERIDOS HEPATICOS (en mg/g de grasa) EN LOS
LOTES EXPERIMENTALES. (EXPERIENCIA C).

LOTE C+AS LOTE S LOTE C+0O
COLESTEROL
TOTAL 312,31*11,69 ° 238,66%+16,71 ® 386,56+11,96 °
COLESTEROL
LIBRE 63,13%4,62 * 44,29%+4,65 * 68,55+5,48 *
COLESTEROL
ESTERIFICADO 249,17+12,33 * 194,37+14,83 * 318,01x16,27 °
FOSFOLIPIDOS 145,68+15,95 ** 175,15+7,92 * 117,09+3,63 °*
TRIGLICERIDOS 542,02+19,59 ° 586,19+16,61 > 496,35+13,27 °

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferenciaa significativas (U Mann-Whitoey, p«<0,05).

TABLA 35d. CONCENTRACION DE COLESTEROL (TOTAL, LIBRE Y ESTERIFICAFI-
CADO), FOSFOLIPIDOS , TRIGLICERIDOS HEPATICOS (en mg totales) Y
RELACION COLESTEROL LIBRE/COLESTEROL ESTERIFICADO EN LOS LOTES
EXPERIMENTALES. (EXPERIENCIA C).

LOTE C+AS LOTE S LOTE C+0O
COLESTEROL
TOTAL 448,31%23,40 ° 265,22+39,39 * 474,42%28,81 °
COLESTEROL
LIBRE (CL) 91,46+8,93 ° 7,26*x5,80 ° 85,27+%9,51 °®
COLESTEROL
ESTERIFICADO 356,86+19,85 * 217,95+34,77 ° 389,15+26,41 °
(CE)
FOSFOLIPIDOS 211,71x27,99 190,01%17,16 145,00£11, 90
TRIGLICERIDOS 776,50+33,59 * 644,83+68,29 ** 612,48%42,32 °®
CL/CE 0,26+0,03 0,23+0,03 0,23+0,03

Supralndices cor diastintas letras en la misma fila ipdican diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<0,05).
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TABLA 36. COMPOSICION HEPATICA EN ACIDOS GRASOS
ACIDOS GRASOS). RELACIONES C,.., /Cisc.or Cis:n /Cisior
/Cis.2- (EXPERIENCIA C)

(% DEL TOTAL DE
C20:4 /CIB:Z Y C22:6

LOTE C+AS LOTE S LOTE C+0

Cic.o 17,77+0,22 18,02+0,20 15,9920, 64

Cie.s N=7 6,87+0,29 * 3,86+0,28 * 6,27+0,41 °
Cinso 6,39%0,19 * 8,65+0,53 » 6,19+0,32 *
Cis.r D=9 42,57+0,69 ® 38,35+1,35 * 56,40+0,70 ®
Cis.z N=6 3,26+0,09 ° 3,62+0,19 =* 3,83+0,10 ®
Cip.s =3 0,88+0,06 0,85+0,05 0,63+0,08

Cyo.4 D=6 4,62%0,22 * 5,13+0,39 =* 6,40+0,42 ®
Cpo.s N-3 5,25%0,21 ® 3,610,15 ® 0,00+0,00 ©
Cps.e D3 8,48+0,58 * 13,32+0,79 *® 1,06+0,11 ©
MONOINSAT. 49,58+0,71 ® 42,38+1,59 * 62,86+0,61 °
SATURADOS 25,65+0,26 * 27,8040,55 ® 23,1240,40 ©
PUFAS n-3 15,72+0,82 ° 19,86+0,78 ® 1,76+0,09 ©
PUFAS n-6 8,08+0,25 * 9,0340,56 ** 10,52+0,48 °
Ciser /Cieua 0,3940,02 * 0,22%0,02 ® 0,39+0,01 °
Cisr /Ciasa 6,68+0,13 ° 4,56+0,43 ® 9,26+0,46 ©
Coos /Curns 1,42+0,07 1,4240,07 1,67+0,09

Cazee /Cisis 9,60+0,41 * 16,03+1,45 ® 1,90+0,30 °

Supraindices con distintas letrae en la misma fila indican diferenclas significativas (U Mann-whitney, p<0,05}.
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TABLA 37. COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE LOS TRIGLICERIDOS HEPATICOS
(% DEL TOTAL DE ACIDOS GRASOS). (EXPERIENCIA C)

LOTE C+AS LOTE S LOTE C+0
Ciero 25,86+0,86 * 23,52+0,91 * 31,12+40,69 ®
Cye.y D=7 5,34+0,89 ° 2,63+0,42 ® 3,1440,27 =®
Cieeo 2,06+0,20 ° 3,48+0,62 ® 1,93+0,22 °
Cisy D=9 43,45+0,99 ° 44,01%1,86 ® 56,38+1,42 ®
Crs., N—6 3,98+0,25 * 1,21+0,36 * 0,67+0,11 ®
Cis.s N=3 0,91+0,18 1,21+0,36 0,67+0,11
C,e.a D=6 2,26+0,92 1,50+0,44 0,84+0,24
C,o.s N3 2,39+0,43 * 2,21+0,45 ® 0,00+0,00 *
Cp.s N=3 8,69+1,07 * 11,43+1,39 * 0,00+0,00 ®
MONOINSAT. 49,09+1,28 * 46,86+2,30 ° 60,29+1,02 *®
SATURADOS 29,92+0,86 ° 28,64+0,70 * 34,7240,77 ®
PUFAS n-3 13,66+1,51 ° 17,90+2,07 * 0,67+0,11 ®
PUFAS n-6 6,52+0,80 * 5,69+0,21 ** 4,20+0,45 ®

Supralindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas

(U Mann-Whitney, p<G,05).
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TABLA 38. COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE LOS FOSFOLIPIDOS HEPATICOS

(% DEL TOTAL DE ACIDOS GRASOS).

™
L
o

n-7

-
*
=

™
=
o

n-9

=
®
"

[

n-6

n-3

™
@
"

w

n—6

3]
=
-

;s D=3

[
(-]

OOOO'_(")OOOO

[0
]

¢ =3

MONOINSAT.
SATURADOS
PUFAS n-3
PUFAS n-6

LOTE C+AS
18,40+0,47
2,57%0,32
20,23+0,89
18,71+1,33
5,250,311
0,80+0,18
13,76+0,82
5,77+0, 40
10,44%0,40
21,89+1,73
39,3340,60
17,86%0,69
19,60x0,76

(EXPERIENCIA C)

LOTE S
19,76%0,77
1,51+0,23
20,130,776
16,49+0,88
4,75x0,19
0,58+0,06
10,02%0,55
3,15%0,29
18,66+1,02
18,43%1,22
40,37%1,29
24,25%+1,45
15,18%0,65

LOTE C+0
14,37+0,28
1,76+0,14
23,11+0,31
16,74%*0,53
8,08+0,33
0,56+0,07
23,54+0,80
0,42%0,12
4,47+0,36
18,95+0,58
38,45%0,40
6,120,770
32,93%0,65

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (0 Mann-Whitney, p<0,€|5).,
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TABLA 39. COMPOSICION EN ACIDOS GRAS0OS DEL COLESTEROL ESTERIFICADO

HEPATICO (% DEL TOTAL DE ACIDOS GRASOS).

Cis:a n-7

Cis., N9
Cip., -6
Cis., N-3
Cip.4 D-6
C,s.s N-3

czz:s n-3

MONOINSAT.

SATURADOS
PUFAS n-3
PUFAS n-6

LOTE C+AS
13,97+0,26
11,88+0,58

1,55%0,10
57,66%1,08

2,42+0,09
0,67+0,15
1,09+0,26
4,93+0,52
2,81+0,26
69,75%0,50
17,67x0,19
8,80x0,65
3,61%0,26

LOTE S
13,5740,32
8,03+0,40
2,3740,16
63,45+0,99
2,64+0,11
0,84+0,19
1,38+0,13
3,1140,22
1,82+0,24
71,96+0,59
17,60+0,29
6,19+0, 44
4,12+0,15

(EXPERIENCIA C)

LOTE C+0O
12,09%0,62
10,06+0,80

1,53+0,13
69,60%1,26

2,58%0,14
0,67+0,11
1,41+0,20
0,00%0,00
0,00+0,00
79,9810,53
14,85+x0,64
0,67+0,11
4,04%0,27

Supralindices con distintas letras en la misma fila indican diferancias significativaa (0 Mann-Whitney, p<0,081].

a,b
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TABLA 40a. VALORES PLASMATICOS DE COLESTEROL (TOTAL, LIBRE Y ESTE-
RIFICADO), FOSFOLIPIDOS Y TRIGLICERIDOS (en mg/dl) Y COCIENTE
COLESTEROL TOTAL/FOSFOLIPIDOS. (EXPERIENCIA C).

LOTE C+AS LOTE S LOTE C+0
COLESTEROL
TOTAL (CT) 97,07+6,87 90,91%5,59 12}1,11+16,84
COLESTEROL
LIBRE 22,17+1,38 18,90+1,09 21,42+2,95
COLESTEROL
ESTERIFICADO 77,16%5,46 73,04%4,97 99,70+14,92
FOSFOLIPIDOS
{FOSFO) 108,86+5,00 ° 135,89+4,95 * 103,10+9,59 °
TRIGLICERIDOS 41,65%3,95 *° 36,84+2,52 ° 24,77+2,31 °
CT/FOSFO 0,890,022 * 0,67+0,02 °® 1,15+0,06 °©

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<@,05).

TABLA 40b. VALORES PLASMATICOS DE COLESTEROL (TOTAL, LIBRE Y ESTE-
RIFICADO), FOSFOLIPIDOS Y TRIGLICERIDOS (mmol/1).
(EXPERIENCIA C).

LOTE C+AS LOTE S LOTE C+0
COLESTEROL
TOTAL (CT) 2,51%0,18 2,36+0,14 3,14+0,44
COLESTEROL
LIBRE 0,57+0,04 0,49+0,03 0,55+0,08
COLESTEROL
ESTERIFICADO 2,06x0,12 1,95%0,14 2,58%0,39
FOSFOLIPIDOS
(FOSFO) 1,41+0,06 *® 1,76x0,06 ° 1,33x0,12 *
TRIGLICERIDOS 0,47+0045 ° 0,42+0,03 *= 0,28+0,03 ®

Supraindices con distiptas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<0,05).
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TABLA 4la. CONCENTRACION LIPIDICA PLASMATICA (mg/dl) EN LAS DIFEREN-
(EXPERIENCIA C)

TES LIPOPROTEINAS.

VLDL

COLESTEROL
TOTAL

COLESTEROL
LIBRE

COLESTEROL
ESTERIFICADQ

FOSFOLIPIDOS
TRIGLICERIDOS
LDL

COLESTEROL
TOTAL

COLESTEROL
LTIBRE

COLESTEROL
ESTERIFICADO

FOSFOLIPIDOS
TRIGLICERIDOS
HDL

COLESTEROL
TOTAL

COLESTEROL
LIBRE

COLESTEROL
ESTERIFICADO

FOSFCLIPIDOS
TRIGLICERIDOS

LOTE C+AS

24,66+2,31

8,87+1,38

15,791,355
11,88+1,19
20,32+3,05

18,60+2,56

7,12+1,21

11,491, 86
10,65%1,23
3,96+0,32

52,02%5,18

12,40+1,06

39,63+4,65
80,13%5,08
14,46+0,92

LOTE S
s 7,88%+1,62
; 3,33%0,61
2 4,56+1,05
: 3,52%+0,63
2 7,54+0,96
. 6,33x1,06
: 2,30+0,25
B 4,03+0,84
? 4,89+0,48
? 3,7%+0,51
2 74,47+3,36
» 16,65+0,82
. 57,82+3,06
: 115,12%2,64
2.8 18,85+1,46

LOTE C+0O

68,06+11,41

11,47+1,28

56,60+1Q0,27

22,85+%3,21
9,20+1,44

10,57%0,87

3,02+0,88 *

7,55+0,89
6,09%0,66
2,12%0,32

36,34%5,51

8,57+2,17

27,76%3,63
67,82%8,30
12,300,779

Suprafndices con distintas letras en la misma flla indican diferencias significativas (U Mann-Whitney, p<0,05}.
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TABLA 41b. CONCENTRACION LIPIDICA PLASMATICA {mmol/l) EN LAS DIFEREN-

TES LIPOPROTEINAS.

VLDL

COLESTEROL
TOTAL

COLESTERQL
LIERE

COLESTEROL
ESTERIFICADO

FOSFOLIPIDOS
TRIGLICERIDOS
LDL

COLESTEROL
TOTAL

COLESTEROL
LIBRE

COLESTEROL
ESTERIFICADO

FOSFOLIPIDOS
TRIGLICERIDOS
HDI,

COLESTEROL
TOTAL

COLESTEROL
LIBRE

COLESTEROL
ESTERIFICADO

FOSFOLIPIDOS
TRIGLICERIDOS

(EXPERIENCIA C)

LOTE C+AS

0,64x0,06
0,23%0,04

0,41+0,03
0,15+0,02
0,231£0,03

0,48+0,07
0,18+0,03

¢,30+0,05
0,14%0,02
0,04+0,00

1,35%0,13
0,32+0,03

1,03%0,12
1,04+0,07
0,16+0,01

A,

LOTE S

¢,20+£0,04

G,09+0,02

0,12+0,03
0,05x0,01
0,09%0,01

0,16x0,03

0,06+0,01

0,10%0,02
0,060,011
0,04%0,01

1,93+0,09

0,43+0,02

1,50x0,08
1,49+0,03
0,21+0,02

LOTE C+0

1,73%0,30

0,30%0,03

1,47x0,27
0,30%0,04
¢,10+0,02

0,27+0,02

0,08+0,02 *®

0,20%0,02
0,08+0,01
0,02%0,00

0,94%0,14

0,22%0,06

0,72x0,09
0,88+0,11
0,14%0,01

Supralndices con distintas letras en la miswa fila indican diferencias significativas {U Mann-Whitney, p<0,95).
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TABLA 42. COMPOSICION LIPIDICA (%) DE LAS DIFERENTES LIPOPROTEINAS
PLAMATICAS. (EXPERIENCIA C)

LOTE C+AS LOTE S LOTE C+0O

VLDL

COLESTEROL
TOTAL

COLESTEROL
LIBRE

COLESTEROL
ESTERIFICADO

FOSFOLIPIDOS
TRIGLICERIDOS
LDL

COLESTEROL
TOTAL

COLESTEROL
LIBRE

COLESTEROL
ESTERIFICADO

FOSFOLIPIDOS
TRIGLICERIDOS
HDL

COLESTEROL
TOTAL

COLESTEROL
LIBRE

COLESTEROL
ESTERIFICADO

FOSFOLIPIDOS
TRIGLICERIDOS

43,68%2,27

15,59%1,81

28,08%+1,40
20,86+0,78
35,4413,02

55,17+1,49

21,19+2,15

33,98%2,51
32,2310,75
12,61+1,30

35,09+1,18

8,52+0,70

26,59+1,45
54,800, 80
10,10+0,96

40,06+2,38

17,50+1, 36

22,56%2,36
18,40%1,32
41,55%3,36

41,22+3,63

15,38%0,70

25,85+3,32
32,64+0,54
26,13%3,67

35,69+0,92

8,00x0, 35

27,69+0,94
55,3110, 70
9,01+0,52

66,84%2,51

12,11+£1,24

54,73%3,72
23,19+0,70
9,97+2,03

56,27+3,22

15,37%+3,34

40,91%5, 07
32,40%+2,56
11,33%1,50

30,55+1,18

6,75%+1,19

23,8010,94
58,11+0,54
11,34%1,43

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U mann-Whitrey, p<0,95).
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TABLA 43. DISTRIBUCION DE LOS LIPIDOS
(EXPERIENCIA C)

PROTEINAS.
COLESTEROL
TOTAL

VLDL

LDL

HDY
COLESTEROL

LIBRE

VLDL

LDL

HDL

COLESTEROL
ESTERIFICADO

VLDL

LDL

HDL

FOSFOLIPIDOS

VLDL

LDL

HDL

TRIGLICERIDOS

VLDL

LDL

HDL

LOTE C+AS

26,05+2,50
19,31%2,40
53,86%2,70

30,46%3,29
24,74%3,30
42,92+2,01

22,25%1675
17,99%2,87
59,18+3,85

11,57%1,07
16,32+1,09
77,58*1,59

50,55+3,73
10,18%0,81
37,37x2,83

SERICOS EN

LOTE S

8,73%1,69
6,92+0,83
83,94*%1,89

14,99+2,79
10,250,922
74,76%+2,94

7,37%1,55
6,22+0,97
86,41+1,68

2,80+0,46
3,91£0,30
92,960,623

24,66%2,91
12,22+1,12
61,36+2,12

LAS DIFERENTES LIPO-

b

LOTE C+0O

57,61%4,14
9,79x1,21
32,23%4,25

51,84+4,73
13,14+2,62
33,93%5,72

59,08+4,49
8,98x1,50
31,74+4,33

23,67+£2,49
6,36x0,48
68,87x2,55

36,89+3,07
8,52%0,62
51,61%+3,73

Supraindices con distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas (U Mann-Whitpey, p<0,05).
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GRAFICA 1. INGESTA DE COLESTEROL Y DE LOS PRINCIPALES ACIDOS GRASOS POR LOS
LOTES EXPERIMENTALES. {Experiencia A)
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GRAFICA 2. COMPOSICION PORCENTUAL EN HUMEDAD Y GRASA EN LOS HIGADOS
DE LOS LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia A).
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GRAFICA 3. PESO DE HIGADOS, INDICE RELATIVO HEPATOSOMATICO Y RELACION
COLESTEROL LIBRE/COLESTEROL ESTERIFICADO (CL/CE) EN LOS HIGADOS DE LOS
LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia A).
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GRAFICA 4. CONCENTRACION DE COLESTEROL TOTAL (CT), LIBRE (CL) Y ESTERIFICADO
(CE), FOSFOLIPIDOS (FOSFO) Y TRIGLICERIDOS (TG) EN LOS HIGADOS DE LOS LOTES

EXPERIMENTALES. (Experiencia A)
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GRAFICA 5. COMPOSICION PORCENTUAL EN LOS PRINCIPALES ACIDOS GRASOS DEL
TOTAL HEPATICO Y DE LAS FRACCIONES DE COLESTEROL ESTERIFICADO,

TRIGLICERIDOS Y FOSFOLIPIDOS HEPATICOS.(Experiencia A)
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GRAFICA 7. COMPOSICION PORCENTUAL DE LAS DIFERENTES FAMILIAS DE ACIDOS
GRASOS EN EL TOTAL HEPATICO. (Experiencia A)
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GRAFICA 8. COMPOSICION PORCENTUAL DE LAS DIFERENTES FAMILIAS DE ACIDOS
GRASOS EN LA FRACCION DE TRIGLICERIDOS HEPATICOS. (Experiencia A)
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GRAFICA 9. COMPOSICION PORCENTUAL DE LAS DIFERENTES FAMILIAS DE ACIDOS
GRASOS EN LA FRACCION DE FOSFOLIPIDOS HEPATICOS. (Experiencia A)
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GRAFICA 10. COMPOSICION PORCENTUAL DE LAS DIFERENTES FAMILIAS DE ACIDOS
GRASOS EN LA FRACCION DE COLESTEROL ESTERIFICADO HEPATICO. (Experiencia A)
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GRAFICA 11, CONCENTRACION PLASMATICA DE COLESTEROL TOTAL (CT), LIBRE (CL) Y
ESTERIFICADO (CE), FOSFOLIPIDOS (FOSFQ) Y TRIGLICERIDOS (TG). (Experiencia A).
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GRAFICA 12. CONCENTRACION LIPIDICA PLASMATICA {mg/dl) EN LAS
DIFERENTES LIPOPROTEINAS DE LOS LOTES EXPERIMENTALES. {Experiencia A).
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GRAFICA 13. COMPOSICION PORCENTUAL LIPIDICA DE LAS VLDL SERICAS DE LOS
LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia A)
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GRAFICA 14. COMPOSICION PORCENTUAL LIPIDICA DE LAS LDL SERICAS DE LOS
LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia A)
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GRAFICA 15. COMPOSICION PORCENTUAL LIPIDICA DE LAS HDL SERICAS DE LOS
LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia A)
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GRAFICA 16. DISTRIBUCION DEL COLESTEROL TOTAL EN LAS DIFERENTES
LIPOPROTEINAS SERICAS DE LOS LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia A)
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GRAFICA 17. DISTRIBUCI
DE LOS LOTES EXPERIMENTALES.
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GRAFICA 18. DISTRIBUCION DEL COLESTEROL ESTERIFICADO EN LAS DIFERENTES
LIPOPROTEINAS SERICAS DE LOS LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia A)
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GRAFICA 19. DISTRIBUCION DE LOS FOSFOLIPIDOS EN LAS DIFERENTES
LIPOPROTEINAS SERICAS DE LOS LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia A)
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GRAFICA 20. DISTRIBUCION DE LOS TRIGLICERIDOS EN LAS DIFERENTES
LIPOPROTEINAS SERICAS DE LOS LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia A)
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GRAFICA 21. INGESTA DE COLESTEROL Y DE LOS PRINCIPAL ES ACIDOS GRASOS
POR LOS LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia B)
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GRAFICA 22. COMPOSICION PORCENTUAL EN HUMEDAD Y GRASA EN LOS HIGADOS

DE LOS LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia B).
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GRAFICA 23. PESO DE HIGADOS, INDICE RELATIVO HEPATOSOMATICO Y RELACION
COLESTEROL LIBRE/COLESTEROL ESTERIFICADO (CL/CE) EN LOS HIGADOS DE LOS
LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia B).
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GRAFICA 24. CONCENTRACION DE COLESTEROL TOTAL (CT), LIBRE (CL) Y
ESTERIFICADO (CE), FOSFOLIPIDOS (FOSFO) Y TRIGLICERIDOS (TG) EN LOS HIGADOS

DE LOS LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia B)
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GRAFICA 25. COMPOSICION PORCENTUAL DE LOS PRINCIPALES ACIDOS DEL TOTAL
HEPATICO Y DE LA FRACCION DE COLESTEROL ESTERIFICADO. (Experiencia B)
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GRAFICA 26. RELACIONES ACIDOS PALMITOLEICO/PALMITICO, OLEICO/ESTEARICO,

ARAQUIDONICO /LINOLEICO Y DOCOSAHEXAENOICO/LINGLENICO. (EXperieIicia B)
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GRAFICA 27. COMPOSICION PORCENTUAL DE LAS DIFERENTES
GRASOS EN EL TOTAL HEPATICO. (Experiencia B)

LOTE C+0

54.41X%

LOTE REFERENCIA

33.12%

34.77%

28.57%

5848
BRSNS MONOINSATURADOS

E=== OSATURADOS

shoins PUFAS n~3
(] PUFAS n-8

FAMILIAS DE ACIDOS

LOTE C+0+Col.

57.86%

LOTE S+Col.

s2.18%




T¥T

GRAFICA 28. COMPOSICION PORCENTUAL DE LAS DIFERENTES FAMILIAS DE ACIDOS
GRASOS EN LA FRACCION DE COLESTEROL ESTERIFICADO HEPATICO. (Experiencia B)
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GRAFICA 29. COMPOSICION PORCENTUAL DE LOS PRINCIPALES ACIDOS GRASOS DEL
PLASMA. (Experiencia B)
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GRAFICA 30. COMPOSICION PORCENTUAL DE LAS DIFERENTES

GRASOS EN EL PLASMA. (Experiencia B)'
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GRAFICA 31. CONCENTRACION PLASMATICA DE COLESTEROL TOTAL (CT), FOSFOLIPIDOS
(FOSFQ), TRIGLICERIDOS (TG), HDL-COLESTEROL (HDL-CT) Y HDL-FOSFOLIPIDOS

(HDL-FOSFOQ). (Experiencia B)
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GRAFICA 32. CONCENTRACION DE COLESTEROL EN EL TEJIDO ADIPOSO DE LOS LOTES
EXPERIMENTALES. (Experiencia B)
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GRAFICA 33. CONCENTRACION DE COLESTEROL TOTAL (CT), FOSFOLIPIDOS (FOSFO) Y
TRIGLICERIDOS (TG) EN EL BAZO DE LOS LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia B)
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GRAFICA 34. PESO Y COMPOSICION EN HUMEDAD Y GRASA DE LAS HECES
DE LOS LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia B)
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GRAFICA 35. EXCRECION DE ACIDOS BILIARES EN LAS HECES DE LOS LOTES

EXPERIMENTALES. (Experiencia B)
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GRAFICA 36. EXCRECION DE GRASA Y COLESTEROL EN LAS HECES DE LOS LOTES
EXPERIMENTALES. (Experiencia B)
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GRAFICA 37. INGESTA DE COLESTEROL Y DE LOS PRINCIPALES ACIDOS GRASOS
POR LOS LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia C)
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GRAFICA 38. COMPOSICION PORCENTUAL EN HUMEDAD Y GRASA EN LOS HIGADOS
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GRAFICA 39. PESO DE HIGADOS, INDICE RELATIVO HEPATOSOMATICO Y RELACION
COLESTEROL LIBRE/COLESTEROL ESTERIFICADO (CL/CE) EN LOS HIGADOS DE LOS
LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia C).
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GRAFICA 40. CONCENTRACION DE COLESTEROL TOTAL (CT), LIBRE (CL) Y

ESTERIFICADO (CE), FOSFOLIPIDOS (FOSFO) Y TRIGLICERIDOS (TG) EN LOS HIGADOS
DE LOS LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia C)
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GRAFICA 41. COMPOSICION PORCENTUAL EN LOS PRINCIPALES ACIDOS GRASOS DEL
TOTAL HEPATICO Y DE LAS FRACCIONES DE COLESTEROL ESTERIFICAD O,

TRIGLICERIDOS Y FOSFOLIPIDOS HEPATICOS. (Experiencia C)
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GRAFICA 42. RELACIONES ACIDOS PALMITOLEICO/PALMITICO, OLEICO /ESTEARICO,
ARAQUIDONICO /LINOLEICO Y DOCOSAHEXAENOICO/LINOLENICO. (Experiencia C)
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GRAFICA 43. COMPOSICION PORCENTUAL DE LAS DIFERENTES FAMILIAS DE ACIDOS
GRASOS EN EL TOTAL HEPATICO. {Experiencia C)
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GRAFICA 46. COMPOSICION PORCENTUAL DE LAS DIFERENTES FAMILIAS DE ACIDOS
GRASOS EN LA FRACCION DE COLESTEROL ESTERIFICADO HEPATICO. (Experiencia C)
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GRAFICA 47. CONCENTRACION PLASMATICA DE COLESTEROL TOTAL (CT), LIBRE (CL) Y
ESTERIFICADO (CE), FOSFOLIPIDOS (FOSFO) Y TRIGLICERIDOS (TG). (Experiencia C)
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GRAFICA 48. CONCENTRACION LIPIDICA PLASMATICA (mg/dl) EN LAS DIFERENTES
LIPOPROTEINAS DE LOS LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia C)
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GRAFICA 50. COMPOSICION PORCENTUAL LIPIDICA DE LAS LDL SERICAS DE LOS

LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia C)
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GRAFICA 51. COMPOSICION PORCENTUAL LIPIDICA DE LAS HDL SERICAS DE LOS
LOTES EXPERIMENTALES.(Experiencia C)
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GRAFICA 52. DISTRIBUCION DEL COLESTEROL TOTAL EN LAS DIFERENTES
LIPOPROTEINAS SERICAS DE LOS LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia C)
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GRAFICA 54. DISTRIBUCION DEL COLESTEROL ESTERIFICADO EN LAS DIFERENTES
LIPOPROTEINAS SERICAS DE LOS LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia C)
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GRAFICA 55. DISTRIBUCION DE LOS FOSFOLIPIDOS EN LAS DIFERENTES
LIPOPROTEINAS SERICAS DE LOS LOTES EXPERIMENTALES. (Experiencia C)
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5.DISCUSION DE RESULTADOS.
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5.2.EXPERIENCIA_A: "CARACTERIZACION DE LA HIPERCOLESTEROLEMIA

INDUCIDA POR DIETA CONTENIENDO CASEINA MAS ACEITE DE OLIVA MAS
COLESTEROL. FACTORES HEPATICOS RELACIONADOS.™

5.1.1.INGESTA.

En la tabla 2 y grafica 1 se presentan las ingestas totales,
de proteina, grasa y diferentes acidos grasos de los lotes expe-
rimentales durante un periodo de tres semanas. No se aprecian di-
ferencias significativas entre el consumo de dieta por el Lote
C+0+Col frente al Lote C+0. Naim y col. (1977} sefialaron gue hay
factores tales como el gusto, el olor y la textura en el alimento
que podrian condicionar la ingesta del mismo, sin relacidén con
otros factores post-ingesta que pueden influir en la cantidad de
dieta consumida por la rata e incluso en la eleccidn de la misma.

En esta experiencia la sustitucién parcial de almiddn por
colesterol no tiene efectos significativos sobre 1la ingesta.
Sanchez~Muniz y col. (1991b) encontraron en ratas alimentadas con
una dieta equivalente a la del Lote C+0+Col una ingesta diaria
de 11 g, de los que 221 mg eran de colesterol. En nuestro estudio
la ingesta total es de 10,55 g/dia y la de colesterol de 211
mg/dia, algo menores que las comentadas del estudio de Sanchez-
Muniz y col. (1991b) y atribuibles a la diferencia de pesoc de los
animales por la menor duracidn del presente estudioc (3 semanas
frente a 4 semanas) y quizds al diferente contenido graso de las
dietas. -

Yoshida y col. (1990) encontraron en ratas Wistar alimen-
tadas durante 20 dias con una dieta conteniendo 15% de caselna
con o sin suplementc de colesterol ingestas, alrededor de 14 g
por dia, algo superiores a nuestros resultados.

Dada la similitud de la composicidén de las dietas de los
lotes C+0O+Col y C+0, sélo se diferencian en el contenido de
colesterol y almiddén (tabla 1), la ingesta total, de proteina,
de grasa y de los diferentes tipos de Aacidos grasos (saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados n~-3) es equivalente. S6lo se
encuentran diferencias, légicamente, en la ingesta de colesterol
y almidén (grafica 1).

5.1.2.CRECIMIENTO.

Los datos de crecimiento en términos de incremento de peso
corporal aparecen en la tabla 3 donde se detalla la modificacidn
ponderal durante un periodo de 3 semanas. No se encontraron
diferencias significativas entre los lotes estudiados.

El incremento de peso, del orden de 4,5 g/dia, es ligera-
mente mas elevado que el encontrado previamente por Sanchez-Muniz
y col. (1991Db).

Estos resultados son similares a los descritos por Yoshida
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¥ col. {1990) donde la ganancia de peso corporal medic fue del
orden de 4 g/dia tanto para el lote de caseina como para el lote
que consumié dieta con un suplemento de 1% de colesterol y 0,25%
de acido cdlico.

La eficacia nutritiva de las dietas es valorada en té&rminos
de C.E.A y P.E.R (tabla 3). Ambos tratamientos dietarios
presentan similares valores de C.E.A y P.E.R como facilmente se
deduce de ingestas e incrementos de peso no diferentes significa-
tivamente.

Sanchez-Muniz vy col. (1991b) encontraron un C.E.A de 0,4 en
un lote de ratas Wistar alimentado con caseina, aceite de oliva
y colesterol. En este estudio los resultados son de 0,42%0,01
para el Lote C+0+Col y de 0,43%0,01 para el Lote C+0.

5.1.3.PESO DE HIGADO. COMPOSICION PORCENTUAL E INDICE RELATIVO
HEPATOSOMATICO.

En la tabla 4 y graficas 2 y 3 se presentan los pesos de los
higados, el 1indice relative hepatosomitico y la composicidn
porcentual hepatica en humedad y grasa de los Lotes C+0 y C+0+Col
a los 21 dias. Estos datos se comparan con los de un lote basal
alimentado con dieta estandar compuesto por ratas de 65 g de
peso.

El incremento ponderal hepé&tico encontradoen el Lote C+0
responde paralelamente al incremento de peso de los animales,
como lo sugiere el Indice hepatosom@tico que se mantiene a los
21 dias (3,19%0,12 vs 3,18%0,06).

Sin embargo, en el Lote C+0+Col el peso hepatico se
incrementa con un ritmo mayor que el incremento de peso corporal,
lo que origina un aumento del indice hepatosomdtico (4,54%0,14
vs 3,19%0,12).

El contenido de humedad del Lote C+0 no se modifica durante
la experiencia. Sin embargo, en el Lote C+0+Col se produce una
pérdida del contenido de agqua.

E1l contenidc en grasa se incrementa en el Lote C+0+Col
siendo mucho menos marcado este aumento en el Lote CH4O0.

En todos los casos, tanto el peso del higado como el indice
relativo hepatosomatico, contenido en grasa y humedad y el
aspecto morfoestructural de 1los Organos de los animales que
ingieren la dieta suplementada en colesterol (Lote C+0+Col)
indican la existencia de hepatomegalia y esteatosis, situacidn
no observada en el Lote C+0. Estos datos coinciden con los de
Dolphin (1981) en ratas macho de la raza Long-Evans alimentadas
con dietas trombogénicas conteniendo colesterol, y los de Cava
(1986) y Sanchez-Muniz y col. (1991b) en ratas Wistar en
condiciones similares a las del presente trabajo.

La hepatomegalia y esteatosis hepatica parecen deberse a la
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ingesta de colesterol y bilis de buey. Bochenek y Rodgers (1978}
encuentran un peso hepatico mayor en ratas alimentadas con dietas
suplementadas con 1% de colesterol que en basales sin dicho
suplemento.

5.1.4.COMPONENTES GRASOS DEL HIGADO.

Como hemos comentado en el apartado anterior, el contenido
graso hepatico tanto en sustancia fresca como en sustancia seca
se incrementa de forma diferente en los 2 lotes experimentales.

El andlisis de los componentes lipidicos: colesterol libre,
total y esterificado, fosfolipidos y triglicéridos (tabla 5 y
grdfica 4) concuerda con lo encontrado por otros autores cuando
utilizan dietas con bajo y alto nivel de colesterol (Bochenek y
Rodgers, 1978; Eklund y Sjdblom, 1986; Yoshida y col., 1990).

El contenido hepatico de colesterol total es muy superior
en las ratas alimentadas con dietas conteniendo C+0+Col como
consecuencia del incremento del tamafio hepdtico y del actmulo
graso.

Asi, el contenido de colestercl total en mg/g sobre
sustancia seca es 13 veces superior en el Lote C+0+Col respecto
al C+0O (153,89*14,74 ys 11,83+0,98).

Este mayor contenido de colesterol total hep&tico se debe,
sobre todo, a un incremento del colesterol esterificado. Asi, los
valores en mg/g (s.f.) de colesterol libre son para el Lote
C+0+Col unas 5 veces superior a las del Lote C+0, mientras que
los de colesterol esterificado son unas 60 veces mas elevados en
el Lote C+0+Col. Esto origina que el cociente colesterol
libre/colesterol esterificado en este 6rgano baje en los lotes

gue ingieren la dieta suplementada con colesterol (0,2410,02 vs
4,59+1,02).

Bochenek y Rodgers (1978) y Sirtori y col. (1984) también
encontraron resultados similares a los de este estudio al
aumentar la ingesta de colesterol.

Los valores de triglicéridos hepaticos también son mas
elevados en el Lote C+0+Col. En cambio, para los fosfolipidos,
aungue se cobserva la misma tendencia, las diferencias no son tan
marcadas.

Garg y col. (1988a) encuentraron un incremento del coles-
terol total en microsomas hepaticos de ratas alimentadas con
dietas con diferentes fuentes grasas y suplementadas con
colesterol frente a esas mismas dietas sin suplemento de
colesterol. En cambio, los niveles de fosfolipidos no se ven
alterados.

Numerosos autores: Quazi y col. (1983}, Lefevre y Scheneman

{1984), Vahouny y col. (1985), Eklund y Sjdblom {1986) y Yoshida
y col. (1990), en concordancia con los resultados encontrados en

173



esta memoria describieron en ratas alimentadas con dietas
suplementadas con colesterol un incremento de los 1lipidos
totales, colesterol total, colesterol esterificado y triglicé-
ridos en el higado.

Los resultados obtenidos en el higado con respecto a las
concentraciones de colesterol esterificado, triglicéridos vy
fosfolipidos parecen sugerir un proceso equivalente al producido
en otras células corporales que resumimos a continuacidén: la
llegada masiva de colesterol al higado debe bloquear la sintesis
endégena de colesterol por inhibicién de la HMG-CoA reductasa y
estimular la produccidén de ésteres de colesterol por el enzima
microsomal ACAT, principalmente en forma de colesterol oleato.

En los microsomas también se encuentra la Acll-Coa sinte-
tasa, enzima necesaria para la sintesis de intermediarios Acil-
CoA, que son utilizados para la biosintesis de triglicéridos (via
a-glicerol fosfato) y ésteres de colesterol (via ACAT). Ambas
vias, sobre todo la de los ésteres de colesterol, podrian estar
estimuladas por 1la llegada masiva de colestercol. Cuando las
células hepaticas estan expuestas a un exceso de lipidos, los
intermediarios Acil-CoA deben dirigirse a formar lipidos neutros
(triglicéridos) por al Acil-CoA sintetasa, produciendose, segn
la hipétesis propuesta por Cornwell y col. {1981) una deficiencia
intracelular de &cidos grasos esenciales, cuando las células
tienen exceso de colesterol. El actmulo de ésteres de colesterol
prodicudo por baja utilizacidén, como se discutira mas adelante,
debido a una posible deficiencia en el enzima colesteril-ester
hidrolasa disminuiria el "pool" utilizable de &cidos grasos
poliinsaturados contribuyendo, probablemente, a una menor
produccién de fosfolipidos respecto a la de ésteres de colesterol
y triglicéridos.

5.1.5.COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS TOTALES HEPATICOS.

En la tabla 6 y gradficas 5 y 7 aparece la composicidn de los
principales &cidos grasos hepaticos en ambos lotes y también de
un lote basal alimentado con dieta estadndar de laboratorio inte-
grado por ratas de aproximadamente 65 g de peso.

Como se puede apreciar la introduccidn de un suplemento de
colesterol en 1la dieta supone un cambio en 1la composicidn
hepatica de acidos grasos. Las principales modificaciones ocurren
en los siguientes &cidos grasos : palmitoleico, esteéarico,
araquidénico y eicosapentaenoico (EPA). De esta manera las ratas
que ingieren las dietas suplementadas con colesterol presentan
mas acidos grasos monoinsaturados, palmitoleice y oleico,
principalmente; mientras que el resto de los &cidos grasos:
saturados, PUFAS n-3 y, sobre todo, PUFAS n-6 son mads abundantes
en los higados de las ratas que no reciben colesterol afiadido en
sus dietas. Hay que destacar la gran disminucidn del acido
araquidénico que se produce en el Lote C+0+Col (5,13%0,43 wvs
23,53%0,43) e indicar que el dcido linoleico se incrementa en el
Lote C+0+Col, aundque el porcentaje total de PUFAS n-3 es menor
en este lote.

174



El incremento de los niveles de &cido oleico parece deberse
al acimulo de colesterol esterificado que ocurre en los higados
de los animales del Lote C+0+Col y a la preferencia del enzima
ACAT por el acido oleico (Goodman y col., 1964; Spector y col.,
1979; Erickson y Cooper, 1980; Erickson y col., 1980). Como es
sabido este enzima es el encargado de esterificar en el higado
el colesterol, principalmente con &acido coleico. Por lo tanto,
ante una mayor presencia de este 1lipido, 1los hepatocitos
responden incrementando la esterificacidén del colesterol por el
enzima ACAT y provocando un incremento proporcional del acido
oleico de la fraccidén de colesterol esterificado (ver apartado
5.1.6.).

La disminucién de los niveles de araquiddénico y otros &cidos
poliinsaturados de larga cadena dque ocurre en el Lote C+0+Col es
comentada también por otros autores, asi Morin y col. (19%62),
citado por Huang y col. (1986), seflalaron una disminucién de
estos Acidos grasos en el higado, consecuente a un exceso en la
ingesta de colesterol,

Otros autores indicaron un posible blogqueo de la sintesis
del &cido araquiddénico. Huang y col. (1986) observaron con la
ingesta de colesterol, acumulacidn de &cido linoleico y reducciodn
de aragquidénico. En nuestro caso, no encontramos la acumulacién
del acido linoleico dado el gran enriquecimiento en acido oleico,
pero si estudiamos la relacién C,,.,, /C,., (tabla 6, grafica 6)
como medida del proceso de desaturacidén del &cido 1linoleico,
observamos gue el Lote C+0+Col presenta unos valores menores que
el Lote C4+0 (1,39+0,08 vg 3,66+0,13). Estos datos parecen indicar
gue la alimentacién con dietas conteniendo colesterol inhiben la
desaturacidn de los acidos grasos poliinsaturados n-6, situacidn
ya enunciada por Bochenek y Rodgers (1978), Huang y col. (1986),
Garg vy col. (1986), Huang v col. (1987), Huang y Horrobin (1987)
Yy Sugano y col. (1988).

En cuanto a los acidos grasos de la familia n-3, observamos
un mayor acimulo de acido linolénico y menor cantidad de DHA en
el Lote C+0+Col. Estos datos parecen indicar una inhibicidn de
la desaturacidén del &cido 1linolénico. La relacidén C,,.s /Cu.y
(tabla 6, grafica 6) como una medida de esta desaturacidn pre-
senta en el lote que ingiere dietas suplementadas con colesterol
los valores mas bajos (1,281£0,30 vs 12,06+0,06).

En conclusidén, los datos comentados parecen indicar que el
higado ante la masiva llegada de colesterol, responde esterifi-
cando el mismo. Por esta razdn, todo el sistema enzimatico hepa-
tico relacionado con los Acidos grasos, intentaria proveer prin-
cipalmente &acido oleico al enzima encargada de esta esterifi-
cacidén de los Acidos grasos: ACAT, inhibiendose los procesos de
desaturacidén de las familias n-3 vy n-6.

Pensamos ademds, gue puede existir una activacidén de la
Delta-9-desaturasa, incrementandose los niveles de acidos grasos
monoinsaturados, sobre todo de acido oleico, y disminuyendo, por
tanto, los del &acido estedrico. Por esta razén, el cociente
Cis../Cis.s (tabla 6, grafica 6) es unas 12 veces mas elevado en el
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Lote C+0+Col.

5.1.6.COMPOSICION EN ACIDOS GRAS0S DE TRIGLICERIDOS, FOSFOLIPIDOS
Y COLESTEROL ESTERIFICADO HEPATICOS.

En las tablas 7, 8 v 9 y graficas 5, 8, 9 y 10 se muestran
la composicidén de las distintas fracciones lipidicas hepaticas
de los 1lotes C+0 y C+0+Col, asi como los de un lote basal
alimentado con dieta estandar al comienzo de la experiencia.

El diferente perfil de &cidos grasos encontrado en las
fracciones de triglicéridos, fosfolipidos y colesterol esteri-
ficado se explicaria por la incorporacién preferente de algunos
adcidos grasos hacia fosfolipidos y colesterol esterificado.

Asi es conocido que normalmente los fosfolipidos contienen
mas cantidades de &cido araquiddnico o de EPA y DHA (Durand y
col., 1985; Huang y col., 1986; Garg y col., 1988a; Bernadier,
1988), mientras que debido a la preferencia del enzima ACAT por
el &cido oleico. Ya comentada en el apartado anterior, los
ésteres de colesterol son especialmente ricos en este acido.

En nuestro estudioc, en la fraccidn de fosfolipidos en el
Lote C+0 1los A&cidos grasos mayoritarios son: araquidénico,
estedrico y palmitico; mientras que en el Lote C+0+Col. el acido
graso que aparece en mayor cantidad es el oleico, seguido muy de
cerca por araquiddénico y este&rico. La cantidad de DHA cae en
este lUltimo lote aproximadamente un 39% respecto al Lote C+O0.

Respecto a la fraccidn de colesterol esterificado en ambos
lotes el acido graso mds abundante es el oleico, seguido de
palmitico. Es importante resefiar el incremento relativo de un
99,1% de acido palmitoleico vy una disminucidén de 14 veces de
dcido araquidénico en el Lote C+0+Col respecto al Lote C+O.

Por su parte, en la fraccioén de triglicéridos mas de las 3/4
partes estdn constituidas por los acidos oleico y palmitico en
ambos lotes, debiendo resaltarse la desaparicidn del acido
araquidoénico en el Lote C+0+Col.

Teniendo en cuenta los porcentajes de los diferentes &acidos
grasos en el total hepatico y en las diferentes fracciones
consideradas: triglicéridos, fosfolipidos y colesterol esterifi-
cado, pensamos dque en los 2 lotes el &acido oleico, aunque
mayoritario en las 3 fracciones, se incorpora preferentemente a
los triglicéridos y los ésteres de colesterol, el acido palmitico
a triglicéridos y el Acido palmitoleico a la fraccidén de coles-
terol esterificado, mientras que a fosfolipidos se incorporan
mayoritariamente acido araquiddénico (principalmente en el Lote
C+0), estedrico, linoleico y DHA.

Las diferencias encontradas entre ambos lotes se explicarian
por la ingesta de colesterol. Asi, la esterificacidn de coleste-
rcl en el Lote C+0+Col exigiria una incorporacién preferente del
dcido oleico en esta fraccidén. Por otro lado, la inhibicidn de
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las desaturasas encargadas de la formaciédn de Aacidos grasos
peliinsaturados de larga cadena, supondra unos niveles mds bajos
de estos Aacidos en las fracciones lipidicas del lote C+0+Col
(Huang y col., 1986; Garg y col., 1988a; Huang y col., 1990).

5.1.7.VARIACIONES SOBRE LOS LIPIDOS PLASMATICOS.

Los resultados del andlisis de los lipidos plasmaticos e
indices relacionados con estos lipidos de los lotes experi-
mentales y del lote basal aparecen en la tabla 10 y grafica 11.

Tanto los valores de colesterol como el iIndice coleste-
rol/fosfolipidos , considerado como indice aterogénico (Kannel
y col., 1971), seflalan una marcada hipercolesterolemia en el Lote
C+0+Col atribuible principalmente a la ingesta de colesterol y
bilis de buey. Este incremento del colesterol total plasmético
se debe a la elevacidn de las 2 fracciones, libre y esterificada,
de dicho esterol.

De 1las 2 fracciones 1lipidicas plasmdticas restantes:
triglicéridos y fosfolipidos, sdlo 1los triglicéridos sufren
modificaciones con la ingesta de dietas ricas en colesterol. Asi,
los valores plasmaticos de triglicéridos son menores en el Lote
Cc+0+Col (39,01%+7,95 mg/dl vys 75,35+7,31 mg/dl}. Este efecto
pensamos es debido a la secrecidn por parte del higado de
lipoproteinas V.L.D.L. ricas en colesterol y pobres en trigli-
céridos, resultados que comentaremos posteriormente.

Durand y col. (1985) utilizando durante 6 semanas un régimen
semisintético similar al de nuestra experiencia encontraron en
ratas de 3 meses de edad una elevacidn de la colesterclemia de
80 a 373 mg/dl.

Sanchez-Muniz y col. (1991b} después de 14 dias de alimentar
ratas con caseina mas aceite de oliva y agentes hipercolesterole-
miantes encontraron un incremento del 250% en los niveles de
colesterol. En el presente +trabajo 1la hipercolesterolemia
conseguida en el Lote C+0+Col no es tan marcada, probablemente
debido al contenido sensiblemente menor de antioxidantes {(BHT y
BHA) utilizados en las dietas. A este respecto, en ratas Wistar
hembras alimentadas con dietas sin colesterol conteniendo
cantidades crecientes de BHT se ha visto un efecto sobre 1la
colesterolemia directamente proporcional a la dosis de antioxi-
dante utilizada (Olsen y col., 1986).

Quazi y col. (1983) refieren en ratas Wistar alimentadas
durante 3 semanas con una dieta basal unos valores de 101 mg/dl
de colesterol y de 315 mg/dl de triglicéridos, mientras que los
valores de las ratas alimentadas con esa misma dieta, pero suple-
mentada con 1% de colesterol eran de 264,6 mg/dl de colesterol
total y 108 mg/dl de triglicéridos.

Lefevre y Schneeman (1984) sefialaron un incremento de
colesterol total (49,7 mg/dl vs 76,2 mg/dl) y disminucidén de
triglicéridos (53,8 mg/dl vs 41,4 mg/dl) al alimentar ratas con
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dietas conteniendo un 1% de colesterol frente a otras gue reciben
esa misma dieta pero sin el suplemento de colesterol.

Similares resultados a los comentados son descritos por
otros autores: Huang y col. (1986}, Eklund y Sjdblom (1986).
Yoshida y col. (1990) sefialaron que la alimentacidn con dietas
suplementadas con 1% de colesterol y 0,25% de acido cdlico suposo
un incremento en el colesterol plasmatico (208,11 mg/dl ys 93,3
mg/dl) y una pequeifia disminuciodon de la trigliceridemia (95 mg/dl
vs 92,5 mg/dl).

5.1.8.EFECTO SOBRE LAS LIPOPROTEINAS.

La ingesta de dietas suplementadas con colesterol provoca
un marcado cambio en las lipoproteinas plasmiaticas (tablas 11,
12 y 13, graficas 12-20).

Esta modificacidén afecta tanto a la composicién de cada
lipoproteina (tabla 12, graficas 13, 14 y 15), como a 1la
distribucidén de cada 1lipido en las diferentes 1lipoproteinas
(tabla 13, graficas 16-20).

El incremento de colesterol plasmatico observadoc en el Lote
C+0+Col se debe principalmente al incremento del colesterol
transportado por las V.L.D.L. (127,09%*16,4 mg/dl ys 8,09%l1,32
mg/dl).

Eklund y Sjdéblom (1986) indicaron dque la ingesta de dietas
enriquecidas en colesterol originan en ratas la aparicidn de unas
V.L.D.L. enriquecidas en ésteres de cclesterol, denominadas 8-
V.L.D.L. Para estos autores si el suplemento dietario de coles-
terol no es superior al 0,25%, estas particulas 8-V.L.D.L. serian
también ricas en triglicéridos, pero si el suplemento es superior
a esta cifra, los triglicéridos serian sustituidos gradualmente
por ésteres de colesterol.

De acuerdo conh esta ocbservacidn, en nuestro estudio, las
V.L.D.L. secretadas por el Lote C+0+Col son mucho mas ricas en
colesterol esterificado que las del Lote C+0 (55,81%1,87% uys
7,46+1,66%) y mas pobres en triglicéridos (11,2%1,87% uvs
70,03+1,47%) (tabla 12, grafica 13).

A su vez, el contenido de colesterol libre y fosfolipidos
de las V.L.D.L. del Lote C+0+Col también se encuentra incremen-
tado, pero en menor cuantia.

El cociente colesterol libre+fosfolipidos/colesterol
esterificado+triglicéridos (indicativo de una relacidén entre
parte superficial y la zona central de las lipoproteinas) se
incrementd en las V.L.D.L. del Lote alimentado con colesterol
(0,49+0,03 ys 0,2910,01) lo gque sugiere un menor tamafio de
particula para este lote.

Manhley y Holcombe (1977) en ratas macho de la raza Osborne-
Mendel sefialaron en ratas con hipercolesterolemia severa (680
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mg/dl) gque un 84,6% del colesterol era transportado por la
fracciétn de d«1,006, es decir por las V.L.D.L., mientras que en
ratas hipercolesterolémicas moderadas (259 mg/dl) este porcentaje
era del 54,2%.

Dolphin (1981) en ratas macho de raza Long-Evans encontrd
que en ratas hipercolesterolémicas el 82,4% de los lipidos de las
V.L.D.L. era colesterol (libre mds esterificado), mientras dque
con niveles de colesterolemia mucho mds bajos s6lo lo era el 13%.

Las cantidades de colesterol libre, colesterol esterificado
y fosfolipidos en mg/dl transportadas por las L.D.L. del Lote
C+0+Col son mas elevadas significativamente que las del Lote C+0.
Los triglicéridos disminuyen, si bien, de manera no significati-
va. Por 1lo tanto, la composicidén de las L.D.L. va a sufrir
modificaciones similares a las ya comentadas para las V.L.D.L.
Asi, las L.D.L. del Lote C4+0+4+Col son mads ricas en colesterol
esterificado y mas pobres en triglicéridos que las del Lote C+O.

Sautier y col. (193%0) estudiando el efecto de proteina de
origen animal o vegetal sobre 1lipoproteinas en ratas Wistar
encontraron una composicién lipidica similar en las L.D.L. con
un cociente colestercl total/fosfolipidos de 0,74. En nuestro
estudio, este cociente es de 0,8510,10 para el Lote C+0. Dicho
cociente se incrementa significativamente (p<0,05) a 1,87+0,12
en el Lote C+0+Col.

El cociente colesterol libre+fosfolipidos/colesterol esteri-
ficado+triglicéridos no varia significativamente, indicando un
tamafio andlogo de las L.D.L. de ambos lotes.

En lo referente a las H.D.L., la ingesta de la dieta rica
en colesterol provoca valores de colesterol esterificado,
colesterol libre y fosfolipidos transportados por estas parti-
culas menores que en las H.D.L. del Lote C+O.

Resultades similares a los de este estudio fueron descritos
por otros autores: Quazi y col. (1983), Lefevre y Schneeman
(1984), Eklund y Sjioblom (1986) y Yoshida y col. (1990).

Estas variaciones absclutas repercutieron significativamente
en el contenido relativo de colesterol esterificado de las
H.D.L., que disminuyen en el Lote C+0+col., con una tendencia al
incremento de triglicéridos en este mismo lote.

Respecto al cociente colesterol libre+fosfolipidos/coles-
terol esterificado+triglicéridos no encontramos diferencias
significativas entre los lotes, lo que sugiere un tamafio similar
de sus H.D.L.

El menor transporte por la fraccidn de H.D.L. de lipidos
totales (tabla 11) y el tamafio similar de estas particulas en el
Lote C+0+Col respecto al C+0, sugiere una menor cantidad de
particulas H.D.L. en el lote que recibe colesterol afiadido en sus
dietas que en el Lote C+O.
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En la tabla 13, graficas 16-20 se pueden estudiar como todos
los cambios explicados hasta ahora afectan a la distribucién de
cada lipido en las diferentes lipoproteinas. Asi los triglicéri-
dos son en ambos lotes vehiculizados preferentemente por las
V.L.D.L., mientras que el colesterol es transportado mayoritaria-
mente por las H.D.L. en el Lote C+0 (79,7%1,39%) y por las
V.L.D.L. en el Lote C+0+Col (69,61+3,85%). Los fosfolipidos se
encuentran preferentemente en las H.D.L. en ambos lotes. El Lote
C+0+Col respecto al Lote C+0 incrementa los niveles de fosfolipi-
dos sobre todo en las V.L.D.L. y los disminuye marcadamente en
las H.D.L.

En estudiocs previos, Cuesta y col. (1986) y Sanchez~Muniz
y col. (1986) encontraron que elevaciones muy moderadas de la
colesterolemia en la rata conllevan incrementos paralelos de los
ésteres de colesterol y H.D.L.-colesterol, y disminucidn de los
triglicéridos, no encontrandose practicamente variaciones en las
fracciones de V.L.D.L. y L.D.L.. Sin embargo, incrementos méas
marcados de la colesterolemia en la rata conllevan la formacidn
incrementada de B-V.L.D.L. y disminucién de las H.D.L. Estos
datos sugieren dque ante un incremento masivo del "pool" de
colesterol hepdtico se produciria una demanda de componentes
estructurales (fosfolipidos, triglicéridos, colesterol esteri-
ficado y colestercl libre)} hacia las V.L.D.L. gue repercutiria
en una menor produccién de H.D.L. Por otra parte, el menor
contenido de H.D.L. de estas ratas incidiria negativamente en el
transporte reverso del colesterol hacia el higado y en el metabo-
lismo lipoproteico.

El cociente colesterol libre/colesterol esterificado en las
H.D.L. es 2 veces mias elevado en las ratas hipercclesterolémicas,
esto sugiere una captacién incrementada del colestercl libre
procedente de las V.L.D.L. por las H.D.L., acompafiada de una
esterificacidn deficiente de este colesterol libre por el enzima
LCAT (Lecitin-Colesterol-Acil Transferasa) y con una cesidn
limitada de colestercl esterificado desde las H.D.L. hacia otras
lipoproteinas, dada 1la produccién limitada de la proteina
transferidora de é&steres de colesterol en la rata (Barter y
Lally, 1978).
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5.2_.EXPERENCIA B: "EFECTO PREVENTIVO Y/O CURATIVO DE DIETAS
CONTENIENDO SARDINAS FRITAS EN ACEITE DE OLIVA SOBRE LA HIPERCO-
LESTEROLEMIA INDUCIDA POR DIETAS SUPLEMENTADAS CON COLESTEROL".

5.2.1.INGESTA.

Como se ha comentado en el disefio experimental (3.1.3.2.)
esta experiencia se subdividid® en 3 periodos: de adaptacién,
preexperimental de induccidén hipercolesterolemiante y experi-
mental o de tratamiento de dicha hipercolesterolemia. Los
resultados obtenidos durante el periodo de inducciédn hiperco-
lesterclemiante son similares a los ya comentados en la EXpe-
riencia A, por lo que detallaremos s6lo lo sucedido durante el
periodo experimental (22-35 dias}) o en su caso durante toda la
experiencia (0-35 dias}.

Asi, durante el periodo experimental la ingesta de los lotes
gque consumen dietas con sardinas fritas en aceite de oliva (S y
S+Col) son ligeramente superiores a la de los lotes que ingieren
las dietas conteniendo caseina y aceite de oliva (C+0, C+0+Col
y REFERENCIA) (tabla 15, grafica 21).

Sanchez-Muniz y col. (1991b) encuentraron en ratas Wistar
una aceptabilidad semejante, aungue ligeramente mayor, de una
dieta conteniendo sardinas fritas en aceite de oliva mas caseina,
lo que coincide con nuestros resultados.

La mejor aceptabilidad, si bien no significativa, de las
dietas conteniendo sardinas se explicaria, en parte, por el aroma
del aceite de sardina y la proporcién ligeramente mas elevada de
dcidos grasos saturados de estas dietas frente a las que
contienen caseina.

Durante dicho periocdo (22-35 dias) se encuentran pequefias
diferencias en las ingestas de grasa y proteina debidos a los
contenidos ligeramente distintos de sus dietas respectivas (tabla
l4). Asi, para la grasa los valores oscilan entre 19,70+0,72 g
en el Lote REFERENCIA y 23,79%1,04 g del Lote S+Col, mientras que
los de proteina varian entre 30,26%1,51 g (Lote C+0+Col) vy
36,07+0,78 (Lote S+Col) (tabla 14). Estas diferencias desaparecen
al contabilizar la ingesta en el total de la experiencia.

La ingesta de colesterol, como es de f&cil deducién, es
superior en los lotes gue ingieren las dietas suplementadas con
este lipidoc (C+0+Col y S4Col) que en los otros lotes (tabla 15,
grafica 21).

En lo referente a la ingesta de &cidos grasos aparecen
diferencias significativas entre los lotes, que se detallan en
la tabla 15 y grafica 21, debidas a la distinta composicién de
las dietas en estos acidos grasos (tabla 14), no existiendo dife-
rencias significativas en la ingesta de 4cidos grasos monoinsatu-
rados, en particular de acido oleico, en ninguno de los periodos
estudiados.
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Los lotes que ingieren las dietas con sardinas fritas (S y
S+Col) consumen significativamente mas acidos grasos saturados
(palmitico y estedrico) y PUFAS n-3 (linolénico, EPA, DHA) que
los lotes C+0, C+0+Col y REFERENCIA. Estas diferencias ocurren
en los periodos experimental y total, pero hay que indicar que
son menos marcadas para la ingesta de &cidos grasos saturados
durante el total de la experiencia.

E1l consumo de PUFAS n-6, principalmente de &cido linoleico,
no difiere marcadamente entre los 1lotes en ninguno de los
periodos estudiados, aungque en el experimental existen dife-
rencias significativas en la ingesta de estos Acidos grasos entre
los lotes C+0 (0,92+0,04) y REFERENCIA (0,92+0,03) y el Lote S
(1,12+0,02).

5.2.2.CRECIMIENTO.

En la tabla 16 aparecen los datos de crecimiento durante los
periodos preexperimental, experimental y total expresados en
términos de incremento de peso corporal.

No se encuentran diferencias significativas entre los lotes
en ninqguno de los periodos estudiados. Similares resultados
fueron encontrados por Sdnchez-Muniz y col. (1991b), alimentando
ratas Wistar con sardinas fritas en aceite de oliva o con caseina
mas aceite de oliva.

Eklum y Sjdblom (1980) no encontraron diferencias signi-
ficativas después de 4 semanas en la ganacia de peso de ratas
alimentadas con un concentrado de proteina de pescado frente a
otras que recibian caceina mas D-L metionina, si bien, si se
hallaron entre estos 2 lotes y otro alimentado s6lo con caseina.

Jacques y col. (1986) suministrando a ratas durante 3
semanas dietas enriquecidas en colesterol conteniendo como fuente
proteica pescado o caseina sin suplemento de D-L metionina
encontraron diferencias significativas en el crecimiento.

La eficacia nutritiva de las dietas es evaluada en términos
de C.E.A y P.E.R aparece en la tabla 17. No se encuentran dife-
rencias significativas entre los C.E.A. y P.E.R de las ratas
sometidas a los distintos tratamientos dietarios. Solomko y col.
(1985) utilizando un purificado proteico de pescado encuentraron
en ratas en crecimiento un P.E.R de 2,56. En nuestro trabaio, los
valores de P.E.R oscilan entre 2,03%0,08 del Lote REFERENCIA) y
2,40+0,08 del Lote S+Col}.

5.2.3.PESO DE HIGADO, COMPOSICION PORCENTUAL E INDICE RELATIVO
HEPATOSOMATICO.

Los pesos de 1los higados, 1indices hepatosomaticos vy
composicidén porcentual hepdtica en grasa y humedad de los lotes
experimentales se presentan en la tabla 18, graficas 22 y 23.
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Como hemos comentado en la Experiencia A, la ingesta de
dietas suplementadas con colesterol supone la aparicidén de
hepatomegalia y actimulo dgraso en higado. La supresion del
colesterol déspues de los 21 dias (lotes C+0 y S) supone una
tendencia a la normalizacién, sobre todo del peso hepdtico y del
indice hepatosomatico, sin conseguir nunca los valores del Lote
REFERENCIA.

Kobatake y col. (1983) encuentraron que el indice relativo
hepatosomatico se incrementa significativamente cuando la grasa
en forma de metil oleato se sustituyd totalmente por otra
poliinsaturada procedente de higado de calamar, pero no cuando
la sustitucidn fue parcial.

Las ligeras diferencias en el contenido de dcidos grasos de
las dietas utilizadas (tabla 14) explicaria el pordqué en nuestro
estudio no se encontraron diferencias significativas en el peso
hepatico e indice relativo hepatosomatico, si bien, cuando se
suprime 1la suplementacién con colestercl, estos wvalores son
superiores, pero no significativamente, en el lote que ingiere
la dieta con sardinas (Lote S).

El mayor contenido graso hepdtico se obtiene para el Lote
S+Col (60,33%3,08% s.s.) vy el menor en el Lote S (45,31%£2,25%
s.5.).

La adicién de colesterol produce un aumento significativo
en el contenido graso hepatico de 1los lotes alimentados con
dietas conteniendo sardinas fritas, pero no con las que contienen
caseina. Esto sugiere un claro efecto diferencial debido a la
fuente proteica, a la grasa o a ambas, aspecto que seré discutido
mas adelante (Experiencia C, apartado 5.3.).

Kobatake y col. (1983) sefialaron que el contenido grasoc del
higado raramente es alterado por el consumo de grasa de animales
marinos. Eklund y Sjéblom (1980) sugirieron que 1la fuente
proteica (caseina mads D-L metionina vs pescado} no tiene efecto
sobre el peso y contenido de 1lipidos hepéaticos. Estos dos
estudios pueden contribuir a explicar, al menos en parte, los
resultados obtenidos en esta Experiencia B en los lotes ali-
mentados con dietas sin colesterol.

5.2.4.COMPONENTES GRASOS DEL HIGADO.

El andlisis y comparacién estadistica de los componentes
lipidicos (colesterol: libre, total y esterificado; fosfolipidos
y triglicéridos) que aparece en la tabla 19 y en la gré&fica 24,
muestra gque la no suplementacidn de las dietas con colesterol y
bilis de buey supone un contenido significativamente menor de
colesterol en el total hep&tico. El1 contenido de triglicéridos
y fosfolipidos también es menor, aungue las diferencias no son
tan claras. Estos resultados van a deberse, sobre todo, al mayor
peso hepatico en los lotes C+0+Col y S+Col. Es de sefialar el
mayor contenido de fosfolipidos en mg/g tejido (s.s. 6 s.f.) o
en mg/g de grasa de los lotes que ingieren dietas no suplemen-
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tadas con colesterol (C+0, S y REFERENCIA), diferencias due
desaparecen al contabilizar los mg de fosfolipidos en el total
hepdtico.

La ingesta de dietas conteniendo sardinas fritas suple-
mentadas o no de colesterol, frente a sus regpectivas con caselna
mas aceite de oliva, no induce diferencias significativas en los
lipidos hepaticos.

Hay que indicar, que numerosos autores encuentraron en
diferentes especies animales que dietas conteniendo PUFAS n-3
estimulaban el enzima hepatico ACAT, lo que supondria una acumu-
lacién de ésteres de colesterol en dicho 6érgano (Spector y col.,
1980; Johnson y col., 1983; Parks y Bullock, 1987; Field y col.,
1987). Sin embargo, debemos comentar que en todos estos trabajos
se comparé los efectos de los PUFAS n-3 sb6lo frente a grasas
saturadas.

Spady y Dietschy (1987) encontraron en hamsters que el
aceite de oliva dietario promovia la esterificacioén del coles-
terol hepdtico en mayor medida que el aceite de cartamo o dque el
aceite de coco.

Kobatake y col. (1983) describlieron en ratas gue frente a
los 4cidos grasos de la manteca de cerdo, los PUFAS n-3 dismi-
nuian los niveles de colesterol en higado de forma proporcional
a la dosis usada.

Beynen (1988) indicdé que dietas ricas en a&acido oleico
generalmente causan concentraciones mé&s altas en el colesterol
total hepatico que dietas conteniende otros tipos de &acidos
grasos. La adicidén de colesterol a las dietas incrementaba este
efecto.

Por tanto, en nuestro estudio, los resultados cbtenidos se
explicarian, por un lado, por la baja concentracidén de PUFAS n-3
en la dieta conteniendo sardinas y, por otro, porque los efectos
de estos PUFAS n-3 se comparan frente a una dieta con aceite de
oliva y no con acidos grasos saturados.

El cociente colesterol 1libre/colesterol esterificado es
similar en todos los lotes y muy inferior al obtenido en el Lote
REFERENCIA. Estos resultados son similares a los comentados por
Sirtori y col. (1984) o a los descritos en la Experiencia A de
esta tesis doctoral.

5.2.5.COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS TOTALES HEPATICOS.
Como hemos comentado en la Experiencia A la ingesta de
dietas con colesterol supone principalmente una disminucién de

PUFA y de &acido estedrico e incremento de los &cidos grasos
monoinsaturados.

En esta Experiencia B en todos los lotes que recibieron
suplemento de colesterol en sus dietas durante los 21 dias del
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pericdo de induccidén hipercolesterolemiante encontramos a los 35
dias, probablemente como fruto de esta induccidn, modificaciones
similares a las descritas para los PUFA, acido estedrico y acido
oleico que en la Experiencia A (tabla 20, graficas 25 y 27).

Los lotes S y S+Col presentan niveles superiores signi-
ficativamente de EPA y DHA y menores en &cido araquiddnico que
los otros lotes, situacidn que se debe a la introduccién de
sardinas fritas en la dieta y no a la supresién del colesterol
(tabla 20, grafica 25).

Estos resultados coinciden con los de muchos trabajos donde
el consumo de aceite de pescado se acompafid normalmente de
cambios en los acidos grasos hepaticos, incrementandose enorme-
mente el contenido de EPA y DHA (De Scrijver y Privett, 1982;
Iritani y Fujikawa, 1982; Iritani y Norita, 1984; Bruckner y
col., 1984) y disminuyendo el de acido araquiddnico (De Scrijver
y Privett, 1982; Iritani y Fujikawa, 1982; Bruckner y col., 1984;
Croft y col., 1984 y Swanson y Kinsella, 1986).

De igual forma que en plaquetas, endotelios o© cultivos
celulares de animales alimentados con aceite de pescado (Sanchez-
Muniz, 1987), los datos obtenidos en higado sugieren gque el EPA
y el DHA deben desplazar al &cido araquiddnico de las membranas
celulares de otras partes del cuerpo.

De acuerdo con lo sefialado en la revisidon de Kinsella
(1987), el mayor contenido en PUFAS n-3 de los higados de los
lotes S y S+Col se deberia al mayor contenido de estos acidos
grasos en sus dietas y no a una mayor actividad Delta-6 + Delta-5
desaturasas que transformarian el C,,., n-3 en C,,., n-3.

Sin embargo, de acuerdo con Kurata y Privett (1980), Garg
y col. (1988a) y Garg y col. (1988b) el menor contenidc en acido
araquidénico en 1los lotes S y S+Col se explicaria por una
disminucién de las actividades Delta-6 desaturasa, elongasa y
Delta-5 desaturasa (requeridas para 1la sintesis del @&cido
araquiddénico a partir de &acido linecléico), ya que los acidos
grasos de la familia n-3 pueden deprimir el contenido del &cido
araquidénico de los tejidos mediante la inhibicién de dichos
enzimas.

5.2.6.COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DEL COLESTEROL ESTERIFICADO
HEPATICO.

La esterificacién del colesterol hepdtico (tabla 21,
graficas 25 y 28) presenta la misma tendencia comentada en la
Experiencia A. Los Acidos grasos mayoritarios presentes en esta
fraccidén son el oleico y el palmitico. El mantenimiento de 1la
suplementacidén dietaria de colesterol (lotes C+0+Col y S5+Col)
supone un contenido significativamente menor de &acido araqui-
ddénico en el colesterol esterificado respecto a los lote C4+0 y
S, respectivamente. Estas diferencias pensamos de deben a una
mayor inhibicién en la producciéon de este acido en los lotes que
continian ingiriendo colesterol afiadido en sus dietas, aunque,
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en el total hepatico no aparecen estas variaciones.

Hay que sefialar que en el caso de los lotes que ingieren
dietas con sardinas, la suplementacidén con colesterol parece
afectar menos a la produccidn de acido araguiddbnico gque en los
lotes que toman las dietas con caselina. Asi, el cociente C,q.,
/Ci.. en la fraccién de colesterol esterificado para los lotes S
Yy §+Col es de 0,22 y 0,19 respectivamente; mientras que para los
lotes C+0 y C+0+Co]l es de 0,54 y 0,13 respectivamente,

Estos resultados estarian de acuerdo con lo sefialado por
Garg y col. (1988a) gquienes indicaron una disminucidn de la
actividad Delta-6 y Delta-5 desaturasas en animales ingiriendo
dietas suplementadas con colesterol conteniendo grasas saturadas
o con PUFAS n-6 respecto a otras sin dicho estercl. Esta
inhibicidén no aparecid cuando la grasa presente en la dieta
suplementada con colesterol era aceite de pescado.

Por dltimo, el mayor contenido de PUFAS n-3 en el colestercl
esterificado de los lotes S y 5+Col se debe a una mayor ingesta
de estos &cidos grasos.

5.2.7.VARIACIONES SOBRE LOS LIPIDOS PLASMATICOS.

Tras el periodo de induccidn hiperccolesterolémiante (0-21
dias}, ya discutido en la Experiencia A, la ingesta de las dietas
experimentales provocan sobre los lipidos plasmidticos (colesterol
total, H.D.L.-colesterol, triglicéridos, fosfolipidos y H.D.L.-
fosfolipidos) las wvariaciones que se pueden observar en las
tablas 22 y 23, grafica 31.

El Lote C+0+Col, que sigue ingiriendo la misma dieta que
durante el periodo preexperimental, es el que presenta 1los
valores mas altos de colesterol {(231,43%31,49 mg/dl), mientras
que las otras dietas experimentales reducen marcadamente el
colesterol plasmatico, respecto a los valores del dia 21. Estos
resultados indican la progresién de la hipercolesterclemia en el
Lote C+0+Col y que las dietas con sardinas son efectivas bajando
los niveles de colesterol plasmatice, aun manteniendo la
suplementacidén de colesterol en la dieta (Lote S5+Col).

Asi, en el Lote S la dieta produce el efecto mds hipoco-
lesterolemiante, igualando incluso la colesterolemia del Lote
REFERENCIA , mientras que la dieta conteniendo sardinas fritas
mis colesterol (Lote S+Col) decrece los niveles de colesterol
plasmatico en menor cuantia que el Lote S, pero de forma similar
a la dieta de caseina y aceite de oliva (Lote C+0}.

Desde hace tiempo se conoce que los PUFAS n-3 son muy
efectivos disminuyendo los niveles de colestercl,. No obtante,
el mecanismo por el que producen estos efectos permanece sin
esclarecer, habiendose propuesto varias hipétesis (Beynen vy
Katan, 1985; entre otros autores). En la actualidad se piensa que
los PUFAS n-3 afectan principalmente a la sintesis y liberacién
de V.L.D.L. (Von Lossonczy y col., 1978; Bronsgeest-Schoute y
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col., 1981; Harris y col., 1983; Oh y Monaco, 1985). En la rata
se ha descrito que los efectos hipocolesterolemiantes del aceite
de pescado pueden ser explicados debido a que el higado secreta
menor cantidad de V.L.D.L. y mayor de cuerpos cetdnicos (Wong y
col., 1984).

Nestel (1987) sefiald que el tratamiento de la hipercoles-
terolemia con aceite de pescado es controvertido, excepto cuando
el exceso de colesterol de encuentra en las V.L.D.L. En la rata,
tal y como hemos visto en 1la Experiencia A, el colesterol
dietario induce la produccién de V.L.D.L. ricas en colesterol
esterificado (8-V.L.D.L.), modificando el perfil normocoleste-
rolémico (donde la mayor proporcioén de colesterol aparece en las
H.D.L.) a otro perfil donde el colesterol es transportado prefe-
rentemente por las V.L.D.L. (Eisenberg y Levy, 1976; Mahley Y
Holcombe, 1977; Cuesta y col., 1987a). Asi, el aceite de pescado
pedria modificar 1los efectos hipercolesterolemiantes del
colesterol de la dieta (Nestel, 1986} reduciendo la salida de
lipoproteinas V.L.D.L. del higado.

Durand y col. (1985} indicaron que en ratas hipercolestero-
lémicas la sustitucidn del 50% de aceite de oliva por aceite de
sardina produjo un descenso en los niveles de colesterol de un
28%. Higdén y col. (1987) sefialan que la ingesta total de 1,97 g
vy 4,64 g de PUFAS n-3, después de 14 vy 28 dias respectivamente,
redujo la tendencia hipercolesterolemiante observada en el lote
testigo 5 y 14 veces respectivamente.

En la tabla 23, grafica 31 encontramos gque los niveles mas
elevados de H.D.L.-colesterol aparecen en el Lote REFERENCIA,
siendo similares para los demds grupos de ratas, si bien,
significativamente mas altos en el Lote C+0 que en los lotes que
ingieren sardinas.

El mantenimiento del suplemento de colesterol en las dietas
con caseina o con sardinas fritas no produce efectos sobre este
pardmetrc. Sin embargo, cuando se comparan el tanto por ciento
de colesterol transportado por las H.D.L. observamos niveles
siempre mas elevados en los lotes sin suplemento de colesterol.
El valor mas bajo se observa en el Lote C+0+Col (11,91%+2,12%) vy,
claramente, el mads elevado en el Lote REFERENCIA (58,18%5,48%).

Cava (1986) sefialdé en ratas con severa hipercolesterolemia
que el porcentaje de colesterol vehiculizado por las H.D.L. fue
del 4%, mientras que en hipercolesterolemias mucho mds moderadas
{del orden de 130 mg/dl) el transporte de colesterol por las
H.D.L. fue de un 12,6% del total.

Mahley y Holcombe (1977) en ratas macho de la raza Osborne-
Mendel, alimentadas con una dieta hipercolesterclemante sefialaron
que un 3% del colesterol estd8 vehiculizado por la fraccidén de
densidad 1,08-1,21, cuando la colesterolemia fue de 680 mg/dl,
mientras que en hipercolesterolemias mas moderadas (259 mg/dl)
un 7% del colesterol total se vehiculizdé por las H.D.L..

Yoshida y col. (1990) encontraron en ratas alimentadas con
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dietas conteniendo un 15% de caseina niveles de H.D.L.-colesterol
de 62,9 mg/dl, siendo el tanto por cientc de colesterol trans-
portado por las H.D.L. del 67%. La introduccidn de 1% de coleste-
rol indujé una colesterolemia moderada en la cual sOlo el 20% del
total del colesterol es tranportado por las H.D.L.

Kobatake y col. (1983) encontraron en ratas alimentadas con
dietas basales suplementadas con un 5% de una mezcla de PUFAS
n-3, procedentes de higado de calamar, niveles un 40% mas bajos
en colesterol total y un 109% més elevados en H.D.L-colesterol
que en ratas alimentadas con dieta basal suplementada con 5% de
manteca de cerdo. Estos autores no encontraron diferencias en los
niveles de H.D.L.-colesterol al sustituir parcialmente con metil
oleato los PUFAS n-3 del higado de calamar. Sin embargo, un
estudio mis detallado de los resultados de Kobatake y col. (1983)
si indican que el porcentaje de colesterol transportado en las
H.D.L. se incrementa al aumentar el aporte de PUFAS n-3.

Nuestros datos sugieren gue en el Lote C+0+Col la hiper-
colesterolemia es mds severa qgue en los otros lotes, no s6lo por
los niveles de colesterol total, sinc también por el tantoc por
ciento de colesterol transportado por las H.D.L.

En el Lote S, altn cuando la colesterolemia es normal el
porcentaje de colesterol transportado por las H.D.L. es més bajo
gue en el Lote REFERENCIA, situacidén que sugiere aun una cierta
alteracidén en el metabolismo lipoproteico, siendo probablemente
necesario para su total normalizacién un tratamiento méas
prolongado con dietas de sardinas sin colesterol, o bien, el
empleo en las dietas de unas sardinas con un contenido mas
elevado de PUFAS n-3. Este aspecto se comentard nuevamente en la
Experiencia C.

AGn cuande los efectos hipocolesterclemiantes de la ingesta
de sardinas fritas en aceite de oliva deben atribuirse principal-
mente a los PUFAS de 1la familia n-3, no debemos olvidar el
posible efecto de la diferente fuente proteica sobre los niveles
de colesterol. Asi, Terpstra y col. (1983), sefialaron efectos en
la colesterolemia diferentes entre 1la caseina y mezcla de
proteinas compuestas por caseina, proteina de pescado y gelatina.
Los animales alimentados con esta Gltima dieta no modificaron su
colestercl frente a basales, mientras que los alimentados con
caseina lo hacian de forma marcadamente significativa. Eklund y
Sjoblom (1980) encontraron valores significativamente menores de
colesterol plasmatico en ratas alimentadas con dietas cuya fuente
proteica era un concentradoe de proteina de pescado frente a
dietas cuya fuente proteica era caseina mds 0,5% de metionina.

Jacques y col. (1986) sefialaron, en dietas enriquecidas con
colestercl, unos valores menores de colestercl en suero para
ratas que ingirieron pescadc como fuente proteica frente a las
qgue ingirieron caseina. Este diferente efecto se cree, como ya
se ha comentado en la revisidén bibliogréafica, que es debido a la
diferente composicién en aminolcidos y/o péptidos 1liberados
durante la digestidén de estas fuentes proteicas.
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Bergeron y Jacques (1989) también sefialaron que la proteina
de pescado puede afectar a los valores de colesterol plasmatico.

Los mismos autores Jacques y col. (1988) indicaron que la
adicién de tirosina a una dieta enriquecida con colesterol cuya
fuente proteica era pescado, elevaba los niveles de colesterol
un 40% respecto a la misma dieta sin la adicién de dicho ami-
noacido.

Seqglin Zhang y Beynen (1990) cantidades crecientes de
proteina de pescado en la dieta puede reducir los niveles de
colesterol en suerc y en higado, no encontrandose tal relacidn
dosis/respuesta cuando la proteina utilizada fue caseina.

La trigliceridemia se mantiene baja en todos los lotes
respecto al Lote REFERENCIA, aungue en el Lote C+0 tiende a nor-
malizarse. Estos resultados, aparentemente, parecen contra-
dictorios con lo sefialado por la abundante bibliografia sobre los
efectos hipotrigliceridemiantes de los PUFAS n-3. Si bien hay que
indicar gue s6lc en los estudios en los que los aceites de pes-~-
cado fueron incluidos en gran proporcidén en la dieta se obser-
varon disminucién en la trigliceridemia (Ruiter y col., 1978;
Kobatake y col., 1983; Wong y col., 1984}. Los investigadores
concluyen que el descenso producido de los triglicéridos fue
debido principalmente a un incremento en la oxidacién de &cidos
grasos y disminucidn en la secrecidn de triglicéridos por el
higado (Wong y col., 1984). Sin embargo, cuando s6élo se utiliza-
ron 81 mg de EPA/Kg de peso corporal (Hamazaki y col., 1982) o
100 mg/dia de EPA y DHA (Morisaki y col., 1983) no se cbservaron
diferencias significativas entre la media plasmatica de triglicé-
ridos de ratas contrcles respecto a las tratadas.

En concordancia con estos resultados, en el presente estudio
ne se aprecia modificacioén en la trigliceridemia debido a la baja
ingesta de EPA y DHA.

Cava (1986) durante las 2 primeras semanas de experiencia
utilizando sardinas fritas en aceite de oliva con un contenido
sensiblemente mayor de PUFAS n-3 que el de nuestro estudio
tampoco encontré efecto sobre la trigliceridemia, ain cuando este
lipido disminuyé significativamente cuando la experiencia se
prolongd durante 14 dias mas.

En lo referente a los fosfolipidos, los valores son sig-
nificativamente superiores en el Lote C+0+Col que en los otros
lotes, excepto el de REFERENCIA. En el resto de los grupos,
incluido el de referencia, los valores son similares.

Cava (1986), coincidiendco con Mahley y Holcombe (1977) y
Durand y col. (1985), sefialdé que la induccidén hipercolesterole-
miante incrementa también los niveles de fosfolipidos, aunque en
menor cuantia.

Kannel y col. (1971), en el estudio de Framinghan, sefialaron

al cociente colesterol total/fosfolipidos comc indice de ate-
rogénesis, siendo la elevacidn de colesterol mas peligrosa
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cuando no se acompafia de una elevacidén semejante de los fosfo-
lipidos. En las ratas en condiciones normales este cociente es
menor de la unidad (Mahkey y Holcombe, 1977; Cava, 1986; Cuesta
y col., 1987a). En casos de hipercolesterolemia este cociente es
mayor de 1.

En el presente estudio, el cociente colesterol total/fos-
folipidos mas elevado aparece en el Lote C+0+Col (1,8110,13) ¥y
el mads bajo en el Lote S (0,79+0,04), junto con el Lote REFE-
RENCIA; permaneciendo ligeramente por encima de la unidad en el
Lote S+Col (1,24%0,16) y con unos valores de 0,96+0,10 en el Lote
C+0.

En la tabla 23, gréafica 31 aparecen las concentraciones de
H.D.L.-fosfolipidos de los diferentes lotes experimentales.

De forma paralela a lo encontrado para las H.D.L.-colesterol
los niveles méds bajos de H.D.L.-fosfolipidos aparecen en el Lote
S+Col y los mds elevados en el Lote C+0. En el Lote C+0+Col, el
transporte relativo de fosfolipidos por esta lipoproteina es
mucho mds bajo, lo que coincide con los datos de Cava (1986} y

Mahley y Holcombe (1977} en ratas con hipercolesterolemia mode-
rada.

Los resultados en las dietas de sardinas referentes al
transporte relativo de fosfolipidos en las H.D.L. es similar a
lo descrito por Cava (1986) utilizando dietas con sardinas fritas
en aceite de oliva.

Los resultados comentados sobre los lipidos plasmaticos de
los grupos experimentales pensamos puedan ser debidos principal-
mente a una diferente secrecién de lipoproteinas V.L.D.L.; va
gue, por un lado la ingesta de colestercl promueve la secrecidn
de V.L.D.L. ricas en ésteres de colesterol , mientras gque por
otro, los PUFAS n-3 inhibirian la secrecién de estas lipopro-
teinas.

Este posible mecanismo inhibidor de la secrecidén de V.L.D.L.
provocado por el aceite de pescado, asi como el efecto de la
proteina se estudiaré&n con mas detalle en la Experiencia C.

En cuanto a los Acidos grasos presentes en suero (tabla 24,
graficas 29 y 30), las diferencias entre los lotes que ingieren
dietas con caseina y aceite de oliva frente a las que ingieren
dietas con sardinas fritas en aceite de oliva aparecen en el
acido araquidénico, EPA y DHA. Asi, en los lotes S y S+Col es
mayor la presencia de EPA y DHA y menor la de a4cido araquidénico.

Si comparamos los &cidos grasos presentes en suero de los
lotes C+0 y C+0+Col y REFERENCIA observamos gue no existen
diferencias significativas. Estos datos indican que la ingesta
de dietas suplementadas con ccolesterol no afecta a los &acidos
grasos presentes en el suero. Esto contrasta con lo sefialado
previamente a nivel hepatico, donde indicabamos un incremento de
la actividad Delta-9 desaturasa y disminucidn de la Delta-6 y
Delta-5 desaturasas.
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Creeemos que los datos encontrados se deben a una distribu-
cidén semejante de los diferentes acidos grasos en las fracciones
de triglicéridos, fosfolipidos y ésteres de colesterol plasmati-
cos, que por tanto, no modificarian el porcentaje relativo de los
diferentes &cidos grasos en suero. De igual forma en los lotes
gue reciben dietas con sardinas, la suplementacidn con colesterol
no afecta significativamente la composicidn de &cidos grasos del
suero.

Huang y col. (1990) con dietas conteniendo un 5% de aceite
de primula con un 19,%% de &cido linoleico y 9% de Gamma-
linoleico observaron con la adicidén de colesterol modificaciones
en el porcentaje de acidos grasos de fosfolipidos y ésteres de
colesterol.

5.2.8_EFECTOS SOBRE TEJIDO ADIPOSO Y BAZO.

El contenido en colesterol del tejido adiposo y el contenido
en grasa, colesterol, triglicéridos y fosfolipidos del bazo
aparece en las tablas 25 y 26, graficas 32 y 33.

Los valores medios encontrados en los tejidos adiposcos de
los lotes tanto en mg/g de tejido como en mg/g de grasa coinciden
con los de De Waard (1978). Los resultados en el Lote C+0+Col son
superiores significativamente a los del Lote Referencia y parecen
relacionarse con el contenido de colesterol plasmatico. En
nuestro caso, por lo tanto, el contenido de colesterol plasmatico
parece condicionar el contenido de este 1lipido en tejido adiposo,
ya gue lotes con colesterolemias intermedias a las de los lote
C+0+Col y REFERENCIA (lotes S, C+0 y S+Col) presentan niveles de
colesterol en tejido adiposo también intermedios.

La hipo6tesis de que el tejido adiposo podria actuar como un
almacén de colesterol no aparece claramente definida en este
estudio, si lo comparamos con el incremento de colesterol mucho
mas marcado que se produce en el higado. Sin embargo, algunos
autores, (Rodriques y col., 1987) comentan la capacidad. de
captacidén de los ésteres de colesterol por el tejido adiposo,
dada la existencia de receptores para la Apo B-100-L.D.L. en
dicho érgano.

Zsigmond y col. (1990) indicaron que los PUFAS incremen-
tarian la captacidn de los ésteres de colestercl de las H.D.L.
por los adipocitos de la rata, si bien, dicho estudio se realizéd
comparando aceite de girasol frente a manteca, no haciendose
ningtn comentario sobre el posible papel de los PUFAS n-3.

Como es sabido el aclaramiento de colesterol plasmidtico se
realiza mediante captacidon de lipoproteinas por las células del
cuerpo por sistemas especificos (dependientes de receptor} e
inespecificamente mediante pinocitosis. Esta captacién inespeci-
fica se realizaria entre otros sistemas por células macrofagicas
el sistema reticulo-endotelial, de las cuales el bazo es muy
rico. En esta experiencia quisimos conocer la participacidn del
bazo en la captacidn de colesterol y si se modificaba ademis el
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contenido esplénico de otros lipidos. Los resultados parecen
indicar un papel muy secundario del bazo en los mecanismos de
aclaramiento del colesterol, ya que no se encuentran diferencias
significativas en mg/g de tejido o mg/g de grasa. Si bien, dado
el mayor peso de los bazos de los animales de los lotes C+0+Col
y S+Col, el contenido total de 1lipidos y en particular de
colesterol es mads elevado; sobre todo, en el lote mas hipercoles-
terolémico (Lote C+0+Col).

5.2.9.EFECTOS SOBRE LA EXCRECION TOTAL DE HECES, Y SU CONTENIDO
DE GRASA, COLESTEROL Y SALES BILIARES.

Los valores de la excrecidn total de heces, su composicidn
en humedad y dgrasa, asi como la excrecidn fecal de grasa,
colesterol y &cidos biliares aparecen en las tablas 27, 28 y 29,
graficas 34, 35 y 36.

La eXcreci6tn fecal, tanto en sustancla hiimeda c¢omge en
sustancia seca, es mis elevada en los lotes de sardina que en los
de caseina. A su vez, en los animales dque se mantiene el
suplemento de colesterol durante los 35 dias la excrecidn tiende
a ser mas elevada que en los otros lotes.

El contenido de humedad mas elevado se encuentra en el Lote
S, mientras que el porcentaje de grasa fecal es mucho mas alto
en los lotes C+0O+Col y S+Col, Siendo en estos Gltimos lotes la
grasa fecal mucho m&s rica en colesterol que en los otros lotes
(70% vs 9%, aproximadamente).

La reacciétn enzimidtica empleada para la determinacidén de
colesterol en heces también engloba a otros 3-B-0OH esteroles, con
excepciodn del coprostanol, formados en el tracto intestinal por
accidén microbiana (De Waard, 1978). Sim embarge, esta medida
enzimatica nos da una idea razonable de la excrecidén de coleste-
rol en las heces (pPe Waard, 1978).

Los resultados obtenidos en el Lote REFERENCIA coinciden con
los de otros autores. Asi, en lo referente a la excrecidén de
colesterol, De Waard (1978) encontrd en rata Zucker alimentadas
con una dieta comercial unos valores de 2,6 mg/g de heces frente
a los 2,790,117 mg/g de heces de nuestro estudio.

Nagata y col. (1981}, en condicicnes similares a las de este
estudio encontraron valores de esteroides neutros fecales, in-
cluido coprostanol, de 4,94 mg/dia y de 4,84 mg/dia de esteroides
dcidos. En nuestro trabajo los resultados de excrecidén/dia son
de 4,1510,32 mg/dia de 3-8-0H esteroles (sin incluir coprostanol)
y de 4,32+0,53 mg/dia de &acidos biliares expresados como &acido
c6lico. Para Yoshida y col. (1990) los valores excretados fueron
de aproximadamente 0,5 mg/dia de colesterol y de 2 mg/dia de
esteroides &4cidos. Estas diferencias quizas sean debidas a la
distinta composicién grasa de las dietas, un 2% para el trabajo
de Yoshida y col. (1990) frente a los 10% empleados en esta
memoria de tesis doctoral.
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Con la suplementacion dietaria de colesterol se incrementa
la excrecidén tanto de &cidos biliares como de 3-B-0OH esteroles
y grasa total en los lotes S+Col y C+0+Col respecto a los lotes
REFERENCIA, C+0 y S.

La supresion del suplemento dietario de colesterol tras los
21 de experiencia (lotes C+0 y S) supone la normalizaciodon en la
excrecién de grasa y colesterol respecto la Lote REFERENCIA. La
mayor excrecidén total de colesterol encontrada en el Lote S
(47,55%5,01 mg/7 dias) frente al Lote REFERENCIA (29,04%2,26 mg/7
dias) se debe exclusivamente a una mayor excrecién de heces
(13,2620,67 g/7 dias vs 9.48+0,51 g/7 dias). En cambio, la
eliminacidtn de &cidos biliares se mantiene unas 5 veces mas
elevada en los lotes § y C+0 respecto al lote REFERENCIA.

Yoshida y col. (1990) al estudiar en ratas el efecto de 1la
suplementacidén de colesterol sobre la excrecidn del mismo y la
de esteroides &cidos observaron un incrementc en ambos valores.
Asi, la excrecidn de colesterol pasd de 0,5 mg/dia a 30 mg/dia
y la de esteroides dcidos de 2 mg/dia a 10 mg/dia al afiadir a las
dietas un 1% de colesterol y 0,25% de acido célico.

Lovati y col. (1990) también encontraron resultados simi-
lares a los comentados en conejos alimentados con dietas
suplementadas con colesterol frente a los de otros animales que
ingirieron la misma dieta sin la adicidn de dicho esterol.

La mayor excrecién de colestercl y dcidos biliares por parte
de los lotes C+0+Col y S+Col puede ser debida, o bien, a que la
gran concentracién hepdtica de colesterol de estos lotes promueva
una eliminacién de mas colesterol y acidos biliares a través de
la bilis, © que parte del colesterol y bilis de buey afiadido a
la dieta no se absorba.

Los resultados obtenidos en este trabajo parecen indicar que
el mucho mayor contenido de colesterol presente en las heces de
los lotes C+0+Col y S+Col se deberia a una limitacidén en 1la
absorcién intestinal del mismo a pesar de la utilizacion de 1la
bilis de buey, ya que cuando se suprime el suplemento de
colesterol en la dieta (lotes S y C+0) la excrecidén del mismo, .
a pesar de la concentracidén hepatica de colesterol, se asemeja
a los del Lote REFERENCIA. Esta hipbtesis parece confirmarse al
estudiar el coeficiente de digestibilidad aparente del colesterol
en los lotes C+0+Col y S+Col, siendo este coeficiente de 28,5%
y 32,8%, respectivamente.

Estos datos estarian de acuerdo con los resultados obtenidos
por Eklund y Sjdblom (1986). Estos autores no encuentraron un
incremento en el colesterol plasmatico al pasar de dietas
conteniendo 1% de colesterol a otras conteniendo un 2%, justifi-
cando este fendmeno por la limitacidén en la absorcidn intestinal
del colesterol.

También, Turley y Dietschy (198l1) describieron que ratas

alimentadas con dietas conteniendo un 0,25% de colesterol no
aumentaban la excreciodn biliar de colesterol, aungue disminuyeron
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el porcentaje de colesterol sintetizado "de novo" en la bilis por
los hepatocitos.

En cambio, para los acidos biliares, pensamos que dadoc que
practicamente toda la bilis de buey afiadida a la dieta debe
absorberse (Anderson y col., 1987), el mantenimiento de niveles
elevados de excrecién de acidos biliares, en los lotes C+0 y S,
seria el mecanismo preferente utilizado por las ratas para
defenderse de la hipercolesterolemia y del acimulo de colesterol
hepdtico previamente inducido.

Coincidiendo con esta hipdétesis, Davis y col (1983}
observaron un incremento en la concentracién de colesterol
esterificado (2-24 veces} y un incremento en la secrecidn de
dcidos biliares (2-10 veces) en hepatocitos aislados de ratas
alimentadas con dieta basal suplementada con 20% de aceite de
oliva y 2% de colesterol frente a otras que ingieren la dieta
basal.

Para estos autores, el enzima regulador de la sintesis de
dcidos biliares (7-o hidroxilasa)} estaria modulado por 1la
cantidad disponible de su sustrato, es decir, de colesterol
hepédtico, de forma gque a mas colesterol disponible mé&s actividad
del mencionado enzima.

Finalmente, la presencia de sardinas fritas en la dieta
parece inducir un mayor contenido en las heces de Aacidos
biliares. Asi, aunque las diferencias no son significativas, la
excrecidn en mg/7 dias de acidos biliares es 29% mas elevada en
el Lote S+Col que en el Lote C+O+Col y 21% mas alto en el Lote
S frente al C+0. De acuerdo con esta afirmacidén, Balasubramanian
y col. (1985) describieron un incremento en la secrecidn biliar
de ratas alimentadas con aceite de pescado.

Esta tendencia a la mayor excrecidén de acidos biliares por
los lotes S y S4Col respecto a los respectivos lotes que ingieren
caseina se asemeja a lo encontrado por otros autores al comparar
caseina con otras fuentes proteicas,tales como proteina de soja,
proteina de pescado y proteina de suero de leche (Lovati y col.,
1990). Esta aparente mayor excrecién podria explicar el menor
contenido de colesterol en suero en los lotes gue reciben sardina
respecto a los lotes de caselna.

Resumiendo, los datos de esta Experiencia B sugieren que la
utilizacidon de sardinas fritas en aceite de oliva como fuente
proteica y grasa evita en gran parte la induccién hipercolestero~
lemiante producida por la suplementacidén de colesterol y bilis
de buey en la dieta, al promover una menor secrecién de lipo-
proteinas ricas en colesterol (8-V.L.D.L. y L.D.L.). Esta menor
secrecién de lipoproteinas implica un incremento no significativo
(alrededor del 10%) del colesterol hepdtico y una excrecién un
29% mas elevada de acidos biliares. La retirada de la suplementa-
cidén de colesterol y bilis de buey produce una normalizacidén en
la colesterolemia plasmitica, mis acelerada en el lote gue recibe
sardinas fritas en aceite de oliva que en el de caseina mas
aceite de oliva, probablemente producida por una excreciodon del
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orden de un 20% mas elevada tanto de colesterol como de &cidos
biliares fecales.

195



5.3.EXPERIENCIA C: "EFECTO DIFERENCIAL DE LA PROTEINA Y DE LOS
ACIDOS GRASOS DE LAS SARDINAS FRITAS EN ACEITE DE OLIVA SOBRE
RATAS HIPERCOLESTEROLEMICAS."

5.3.1.INGESTA.

Los datos de la tabla 31 muestran la ingesta total, pro-
teica, grasa y de los diferentes acidos grasos durante los perio-
dos de induccidn hipercolesterolemiante (0-21 dias), experimental
(22~-35 dias) y total (0-35) de los lotes experimentales: C+0, S
y C+AS.

No existen diferencias significativas en las ingestas total,
proteica y de grasa entre los lotes en ninguno de los periocdos
estudiados, a pesar de las diferencias de la fuente proteica y
grasa estudiadas. Sin embardgo, la introduccién de las dietas
experimentales a los 22 dias origina un distinto consumo de
dcidos grasos en las fase experimental y total. Asi, los lotes
que ingieren sardinas fritas en aceite de coliva y caseina més
grasa extraida de estas sardinas fritas (lotes S y C+AS) consumen
significativamente més &cidos drasos saturados (palmitico) vy
PUFAS n-3 (linolénico, EPA y DHA) y menos acidos grasos monoinsa-
turados (oleico) que el Lote C+0O (tabla 31, grafica 37). En lo
referente a la ingesta de los PUFAS n-6 las diferencias signifi-
cativas entre los lotes sdlo aparecen en la fase experimental y
no en el total de este estudio (tabla 31, grafica 37). Légicamen-
te, estas diferentes ingestas se deben a la distinta procedencia
y composicién de la grasa de las dietas experimentales (tabla
30).

Estos datos sugieren una aceptabilidad similar de las dietas
experimentales, a pesar de la diferente naturaleza de la grasa
dietaria de los lotes C+AS y S respecto al Lote C+0 lo que
coincide con los datos de un trabajo previo (Sanchez-Muniz y
col., 1991b).

5.3.2.CRECIMIENTO.

Los datos de crecimiento expresados en incremento de peso
corporal durante los distintos periodos estudiados aparecen en
la tabla 32. Como en las anteriores experiencias no existen
diferencias significativas entre los lotes.

Asi mismo, el estudio de 1los coeficientes de eficacia
alimentaria (C.E.A.) y eficacia proteica (P.E.R.) ({(tabla 33)
muestran que las dietas empleadas en el periodo experimental (22-
35 dias): C+0 {(conteniendo caseina mas aceite de oliva), S
(conteniendo sardinas fritas en aceite de oliva) y C+AS (con-
teniendo caseina mds grasa extraida de sardinas fritas) poseen
la misma eficacia alimentaria. Estos valores de C.E.A. y P.E.R.
son similares a los comentados en las experiencias A y B de esta
memoria.
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5.3.3.PESO DE HIGADO. COMPOSICION PORCENTUAL E INDICE RELATIVO
HEPATOSOMATICO.

Los pesos de los higados, indices hepatosomidticos y la
composicién porcentual hepatica en humedad y grasa aparecen en
la tabla 34, graficas 38 y 39.

El menor peso hepdtico y el menor indice relativo hepato-
somatico es el correspondiente al Lote C+0. En cambio, el menor
contenido de grasa y el mayor de humedad es el de los higados del
Lote 5.

La comparacién de los lotes S y C+AS muestra diferencias
significativas s6lo en el contenido de grasa hepatica sobre sus-
tancia fresca (12,9311,02% vs 16,46+0,44%, respectivamentej.
Logicamente, este efecto es atribuible sélamente al diferente
tipo de proteina dietaria (sardina vs caseina).

Los lotes C+AS y C+0 s6lo difieren en el peso de los
higados, que fue menor en los animales de este dltimo lote.

En cambio, el Lote S presenta un mayor peso hepatico (s.f.),
indice hepatosomdtico y contenido en humedad y wuna menor
proporcién de grasa hepatica repecto al Lote C+0.

Estos datos sugieren un efecto importante sobre la compo-
sicién hepatica, no s6lo del tipo de grasa empleada, sino también
de la proteina dietaria o de un posible efecto sinérgico de ambos
componentes dietarios.

Las fotografias indican claramente la disminucidén de la
esteatosis hepatica en los lotes C+0, S y C+AS respecto al Lote
C+0+Col. Este efecto fue méds neto en el Lote S que en el Lote
C+AS.

Estos resultados comparados con los de la Experiencia A, ya
comentados, indican que a pesar de la retirada del eolesterol
dietario, se mantiene la esteatosis hepatica, siendo posiblemente
necesario un mayor tiempo de tratamiento para una total normali-
zacidn hepatica.

5.3.4 .COMPONENTES GRASOS DEL HIGADO.

El efecto diferencial de la proteina y grasa dietarias sobre
los componentes hepaticos: colesterol (libre, total y esterifica-
do), fosfolipidos y triglicéridos de los lotes experimentales
aparecen en la tabla 35, grafica 40.

El contenido de colesterol total y esterificado en mg/g de
tejido o mg/g de grasa es significativamente distinto en los tres
grupos estudiados. El menor valor corresponde al lote S y el
mayor al Lote C+0. El1 contenido total hepéatico, aunque muestra
la misma tendencia, no es significativamente distinto entre los
lotes C+AS y C+0 debido al mayor peso hepidtico del primero.
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En cuanto al colesterol libre, el Lote S presenta signi-
ficativamente menor contenido de este lipido respecto a los otros
dos grupos que no difieren entre si.

El cociente colesterol libre/colesterol esterificado es muy
similar en los 3 lotes, y es caracteristico de ratas que han sido
alimentadas con dietas ricas en colesterol. Este aspecto ya fue
comentado en la Experiencia A.

Respecto al contenido de triglicéridos y fosfolipidos, las
diferencias entre los lotes no son muy marcadas, resaltando
principalmente el mayor contenido de estos dos lipidos en la
grasa hepdtica del lote S y el contenido total de triglicéridos,
significativamente superior, en el Lote C+AS frente al Lote C+0
(776,50£33,59 mg vs 612,48+42,32 mg).

Resumiendo, el Lote C+0 presenta el mayor contenido de
colesterol total y esterificado, y el menor de triglicéridos y
fosfolipidos. El1 Lote C+AS tiene los valores méds elevados de
colesterol libre, triglicéridos y fosfolipidos, mientras que el
Lote S presenta los menores valores de colesterol total, libre
y esterificado.

Lovati y col. (1990} encontraron en conejos alimentados con
dietas ricas en colesterol que el empleo de proteina procedente
de pescado respecto a la caseina supuso una disminucidén del
colesterol hepatico similar al encontrado con la proteina de
soja, lo que apoya los resultados de esta Experiencia C.

Sugano y col. {(1984) sefialaron una disminucién del 10% en
el colesterol hepatico en ratas alimentadas con una dieta
conteniendo un 20% de proteina de sardina frente a dietas con
caseina.

Basandonos en los datos de estos autores es importante
indicar que en la Experiencia C la fuente proteica juega un
papel, probablemente mis importante que la composicidn grasa de
la dieta, sobre los niveles hepéticos de colesterol: total, libre
y esterificado, como se deduce de la comparacidén de los 3 lotes.

Respecto al contenido total de fosfolipidos y triglicéridos,
es la fuente grasa dietaria, y no la proteica, es la que ejerce
mayor influencia; participando probablemente los PUFAS n-3 en la
limitacién hepé&tica de la secrecién de trialcilglicéridos en las
V.L.D.L. Esto concuerda con lo cbtenido por Wong y col. (1984)
al suplementar dietas basales con un 15% en peso de MAX-EPA.

5.3.5.COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS TOTALES HEPATICOS.

La composicidén hepatica en Acidos grascos de los lotes
experimentales se muestra en la tabla 36, graficas 41 y 43.

Las diferencias encontradas entre logs 3 lotes se explicaria

por la ingesta distinta de &cidos grasos, proteina y €1 contenido
hepatico de colesterol, como se discutiri mas adelante.
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Asi, los lotes que ingieren la grasa de las sardinas fritas
en aceite de oliva (lotes S y C+AS) presentan un contenido
hepdtico mayor de &cidos grasos saturados, PUFAS n-3 y menor de
adcidos grasos moncoinsaturados que el Lote C+O.

Por otro lado, como ya hemos comentado en la Experiencia A,
en incremento de colesterol en el higado supone en dicho érgano
una inhibicidén de las actividades Delta-6 y Delta-5 desturasas
y, posiblemente, una activacidn de la Delta-9 desaturasa. Por lo
tanto, el mayor contenido hepatico de colesterol en el Lote C+AS
respecto al Lote S, Unicamente atribuible a la distinta fuente
proteica, originaria una mayor inhibicién de las Delta-6 y Delta-
5 desaturasas provocando un incremento del EPA (intermediario del
DHA) y disminucion del DHA, por lo que el indice C,,., /C,., (tabla
34, grafica 42) es menor en el Lote C+AS. Por otro lado, la
activacién de la Delta-9 desaturasa implicara el aumento del
&cido palmitoleico y disminucién del &acido estedrico, incremen-
tandose en el Lote C+AS los indices C,../Cis.0 ¥ Cie.1/Cie.c (tabla
34, grafica 42).

Kimura y col., (1990) analizaron los efectos del EPA sobre
la induccidn hipercolesterclemiante de dietas conteniendo
colesterol segin la fuente proteica de las mismas, encontrando
un cociente EPA/acido araquiddnico en los higados de ratas
alimentadas con caseina mAs EPA menor que las gue reciben
proteina de soja mas EPA. Estos autores sugieren que el EPA se
acumularia primero en higado y después seria transferido mediante
lipoproteinas a otras células diana. En nuestro caso, el cociente
EPA/acido araquidénico es mids elevado en el lote de caseina que
en el lote de proteina de sardina, lo que sugiere una mayor
demanda de EPA por los diferentes tejidos de las ratas del Lote
S, repercutiendo favorablemente en una mejor utilizacién de este
dcido graso por las diferentes células corporales.

5.3.6.COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE TRIGLICERIDQS, FOSFOLIPIDOS
Y COLESTEROL ESTERIFICADO HEPATICOS.

Las tablas 37, 38 y 39, graficas 41, 44, 45 y 46 muestran
la composicién en acidos grasos de los triglicéridos, fosfoli~-
pidos y colesterol esterificado de los higados de los animales
de los lotes experimentales.

La incorporacioén de 1los distintos &dcidos grasos a las
diferentes fracciones lipidicas hepaticas se realiza de forma
similar a 1o descrito en la Experiencia A. La introduccién de las
dietas conteniendo el aceite de sardinas fritas (lotes S y C+AS)
respecto al Lote C+0 supone un incremento del contenido de EPA
Yy DHA en todas las fracciones. Este incremento junto con la
incorporacién preferente de determinados &cidos grasos a
triglicéridos, fosfolipidos y colesterol esterificado origina las
diferencias encontradas entre los lotes.

5in embargo, hay que hacer dos observaciones importantes en

este apartado. Por un lado, el desplazamiento del &cido araguidé-
nico de los fosfolipidos por EPA y DHA gue provoca la ingesta de

199



dietas con aceite de sardinas fritas vy, por otro, el efecto de
la proteina de sardina frita respecto a la caseina sobre el
contenido de colesterol hepatico que a su vez condiciona 1la
distribucién de los acidos grasos (lotes S y C+AS).

Los PUFAS n-3 (EPA y DHA) pueden inhibir 1la Delta-6
desaturasa reduciendo la conversidn del acido linoleico dietario
hacia acido araquidénico (Iritani y Fujikawa, 1982; De Scrijver
y Privett, 1982; Iritani y Norita, 1984; Dyerberg, 1986; Adam,
1987; Cook y Spence, 1987; Hwang y col., 1988; Garg y col.,
1988a; Garg y col., 1988b; Kinsella y col., 1990a). También,
compiten por las acil-tioquinasas, que activan los dcidos grasos,
y acil-transferasas desplazando al &cido araquidbnico de los
fosfolipidos tisulares y reduciendo la disponibilidad de este
dcido para la produccién de eicosanoides (Bang y Dyerberg, 1980;
Iritani y col. 1980; Galli y col. 1981; De Scrijver y Privett,
1982; Iritani y Fujikawa, 1982; Sanders y Roshanai, 1983; Kimura,
1983; Sanders y Mistry, 1984; Iritani y Norita, 1984; Yamori y
col., 1985; Vvon Schacky y col., 1985; Dyerberg, 1986; Herold y
Kingsella, 1986; Kinsella, 1987; Cook y Spence, 1987; Garg y col.
1988a; Hornstra, 1989). Por tanto, EPA y DHA compiten con el
dcido araquiddnico por los enzimas encargados de las sintesis de
eicosanoides. Este seria un mecanismo por el cual los PUFAS n-3
dietarios afectarian funciocnes fisioldgicas mediadas por estos
eicosanoides (Bruckner y col., 1984; German y col., 1986; Lands,
1986; Lands 1987), incluidas reacciones relacionadas con 1la
aterogénesis y la trombosis.

En cuanto al efecto de la proteina de sardinas, comparando
los lotes S y C+AS, observamos una diferente composicidén en
acidos grasos en las fracciones lipidicas hepaticas estudiadas.
En triglicéridos, el Lote S presenta un porcentaje menor de
palmitoleico y mayor de estearico; en fosfolipidos, este mismo
lote tiene mayor proporcién de DHA y menor de EPA y A4cido
araquidénico; en cambio, en el cclestercl esterificado el Lote
S es mas rico proporcionalmente en estedrico y oleico y mas pobre
en palmitoleico, EPA y DHA. Estas diferencias pensamos son
debidas al mayor contenido de colesterol hepatico del Lote C+AS,
que demandaria una mayor esterificacién del colesterol con PUFAS
n-3, disminuyendo el contenido de estos &cidos grasos en la
fraccion de fosfolipidos. Este aspecto se explicaria por la
hipdtesis de Cornwell y col. (1981), yva comentado en la Experien-
cia A, segln la cual un acimulo de colesterol para ser esterifi-
cado provocaria una disminucién del "pool" utilizable de &Acidos
grasos poliinsaturados para la produccién de fosfolipidos.

Ademds, el contenidoc de EPA y DHA se ve profundamente
afectado en la fraccién de fosfolipidos en el Lote C+AS vs Lote
S. Este efecto podria ser explicado bajo 3 puntos de vista: 1.)
Una mayor demanda de EPA por otros territorios extrahepé&ticos en
el Lote S. 2.) Una mayor conversion de EPA en DHA. 3.) Una menor
retroconversidn de DHA en EPA (Sprecher, 1991).
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5.3.7.VARIACIONES SOBRE LOS LIPIDOS PLASMATICOS.

Los valores de colesterol (libre, total y esterificado),
triglicéridos y fosfolipidos en plasma aparecen en la tabla 40,
grafica 47.

El consumo de aceite de sardinas fritas (lotes S y C+AS)
respecto al Lote C+0 origina niveles de colesterol total me-
nores, aunque no significativamente. Esto de debe, sobre todo,
a la menor concentracién del colesterol esterificado en estos
lotes.

Respecto a la trigliceridemia, los lotes S y C+AS presentan
unos valores mds altos de triglicéridos plasmaticos que el lote
C+0. Este efecto contrario al descrito por otros autores (Ruiter
y col.; 1978; Kobatake y col., 1983; Wong vy col., 1984) pensamos
puede ser debido a que durante la induccidn hipercolesterolemian-
te se producen unas V.L.D.L. ricas en ésteres de colesterol
{Experiencia A); posteriormente 1la introduccidén de dietas
conteniendo grasa de las sardinas fritas (lotes S o C+AS) origi-
naria una medificacién en la secrecién de V.L.D.L., apareciendo
nuevas V.L.D.L. enriquecidas en triglicéridos, situacidn que no
se produciria en el Lote C+0. Esta hipdtesis se analizara
detenidamente en el apartado 5.3.8.

Kimura y col. (1990} encontraron que los efectos scobre la
colesterolemia y trigliceridemia de un suplemento del 4% de un
concentrade de EPA (78,9% de EPA vy 5,6% de DHA) son diferentes
dependiendo de la naturaleza de la proteina dietaria utilizada.

Finalmente, indicar que la relacidén colesterol total/fos-
folipidos, comentada en el apartado 5.2.7. como un indice de
aterogénesis, es significativamente menor (0,67+0,02) en el Lote
S, mientras que el Lote C+0 con un Iindice >1 sugiere una
hipercolesterolemia mds marcada que en los otros lotes.

5.3.8.EFECTOS SOBRE LAS LIPOPROTEINAS.

El estudio de 1los efectos de 1las diferentes fuentes
proteicas y grasas utilizadas sobre la lipoproteinemia (tablas

39, 40 y 41, gré&ficas 48-56) sefiala una clara accidén de ambas
fuentes.

5.3.8.1.EFECTOS SOBRE LAS V.L.D.L.

El an&lisis del contenido total en mg/dl de los diferentes
lipidos (tabla 41, grafica 48) en las distintas lipoproteinas
indica, principalmente, un transporte significativamente mayor
de colesterol en las V.L.D.L. del Lote C+0 respecto al Lote C+AS
y de éste respecto al Lote S. La misma tendencia aparece en los
fosfolipidos de las V.L.D.L., mientras que estas lipoproteinas
en el Lote C+AS vehiculizan mas triglicéridos gque las V.L.D.L.
de los otros 2 lotes.
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El estudio de la composicidén porcentual lipidica de las
V.L.D.L. (tabla 42, gr&fica 49), muestra que tales particulas son
similares en los lotes C+AS y S, pero diferentes significativa-
mente a las del Lote C+0. En este Gltimo lote el lipido mayorita-
rio en estas lipoproteinas es el colesterol esterificado
(54,73%£3,72%), mientras que en los otros lotes son los trigli-
céridos los mayoritarios (alrededor del 37%).

Estos resultados indican que 1las V.L.D.L. del Lote C+0O
responde a un perfil tipico de 8-V.L.D.L., mientras que las de
los lotes S y C+AS tienen caracteristicas intermedias entre
V.L.D.L. normales y B8-V.L.D.L. (ver también Experiencia A).

El estudio comparativo de las V.L.D.L. de los lotes S y C+AS
sefiala una composicidén porcentual de lipidos muy similar, pero
el contenido en cantidades absolutas es del orden de 3 veces mas
bajo en el Lote S; esto sugiere un papel diferencial del tipo de
proteina (proteina de sardina ys caseina) gque condicionaria la
presencia en plasma de 3 veces menos particulas V.L.D.L. en el
Lote S.

Muramatsu y Sugiyama (1990) sefialaron, como hemos comentado
en la revisién bibliogré&fica, un posible efecto de la metionina
en el metabolismo del colesterol y en el ensamblaje y secrecion
de las V.L.D.L. por las células hepdticas. Dado el contenido de
metionina en la caseina y en la proteina de pescado (Eklund y
Sj6éblom, 1980), y el suplemento de metionina a las dietas
conteniende caseina, es muy posible que el contenido de este
aminodcido azufrado sea muy superior en las dietas del Lote C+AS
gque en las del Lote S, lo cual repercutiria en niveles mé4s
elevados de fosfatidilcolina, que seria requerideo para la
sintesis y secrecién de 1las particulas V.L.D.L., este efecto
seria ademas complementado por un contenido menor de glicina de
las dieta C+AS que la dieta S (Muramatsu y Sugiyama, 1990). Los
posibles mecanismos metabélicos implicados se detallan en el
apartado 1.3. de la revisidn bibliogré&afica.

Los diferentes resultados obtenidos en el Lote C+AS respecto
al Lote S podrian también ser explicados teniendo en cuenta las
consideraciones de Beynen (19%0) quien sugirid que la proteina
de caseina incrementa la absorcidén de colesterol vy posiblemente
de bilis de buey respecto a otras proteinas. Esto llevaria a un
incremento del colesterol hep&tico, originando una mayor
secrecidén de lipoproteinas V.L.D.L. y una menor eliminacién de
colesterol y acidos biliares por las heces.

También es posible que el menor contenido de cistina de la
dietas de caseina respecto a la de proteina de pescado produzca
una menor eliminacidn de &acidos biliares y, por tanto, un enri-
quecimiento de colesterol hepdtico mediante el mecanismo pro-
puesto por Danielsson y col. (1984) y Hassan y col. (1984), en
el que una menor cantidad de cistina se incorporaria hacia glu-
tation reducido produciendose una menor activacién de la coles-
terol 7-a-hidroxilasa.

Cuando se comparan los lote S y C+AS con el lote C+0 se
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observa que la presencia de PUFAS n-3 en las dietas de ratas
hipercolesterolémicas origina la tendencia a la normalizacidn de
las V.L.D.L., las cuales contienen mas triglicéridos y menos
ésteres de colesterol.

5.3.8.2.EFECTOS SOBRE LAS L.D.L.

L.a composicién lipidica de las L.D.L. aparece en las tablas
4 yv 42 yv en las graficas 48 y 50.

El transporte de lipidos en las L.b.L. de rata es menor que
en la otras fracciones (Mahley y Holcombe, 1977; Dolphin, 1981;
Sanchez-Muniz y col., 1986; Cuesta y col., 1987a), debiendose
sefialar que las L.D.L. del Lote C+AS contiene mas colesterol y
fosfolipidos que las de los otros grupos. Las L.D.L. del Lote C+0
es la que transporta menos cantidad de triglicéridos.

Respecto a la composicién porcentual de las L.D.L., la simi-
litud aparece entre los lotes C+0 y C+AS; mientras que en el Lote
S hay un menor contenido de colesterol total, sobre todo
esterificado, y mayor de triglicéridos. El1 porcentaje de
fosfolipidos en las L.D.L. es muy similar en los 3 grupos.

Estos datos sugieren que dada la similitud entre las
particulas L.D.L. de los dos lotes gque reciben caseina y la mayor
cantidad de lipidos transportados por las L.D.L. del Lote C+O,
el namero de particulas L.D.L. circulantes en este dltimo lote
debe ser mayor. En este caso el numero de particulas estaria
modulado por el tipo de grasa de ambas-dietas.

El mayor contenido de ésteres de colesterol de los grupos
C+AS y C+0 gue de el Lote S podria interpretarse por la pro-
duccidn hepéatica directa de L.D.L. ricas en ésteres de colesterol
como mecanismo de defensa de la hipercolesterolemia. Este proceso
ha sido descrito en el hombre {(Lozano, 1985).

Sanchez-Muniz y col. (1986) al comparar los efectos sobre
la lipoproteinemia en ratas Wistar de la 1ingesta de dietas
conteniendo grasa vegetal cruda (con un 43,66% de aAcido palmi-~
ticeo) frente a dietas con esta misma grasa pero después de ser
usada en 30 frituras sucesivas de patatas, observaron que los
niveles de fosfolipidos vehiculizados por las L.D.L eran mayores
en las ratas que consumian Jla dieta con la grasa tratada
térmicamente, lo que pareceria indicar una posible modificacidn
en la relacién de la parte polar/no polar de las particulas
L.D.L. y, por tanto, de su tamafio. En cambio, si la fuente grasa
empleada era aceite de oliva no observaron diferencias significa-~
ticas en el contenido de estas L.D.L. al comparar el aceite crudo
frente al sometido a fritura (Cuesta y col., 1987a).

Cuesta y col. (1987b) observaron al comparar en ratas Wistar
los efectos de dietas conteniendo aceite de oliva con otras
conteniendo una grasa vegetal (con un 43,66% de acido palmitico),
un incremento significativo de la fosfolipemia en todas las
fracciones lipoproteicas, sobre tode en la L.D.L. donde encontra~
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ron un incremento del 157,14%.

5.3.8.3.EFECTOS SOBRE LAS H.D.L.

Respecto a 1las H.D.L., el lote gque presenta el mayor
transporte de colesterol, fosfolipidos y triglicéridos es el Lote
S (tablas 41 y 42 y gréaficas 48 y 51). Sin embargo, la composi-
cion lipidica de las H.D.L. séricas es muy parecida en los tres
grupos de ratas, destacando en todos ellos la gran proporcién de
fosfolipidos. Hay que sefialar que el Lote C+0 presenta un
contenido 1ligeramente menor, aunque no significativo, en
colesterol total e, igqualmente, un mayor contenido de fosfoli-
pidos.

Dada la similitud de la composicidén lipidica de las H.D.L.
de los 3 lotes y el diferente transporte absoluto de los lipidos
por dichas H.D.L. es muy probable que el Lote S presente el mayor
nimero de particulas H.D.L., mientras gque el Lote C+0 el menor.
Esto implicaria que el transporte retrdgrado de colesterol en las
ratas de este Gltimo lote debe realizarse en menor cuantia que
en los animales que reciben aceite de sardinas fritas en aceite
de oliva.

Como es sabido, dos sistemas principales controlan el
intercambio de colesterol, especialmente de colesterol esteri-
ficado, entre las lipoproteinas plasmaticas: 1.) Enzima LCAT
{Lecitin-Colesterol-Acil Transferasa). 2.) Proteina Transferidora
de lipidos (LPT, Lipid Transfer Protein).

En la rata los niveles de LPT son muy bajos con lo que la
LCAT debe jugar un papel principal esterificandoc el colesterol
libre y requlando la captacién de colestercl libre generado por
las células o durante el catabolismo de lipoproteinas ricas en
triglicéridos.

Roach y col. (1987} indicaron que la captacién de H.D.L. por
el higado, posiblemente a través de receptor, estd incrementada
con la alimentacién con aceite de pescado. Abbey y col. (1%90),
citado por Nestel (1990), sin embargo, indicaron que la actividad
plasmética LCAT estd disminuida en individuos que consumen aceite
de pescado, pero la significacién bioldégica de esta reduccién es
desconocida, ya que no hay evidencia en la disminucidén del
cociente colesterol esterificado/colesterol 1libre. En esta
Experiencia C los cocientes colesterol esterificado/colesterol
libre se mantienen en plasma y H.D.L. lo que sugiere suficiente
actividad LCAT aftin en las ratas que consumen aceite de sardinas
fritas. Estas H.D.L. ricas en colesterol y su captacién por el
higado aseqgurarian un mecanismo para el mantenimiento de la
homeostasis del colesterol, conduciendo a una normalizacién del
metabolismo lipoproteico m&s rapido que en las ratas gque no
ingieren tal aceite.
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5.3.8.4.DISTRIBUCION DE LOS LIPIDOS EN LAS DIFERENTES LIPOPRO-
TEINAS.

La distribucién porcentual de los lipidos en las lipopro-
teinas también muestra diferencias muy claras entre los tres
lotes experimentales (tabla 43, graficas 52-56).

El colesterol, tanto libre, esterificado como total, aparece
mayoritariamente en las H.D.L. de los lote S y C+AS, aunque en
este ultimo existe un gran contenido de colestercl en las
V.L.D.L. con respecto al Lote S. En las ratas alimentadas con 1la
dieta C+0 el colesterol se 1localiza principalmente en las
V.L.D.L..

Los triglicéridos se distribuyen en mayor proporcioén en las
H.D.L. de los lotes S y C+0 (61,36%+2,12% y 51,61+3,73%), mientras
que para los animales dque ingieren la dieta C+AS este lipido
aparece sobre todo en las V.L.D.L. (50,55+3,73%).

Por dltimo, los fosfolipidos se localizan mayoritariamente
en las H.D.L. de los tres grupos de ratas, pero en proporciones
significativamente diferentes. Asi, en el Lote S un 92,96+0,63%
de los fosfolipidos aparece en las H.D.L., mientras que en los
otros lotes disminuye esta proporcién aumentando, sobre todo, en
las V.L.D.L., que en el Lote C+0 es del 23,67%2,55%.

La distribucidén de los diferentes lipidos en las distintas
lipoproteinas séricas que acabamos de comentar, indica que en el
Lote S las H.D.L. es el transportador lipidico por excelencia,
lo que sugiere 1la normalizacién de su perfil lipoproteico
(Dolphin, 1981; Sanchez-Muniz y col., 1986; Cuesta y col.,
1987a).

En el Lote C+AS coexisten como transportadores lipidicos las
H.D.L. y en ligera menor cuantia las V.L.D.L., las cuales serian
ricas en triglicéridos y pobres en ésteres de colesterol, es
decir, practicamentes normales.

Por Gltimo, en el Lote C+0 el nimero de particulas H.D.L.
estd reducido como hemos comentado, siendo un transportador muy
importante de colesterol esterificado las V.L.D.L., es decir,
este lote sigue presentando un perfil lipoproteico de animal
hipercolesterolémico (Experiencia A).

Muchas son las teorias propuestas en la bibliografia para
explicar el efecto diferencial del aceite y de la proteina de
pescado scobre la lipoproteinemia. Asi, mientras el efecto del
aceite de pescado parece mas claro, el de su proteina es mas
discutido.

Numerosos autores explican los efectos hipolipemiantes del
aceite de pescado por una secrecidén limitada de V.L.D.L. (Kinse-
lla y col., 1990b).Esta limitacidén puede ser debida, o bien a una
inhibicidén de las sintesis hepatica de adcidos grasos y triglicé-
ridos (Iritani y col., 1980; Nestel y col., 1984; Wong y col.,
1984; Connor y Bristow, 1985; Connor, 1986; Nestel y col., 1986;
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Wong y Nestel, 1987; Wong y Marsh, 1988), o a una produccidn
disminuida de apo B (Nestel y col., 1984; Nestel y col., 1986).
Esta secrecidn limitada de lipoproteinas V.L.D.L. por las ratas
gue consumen PUFAS de la familia n-3 explicaria, al menos en
parte, los resultados obtenidos en esta Experiencia C.

Por otro lado, la proteina también tiene efectos sobre el
metabolismo lipoproteico. Asi, la proteina de pescado al
compararla con la caseina disminuye los niveles de colestercl en
las V.L.D.L. (Eklund y Sjobldm, 1986; Bergerson y Jacques, 1989;
Lovati y c¢col., 1990) y en las L.D.L. (Bergerson y Jacques, 1989;
Beynen; 1990} , incrementandolos en las H.D.L. (Bergerson y Jac-
ques, 1989; Lovati y col., 1990; Beynen, 1990).

Para explicar este efecto de la proteina, Lovati y col.
(1990) propusieron 2 hipétesis. La primera, ya que en humanos y
conejos existe un mecanismo activo para transferir lipidos del
"nucleo" de una lipoproteina a otra {Barter y Lally, 1978), el
incremento de la concentracidon de H.D.L.-colesterol se deberia
a una inhibicién del intercambio de colestercl desde las H.D.L.
hacia las L.D.L. En nuestro caso, al no existir esta capacidad
de transferencia en ratas no seria una explicacidn razonable. La
segunda hipotesis propone que la proteina de pescado estimularia
la lipoprotein-lipasa y esto explicaria la reduccidén de 1la
concentracién de V.L.D.L.-colesterol y el incremento de 1la
H.D.L.-colesterol (Nikkil&d, 1978).

Esta segunda hipdétesis apoya nuestros resultados, en los que
se produce la reduccidén de la concentracién de colesterol
transportado en las V.L.D.L. y del nimero de estas lipoproteinas
vy el incremento de la concentracidén de H.D.L.-coOlestercl y del
namero de particulas H.D.L. en el Lote S respecto al Lote C+AS.
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6. RESUMEN Y CONCLUSIONES
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Con la finalidad de valorar la eficacia de un tratamiento
contra la hipercolesterolemia inducida experiemntalmente por la
dieta se procede al siguiente estudio: en una primera etapa y
durante un periodo experimental de tres semanas de duracidn se
procede a la administracién a ratas de una dieta conteniendo 15%
de caseina, 10% de aceite de oliva y como agentes hipercoleste-
rolemiantes 2% de colesterol y 0,5% de bilis de buey frente a
otra de semejantes caracteristicas pero sin colesterol ni bilis
de buey. Al final de dicho periodo experimental se procede a es-
tudiar el perfil lipoproteico de los animales y a cuantificar la
afectacién hepatica por el tratamiento hipercolesterolémico.

En una segunda etapa se analizaron los efectos de la reti-
rada de colesterol de la dieta en los animales hipercolestero-
lémicos , asi como la validez de un tratamiento contra la hiper-
colesterolemia basado en la utilizacién de dietas conteniendo
sardinas fritas en aceite de oliva suplementadas o no con un 2%
de colesterol durante un periodo de dos semanas. Después de este
periocdo experimental se valoran las modificaciones en la coles-
terolemia, perfil lipoproteico y en la composicidn grasa hepatica
analizando ademds las variaciones de colesterocl en tejido adiposo
y 6rgano esplénico y en la excrecidédn fecal de grasa, colesterol
y acidos biliares.

Por Gltimo, y también durante un periodo experimental de dos
semanas se comparan los efectos en ratas hipercolesterclémicas
de dietas conteniendo sardinas fritas en aceite de oliva o ca-
seina adicionada con la grasa extraida de sardinas fritas en di-
cho aceite frente a una dieta basal conteniendo caseina més acei-
te de cliva. Después de este periodo basal se valoran las modifi-
caciones en la lipemia, lipoproteinemia y composicidn de la grasa
hepéatica.

Los resultados obtenidos en las tres etapas del estudio per-
miten enumerar las siguientes conclusiones:

CONCLUSIONES A LA EXPERIENCIA A

A-1. La aceptabilidad de la dieta hipercolesterolemiante conte-
niendo caseina, aceite de oliva y colesterol mas bilis de buey

es equivalente a la de una dieta basal conteniendo caseina y
aceite de oliva.

A-2. El crecimiento en términos de incremento de pesc corporal
y la eficacia nutritiva de las dietas expresada como coceficiente
de eficacia alimentaria y coeficiente de eficacia proteica es

equivalente en la dieta hipercolesterolemiante y en la dieta
basal.

A-3. El peso de los hligados, contenido en agua y humedad de los
mismos, aspecto morfoestructural hepético, asi como el indice
relativo hepatosomdtico de las ratas alimentadas con la dieta

hipercolesterolemiante indican la existencia de hepatomegalia y
esteatosis.
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A-4. El1 contenido hepatico de colesterol total y colesterol
estrificado expresado en mg/g s.s. es del orden de 13 veces y 40
veces respectivamente mas elevado en el lote hipercolesterclémico
que en el lote basal, siendo menos marcados las diferencias
respecto a triglicéridos y mucho menos en cuanto a fosfolipidos.

A-5. Los higados de las ratas alimentadas con la dieta hiper-
colesterolémica presentan mayor cantidad de acidos grasos mono-
insaturados y mucho menor de &cidos araquidénico y docosahexae-
noico.

A-6. La actividad delta-9-desaturasa establecida por el cociente
dcido oleico/&cido estedrico es unas 12 veces mis elevada en el
lote que recibe colesterol en su dieta.

A-7. Las fracciones lipidicas hep&ticas indican en ambos lotes
que el Aacido oleico aungque mayoritario en las 3 fracciones se
incorpora preferentemente a los ésteres de colesterol y a los
triglicéridos, el A&cido palmitico a 1los triglicéridos, el
palmitoleico a los ésteres de colesterol, mientras que a los
fosfolipidos se incorporan preferentemente los dcidos araquiddéni-
co, estearico, lincleico y docosahexaenoico.

A-8. Las ratas alimentadas con dieta conteniendo colesterol pre-
sentan respecto al lote basal una marcada hipercolesterclemia,
con elevacidén tanto de la fraccidén libre como esterificada del
colesterol, asi como hipertrigliceridemia.

A-9. La ingesta de dieta suplementada con colesterol afecta mar-
cadamente la composicidn de lipoproteinas plasmaticas y la dis-
tribucion de cada 1ipido en las diferentes lipoproteinas.

A-10. El1 incremento de colesterol plasmatico observado en el lote
alimentado con dieta suplementada de colesterol de debe princi-
palmente al incremento de V.L.D.L. ricas en colesterol esterifi-
cado.

A-11. Las L.D.L. del lote hipercolesterolémico son mis ricas en
colesterol esterificado y mds pobres en triglicéridos que las del
lote basal.

A-12. Las H.D.L. del lote hipercolesteroclémico transportan can-
tidades menores de colesterol esterificado y libre y de fosfoli-
pidos, con un cociente colestercl libre/colesterol esterificado
mis elevado que las H.D.L. del lote basal.

CONCLUSIONES A LA EXPERIENCIA B

B-1. La aceptabilidad de dietas conteniendo sardinas fritas en
aceite de oliva y adicionadas o no con colesterocl es similar a
la de dietas conteniendo caselina y aceite de oliva adicionadas
0 no con el agente hipercolesterolemiante.

B-2. El consumc de a&cidos grasos saturados y poliinsaturados de
la familia n-3 es significativamente mas elevado en los lotes
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alimentados con sardinas fritas que en los lotes que reciben en
sus dietas caseina mas aceite de oliva.

B-3. El crecimiento en términos de incremento de peso corporal
y la eficacia nutritiva de las dietas expresada como coeficiente
de eficacia alimentaria y coeficiente de eficacia proteica es
equivalente en los 5 lotes experimentales.

B-4. El peso de los higados, indice relativo hepatosomdtico y la
composicién porcentual hepatica en humedad y grasa es similar en
el lote alimentado c¢on sardinas fritas més colestercl que en el
gque recibe caseina mas aceite de oliva suplementado con coleste-
rol.

B-5. La supresién de colestercl de las dietas después del periodo
de induccidén hipercolesterolemiante supone una tendencia a la
normalizacién del peso hepatico y del indice relativo hepatosomé-
tico, presentando los higados del lote alimentado con sardinas
el menor contenido graso.

B-6. La ingesta de dietas conteniendo sardinas fritas suple-
mentadas o no de colesterol frente a sus respectivas conteniendo
caseina mas aceite de oliva no induce diferencias significativas
en los lipidos hepaticos.

B-7. Los higados de las ratas que reciben en sus dietas sardinas
fritas presentaron un porcentaje mas elevado en eicosapen-
taencoico, docosahexaenocico y en el total de los &Acidos grasos
poliinsaturados n-3 y m&s bajos en araquidénico y en el total de
dcidos grasos peliinsaturados n-6.

B-8. Los aAcidos grasos que esterifican el colestercl hepatico son
preferentemente oleico y palmitico, presentando los lotes de sar-
dinas con o sin suplemento en la dieta de colesterol mayores ni-
veles de PUFA n-3 en dicha fraccién hepéatica.

B-9. En contraste con la dieta hipercolesterolemiante conteniendo
caseina, aceite de oliva y colesterol, la dieta con sardinas fri-
tas adicionada de colesterol reduce marcadamente el colesterol
plasmatico, asi como el indice aterogénico colesterol/fosfolipi-
dos.

B-10. E1 efecto hipocolesterolemiante mas marcado lo produce la
dieta conteniendo sardinas sin la adicién de colestercl, siendo
equivalente la bajada de colesterol en el lote alimentado con
sardinas fritas méds colesterol que en el lote que recibe caseina
mas aceite de oliva sin la suplementacién de dicho esterol.

B-11. Los niveles de H.D.L.-colesterol sugieren gue serian nece-
sarios tratamientos con dietas de sardinas mds prolongados para
llegar a la total normalizacidén del perfil lipoproteico.

B-12. El contenido plasmidtico de colesterol en los diferentes

lotes experimentales parece relacionado con los niveles de este
lipido en tejido adiposo y en bazo.
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B-13. La excrecién total de heces es mas elevada en los lotes
alimentados con sardinas fritas que en los de caseina, incre-
mentandose con la suplementaci6én dietaria de colesterol 1la
excrecién de &acidos biliares, de 3-B-0OH esteroles y de dgrasa
total.

B-14. La supresién del suplemento dietario de colesterol tras el
periodo de induccién de la hipercolesterolemia supone la norma-
lizacién en la excrecién de grasa y colesterol, pero no de acidos
biliares gque se mantiene elevada.

CONCLUSIONES A LA EXPERIENCIA C

C~1. La aceptabilidad por animales hipercolesteroclémicos de una
dieta conteniendo sardinas fritas en aceite de oliva es equiva-
lente a otras conteniendo caseina como fuente proteica y aceite
de oliva o0 grasa extraida de sardinas fritas como fuente grasa.

C~2. Los lotes que ingileren sardinas fritas y caseina mas grasa
extraida de sardinas fritas consumen significativamente mas &ci-
dos grasos saturados {(palmitico) y PUFA n-3 (linoleico, eicosa-
pentaenoico y docosahexaenoico) y menos acidos grasos monoinsatu-
rados (oleico) que el lote alimentado con caseina y aceite de
oliva.

C-3. La retirada de colesterol y utilizacién de sardinas fritas
disminuye sensiblemente m&s la esteatosis que la retirada de co-
lesterol y la utilizacién de dietas conteniendo caseina y grasa
de sardinas fritas lo que sugiere un efecto sinergico de la pro-
teina de sardinas con la grasa de dicho pescado, siendo necesario
tratamientos mAs prolongados para una total normalizacién hepa-
tica.

C-4. Los higados de las ratas alimentadas con sardinas fritas
presentan niveles significativamente menores de colestercl total
y esterificado y mas elevados de triglicéridos y fosfolipidos que
los lotes alimentados con caseina y grasa de sardina frita o con
caseina y aceite de oliva.

C-5. El mayor contenido de colesterol hepdtico en el lote ali-
mentado con caseina y grasa de sardinas respecto al lote que
ingiere sardinas fritas supone una mayor inhibicién de las acti-
vidades delta-6 y delta-5 desaturasas hepédticas provocando un
incremento de eicosapentaenoico y disminucién de docosahexaenoico
y activacién de la delta-9-desaturasa con aumento de Acido palmi-
toleico y disminucidén del acido estedrico en dicho 6rgano.

C-6. La ingesta de Acidos grasos poliinsaturados n-3 supone un
incremento del contenido de eicosapentaenoico y docosahexaenoico
en las fracciones hepéaticas de triglicéridos, fosfolipidos y és-
teres de colestercol. Las diferencias encontradas en algunos dci-
dos grasos entre el lote alimentado con sardinas fritas respecto
al que recibe caseina mds grasa de sardinas fritas sugiere un
efecto neto de la fuente proteica.
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C-7. 5i bien la colesterolemia disminuye respecto al periodo pre-
experimental (Experiencia A) de forma semejante en los 3 lotes
experimentales ~alimentados con caseina mas oliva, con caseina
mas grasa de sardinas y con sardinas fritas- el indice aterogéni-
co colesterol/fosfolipidos sugiere una normalizacidén mas desta-
cable en el lote alimentado con sardinas fritas.

C-8. El1 contenido de colesterol y triglicéridos de 1las lipo-
proteinas V.L.D.L. de los lotes experimentales indica que el lote
gue recibe caseina mas aceite de oliva presenta V.L.D.L. con ca-
racteristicas de B-V.L.D.L., mientras que las V.L.D.L. de los
lotes alimentados con caseina méds grasa de sardinas fritas o con
sardinas fritas serian intermedias entre V.L.D.L. normales y 8-
V.L.D.L.

C-9. Dada la proporcién y distribucién similar de los diferentes
lipidos transportados en las V.L.D.L. y las menores concentra-
cidnes plasmidticas de los mismos encontradas en estas lipoprotei-
nas, la ingesta de sardinas fritas condiciona la presencia de
aproximadamente tres veces menos particulas V.L.D.L. que en el
lote que recibe caseina mas grasa extraida de sardinas fritas,
lo que sugiere un papel modulador del tipo de proteina, posible-
mente relacicnado con la diferente composicidén aminoacidica de
ambas fuentes proteicas.

C-10. Las L.D.L. del lote alimentadc con sardinas fritas pre-
sentan un menor contenido de colesterol total y esterificado y
mayor de triglicéridos que las L.D.L. de los otros lotes expe-
rimentales. El1 mayor contenido de fosfolipidos en las L.D.L. apa-

rece en los animales alimentados con caseina y grasa extraida de
sardinas fritas.

C~11. Las H.D.L. de los tres lotes experimentales se caracterizan
por contener una elevada proporcién de fosfolipidos, destacando
que el lote alimentado con sardinas fritas presenta el mayor ni-
mero de particulas H.D.L., mientras que el lote alimentado con
caselna mas aceite de oliva el menor.

C-12. La distribucién de los diferentes lipidos en las distintas
lipoproteinas séricas indica una mayor normalizacién del meta-
bolismo y perfil lipoproteico en el lote alimentado con sardinas
fritas que en los lotes que reciben caseina y grasa extraida de
sardinas fritas o caseina y aceite de oliva.
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CONCLUSION GENERAL

La inclusion de sardinas fritas en la dieta resulta ser un
tratamiento eficaz para la prevencidn y curacién de hipercoles-
terolemia inducida por la ingesta de colestercl, si bien se nece-
sitaria tratamientos mé&s prolongados para la normalizacién total
del metabolismo lipoproteico.

Los resultados obtenidos con el consumo de sardinas fritas
en aceite de oliva respecto a los de caselna mas grasa extraida
de sardinas fritas en aceite de oliva sugieren un efecto poten-
ciador de la proteina de pescadc sobre la accidén beneficiosa de
los a&cidos grasos poliinsaturados n-3 en el metabolismo lipopro-
teico de animales hipercolesterolémicos.
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