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RESUMEN

Los aceites vegetales, en particular los que contienen una proporcion de &cidos grasos
poliinsaturados, al ser calentados para la coccion de alimentos generan niveles elevados de

acidos grasos trans, productos aldéhicos tdxicos, entre otros.

Se ha sugerido que cada uno de estos compuestos pueden promover inflamacién,
hiperglucemia, resistencia a la insulina o incrementar el riesgo cardiovascular. Sin embargo,
no se conocen con precision los efectos nocivos que pueden tener de los aceites reutilizados
sobre el metabolismo lipidico y de carbohidratos. Por esta razén se determing si existe algin
efecto al consumir aceites vegetales reutilizados sobre la predisposicion al desarrollo de

factores de riesgo cardiovascular y/o alteraciones metabolicas.

Para generar el aceite reutilizado, se frio la masa nixtamalizada a una temperatura de 190 -
200 °C durante 10 minutos. Este proceso se realizd una vez (aceite de un ciclo) o diez veces
(aceite de 10 ciclos). Estos aceites se adicionaron al alimento habitual de las ratas y se les
administraron a 2 grupos independiente de ratas Wistar macho durante 10 semanas. Se
incluyé un grupo de comparacion que recibié aceite crudo y un grupo control sin
suplementar. Nuestros resultados muestran que el peso corporal promedio, la cantidad de
grasa visceral, el consumo caldrico, son significativamente mayores en los grupos de ratas
que recibieron aceite vegetal utilizado una vez y 10 veces. En los mismos grupos
observamos hipertension arterial asociada a una disfuncion endotelial y a una mayor
presencia de nitrotirosina en el endotelio adrtico, ademéas de hiperglucemia que alcanzan
niveles para ser considerada diabetes, asi como la presencia de esteatosis hepatica. En el
grupo tratado con aceite vegetal crudo también presentddafios endoteliales y de resistencia a
la insulina, pero de menor impacto que los grupos que recibieron aceites reutilizados. En
este estudio sugiere que la utilizacion y reutilizacion de aceites vegetales para la preparacion
de alimentos puede exacerbar los efectos de una dieta hipercalorica. Estudios con otro tipo
de aceite vegetales y que puedan ser mas facilmente extrapolables al humano permitiran

establecer politicas de salud publica apropiadas para el uso culinario de los aceites



ANTECEDENTES
1.Lipidos.

Los lipidos son moléculas de diferente naturaleza quimica, insolubles en agua, pero solubles
en disolventes organicos.Presentan gran diversidad estructural y funcional, forman parte de
las membranas y de las lipoproteinas plasméaticas®, ademas de participar como cofactores
enzimaticos, agentes emulsionantes, fuente de energia, hormonas Yy mensajeros
intracelulares, entre otros. Los lipidos mas comunes en el plasma son colesterol,

fosfolipidos, triacilgliceroles y acidos grasos’.

Los triacilgliceroles son formas de almacenamiento universales de &cidos grasos como
fuente de energia en los organismos vivos. Los acidos grasos son acidos carboxilicos de
cadenas de nimero par entre 4 y 36 carbonos *. En algunos 4cidos grasos, estas cadenas se
encuentran completamente saturadas (enlaces sencillos); en otras contienen uno 0 mas
dobles enlaces, generalmente en isomeria cis y en ocasiones presentan radicales como

grupos hidroxilo o metil.

Grupo Carboxilo o o

Cadena de Hidrocarbonos

3. QP99 PO 990900 O @

Addo Graso Saturado Acdido Graso saturado e insaturado

Figura 1. Ejemplos de la estructura de los &cidos grasos saturados (a) e insaturados (b).



Los acidos grasos son componentes de lipidos mas complejos como los triacilgliceroles
(triacilgliceroles). Estos triacilgliceroles estan estructurados por tres ésteres de acidos grasos
unidos a un glicerol.
CH, CH
i H2 2
H CH oOH

|
OH

Glicerol
Figura 2. Estructura desarrollada del glicerol.

En los vertebrados, los triacilgliceroles se almacenan en mayor cantidad en unidades
celulares especializadas denominadas adipocitos. Estos adipocitos contienen lipasas, que son
las enzimas que catalizan la hidrolisis de los triacilgliceroles almacenados, obteniendo como
resultado acidos grasos que pueden ser utilizados como fuente de energia en los sitios
requeridos.
1.1 Digestion, absorcion y transporte.
Las células pueden obtener energia a partirde los &cidos grasos provenientes de tres fuentes:

a) Consumidas en la dieta diaria.

b) Almacenadas en las células

c) Sintetizadas en un érgano para otro.

Los triacilgliceroles proveen mas de la mitad de la energia requerida para algunos 6rganos,

particularmente, el higado, el corazén y el musculo esquelético.

Antes de absorber los triacilgliceroles por medio de la pared intestinal, estos deben ser
convertidos de particulas grasas insolubles a micelas dispersables. Dicha solubilidad es

realizada por las sales biliares,que se sintetizan partir del colesterol en el higado,



almacenadas en la vesicula biliar y liberadas en el intestino delgado posterior a la ingesta de
grasas. Las sales biliares son compuestos anfipaticos, las cuales actian como “detergentes”,
para convertir las grasas de la dieta en una mezcla micelar de sales biliares y triacilgliceroles
(coadyuva a la solubilidad de los lipidos formando micelas) permitiendo la accion de la
lipasa pancreética que es liberada en el intestino. La lipasa pancredtica hidroliza a los
triacilgliceroles en monoacilgliceroles y diacilgliceroles, acidos grasos libres y glicerol.
Estos productos difunden a través de las membranas de las células epiteliales de la superficie
del intestino, en donde se reconvierten en triacilgliceroles, que se integran con los
fosfolipidos, para formar un grupo de particulas llamadas quilomicrones’. Estos contienen
apolipoproteinas (apo) tipo B-48, C-ll y C-lll, son transportados por el intestino hacia el
sistema linfatico y posteriormente a la sangre hasta llegar a los tejidos musculary adiposo.
En los capilares de estos tejidos, existe una enzima extracelular denominada lipoproteina
lipasa (LPL), que es activada por la apoC-Il, para hidrolizar los triacilgliceroles a &cidos
grasos Y glicerol, los cuales son transportados por las células hacia los 6rganos blanco. En el
musculo, los acidos grasos son oxidados para obtener energia; mientras que en el tejido
adiposo, estos acidos grasos son reesterificados para su almacenamiento en forma de

triacilgliceroles.

Los remanentes de los quilomicrones, son separados en su mayor parte en triacilgliceroles,
pero aun contienen colesterol y apolipoproteinas, que se encuentran en el torrente sanguineo
hasta llegar al higado, en donde son absorbidos por endocitosis, mediado por receptores para
sus apolipoproteinas. Los triacilgliceroles que llegan al higado por esta via, pueden ser
oxidados para obtener energia o bien ser empleados como precursores para la sintesis de
VLDL o de cuerpos ceténicos *. Cabe sefialar que no es la Gnica ruta en que se forman las
VLDL,; la sintesis de novo a partir de los acidos grasos libres provenientes de las lip6lisis es
otra fuente para la sintesis de VLDL.Estaslipoproteinas son transportadas por el torrente
sanguineo hacia el tejido adiposo, en donde los triacilgliceroles son movidos y almacenados

como “gotas” de lipidos (Figura 3) o al musculo para generar energia por 3 - oxidacion.
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5 Los acidos grasos son oxidados como
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@ Los triacilgliceroles son incorporados con
colesterol y apolipoproteinas, formando
quilomicrones

Figura 3. Mecanismo de absorcion y transporte de las grasas a través del tracto digestivo.
1.2 Metabolismo intracelular.

La capacidad para sintetizar o metabolizar los lipidos en los organismos es fundamental, ya

que estos tienen varios papeles importantes a nivel celular, anteriormente mencionados.

Las enzimas participantes en la oxidacion de los acidos grasos se encuentran localizadas en
la matriz mitocondrial. Los acidos grasos con un cadena de 12 o menor nimero de carbonos
pueden entrar a la mitocondria sin necesidad del uso de los transportadores de membrana
propias de la célula. Cuando son de 14 o mayor numero de carbonos, como es el caso de la
mayoria de los &cidos grasos que se obtienen de la dieta diaria no es posible que entren a la
matriz mitocondrial a través de la membrana, sin modificaciones enziméticasprevias 2. La
primera reaccion es catalizada por isoenzimas (cada isoenzima es especifica para los acidos
grasos de cadena corta, mediana y larga de carbonos) presentes en la parte exterior de la
membrana mitocondrial, conocidas como acil-CoAsintetasas®, responsables de la siguiente

reaccion:
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|:§r:idu graso + CoA + ATP —— acil—CuA+;—'ﬂ‘[F+PPi|

El Acil-CoA, es un producto de alto nivel energético. Los ésteres de este producto se forman
en el citosol externo de la membrana mitocondrial, los cuales a su vez pueden ser
transportados a través de la membrana y ser oxidados para producir ATP, o bien pueden ser
utilizados para sintetizar lipidos propios de la membrana®. Los acidos grasos destinados para
la oxidacion en la mitocondria se unen al grupo hidroxilo de la carnitina para formar el
complejo acil-carnitina. Dicha esterificacion es catalizada por la acilcarnitinatransferasa I, la
cual se encuentra en la membrana externa, por lo que el paso de los &cidos grasos se ve
facilitado por el transportadoracil-carnitina/carnitina por difusion hacia el interior de la
mitocondria. El grupo acil formado es transferido de complejo acil-carnitina a coenzima A
intramitocondrial por la acilcarnitinatransferasa 1l. Esta isoenzima, regenera el complejo
acil-CoA y deja libre la carnitina dentro de la matriz mitocondrial, la cual regresa al espacio

intermembranal por medio de el transportadoracil-carnitina/carnitina (Figura 4.)

Membrana mitocondrial externa Membrana mitocondrial interna
Citosol Espacio Matriz
intermembranal Aciltransferasa
0 _carnitinall

o R—C
Carnitina <

Q \___’Carnitina / S-CoA
C /—_\ o :

R—C ~CoA.SH

Carnitina

Carnitina

Aciltransferasa— ) Transporte
carnitina |

Figura 4. Mecanismo de transporte del sistema acil-carnitina/cartina en la mitocondria.

A continuacion se lleva a cabo la oxidacion de los &cidos grasos que consta de 2 etapas:

1. La PB-oxidacion (formacion de unidades de acetil-CoA, produccion de agentes

donadores de electrones NADH y FADH,)

2. Oxidacion de las unidades de acetil-CoA a CO,

La oxidacion de los &cidos grasos saturados se constituye de 4 pasos:
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1. Formacion de unidades de trans-2-enoil-CoA, por accion de la enzimaacil-CoA

deshidrogenasa, la reaccion se acopla con la reduccion de FAD a FADH,.

2. Formacion del esteroisomero de la B-hidroxiacil-CoA, catalizada por la enoil-
CoAhidratasa.

3. Formacion de donadores de electrones, NADH, por accion de la B-hidroxiacil-CoA

deshidrogenasa.

4. Formacion de unidades de acetil-CoA, catalizada por una tiolasa.

Las unidades de acetil-CoA producto de la oxidacion de los acidos grasos, pueden ser
oxidadas a CO, como producto del ciclo del acido citrico e intermediario en otros procesos

celulares de suma importancia.

1.3 Lipoproteinas.

Las moléculas responsables del transporte de los triacilgliceroles, fosfolipidos, colesterol y
ésteres de colesterol en el organismo, se denominan lipoproteinas (Fig. 5). Las lipoproteinas
son complejos macromoleculares, formadas por una monocapa de lipidos anfipéaticos
(fosfolipidos y colesterol libre), los cuales presentan sus grupos polares hacia el medio
acuoso. La monocapa contiene proteinas asociadas denominadas apolipoproteinas (tabla 1),
las cualesdan estabilidad a dicha estructura. En la parte interior de la macromolécula, se
encuentran los lipidos no polares (triacilgliceroles y ésteres de colesterol), evitando asi la
interaccion con el medio acuoso. Estas caracteristicas permiten a las lipoproteinas circular

por el torrente sanguineo®.
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@ Fosfolipidos
‘ Colesterol libre

---. Esteres de colesterol
s Triacilgliceroles

. Apolipoproteinas

Figura 5. Esquema general de la composicion de las lipoproteinas. Se muestran los lipidos
hidrofdbicos del ndcleo, en su superficie los lipidos antipaticos y las apolipoproteinas que

estabilizan a la lipoproteina.

Diferentes apolipoproteinas y sus principales caracteristicas (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de las apolipoproteinas’.

Conc.
Localizaci6 | Sitio de ) )
Apo PM P.1. .| plasmatica Funcion
n sintesis
(mg/dL)
Principal componente
Intestino de las HDL, activador
A-l 29,016 | 5.9-5.4 | HDL, Qm 100-150 _
Higado de LCAT, estimula el
eflujo del colesterol.
Principal proteina
Intestino componente de HDL,
A-ll 14,414 5.0 HDL 30-50 S
Higado inhibidor de LH y de la
LCAT.
Activador de LCAT,
) modulador de LPL y
A-1V | 44,465 5.5 HDL, Qm | Intestino 15 ) ]
estimula el eflujo de
colesterol.
B-100 | 512,72 - VLDL, LDL | Higado 80-100 |Ligando para receptor
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3 de LDL
240,80 ) Proteina estructural de
B-48 6.8 Qm Intestino --
0 los Qm.
Activador de LCAT,
HDL, - y
C-l 6,630 7.5 Higado 4-6 inhibe la captacion
VLDL, Qm o
hepatica de Tg.
Activador LPL,
HDL, inhibicion de la
C-ll 8,900 4.9 Higado 3-5 N .
VLDL, Qm captacion hepatica de
Lp-apo B-100.
HDL, o
C-lllp12 | 8,800 | 4.5-5.0 Higado 12-14 Inhibidor de la LPL
VLDL, Qm
Ligando de receptor de
) LDL y de residuos de
Esss |34,145| 6.0-5.7 | VLDL, HDL | Higado 3-5

Qm, estimula el eflujo

de colesterol.

Lp: Lipoproteina, Tg: Triacilgliceroles, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, Qm:
Quilomicrones, LDL: Lipoproteinas de baja densidad, VLDL: Lipoproteinas de muy baja
densidad, LCAT: Lecitina: colesterol aciltransferasa, LPL: Lipoproteina lipasa, LH: Lipasa

hepética.

1.4 Clasificacion de las lipoproteinas.

Las lipoproteinas se pueden clasificar en base a diferentes propiedades, tales como su

densidad de flotacion, movilidad electroforética y contenido de apolipoproteinas.

a) De acuerdo a su densidad se conocen cinco clases:
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Quilomicrones (Qm): Son de mayor tamafio y menor densidad, d < 0,94 g/mL.
Tienen un alto contenido en triacilgliceroles y sus apolipoproteinas son B-48, A-
I, A-ll, A-1V, C-I, C-II, C-lll y E.

Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, VeryLowDensityLipoproteins):
0,94 < d < 1,006 g/mL. Contienen principalmente triacilgliceroles, apo B-100, C-
I, C-Il, C-llly E.

Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, Intermedie DensityLipoproteins):
1,006 < d < 1,019 g/mL. Estas particulas contienen colesterol y triacilgliceroles,
apo B-100, C-I, C-II, C-Ill y E.

Lipoproteinas de baja densidad (LDL, LowDensityLipoproteins): 1,019 < d <

1,063 g/mL. Tienen un alto contenido en colesterol y apo B-100.

Lipoproteinas de alta densidad (HDL, High DensityLipoproteins): 1,063 < d <
1,210 g/mL. Estas particulas tienen un alto contenido en proteinas y fosfolipidos,
ademas de colesterol. Su principal apolipoproteina es A-1, asi como A-11, A-1V,
C-l, C-ll, C-lll 'y E. Las HDL, a su vez, pueden ser separadas en 2
subpoblaciones:

- HDL;,: 1.063 <d <1.120 g/mL.

- HDL;3:1.120<d < 1.210 g/mL.

b) Por su migracion electroforética se tienen tres tipos de lipoproteinas: a, B y pre-p.

c)

De acuerdo al contenido en apolipoproteinas se conocen dos poblaciones:

Las lipoproteinas que contienen apo A-l: Lp A-l y Lp A-1l: En esta clasificacion

podemos encontrar a las HDL.
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¢ Las lipoproteinas que contienen apo B: Lp B; Lp B: E; Lp B: C-lll y Lp B: C-IlI: E.

En esta clasificacion podemos encontrar a las VLDL, IDL, LDL y los Qm.

Tabla 2. Propiedades de las lipoproteinas plasmaticas .

Mov. Tamario Cont. Cont. de | Cont.de | Cont. | Cont. de
Lp Electro- (nm) deProt. Plp Tg de CL CE
forética (%) (%) (%) %) | (%)
Qm | Origen >70 1-2 3-6 90-95 | 1-3 | 2-4
VLDL | Pre-beta | <070 6-10 15-20 45-65 4-8 5
pL | Presbeta |0 54 20 30 35 35
beta
LDL Beta 18-30 18-22 18-24 4-8 6-8 | 45-50
5-12
HDL Alfa 45-55 26-32 2-7 35 | 15-20

Qm: Quilomicrones, VLDL.: Lipoproteinas de muy baja densidad, IDL: Lipoproteinas de
densidad intermedia, LDL: Lipoproteinas de baja densidad, HDL: Lipoproteinas de alta
densidad, Plp: fosfolipidos, Triacilgliceroles, Prot: proteina, Col: colesterol.

2. Metabolismo de las HDL

El transporte reverso del colesterol (TRC) se define como el regreso del exceso de colesterol
proveniente de las células periféricas hacia el higado para su excrecion o reciclaje,
mecanismo en el cual participan las HDL, confiriéndoles propiedades antiaterogénicas, ya
que por medio de este pueden evitar la formacion de la placa ateromatosa®.

La primera etapa del TRC (Fig.6) es el eflujo de colesterol a través de diversos mecanismos
de las células hacia las HDL pequefias, tipo pre-p o HDLs. Una vez que el colesterol se

encuentra en las HDL es esterificado por la enzima plasmética
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lecitincoleterolaciltransferasa(LCAT) y posteriormente se internaliza, dando origen a HDL
de mayor tamafio y menos densas, tipo HDL,. A partir de ahi, el colesterol esterificado
puede tomar dos caminos: 1) Puede ser eliminado directamente de la lipoproteina por un
mecanismo en el cual interviene el receptor hepatico SR-BI, que remueve de manera
selectiva los ésteres de colesterol, generando particulas pequefias, HDLs, capaces de
reiniciar el ciclo de captacion de colesterol y, 2) por medio de diversas reacciones de
transferencia, en las que intervienen la proteina de transferencia de ésteres de colesterol
(CETP), el colesterol de las HDL, es intercambiado por triacilgliceroles con lipoproteinas
ricas en apo B como VLDL e IDL, por una parte y por la otra, las aposC’s y E pasan a los
quilomicrones y VLDL. Los triacilgliceroles captados por las HDL, son hidrolizados por la
lipasa hepética (LH), y en asociacion con la actividad de la proteina de transferencia de
fosfolipidos (PLTP) los remanentes de HDL son remodelados en particulas pre-p y HDLs,
ambas con la capacidad de reiniciar el ciclo. Es asi como el colesterol de los tejidos

periféricos llega al higado para ser reciclado o excretado a través de las vias biliares.’
(Fig.6).

Célula periférica

{ % CE

apo-B/E r

Higado

Fig. 6. Transporte Reverso del Colesterol. Lp-B: Lipoproteinas que contienen apo B
(VLDL, lipoproteinas de muy baja densidad, LDL. lipoproteinas de baja densidad y Qm,
Quilomicrones). Tg: triacilgliceroles; LCAT: Lecitina colesterol acilo transferasa; LH:
Lipasa hepatica; CETP: Proteina de transferencia de ésteres de colesterol; PLTP: Proteina
de transferencia de fosfolipidos; SR-BI: Receptor scavenger Bl; ABCA-1: Transportador de
membrana dependiente de ATP.
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3. Relacion de las lipoproteinas con el desarrollo de la ateroesclerosis.

La funcion de las lipoproteinas es fundamental en la homeostasis metabdlica de los acidos
grasos, sin embargo, al presentar un desequilibrio de la misma puede ser el punto inicial para
el desarrollo de enfermedades cardiacas. Una de las principales, es la enfermedad
ateroesclerosa coronaria (EAC) °, la cual puede comenzar con la infiltracién de lipoproteinas
de baja densidad (LDL) al espacio subendotelial en donde, al existir un ambiente de estrés
oxidativo, ocurre una peroxidacion de los lipidos contenidos en las LDL. Las LDL oxidadas
son factores quimiotacticos para monocitos circulantes, que atraviesan el endotelio vascular
y se transforman en macrofagos, que son capaces de fagocitar las LDL oxidadas a través de
receptores denominados “scavanger”. La falta de maquinaria enzimadtica suficiente para
degradar los lipidos y lipoperoxidos, tiene como consecuencia un acumulo de éstos en el
citoplasma del macrofago, al cual se le denomina célula espumosa. Antes de morir, las
células espumosas liberan una gran cantidad de citocinas que estimulan al endotelio vascular
para que sintetice mas adhesinas, exacerbando asi el proceso inflamatorio. Las células

espumosas constituyen las etapas tempranas de formacion del ateroma (Fig. 7).

Monocito

Endaotelio
wascular

igracion vy
Proliferacion

LDL —}*\ 23 Citocinas
> | =jp. Factores de
LDL ox Q crecimiento

Macrofago Célula espumosa
Muisculo
liso

Fig. 7. Esquema de las primeras etapas en la formacion de la placa ateromatosa. En zonas
donde existe disfuncion endotelial se facilita la infiltracion de LDL al espacio subendotelial,
donde sufren procesos de modificacion, generando LDL oxidadas (LDLox). Los monocitos
se adhieren al endotelio activado que sobreexpresa moléculas de adhesion. Los monocitos
circulantes, atraidos, penetran en la pared y son diferenciados a macrofagos. Los macrofagos
captan LDLox y se transforman en células espumosas. Las células musculares lisas de la
media, activadas por citocinas y factores de crecimiento liberados en las lesiones, migran a
la intima y proliferan contribuyendo a la evolucion de las lesiones.
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Diversos estudios han demostrado la correlacién inversa que existe entre la concentracion
plasmatica del colesterol de las HDL (C-HDL) y el riesgo de desarrollar EAC, lo que sugiere
una asociacién causal entre ambos ”. A partir de esta correlacién negativa, se ha postulado
que las HDL desempefian una funcion antiateroesclerosa. Uno de los mecanismos por medio
del cual las HDL evitan la formacién del ateroma, es el transporte reverso de colesterol
(TRC), previamente descrito, ademas de otros mecanismos antiaterogénicos de las HDL,

tales como sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.

4. Aceites vegetales comestibles.

Los aceites vegetales comestibles tiene una funcion vital en nuestro organismo, constituyen
una de las mas importantes fuentes de energia dispensable,contribuyen a mantener el
equilibrio de lipidos, colesterol y lipoproteinas que circulan en sangre, proporcionan
vitaminas A, D, E, y K y &cidos grasos esenciales. Tienen la capacidad de resaltar muchas de
las caracteristicas sensoriales de los alimentos, como el sabor, el aroma y la textura.
Precisamente por ser un nutrimento fundamental, el ser humano ha utilizado todo su ingenio

para buscar mas y mejores oleaginosas °.

El siglo XX es un periodo de intensificacion y diversificacion del comercio mundial de
oleaginosas, con la cual la alimentacion también se transforma de una forma significativa, de
manera que se puede decir que hay una revolucion de los habitos alimenticios. Con los
aceites vegetales se prepara una enorme gama de alimentos aromaticos y nutritivos que van
desde aceites liquidos para condimentar alimentos hasta llegar al uso generalizado de las

pastas proteinicas que se utilizan en la ganaderia ®.

Tabla 3.Principales aceites vegetales comestibles y sus caracteristicas ®.

Nombre Fuente Usos principales

Aceite de algodon | Semilla de algodon | Condimento para ensaladas, cocinas,
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(Gossypiumspp.)

en mayonesa, sustituto de la

manteca de cacao, pasteleria,
productos horneados, en frituras y

mezcla de aceites.

Aceite de aguacate

Pulsa del fruto del

arbol de aguacate

(Persea americana)

Condimento para ensaladas, cocinar,

cosméticos

Aceite de cacahuate

Semilla del cacahuate

(Arachishypogaea).

Condimento para ensaladas, cocinar

y freir.

Aceite de cartamo

Semilla de cartamo

(Carthamustinctorius).

Condimento para ensaladas, cocinar

y freir, mayonesas

Aceite de coco

Pulpa o copra del fruto
del

nucifera)

cocotero (Cocos

Reposteria y pasteleria, mantecas
duras y sustituto de manteca de

cacao.

Aceite de girasol

Semilla de girasol

(Helianthusannus)

Condimento para ensaladas y otros
platillos, para cocinar y freir, bases
para

margarinas 'y  mantecas

vegetales, panaderia y reposteria

Aceite de maiz

Germen del maiz (

Zea mays)

Condimento para ensaladas y otros
platillos, cocinar, margarinas, en

mayonesas, panaderia y reposteria.

Aceite de oliva

Fruto del olivo (Olea

Condimento para ensaladas, cocinar

europea). y freir, en embutidos y enlatados de
pescado.
Aceite de palma Fruto de la palma | En mantecas vegetales, margarinas,

(Elaeeisguineensis).

pasteleria, helados, en frituras,
mezclas para sopa, reposteria, en

mantequillas, pastas.
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de comida

(Glycinemax)

Aceite de soya Frijol soya | En  frituras, rapida,

condimento para ensaladas, cocinar,
en mezclas de aceites, panaderia,
reposteria, cremas vegetales, salsas,

pastas y mayonesas.

Uno de los aceites vegetales mas usados en México, y que se utilizd en el presente estudio,

es el aceite de canola.

Tabla 4. Caracteristicas del aceite de canola®.

Apariencia

Datos

Composicién Quimica

Cristalina

-Se obtiene del cartamo, maiz,
ajonjoli, girasol, algodon, soya,
oliva y canola principalmente.

-Por extraccion mecénica y/o
solventes organicos.

Contiene el 7 % de acidos grasos
saturados, como:

- Acido palmitico (saturado)

-Acido estearico (saturado)

-El aceite refinado y | Asi como:
deodorizado, tiene un color
amarillo claro. - Acido oleico (monoinsaturado),

-Alto contenido en acidos grasos
poliinsaturados.

el 61 %

- Acido linoléico (poliinsaturado),
el 21 %

-Acido linolénico (poliinsaturado),
el 11 %

Acidos grasos libres < 0.05%

5. Modificacion estructural en los aceites vegetales y productos por efecto de la
temperatura.

La mayoria de las grasas, tales como aceites vegetales, productos de uso comdn y grasa
animal, son mezclas de triacilgliceroles. Estos lipidos estan compuestos de &cidos grasos de

cadenas de numero variable de carbonos y grado de saturacion. Los aceites vegetales estan
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compuestos por varios triacilgliceroles con acidos grasos insaturados y en consecuencia, son
liquidos a temperatura ambiente. Sin embargo los triacilgliceroles compuestos por acidos
grasoso saturados, como el triestearin-glicerol (componente mayor de la grasa en la carne),

la cual es solida a temperatura ambiente.

Cuando la comida rica en grasa es expuesta a intervalos largos en un ambiente con oxigeno,
este adquiere un sabor agrio y por lo tanto se le da el término de “rancio”. Dicho sabor y olor
esta relacionado con la produccion de aldehidos y &cidos carboxilicos de cadena més corta y
de mayor volatilidad. Para alargar la vida media e incrementar la estabilidad de los aceites
vegetales utilizados para cocinar alimentos, son sometidos a un proceso parcial de
hidrogenacion. Este proceso convierte a varios dobles enlaces que se encuentran en posicion
cis de los 4cidos grasos en enlaces sencillos, dandoles una temperatura de fusion mayor y
una estructura més solida. O bien, estos mismos dobles enlaces modifican su configuracion
cis a una trans.En la actualidad se tiene evidencia de que el consumo de &cidos grasos trans

incrementa la incidencia de enfermedades cardiovasculares y viceversa. °.

Muchos alimentos llamados “comida rapida” son fritos en aceites vegetales parcialmente
hidrogenados, los cuales contienen niveles elevados de acidos grasostrans. Estas grasas o
aceites, son calentados a altas temperaturas durante varios procedimientos para preparar
alimentos, principalmente alfreirlos. Ya que este método da una textura crujiente, con mayor
sabor y un color café-dorado a los alimentos. El efecto de freir sobre el contenido proteinico
o mineral en los alimentos por general no sufre ningln cambio o bien, este es minimo. Sin
embargo, el someter a este proceso los acidos grasos poliinsaturados (PUFA, por sus siglas
en inglés) genera niveles elevados de aminas heterociclicas como, trans-2-alquenales, trans,
trans -alca-2-,4-dienales, cis, trans-alca-2,4 dienales y n-alcanales. Se ha demostrado que
compuestos con una estructura basica trans-2-alquenal, producto del calentamiento de los
4cidos grasos, induce una autooxidacion de los PUFAs™® o productos aldéhicos toxicos
respectivamente, asi como incrementar la fragmentacion de precursores de hidroperoxidinas
conjugados, los cuales se absorben favorablemente en el intestino**. Algunos aldehidos como
el 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) que se forma a partir de los AG ®-6, se han relacionado con
ateroesclerosis, en enfermedad de Alzheimer, cirrosis, diabetes y ciertos tipos de cancer *,

pero la informacidn es escasa y poco contundente. Durante el proceso de calentamiento a
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altas temperaturas por periodos cortos puede causar una perdida menor de vitaminas
termolabiles que otras. Por otro lado, algunos acidos grasos insaturados y vitaminas
antioxidantes se pierden durante la oxidacién de los mismos o bien al freir los alimentos **.
En otros estudios se ha observado que el color café y el sabor caracteristicos de los
alimentos cocidos a altas temperaturas con aceite, son producto de los compuestos
originados por una reaccion, llamada reaccion de Maillard (entre un carbohidrato y un amino
acido) o bien que dicho proceso genera compuestoscomo la acrilamida y aminas
heterociclicas, los cuales son potentes carcindgenos™. También se han observado la
presencia de otros productos derivados del calentamiento de los aceites en donde sus acidos
grasos insaturados cuentan con cadenas de 18 carbonos. Estos son mondmeros ciclicos de
acidos grasos (CFAM, por sus siglas en inglés). Los acidos grasos ciclicos que se generan a
partir del acido oleico (18:1) son al menos 8 diferentes moléculas con anillos de 5 a 6
4tomos de carbono **. Trece moléculas similares se forman a partir del 4cido linoléico (18:2)
> mientras que el 4cido a-linolénico (18:3) da lugar 16 AG ciclicos identificados 8 Al
parecer, los CFAM ejercen de forma especifica efectos en el metabolismo de carbohidratos y

en el de los 4cidos grasos insaturados. ™.

Un consumo cronico de estos alimentos tratados ha demostrado una aceleracion en el
padecimiento o complicacién de enfermedades cardiovasculares tanto en animales como en

humanos con diabetes y un posible favorecimiento en el desarrollo de las mismas. **.
5.1 Toxicidad de los productos formados por el efecto de la temperatura en los aceites.

La historia del estudio de la relacion entre la dieta y los padecimientos cardiacos es
transcendente. Una de las principales afecciones es la EAC!, su presencia va en aumento en
casi todo el orbe y cada afio es responsable de incontables muertes y de una cuota enorme de
invalidez en los sobrevivientes de infartos cardiacos. Se sabe que en la ateroesclerosis
intervienen caracteristicas personales como la edad y el sexo, entre otras, al lado de
conductas como la alimentaria y la del ejercicio fisico. Sin embargo, no es mas que una
forma de expresar lo que es una ley natural: en todo fenémeno biolégico se combinan en una

u otra proporcion las caracteristicas genéticas con los factores ambientales™.
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En la actualidad, el estilo de vida occidental se caracteriza por el consumo de alimentos
fritos a altas temperaturas, debido a las caracteristicas del sabor y la textura. Sin embargo, se
ha demostrado que dicho tratamiento a los alimentos puede generar componentes dafiinos
que promuevan inflamacion, hiperglucemia, resistencia a la insulina, dafio cardiovascular,

entre otras 3.

Aparentemente, una reaccion severa de estrés se enfoca a una sobrecarga metabolica,
ocasionando ciclos dafiinos que podrian incrementar una disfuncion orgéanica. Una
hipertrofia en los adipocito, facilita la apoptosis, la cual se enfoca a una reaccion
inflamatoria. La incapacidad del tejido adiposo para almacenar las grasas consumidas,
origina depositos de estas mismas en otros 6rganos, mayormente en el higado, teniendo
consecuencias como la resistencia a la insulina.”’. También se ha observado una relacion
entre el desarrollo y/o padecimiento de diabetes mellitus con enfermedades hepéticas como
esteatosis 0 esteatohepatitis en humanos %. Por otro lado, la relacion entre una dieta alta en
grasas con necrosis hepética en ratas y dafio renal ?°. Una alimentacién acompafiada con
estrés oxidativo, particularmente cuando esta se basa en una ingesta excesiva de grasas y/o
diversos macronutrientes sin un balance con el consumo de alimentos ricos en antioxidantes,
puede contribuir con marcadores de inflamacién atribuidos a la obesidad 2°. Aunque cabe
sefialar que dicha activacion depende la respuesta del organismo a nivel fisico, quimico,
bioldgico, asi como a factores ambientales como, las costumbres, habitos, vida cotidiana,
medio ambiente, etc. Sin embargo se ha observado en modelos animales con un consumo
elevado de grasas, desarrollo de algunos factores de estrés 2, dando una posible relacién

entre la dieta y factores de riesgo en la salud del organismo.

Otro de los factores de gran riesgo relacionados con las enfermedades cardiovasculares es la
hipertension.Se maneja la hipdtesis de la relacion entre una alta presion arterial con un
desequilibrio entre la cantidad de especies antioxidantes y especies reactivas de oxigeno
(ROS)*. Uno de los mecanismos propios del organismo que se ven afectados en
consideracion por dicho factor es, la funcion endotelial. Posiblemente esto se relacione con
la reduccién en la concentracion de 6xido nitrico (NO) o en el incremento de la
desactivacion basal de la pared endotelial . Dichas células endoteliales son la principal

fuente de producciéon del NO a nivel vascular, en respuesta a un estimulo vasodilatador
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como la acetilcolina o estrés. Sin embargo, debemos tomar en cuenta que el NO, no es una
sefial unica del endotelio. Aunque si contribuye en gran parte con la homeostasis en el
sistema vascular o bien modulando la apoptosis y el efecto inflamatorio celular. De igual
forma se ha relacionado la incidencia del sindrome metabdlico con este factor, ademas de la
intolerancia a la glucosa y/o resistencia a la insulina, obesidad, dislipidemias,
hipertrigliceridemia, incremento de acidos grasos libres y una disminucion del colesterol
HDL?. Se ha demostrado que el efecto de la insulina en el flujo sanguineo del mésculo
esquelético y en la vascularizacion de los adipocitos, es mediado a través de la liberacion del
NO derivado del endotelio (el mas potente vasodilatador endégeno).

Por otra parte existen estudios en donde se ha relacionado la presencia y accion de la
insulina sobre el metabolismo de la glucosa, proteinas y &cidos grasos, asi como diferentes
efectos en el sistema vascular. Principalmente, se ha observado que una elevada
concentracion de insulina en circulacion podria ser un factor de riesgo en el padecimiento o
desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Dicha elevacion de la concentracion de
insulina surge como una compensacion ocasionada por la resistencia a la misma la cual se

observa en enfermedades como obesidad central, hipertension y diabetes tipo 2 %°.

Dieta

[:> Hipertension aterial Hipercolesterolemia <::|
[:> Obesidad > [>< Ateroesclerosis <:|

[> Diabetes mellitus Mortalidad coronaria <::|

Figura 8. Posible relacion de la dieta como factor comun en el desarrollo de enfermedades
propias del sistema cardiovascular y/o de riesgo en la formacion de las mismas.
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HIPOTESIS

El consumo de aceites vegetales reutilizados favoreceradislipidemia caracterizada por
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia asociada a esteatosis hepatica y resistencia a la

insulina.
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OBJETIVO GENERAL

e Determinar el efecto del consumo de aceites vegetales reutilizados sobre el

desarrollo de factores de riesgo cardiovascular y/o alteraciones metabdlicas.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Observar el comportamiento e el consumo, peso corporal, asi como de la presion

arterial de cada grupo durante el tratamiento con aceite vegetal reutilizado.

e Caracterizar el perfil de lipidos en ratas incluyendo acidos grasos libres después del

tratamiento con aceite crudo, utilizado una sola vez y reutilizado 10 veces.

e Determinar si existe alguna alteracion metabdlica de la glucosa y la insulina en cada

grupo posterior al tratamiento.

e Evaluar algun efecto en el endotelio de la aorta de rata sufrido en cada grupo después

del tratamiento.

e Determinar el estado histologico de los drganos blandos y tejidos (higado y rifion)

después del tratamiento.
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MATERIALES Y METODOS

Animales.

Se utilizaron ratas macho, raza Wistar de 195-200 g de peso. Se formaron 4 grupos de
estudio, cada uno con 12 individuos, todos recibieron alimentacion durante 10 semanas
(Laboratory Roden tDiet, LabDiet, México). El grupo 1 recibi6 alimento normal, el grupo 2
fue alimentado con alimento normal més aceite vegetal crudo (sin calentar), el grupo 3
consumio alimento normal adicionado con vegetal utilizando en una ocasion (Aceite de 1
Ciclo) y el grupo 4 recibio alimento normal adicionado con vegetal utilizado 10 veces
(Aceite de 10 Ciclos). El porcentaje de aceite agregado al alimento normal de los tres grupos
fue del 7% % . El peso corporal y el consumo calérico fueron controlados de manera

semanal durante el tratamiento.

Preparacion del Aceite Reutilizado.

Se calentd un volumen de 500mL de aceite vegetal a una temperatura entre 190°C y 200°C
(auna T > 200°C, comienza a humear el aceite). Al llegar a los 190°C se agregd una porcion
de 50 g de masa de maiz nixtamalizada. Se dejofreir la masa durante 10 minutos
aproximadamente. Se retird la masa del aceite y se dej6 enfriar a temperatura ambiente.Se
separaron 250 mL del aceite (Aceite de 1 ciclo) y se calentaron nuevamente los 250 mL
restantes hasta una temperatura de 190°C y menor a los 200°C. Al llegar a los 190°C se
agregd una porcién de masa equivalente al nuevo volumen (25 g) y se dejofreir durante 10
minutos. Se retird la masa y se dejé enfriar durante 5 minutos a temperatura ambiente y se

repitid este paso hasta que se cumplieron los 10 ciclos.

Medicion de la Presion Arterial.

De manera semanal se realizaron mediciones de presion arterial en todos los grupos de

animales, utilizando un poligrafo, calibrado a 100 mmHg antes y durante la toma de
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mediciones correspondientes *°. Las ratas fueron calentadas a 45 °C aproximadamente
durante 10 a 12 minutos antes de realizar las mediciones. Se colocd un manguito en la parte
superior de la cola de la rata y al final un transductor acoplado al poligrafo para registrar las
mediciones. Se dejaron reposar una hora antes y una hora después de las mediciones.Esta

determinacion se realiz6 semanalmente.

Monitoreo del peso corporal.
Se colocaba una caja de acrilico sobre una bascula analitica la cual era ajustada en cero. A
cada una de las ratas de los 4 grupos se colocaban de forma individual dentro de la misma

caja de acrilico y se registraba el peso en gramos. En cada determinacién, se ajustaba la

balanza en cero.?*. El monitoreo del peso corporal era registrada semanalmente.

Consumo calérico.

Se realiz6 el calculo del aporte caldrico total por gramo de alimento preparado para cada uno

de los 4 grupos. Para esto se utilizo las siguientes formulas:

Para conocer las calorias aportadas diariamente por el alimento consumido se calculé con la

siguiente férmula:

Formula 1.

calorias en el alimento = alimento crudo (g) * 3.36 (cal/g)
crudo (cal)

donde el “alimento crudo” corresponde a masa de alimento consumido por rata en un dia.
Posteriormente se calculd el aporte calorico del aceite agregado (7 % p/p) al alimento. Se
utilizo la siguiente férmula:

Formula 2.
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calorias aportadas por
el aceite agregado (cal)

= aceite agregado (g) * 9.0 (cal'g)

donde el “aceite agregado” es el total de aceite consumido por animal por dia.

Con estos datos, se calculan las calorias totales consumidas por dia por animal durante el

tratamiento. Se utiliz6 la siguiente férmula:

Formula 3.

calorias totales = calorias en el (cal) + calorias aportadas por
(cal) alimento crudo el aceite agregado (cal)

Finalmente se calculan las calorias consumidas diariamente en cada grupo utilizado.

Formula 4.
calorias consumida calorias totales (cal) , gramos consumidos de (2)
ddlanamente .iie (cal) = alimento crudo (2) alimento
cada rata en cada grupo nimero de ratas de cada grupo

Este dato fue calculado diariamente durante las 10 semanas, por lo que se realizo el
promedio por cada 7 dias.

El valor 3.36 cal/g, se obtuvo de la informacion nutricional registrada en el alimento de la

rata fabricado por Laboratory Rodent Diet, LabDiet, México.

Recoleccion de muestras.

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sodico intraperitoneal (Holland de México,
México) con un volumen de administracion de 0.1 mL / 100 g de peso). Las muestras
sanguineas se obtuvieron por puncién de la aorta abdominal, después de un ayuno de

12horas, utilizando heparina como anticoagulante (10uL/mL). El plasma se separé con
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centrifugacion a 3,000 rpm durante 15 minutos, inmediatamente después de ser obtenidas y
fueron almacenadas a -70°C hasta su andlisis. Se separaron muestras en fresco para la

determinacion del perfil de lipidos conforme se iban obteniendo las muestras de plasma.

Posteriormente de obtener las muestras sanguineas, se extrajo la grasa presente en la cavidad
abdominal, se coloco en solucidn salina al 0.9%, eliminando cualquier otro tejido o residuo
no correspondiente al tejido adiposo. Se lavd perfectamente, se eliminé el exceso de liquido

presente y se pes6 en una balanza analitica *°.

Andlisis de Laboratorio.

Las concentraciones de colesterol total, triacilgliceroles, glucosa y fosfolipidos en plasma y
de HDL, se determinaron mediante ensayos enziméticos colorimétricos (Randox
Laboratories, LTD, Reino Unido). La determinacién de proteinas totales en HDL se realizd

por el método de Lowry.”® (Apéndice 1)

Las concentraciones de insulina y acidos grasos en plasma, se determinaron mediante

ensayos ELISA yenzimaticos colorimétricos comerciales (Millipore, EUA), respectivamente.

Calculo del Indice HOMA-IR.

HOMA-IR = Concentracidn de insulina({mU/mL}) * Concentracién de glucosa (mmolL)

11.52

Aislamiento y analisis de subpoblaciones de HDL.
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Las HDL se separaron por ultracentrifugacion secuencial (Beckman Optima TLX) en tubos
de policarbonato. Se aislaron en primer lugar las lipoproteinas que contienen apo B a una
densidad menor a 1.063 g/mL, ajustado con KBr sélido, a 100,000 rpm durante 2 h 30 min.
Posteriormente se aislaron las LDL ajustando con KBr sdlido a una densidad de 1.19 g/mL,
a 100,00 rpm durante 2 h 30 min. Posteriormente se separ6 el sobrenadante y lo restante del
tubo se ajusta a una densidad de 1.21 mg/mL con KBr so6lido, a 100,000 rpm durante 3 h. Se
obtiene el sobrenadante y se coloca en otro tubo, se ajustd la densidad a 1.25 mg/mL para
realizar un lavado de las HDL, a 100,000 rpm durante 3h, se separa el sobrenadante y se
dializaron en una solucién amortiguadora de TBE (Tris 0.09 M, acido bérico0.08M, EDTA
3mM, pH 8.4).

Para determinar la homogeneidad y didmetro de las HDL, se realizé una electroforesis en
condiciones nativas en gradiente de poliacrilamida 3-30%, utilizando como referencia
marcadores de proteinas de alto peso molecular (tiroglobulina, 17 nm; ferritina, 12.2 nm;
catalasa, 10.4 nm; lactato deshidrogenasa, 8.2 nm; y albtmina, 7.1 nm?’ (Amersham GE,
Reino Unido). De esta manera, se determin0 la proporcion de cada subpoblacion de HDL
por su didmetro conocido (HDLap,= 10.58-12.36 nm, HDL,,= 9.94-10.58 nm, HDL 3,= 8.98-
9.94 nm, HDLg= 8.45-8.98 nm, HDLg= 7.90-8.45 nm)®®. Los geles fueron tefiidos
inicialmente para la deteccion de lipidos, fueron decolorados y a continuacion se tifieron
todas las apolipoproteinas asociadas a las HDL con azul de Coomassie (Apéndice 2). De
cada tincién se obtuvo un densintograma correspondiente a cada uno de los componentes
(Molecular Analyst Software). Para calcular el porcentaje con el que contribuye cada
subclase a la poblacion total de HDL plasmaticas se considerd que el area bajo la curva
corresponde a la poblacion total de HDL y que las subclases pueden dividirse empleando los
diametros previamente reportados. Para calcular la concentracion plasmatica de los lipidos
de las subclases de HDL, el porcentaje relativo de cada uno de los lipidos determinados en

plasma después de separar por centrifugacion las lipoproteinas que contienen apo B.

Célculo del colesterol de LDL. (Ecuacion de Friedewald).

Tomando como base la ecuacion de Friedewald para el céalculo del colesterol de LDL,

tenemos la siguiente ecuacion:
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Formula 5.

IE::;&B[I;TEUI‘IEL} = Colesterol de LDL (mg/dL} + Colesterol de HDL (mg/dL}+Colesterol de VLDL (mg/dL)

Posteriormente considerando la formula para el calculo del colesterol de VLDL, tenemos la

siguiente ecuacion:

Formula 6.

Colesterol de VLDL (mg/dl) = Concentracién de Triglicérido en plasma (mg/dL)

=]

Tomando en cuenta las ecuaciones anteriores y sustituyendo en la ecuacién 1, podemos

conocer la concentracion del colesterol de las LDL, utilizando la siguiente ecuacion:

Formula 7.

Colesterol
= Colesterol - Cr
L%:'IL (mg/dL) ™ Iut:lﬂ( r:lrgu.-'dl}_ E]]E;:f“?::éfddi} - Concentracién di;‘ Triglicéridos (mg/dL)
5

Determinacion de Funcidon Endotelial.

El dia del experimento, se indujo anestesia general en la rata, mediante la administracion de
pentobarbital sodico por via i.p. (0.1 mL/kg) (Holland de México, México). Posteriormente
se diseco la aorta torécica y se removio el tejido conectivo circundante, se cortaron 2anillos
de 3 mm de longitud ?*. Se colocaron en una cadmara para érgano aislado con 10 ml de
solucion de Krebs (NaCl 118.1mM, NaHCO3; 25mM, KCI 4.7mM, KH,PO, 1.2mM, MgSO4
1.2mM, CaCl, 2.5mM D-glucosa 11.1mM a pH 7.4), con burbujeo continuo de una mezcla
de O,/CO; (95%,5%) a 37°C. Cada anillo adrtico se mont6 entre 2 ganchos de acero
inoxidable, uno de los ganchos se colocé en el fondo de la camara y el otro se coloc a un
transductor de tensidn, para producir una tension de 1 g. Después de un periodo de equilibrio
de 1h, la capacidad contractil del endotelio vascular se evalué con una curva dosis-respuesta

a fenilefrina (50uM, 1mM y 100 mM). La curva dosis-respuesta a acetilcolina (50uM, 1mM
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y 100 mM) fue determinada en anillos aérticos precontraidos con 3 x 10° M de fenilefrina.
La vasorelajacion se expresé como el porcentaje de precontraccion con fenilefrina. Las
contracciones fueron medidas isométricamente con un transductor de tension FT-03

acoplado a un poligrafo modelo 7D (Grass Medical Instruments, Quincy, MA, EUA).

Inmunohistoquimica.

La técnica de inmunohistoquimica se basa en la especificidad de la reaccion antigeno-
anticuerpo, que permite la identificacion de una proteina (el antigeno), cuya presencia
queremos demostrar, mediante su unidon a un anticuerpo especifico (anticuerpo primario)

contra ella.

Los métodos directos de inmunohistoquimica tienen baja sensibilidad, lo que dificulta su
deteccion, en la actualidad se usan generalmente métodos indirectos. En este caso la
interaccion antigeno-anticuerpo se amplifica mediante la introduccion de un segundo
anticuerpo marcado con biotina y ésta reacciona con un conjugado de avidina-peroxidasa, la

peroxidasa es detectada finalmente mediante el método de diaminobenzidina (DAB) y H,0,.

En el presente trabajo se utilizd un método de inmunodeteccién LSAB (labelledstreptavidin-
biotin) + Peroxidasa.

Después de 10 semanas los animales de los diferentes grupos tratados fueron anestesiados
con pentobarbital sédico (Holland de México, México) con una dosis ponderal de 0.1 mL/
100 g de peso), y después de tomar las muestras de sangre, cada una de las ratas fue
canulada por aorta inferior para perfundir solucién salina, lo cual nos permite eliminar resto
de sangre de las arterias y posteriormente se disecO la aorta para colocarla en
paraformaldehido. Posteriormente se incluyeron en parafina, se realizaron cortes de 3 mm de
espesor y se colocaron en portaobjetos, los cortes se incubaron con xilol para eliminar la
parafina y se procedié a hidratar el tejido con concentraciones decrecientes de etanol

terminando con agua.
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Para inactivar a la peroxidasa enddgena, los cortes se incubaron con H,0al 3 % por 5
minutos, después de lavar con agua se incubd con el anticuerpo primario anticonejo contra
Nitrotirosina (Santa Cruz. int) toda la noche a 4 °C, posteriormente se incubé por 30
minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario marcado con biotina, después
se incubd con el complejo de estreptoavidina-peroxidasa por 15 minutos. Finalmente el
producto de reaccion de ésta enzima se reveld utilizando como sustrato 3,3’-
diaminobencidina (DAB) que al oxidarse forma un producto marron insoluble. Los puntos o
células donde se localiza el antigeno, aparece de color marrén. Se analizaron 20 campos por

corte en un microscopio Olympus BX51.

Estudio Histoldgico.

Las muestras de higado, corazén, rifiones y grasa visceral de cada uno de los animales

fueron almacenados algunos a -70°C y otros en formol al 10%".

Inclusion en Parafina.

Los tejidos se fijaron en formol al 10% por 24 horas. Se lavaron con agua corriente de 15 a
30 minutos y se deshidrataron con alcoholes de concentracion ascendente, de 30, 50, 70, 80,
96 grados, y absoluto durante 30 minutos en cada alcohol, con el fin de suprimir el agua
tisular, ya que la parafina no es soluble en agua. Se aclar6 con xilol, de 30 minutos a una
hora y para transparentar, se utilizé aceite de cedro, de 12 a 24 horas, 0 hasta que las piezas
adquieran un color &mbar. Se colocaron en xilol durante 15 minutos ante de incluir. (Los
pasos 4, 5y 6 son con el objeto de facilitar la penetracion de parafina en la trama del tejido,
aprovechando al mismo tiempo que estos reactivos tiene poder como aclarantes).
Posteriormente se incluyd en parafina. Se sumergié la pieza en parafina fundida, cuyo punto
de fusién se selecciona de acuerdo al 6rgano; se realizaron dos cambios, después de 30
minutos cada uno. En la primera inmersion se realizdé en una parafina de menor punto de
fusién y el segundo en una parafina con un punto de fusion ligeramente mayor. En cajas
pequerias de plastico se coloco la parafina fundida y limpia, de punto de fusion igual al del

segundo cambio; se dejé formar una capa superficial solida de parafina, la cual se licud
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pasando la aguja de diseccion caliente, en ese momento se introdujo el fragmento y se
orientd de acuerdo a la forma en que se iba a cortar. Cuando quedo solidificada una nueva
capa superficial, se rod6 con una aguja de diseccion caliente, con el objeto de sacar todas las

burbujas. Finalmente se dejo6 solidificar sin mover, en un recipiente con agua fria.

Una vez solidificada la parafina, se delimito el bloque con una navaja y se le dié una forma
de pirdmide truncada, sin lesiona el 6rgano y se retird el exceso de parafina. La base de la
piramide se adhirio por calor a la platina del micrétomo; el filo de la navaja se colocé de
forma paralela a dicha superficie. Los cortes se realizaron con un grosor entre 3y 10 umy
se colocaron en un bafio de flotacion a 37 °C con gelatina previamente disuelta, para
adherirlos al portaobjetos. Se dejaron secar durante 24 horas a la temperatura ambiente o en

una estufa a 37 °C, durante 12 horas.

Para tefiir las muestras se realizé el método de hematoxilina de Harris (Apéndice 3). Se

observaron al microscopio con un aumento de 40x 24 horas después.

Andlisis Estadistico.

Para cada grupo de tratamiento, si no se indica algo diferente, los datos se reportaroncomo la
mediazla desviacion estandar. Las comparaciones entre los grupos de variables continuas
con distribucién normal se realizaron por ANOVA, considerando una p < 0.05 como
significativas. Se realiz6 un andlisis post-hoc tipo LSD para identificar especificamente los
grupos que diferian en ANOVA. Las variables con distribucion no normal se transformaron

logaritmicamente antes del analisis.
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RESULTADOS

1. Monitoreo del Peso Corporal.

En la Gréfica 1 se presentan los promedios de los pesos corporales de cada semana durante
10 semanas de los 4 grupos. Un grupo control (grupo 1), con aceite crudo (grupo 2), aceite

utilizado una sola vez (grupo 3) y aceite reutilizado 10 veces (grupo 4), respectivamente.
Se observo que a lo largo del tratamiento, se presentd un incremento mayor del peso
corporal del grupo tratado con aceite de 1 ciclo y el grupo tratado con aceite de 10 ciclos,

con respecto al grupo control y al grupo tratado con aceite crudo.

Gréfico 1.Comportamiento del peso corporal en los 4 grupos durante 10 semanas.

Monitoreo del peso corporal de cada grupo por semana
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Los datos se muestran como la media + DE
< = ANOVA, p<0.05 aceite de 1 ciclo vs control
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3= ANOVA, p<0.05 aceite de 10 ciclos vs control

2. Peso de la grasa visceral presente en los grupos tratados.

Se realiz6 la separacion del tejido graso visceral presente en los grupos tratados. En el
Gréfico 2 observamos que el grupo 3 y 4 presentaron una mayor cantidad de tejido adiposo
en comparacién con los grupos 1 y 2. Sin embargo el grupo 2 también tuvo un
comportamiento similar, pero menor en comparacion con el grupo 3y 4, de tal forma que los
3 grupos tratados presentd una diferencia significativa.

Graéfico 2. Comparacion de la cantidad de grasa visceral de los 4 grupos.

Comparacion del peso de la grasa visceral de los grupos tratados
HControl (Grupo 1)  MAceite Crudo (Grupo2)  WAceite de 1 Ciclo (Grupo3)  HAceite de 10 Ciclos (Grupo 4)

10.00 A
0

Peso de la grasa visceral (g)

Grupos

Los datos se muestran como la media + ESM.
£3 = ANOVA, p<0.05 vs control

A = ANOVA, p<0.05 vs aceite crudo

3. Monitoreo del consumo caldrico.
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Determinamos que por cada 100 gramos de peso corporal de los animales, consumen
diariamente 10 gramos de alimento en promedio. En el Grafico 3 se presenta el monitoreo

del consumo caldrico diariopor cada gramo de alimento de los 4 grupos en tratamiento.

Se observd un incremento en el consumo calérico tanto del grupo 3 como del4 en la primera
semana, de tal forma que el consumo caldrico de estos dos grupos fue mayor con respecto al
grupo 1 y 2. Dicha tendencia se presenta hasta el dia 35. Posteriormente hay una
disminucion de los 4 grupos en el dia 42, sin embargo se vuelve a presentar un aumento del

mismo hasta llegar a un consumo constante que después declina en los grupos 2, 3y 4

Graéfico 3. Monitoreo del consumo energético diario promedio de los 4 grupos.

Consumo energético
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Los datos se muestran como la media + DE

<> = ANOVA, p<0.05 aceite de 1 ciclo vs control

&3 = ANOVA, p<0.05 aceite de 10 ciclos vs control

O = ANOVA, p<0.05 aceite de 1 ciclo vs aceite crudo
= ANOVA, p<0.05 aceite de 10 ciclos vs aceite crudo
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4. Monitoreo de la Presion Arterial.

Para poder determinar de forma tentativa el posible efecto del tratamiento en los respectivos

grupos, se realiz6 el monitoreo de la presion arterial en cada uno de los mismos y fue

utilizado como indicador para finalizar el tratamiento.

Se observd un incremento de la presion arterial de los grupos 3 y 4, mientras que en el grupo
1y 2 se mantuvo con oscilaciones pequefias y no significativas. El incremento de la presion
arterial se presento en el grupo 4 antes que en el grupo 3, que mantuvo un incremento mayor

en la semana 7 del tratamiento hasta que ambos grupos tienen valores semejantes de presion

arterial al final del estudio.

Grafico 4. Comportamiento de la presion arterial sistolica de cada uno de los grupos con

tratamientodurante 10 semanas.
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5. Funcién endotelial.

Existen varios factores de riesgo que coadyuvan al desarrollo o al padecimiento de
enfermedades cardiovasculares, posiblemente relacionado con hipertension y dafio vascular.
Al realizar el monitoreo de la presion arterial como indicador de algln efecto causado por el
tratamiento, se realizo la evaluacion de la funcion endotelial en la aorta de la rata. (Estos
datos se muestran en la Grafica 5 y 6). EI comportamiento de cada uno de los grupos
tratados es diferente al grupo 1. Para evaluar la accién de contraccion de la aorta, se utilizé
fenilefrina (Phe). Se puede observar que no existe una diferencia de los tres grupos tratados
con respecto al grupo 1. Sin embargo al evaluar la relajacion de la aorta por efecto de la
acetil colina (ACh), es menor en los grupos 2, 3 y 4 en comparacion con el grupo 1. El
porcentaje de relacion debido al efecto de la ACh en lo grupos tratados es menor al 50 %, en

cambio el grupo 1 tiene un porcentaje de relacion del 80 % aproximadamente.

Graéfica 5. Evaluacion de la funcion endotelial en los 4 grupos.

Determinacion de la contraccion en la aorta de rata
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Los datos se muestran como la media + ESM.
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ANOVA * p<0.05 vs control

Graéfica 6. Evaluacion de la relajacion de la aorta en los 4 grupos.

Determinacién de la relajacion en la aorta de rata
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Los datos se muestran como la media + ESM.
£3 = ANOVA, p<0.05 vs control

6. Inmunohistoquimica.

En muchas ocasiones al realizar la evaluacion de la funcion endotelial, se complementa con
la determinacidn de metabolitos producto de reacciones que involucra como especie reactiva
al NO producido por el endotelio. En nuestro estudio se llevé a cabo la determinacion de
Nitrotirosina mediante una inmunohistoquimica indirecta, para poder evaluar si existia algin

cambio en el endotelio de la aorta de rata de los grupos tratados.

Podemos observar que en el endotelio de aorta de la rata del grupo 4 tiene una mayor
presencia de nitrotirosina en comparacion con los grupos 1 y 2. Tanto que el grupo 3
presenta una menor sefial en comparacion con el grupo 4, pero diferente en comparacion con
el grupo 1y 2.
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(@)Inmunohistoquimica del endotelio de aorta de la rata del grupo 1. (b)Grupo 2.
(c)Grupo 3 (d)Grupo 4. Las flechas indican la presencia de un precipitado color
marron, interpretado como positivo para nitrotirosina.

7. Perfil de lipidos.

Con base en el enfoque original del proyecto, se realizé el perfil de lipidos de los 4 grupos,
para poder evaluar el posible efecto del tratamiento sobre las concentraciones plasméticas
decolesterol total (CT),triacilgliceroles (Tg) y fosfolipidos (Plp).En la Tabla 5 se muestran
las concentraciones de CT, Tg y Plp de los 4 grupos. Unicamente se observd que la
concentracion de Tg del grupo 3 y 4 alcanzaron diferencia significativa con respecto al

grupo 1.

Tabla 5. Perfil de lipidos en plasma de rata de los 4 grupos tratados.
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Control Aceite Crudo Aceite de 1 Aceite de 10 Ciclos

(n=7) (n=7) Ciclo (n=7)
(n=7)
Colesterol Total  44.1 £18.7 38.0+16.1 47.1+14.0 47.4 +£18.0
(mg/dL)
Triacilgliceroles  42.0 £18.3 45.1 +£16.0 33.2+10.0* 53.3+£18.4*
(mg/dL)
Fosfolipidos 59.3+£19.0 57.0+15.6 65.3+31.1 55.0£10.0
(mg/dL)

Los datos se muestran como la media + DE.
ANOVA * p<0.05 vs control

8. Composicién quimica de las HDL.

La estructura de las HDL es un factor relevante en su funcién, por lo que se determiné la
composicion porcentual de lipidos, que se muestran en la Tabla 6. Se observoque la
concentracion del colesterol de las HDL (C-HDL) y en el colesterol de las LDL (C-LDL) en
los grupos 2, 3 y 4 es semejante en comparacion con el grupo 1. Por otra parte, la
concentracion de fosfolipidos de HDL (Plp-HDL) son menores con respecto al grupo 1, sin
embargo los datos de los 4 grupos no presentaron diferencia estadistica significativa.
Unicamente en la concentracion de triacilgliceroles de HDL (Tg-HDL) del grupo 3 alcanzé
diferencia significativa con respecto al grupo 1.

Tabla 6. Determinacion de la concentracion de lipidosde las HDL de rata y colesterol de las
LDL.

Control Aceite Crudo Aceite de 1 Ciclo Aceite de 10 Ciclos

(=) () (n=5) (n=5)
C-HDL 28.0+ 1.2 29.5+1.1 28.5+1.4 31.2+15
(mg/ dL)
Tg-HDL 294+ 1.4 18.0+ 1.0 12.5+0.3* 27.1+ 2.0
(mg/ dL)
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Plp-HDL  47.1+23 37.0£ 0.5 41.0£ 1.0 42.0£ 15
(mg/ dL)

C-LDL 13.0+1.3 1428 + 1.4 151+1.1 11.0£ 2.0
(mg/dL)

Los datos se muestran como la media + EE.
ANOVA * p<0.05 vs control

9. Distribucion de tamafios de las subclases de HDL.

Debido a la importancia que tienen las HDL, se decidio evaluar el posible efecto del
tratamiento con aceite reutilizado en la distribucion de los tamafios de las diferentes
subclases de HDL. Se ha observado una presencia significativa de las subclases 3b y 3c en el
sindrome metabolico y ateroesclerosis en humanos, pero no se tiene informacion clara con la

distribucion de las subclases de HDL en rata.

En las Tablas 7, 8 y 9se presentan los porcentajesen la distribucionde las diferentes
subclases de las HDL en plasma de rata, las cuales no presentaron diferencias significativas

entre ellas.

Tabla 7. Determinacion del porcentaje de colesterol (CT) en las diferentes subclases de
HDL en rata.

Subclase de Aceite Crudo  Aceite de 1 Ciclo Aceite de 10

HDL (n=5) (n=5) Ciclos
(n=5)

2b 444 +1.3 52.0+2.0 59.0+3.0 52.0+ 4.0

(% de CT)

2a 15.0+04 15.3+0.2 16.3 £0.3 14.0+ 1.0

(% de CT)

3a 200+1.0 18.0+1.0 13.0 15 17.1+ 1.3

(% de CT)

3b 83+04 6.4+0.4 45+1.0 6.6+ 1.0

(% de CT)

3c 13.0+ 1.0 95+1.0 8.0+1.0 11.3+1.2

(% de CT)
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Los datos se muestran como la media + EE.
ANOVA p<0.05 vs control

Tabla 8. Determinacién del porcentaje de triacilgliceroles (Tg) en las diferentes subclases
de HDL en rata.

Subclase de Control Aceite Crudo Aceite de 1 Ciclo  Aceite de 10 Ciclos
HDL (n=5) (n=5) (=) (n=5)

2b 454+ 1.2 431+1.1 50.0+1.4 46.0+3.1
(% de TQ)

2a 14.5+ 0.5 13.3+1.0 144+04 15.0+1.0
(% de TQ)

3a 18.4+ 1.0 19.0+04 15.0+1.0 18.0+1.3
(% de TQ)

3b 8.1+ 0.4 9.0+04 8.0+05 8.0+0.6
(% de TQ)

3c 145+ 1.0 16.0+1.5 13.0+1.0 15.0+2.0
(% de TQ)

Los datos se muestran como la media + EE.
ANOVA * p<0.05 vs control

Tabla 9. Determinacién del porcentaje de fosfolipidos (Plp) en las diferentes subclases de
HDL en rata.

Subclase de Control Aceite Crudo |Aceitede 1 Ciclo  Aceite de 10 Ciclos
HDL (n=5) (n=5)

2b 40.3+1.3 454 +15 450+ 2.0 47.0+4.0
(% de Plp)

2a 13.3+0.3 14.1+0.3 145+0.1 143+1.0
(% de Plp)

3a 23.0+1.0 20.3+1.0 18.0+1.0 19.3+15
(% de Plp)

3b 10.1+04 9.0+1.0 76204 8.0+1.0
(% de Plp)

3c 13.3+1.1 115+05 10.3+0.5 114+1.0
(% de Plp)

Los datos se muestran como la media + EE
ANOVA * p<0.05 vs control

10. Acidos grasos libres (AGL).
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La presencia de 4cidos grasos libres en plasma es normal como parte del metabolismo de los
lipidos, ya que provienen de la hidrolisis de los triacilgliceroles presentes en el tejido
adiposo. Sin embargo, una elevada concentracién de estos acidos se asocia con procesos
fisiopatologicos como la resistencia a la insulina. Por tal motivo se determind la
concentracion de los AGL en el plasma de las ratas de los 4 grupos.

En la Grafica 7 se presentan las concentraciones de los acidos grasos libres de cada uno de
los grupos incluidos en el estudio. Se observo que la concentracion de AGL en los grupo 2,

3y 4 son mayores con respecto al grupo 1, por lo que dichos grupos alcanzaron diferencias
significativas.

Grafica 7. Determinacion de la concentracion de acidos grasos libres en plasma.

Concentracion de acidos grasos en plasma

45.000 ~

o>D

w
co
=]

40.000 -  Control (Grupo 1)
M Aceite Crudo (Grupo 2)

35000 i Aceite de 1 Ciclo (Grupo 3)

H Aceite de 10 Ciclos (Grupo 4)

30.000 +

25.000 -

20.000 ~

15.000 -

Cocnetracion de acidos grasos (mg/dL)

10.000 -

5.000 +

0.000 -

Grupos

Los datos se muestran como la media + EE
L3 = ANOVA, p<0.05 vs control

A\ = ANOVA, p<0.05 vs aceite crudo

[\ = ANOVA, p<0.05 vs aceite de 1 ciclo
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11. Determinacion de la concentracion plasmatica de glucosa e insulina.

En vista de los niveles elevados de AGL y considerando su relacion con la resistencia a la
insulina, a continuacion se realizé la determinacién de la concentracion de glucosa en
plasma de cada uno de los grupos. En la Gréfica 8 se observa la concentracion de la glucosa
del grupo 2, 3 y 4 fue significativamente mayor en comparacién con el grupo 1. Es notable
la mayor concentracion de glucosa en plasma que se presenta en el grupo 4 y posteriormente

se encuentra la del grupo 3;estos valores son diagnosticos de diabetes si se aplican los
criterios que se aplican a los humanos.

Graéfica 8. Determinacion de la concentracion plasmatica de glucosa.

Concentracion de glucosa en plasma

 Cotrol (Grupo 1)  Aceite Crudo (Grupo 2) i Aceite de 1 Ciclo (Grupo 3) H Aceite de 10 Ciclos (Grupo 4)
180.0 -

o

160.0 -

1400 4

1200 +

g
(=]

Glucosa (mg/dL)
s
(=]

60.0 1

400 -

200 4

0.0 -
Grupos

Los datos se muestran como la media + EE
£3= ANOVA, p<0.05 vs control

Para establecer la etiologia de la hiperglucemia en los grupos tratados, se determiné la

concentracion de insulina en el plasma de cada uno de los grupos. En la Grafica
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9observamos que el grupo 2 presentd la mayor concentracion en comparacion con los otros
3 grupos. Sin embargo, el grupo 3 presentd una mayor concentracion en comparacion con el
grupo 1y 4, de igual forma el grupo 4 tuvo una concentracion de insulina mayor a la grupo
1. Es visible como la concentracion de insulina en los grupos 2, 3 'y 4 es mayor al grupo 1y
entre estos mismos existe una diferencia en la concentracion de insulina. Entre los datos

obtenidos existe una diferencia significativa.

Grafica 9. Determinacion de la concentracion plasmética de insulina.

Concentracion de insulina en plasma

W Control (Grupo 1) @ Aceite Crudo (Grupo 2) W Aceite de 1 Ciclo (Grupo3) @ Aceite de 10 Ciclos (Grupo 4)

3.000

2500

275
2 34
2,000
1500
1.000
0500 -
0,000 +

Grupos

Insulina {ng/mL)

Los datos se muestran como la media + EE

L3 =ANOVA, p<0.05 vs control. Los datos se transformaron logaritmicamente para el andlisis
estadistico.

12. Evaluacién de la resistencia a la insulina.
Como una herramienta para tener una mejor referencia respecto al grado de resistencia a la

insulina de nuestros grupos tratado, se realizéel calculo del indice HOMA-IR. En el Gréfico
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10 observamos que el indice HOMA es mayor en el grupo 2, 3 y 4 respectivamente en
comparacion con el grupo 1, alcanzando una diferencia significativa con una p <0.05.
Graéfico 10. Calculo del indice HOMA-IR

Comparacion del Indice HOMA en los 4 grupos
M Control (Grupo 1) M Aceite Crudo (Grupo 2) i Aceite 1 Ciclo (Grupo 3)  Aceite de 10 Ciclos (Grupo 4)

0.500 -

O
0.419 0

0.450 -

0.400 -

0.350 -

0.300 -

0.250 -

Indice HOMA

0.200 -

0.150 -

0.100 -

0.050 -

0.000 -
Grupos

Los datos se muestran como la media + EE
£3=ANOVA, p<0.05 vs control. Los datos se transformaron logaritmicamente para el analisis
estadistico.

13. Estudio Histoldgico.

Se ha observado una posible relacion entre la obesidad y el desarrollo de diabetes mellitus
con complicaciones a nivel hepatico y renal. Por lo que se llevo a cabo el estudio histoldgico

del higado, rifiones y adicionalmente al tejido adiposode los 4 grupos.

La fotomicrografia (a) correspondiente al higado de la rata representativa del grupo 1. Se
observar la presencia de hepatocitos y espacios extracelulares sin alteracion en el tejido. En
la fotomicrografia (b), correspondiente al higado de la rata representativa del grupo 2,

observamos vacuolacion intracitoplasmica. En la fotomicrografia (c) correspondiente al
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higado de la rata representativa del grupo 3., observamos una leve esteatosis microvacuolar.
En la fotomicrografia (d), correspondiente al higado de la rata representativa del grupo 4,
observamos la presencia de una posible esteatosis microvacuolar intermedia.

(a)Fotomicrografia de higado de la rata del grupo 1. (b) Grupo 2. (c) Grupo 3. (d)
Grupo 4. Las flechas indican estructuras denominadas “gotas”, que comunmente se
asocian con espacios previamente ocupados por lipidos.
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DISCUSION

En este trabajo de investigacion se ha puesto en evidencia utilizando como modelo ratas, el
efecto en el consumo de aceite vegetal crudo yaceites reutilizados en el desarrollo de
factores de riesgo cardiovasculares. Observamos efectos significativos sobre la
concentracion de glucosa, insulina y acidos grasos libres en el plasma de las ratas tratadas
con aceite. Estos hallazgos se asociaron a resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2

en el grupo que consumio el aceite reutilizado 10 veces.

El uso de aceite para cocinar alimentos forma parte de nuestra tradicion culinaria y
generalmente se utiliza para procesa productos de maiz entre otros ingredientes. El uso del
maiz es parte de nuestras raices prehispanicas como base de la alimentacién. Por esta razon
se decididé freir la masa de maiz para la preparacion del aceite utilizado y reutilizado.
Ademas, simulamos las condiciones en las que se preparan los alimentos que son cocinados
con aceite, sometiéndolos a temperaturas que permiten una coccion mas rapida del alimento,
a fin de dar una textura mas aceptable, modificar su sabor, color y olor. La temperatura a la
que se sometié al aceite junto con el maiz fue controlada entre 190 ° C y 200 °C. Este
intervalo nos permitié que no llegara al punto de humeo, que el maiz alcanzara una
consistencia de “frito” sin quemarse, y simular la condicion habitual en la que se cocinan los
alimentos de nuestra dieta. Otro factor durante el tratamiento del aceite al freir la masa, fue

el tiempo, en el cual se dejaba la masa en el aceite, que era de 10 minutos.

Otro factor importante en el disefio del estudio fue el tipo de aceite a utilizar, a pesar de la
gran gama de aceites para cocinar existentes, no todos tiene la misma composicion y la
misma cantidad de acidos grasos saturados, insaturados o poliinsaturados. Por estas
caracteristicas, nos inclinamos por utilizar un aceite que fuera hecho con aceite de canola, el
cual tiene un menor porcentaje de acidos grasos saturados, un mayor porcentaje de acidos
grasos mono Yy poliinsaturados. Cabe destacar que a estos Ultimos se les atribuyen
propiedades antioxidantes. Buscamosque tuviera de forma adicional algin tocoferol, como

13 Existen

la vitamina E (a-tocoferol), agregando una capacidad antioxidante mayor
estudios referentes al posible dafio a nivel cardiovascular generado por el consumo de acidos

grasos insaturados, poliinsaturados y los compuestos producidos al calentarlos, por este
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motivo se optd por utiliza el aceite de marcar Capullo®, que es fabricado con aceite de

canola.

Existen estudios previos con animales de laboratorio en los cualesse analizaron los efectos
de los aceites reutilizados obtenido de establecimientos comerciales. En esos estudios, se
monitoreo el peso corporal y se observo un incremento en el peso en comparacion con su
grupo alimentado con aceite crudo %. Este comportamiento también lo observamos en
nuestros grupos tratados con aceite utilizado y reutilizado comparados con el grupo control y
el grupo alimentado con aceite crudo. Este Gltimo, a pesar de recibir una dieta con una
proporcidon excesiva de calorias aportada por lipidos no incrementdé su peso corporal
promedio, y la evolucion de su masa corporal promedio es semejante a la del grupo control
durante todo el tratamiento. Estos resultados sugieren que a pesar de la dieta alta en grasas,
la rata regulé su consumo calérico en el grupo de aceite crudo. Esto difiere con los
resultados obtenidos por Totani et al %, quienes observaron un incremento en el peso
corporal de los animales que tuvieron una dieta basada en una mezcla con aceite crudo de
soya y canola. En contraste, también existen estudios donde observaron que el grupo
alimentado con aceite crudo de soya tuvieron un incremento de peso corporal promedio
menor al grupo control, y sus grupos tratados con aceite reutilizado varias veces fue menor
con respecto al grupo control °. Dichas diferencias entre los estudios citados con respecto a
nuestros resultados posiblemente se deba a la naturaleza de los aceites, pues la composicion
del aceite de soya, canola 0 una mezcla de aceites varia en la relacion con respecto a los
acidos grasos saturados, insaturados y poliinsaturados. El porcentaje de aceite agregado, un
exceso de aceite podria no ser palatable para las ratas, debido a una mayor oxidacion del
aceite y modificar el sabor del alimento. La duracion del experimento, ya que manejaron
periodos superiores a las 10 semanas, que fue el tiempo de duracidn de nuestro protocolo. Si
observamos en nuestras graficas de peso corporal, probablemente hubieran tenido un
comportamiento similar entre los grupos tratados con el grupo control. Edad del modelo, en
los estudios realizados utilizan animales de diferentes semanas, al igual que en nuestro
experimento. La rata tiene 2 ciclos de crecimiento durante su desarrollo, de cria a adulto-
joven y de adulto-joven a adulto, dichos ciclos podrias estar afectando a los resultados
obtenidos. Llegando a la ultima etapa, las ratas tienen un comportamiento estable, lo que

concuerda con la conducta observada en el peso corporal al presentar una meseta en un
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tiempo superior a las 22 semanas 2. Tipo de tratamiento al que se someten los aceites, pues
un aceite reutilizado y recuperado tienen diferencias considerables, tales como: son de
usocomercial y generalmente estos aceites son hidrogenados para alargar su tiempo de uso y
son sometidos a muy altas temperaturas. Encontraste, en nuestro estudio las condiciones que
se manejaron fueron similares al uso que se le da al aceite en el hogar, la temperatura en
nuestro protocolo fue controlada y menor, el aceite utilizado es de origen vegetal bien
definido, es poliinsaturado y muy posiblemente debido a su caracteristica, dé origen a una
mayor cantidad de productos toxicos, como aminas heterociclicas, aldehidos insaturados,
entre otros. Existen otros estudios que utilizaron una dieta basada en grasas y presentaron
diferencias en el peso corporal en su modelo en comparacion con su grupo control que
recibi6 una dieta normal con alimento para ratén **. Estas comparaciones junto con nuestros
resultados, nos permite suponer que existe una relacién entre una dieta alta basada en grasas
reutilizadas con una diferencia en el peso corporal promedio, aunque dicha relacién puede
ser afectada por otros factores relacionados con el disefio del experimento.Consistentemente
con el aumento de la masa corporal en nuestros grupos tratados con aceite utilizado y
reutilizado,tuvieron una mayor cantidad de grasa visceral en comparacién con el grupo
control y el grupo con aceite crudo. Por lo anterior, una dieta alta en grasas utilizadas y

reutilizadas de origen vegetal estimula el incremento del tejido adiposo visceral.

Por otro lado, el efecto que tiene un consumo de aceites vegetales sometidos al
calentamiento sobre la presién arterial en ratas Sprague-Dawley ha sido descrito con
anterioridad *°. En ese estudio, se demostré que la presion arterial de los grupos alimentados
con aceite de soya reutilizado 5 y 10 veces, s mayor en comparacion con su grupo control.
Con base en esas observaciones, se realizd el monitoreo de la presion arterial como un
marcador para establecer el final del tratamiento en nuestro estudio. Ademas, se observaron
que el grupo alimentado con aceite crudo presentd una presion arterial menor en
comparacion con el grupo control. De igual forma, evaluaron la funcion endotelial después
de su tratamiento, asi como la concentracion de NO presente en plasma antes, durante y
después del tratamiento; observaron una disminucion en la concentracion de NO y un
aumento de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) %, a lo que los autores atribuyen
la hipertension. Nuestros resultados son congruentes con este estudio previo, ya que nuestros

grupos alimentados con aceite utilizado 1 y 10 veces presentaron un incremento en la
55



presion arterial en comparacion con el grupo control y el grupo de aceite crudo. Ademas
confirmamos que existe una disminucion en la capacidad de relajacion mediada por
endotelio en los 3 grupos tratados en comparacion con el grupo control. Tomando en cuenta
las evidencias previas y nuestros datos, se puede afirmar que el consumo de aceites
vegetales reutilizados produce una disfuncion endotelial asociada a hipertension. Realizamos
ademas una inmunohistoquimica que demostré una mayor presencia de nitrotirosina en el
endotelio del grupo con aceite reutilizado en comparacion con el grupo control. La
nitrotirosina es producto de la nitracion de la tirosina por accion de las especies reactivas de
nitrégeno (RNS), como los peroxinitritos que se generan a su vez a partir del NO endotelial
y las especies reactivas de oxigeno (ROS) *. Un exceso en la produccién de NO,
considerado como inducido, reacciona con las ROS, generando una mayor concentracion de
RNS que a su vez podria estar relacionada con una elevada presencia de nitrotirosina *. En
este contexto, nuestros resultados sugieren que el NO participa en la nitracion de la tirosina,
disminuyendo la biodisponibilidad y contribuyendo asi a la disfuncién endotelial y a la
hipertension. No obstante, no podemos descartar que otros mecanismos como elevacion de
produccion de angiotensindgenos, endotelina u otros sistemas se alteren y contribuyan a la
hipertension asociada al consumo de aceites reutilizados. Mas estudios en esta area son

necesarios para explorar la etiologia de la hipertension en nuestro modelo.

En distintos estudios se ha observado que el perfil de lipidos de los modelos utilizados con
una dieta basada en grasas, no presentan ninguna diferencia en las concentraciones
plasmaticas de CT, Tg, Plp, AGL, glucosa e insulina ' % 3% De acuerdo con esas
observaciones, el perfil de lipidos y el analisis de las HDL en los 4 grupos utilizados, no
presentaron ninguna diferencia significativa en las concentraciones de los lipidos
plasmaticos. Es importante enfatizar la ausencia de la proteina CETP en la rata como
participante en el TRC. El colesterol en la rata se depura del plasma via las HDL, que son
eliminadas a traves del higado por su receptor apo B/E.; la presencia o ausencia de la
apolipoproteina tipo E (Apo E) influye en el desarrollo de dislipidemias y ateroesclerosis en
ratones *. A pesar de que el modelo de ateroesclerosis en rata no es el més adecuado,
existen estudios previos con rata en los que utilizaron dietas con acidos grasos trans,
poliinsaturados (PUFA) y saturados (SFA) y observaron dislipidemias importantes %. Por

esta razdn, a pesar de que los murinos son mal modelo de ateroesclerosis, hipotetizamos al
56



inicio de nuestro estudio que las ratas presentarian algin cambio en el perfil de lipidos bajo
el tratamiento con aceite tratado. Finalmente, a pesar de la ausencia de alteraciones en el
perfil de lipidos de las ratas por la ingesta de aceites reutilizados, las diferencias en el
metabolismo intravascular de las lipoproteinas entre la rata y el ser humano, no nos permite
excluir el riesgo de dislipidemias en el segundo. Otros estudios en diferentes especies

animales son necesarios para confirmar o descartar esta posibilidad.

Por lo general en la clinica no se contempla la determinacion de la concentracion de AGL en
plasma como una determinacion de rutina, nosotros la incluimos porque postulamos un
posible aumento en su concentracién debido a la ingesta de una dieta abundante en
triacilgliceroles, ademéas de que en estudios realizados, se ha encontrado que una mayor
concentracion de AGL en plasma es comdn en la resistencia a la insulina, asi como la
relacién entre AGL elevados y una posible capacidad citotoxica *’. En nuestro estudio
observamos una mayor concentracion de AGL en los grupos tratados con aceite usado y
reutilizado en comparacion con el grupo control.La presencia de AGL sugeria la presencia
de esteatosis hepatica *, por esta razon realizamos el estudio histolégico correspondiente, el
cual confirm6 la presencia de lipidos en forma de “gotas”. De esta manera, la ingesta de
aceites vegetales favorece también el desarrollo de esteatosis hepatica, hallazgo frecuente

asociado a la resistencia a la insulina.

Por lo anterior y con base en estudios previos que demostraron que una dieta muy alta en
grasas saturadas induce una diferencia significativa en la presencia de insulina y glucosa

plasméatica *

, €n nuestro presente trabajo de investigacion decidimos determinar la
concentracion de glucosa e insulina en plasma; basandonos en los criterios establecidos para
el humano, nuestros datos indican claramente que nuestras ratas del grupo tratado con aceite
reutilizado habian desarrollado diabetes. Asimismo, el grupo alimentado con aceite utilizado
y crudo desarrollaron resistencia a la insulina. A nuestro conocimiento, es la primera vez que
se reporta la resistencia a la insulina y diabetes tipo 2 por el consumo de aceites vegetales
reutilizados. Si bien nuestros resultados no son extrapolable al ser humano, estos hallazgos
deben ser considerados como fundamento para establecer politicas de investigacion en salud

publica dirigidas a establecer el posible efecto toxico de los aceites vegetales reutilizados.
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El presente estudio se realiz6 con la idea de dar una vision mas clara de las posibles
consecuencias que tiene el consumo de aceites para cocinar alimentos y reutilizarlos a nivel
cardiovascular. Sin embargo, a pesar de que existen estudios basados en dietas con
proporciones variables de diferentes tipos de acidos grasos contenidos en los aceites
comestibles, no se habia realizado un estudio especifico que contemplara los habitos
alimenticios tradicionales de México. Los resultados obtenidos abrieron otras posibles
consecuencias a parte de las cardiovasculares, como la presencia de AGL y su probable
relacion con desarrollar resistencia a la insulina, tener una mayor concentracion de glucosa

en plasma y por lo tanto desarrollar diabetes mellitus.
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ANEXO 1

Determinacion de proteinas por el método de Lowry

SOLUCIONES

¢ -Solucion de Na,COs: 20 % en H,0O

¢ -Solucién de tartrato de Na y K: 1 g+ CuS04:0.59

¢ -Solucién de NaOH 0.8N: 16g en 500 mL H,0
¢ -Solucion de SDS al 10%

¢ -Solucion patron de albumina: 1 mg/mL

¢ -Solucion A. Preparar al momento

- 1 volumen de tartrato de Nay K
- 1 volumen de Na,CO;

- 2 volumenes de NaOH

- 2 volumenes de SDS

- 2 volimenes de H,O

TECNICA
CURVA PATRON
Tubo 1 2 3 4 5 6 muestr
a
MUESTRA (mL) 0 0 0 0 0 0 20
ST (mL) 0 10 20 40 80 100 0
H,O (mL) 100 90 80 60 20 0 80
MEZCLAR
Sol. A (mL) 1 1 1 1 1 1 1

INCUBAR 10 MINUTOS
EN OSCURIDAD A TEMPERATURA AMBIENTE
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Reac. Folin (1/6) 0.5 0.5 05 0.5 0.5 05 0.5
(mL)

INCUBAR 30 MINUTOS
EN OSCURIDAD A TEMPERATURA AMBIENTE

Leer a una longitud de onda de 750 nm

DETERMINACION DE LOS RESULTADOS

Trazar una grafica de concentracidn contra absorbancia con los datos de la curva patron.
Interpolar la absorbencia de las muestras en la grafica para determinar la concentracion

correspondiente.

65



ANEXO 2

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones nativas

SOLUCIONES

SOLUCION AMORTIGUADORA DE MUESTRA
Sacarosa 50% + Azul de bromofenol al 0.05%  c.b.p. 20 mL

A= Tris 0.09 M + Ac. Bérico 0.08M + EDTA3mM pH 8.35
B= 48 g acrilamida + 1.28g bisaclilamidac.b.p. 100mL

C= persulfato de amonio 10%

30%
3%
5mL 5mL
Vol. total
0.5mL 0.5mL
Sol A
Sol. B 300uL 3mL
H,O d 4.2mL 750uL
GLICEROL 750uL
TEMED 4ulL 4ulL
SOL.C 20pL 20pL
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1)
2)
3)
4)
5)
6)

Depositar 25 pg de proteina/ 2 uL de buffer de muestra.
Utilizar marcador de alto peso molecular

Migrar 15 min a 40 V(para concentrar las muestras)
Migrar 15 min a 70 V (para que entren las muestras al gel)
Migrar 22 ha 160 V

Teiiir el gel con azul de Coomasie
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ANEXO 3

Método de Hematoxilina de Harris

PREPARACION DEL COLORANTE.
HEMATOXILINA DE HARRIS.
Hematoxilina....................ooooeeanl. 1.0g
Oxido rojo de mercurio................... 05¢g

Sulfato de aluminio y

Amonio o potasio (alumbre).............. 20¢g
Alcohol etilico absoluto.................. 10 cc
Aguadestilada...................o 200 cc
TECNICA.

Fijar en formol al 10%.
Hacer cortes delgados por parafina.

1
2
3. Lavar los cortes en agua destilada.
4

. Teflir con hematoxilina de Harris, 1 a 3 minutos (la coloracion debe verse

homogénea).

Enjuagar en agua destilada.
Deshidratar en dos cambios de alcohol de 96°.

Aclarar con xilol.

© o N o O

Cubrir con balsamo de Canada o resina.
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Virar en agua de la llave o en agua destilada con granos de carbonato de litio.
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