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RESUMEN

Segln la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en su ultimo reporte de
estadisticas sanitarias; afirma que las tres primeras causas de muerte prematura son
la cardiopatia coronaria (isquémica), las infecciones de las vias respiratorias
inferiores (como la neumonia) y los accidentes vasculares cerebrales; a la vez
considera a la dislipidemia como uno de los principales factores de riesgo de la
cardiopatia coronaria junto al tabaquismo, hipertension arterial, y sedentarismo.*®
Las estrategias actuales para el tratamiento de las dislipidemias son diversas y un
campo de alto interés es el de los llamados ingredientes funcionales. Estos
ingredientes, son compuestos que aparecen en ciertos alimentos y que mejoran las

funciones corporales especificas promocionando la salud.
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Para la realizacion del estudio se empled un disefio experimental con animales
escogidos aleatoriamente, se utilizaron 5 grupos de 6 ratas (Rattus norvegicus) cada
uno, un grupo control negativo sin induccion a dislipidemia, y los otros cuatro con
hiperlipidemia inducida, de los cuales dos de ellos tratados con dos diferentes dosis
de resveratrol 10 y 20 mg/kg respectivamente, un grupo patrén con administracion
oral de atorvastatina a dosis de 10 mg/kg, y un quinto grupo que no recibid
tratamiento hipolipemiante. Para la induccion de la hiperlipidemia se consideré el

método seguido por Ruiz Roso y col.®*

que consistio en la administracion oral de
una suspension de colesterol a una dosis de 62.5 mg/kg suspendido en goma

tragacanto al 2%.

La administracion de colesterol y los diferentes tratamientos se llevo a cabo desde el
primer dia hasta el final del estudio, se realizd la determinacion del perfil lipidico
antes de iniciado el experimento y posteriormente cada 7 dias durante 5 semanas.
Los datos recolectados fueron codificados y tabulados para su anélisis e
interpretacion, ademas se empled estadistica descriptiva: promedio y desviacion
estandar para las variables numericas y la comparacion entre ellas mediante la prueba
ANOVA.

En los resultados se observd que el método usado para la induccién de la
dislipidemia es el adecuado ya que hubo un aumento del colesterol total (179.0%),
triglicéridos (97.2%), LDL colesterol (300.5%), una disminucion del HDL colesterol
(6.6%); y que al administrar el resveratrol (20mg/kg) hubo una disminucién del
colesterol total (-39.9%), triglicéridos (-22.9%), LDL colesterol (-42.9%), y el HDL
colesterol aumento (+85.2%) en las ratas dislipidémicas que recibieron el
tratamiento, con respecto al grupo patron; ratas que recibieron tratamiento con
atorvastatina; los resultados obtenidos fueron una reduccién de colesterol total en
un (-44.3%), triglicéridos (-13.8%), LDL colesterol (-30.0%), y el HDL colesterol

aumento en (+18.9%).

Se puede concluir que la administracion diaria de colesterol a dosis de 62.5 mg/kg en
ratas normales durante un periodo de 5 semanas produjo la hipercolesterolemia, y se
demostrd que la administracion de resveratrol a dosis de 10y 20 mg/kg disminuyd
los niveles de colesterol total, colesterol LDL, mantuvo los niveles de triglicéridos e
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incremento los niveles de HDL colesterol en un mayor porcentaje comparado con la
atorvastatina empleado como patron hipocolesterolémico, siendo la dosis de
20 mg/kg con la que se obtuvo un mejor resultado, asi mismo se determino que el
menor tiempo de recuperacion de los valores normales de perfil lipidico fue de 4

semanas de tratamiento.
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ABSTRACT

According to the World Health Organization (WHO) in its latest report on health
statistics; states that the three leading causes of premature death are coronary heart
disease (ischemic) infections of the lower respiratory tract (such as pneumonia) and
stroke; simultaneously considers dyslipidemia as one of the major risk factors for
coronary heart disease along with smoking, hypertension, and sedentarismo.*
Current strategies for the treatment of dyslipidemias are diverse and a field of great
interest is to called functional ingredients. These ingredients are compounds found in

certain foods and improve specific health promoting bodily functions.

For the study was used an experimental design with randomly chosen animals, 5
groups of 6 rats (Rattus norvegicus) each, a negative control without inducing
dyslipidemia group and the other four with hyperlipidemia induced, were used of
which two treated them with two different doses of resveratrol 10 and 20 mg/kg
respectively, a pattern group with oral administration of atorvastatin 10 mg/kg, and a
fifth group that did not receive lipid lowering therapy. For induction of
hyperlipidemia the method followed by Ruiz et al Roso was considered. * which
consisted of oral administration of a suspension of cholesterol at a dose of 62.5

mg/kg suspended in 2% gum tragacanth.

The administration of cholesterol and different treatments was carried out from day
one to the end of the study, lipid profile determination was performed before the
experiment began and every 7 days for 5 weeks. The collected data were coded and
tabulated for analysis and interpretation also used descriptive statistics: mean and
standard deviation for numeric variables and comparison between them using
ANOVA.

In the results it was observed that the method used for the induction of dyslipidemia
is adequate because there was an increase in total cholesterol (179.0%), triglycerides
(97.2%), LDL (300%), a decrease in HDL (6.6%); and that administering resveratrol
(20 mg/kg) there was a decrease in total cholesterol (-39.9%), triglyceride (-22.9%),
LDL cholesterol (-42.9%), and HDL cholesterol increase (+ 85.2%) in the

dyslipidemic rats receiving treatment with respect to the group pattern; rats treated
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with atorvastatin; the results were a reduction in total cholesterol (-44.3%),
triglycerides (-13.8%), LDL cholesterol (-30.0%) and increased HDL (+ 18.9%).

It can be concluded that daily administration of doses of cholesterol to 62.5mg/kg in
normal rats over a period of 5 weeks resulted hypercholesterolemia, and showed that
administration of resveratrol at doses of 10 and 20 mg /kg. Decreased levels of total
cholesterol, LDL, maintained triglyceride levels and increasing HDL cholesterol in a
higher percentage compared to the atorvastatin used as hypocholesterolemic pattern,
the dose of 20 mg/kg being with which a best obtained result, also found that the
shorter recovery time of normal values of lipid profile was 4 weeks of treatment.
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INTRODUCCION

Las enfermedades no transmisibles (ENT) se extienden con rapidez y provocan
alrededor de 60 % de las muertes de la poblacion mundial, segin la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y aumentara a 75% para el afio 2020. Las enfermedades
cardiovasculares explican el 50% de las muertes por ENT y de esta cifra el 71% es

por enfermedad coronaria.”®

Las enfermedades cardiovasculares (CV) se han convertido en una epidemia, lo que
ha motivado que se constituyan en una de las areas de investigacion mas extensa. El
origen de estas enfermedades es multifactorial. Los estudios demuestran que los
nueve factores de riesgo modificables para infarto de miocardio son los mismos para
la mayoria de grupos poblacionales, estos son: tabaquismo, sedentarismo, consumo
exagerado de alcohol, malos habitos alimenticios, hipertension, diabetes, obesidad

abdominal, estrés psicosocial (laboral y familiar).>®

La dislipidemia es la alteracion de los niveles de lipidos en sangre, ya sea por una
elevacion del colesterol, triglicéridos, de las LDL colesterol o por una disminucion
de la HDL colesterol, éste desorden lipidico es considerado uno de los principales
factores de riesgo para eventos cardiovasculares. Esto se debe a que el colesterol
tiende a fijarse en las paredes de las arterias, formando placas de ateroma, que las
van estrechando hasta obstruirlas. Si bien la afectacion mas estudiada y comentada
es la de las arterias coronarias, que lleva al infarto agudo de miocardio, en realidad
esta afectacion puede ocurrir a nivel de todo el arbol arterial y llevar a la afectacion

de los mas diversos 6rganos.*

La arterioesclerosis y la ateroesclerosis son patologias importantes que cuya
incidencia en los Ultimos afios ha ido en aumento. A estos dos términos suelen
atribuirseles diferencias, pero éstas son basicamente semanticas. Asi una
aterosclerosis se caracteriza por un engrosamiento de la capa intima y un deposito de
lipidos y es una variante morfolégica que queda bajo el término amplio de
arteriosclerosis, mientras que la arteriosclerosis significa literalmente
"endurecimiento de las arterias”. Sin embargo, se refiere a un grupo de

enfermedades que tienen en comdn un engrosamiento de las paredes arteriales y una
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pérdida de su elasticidad. La aterosclerosis es la variante mas importante y frecuente
de la arteriosclerosis. En este sentido, tiene particular importancia la
relacion Colesterol total/HDL colesterol, considerandose un nivel "seguro”, una

relacién no superior a 3.5.%

El presente trabajo de investigacion intenta demostrar que la administracion de
resveratrol considerado como agente antioxidante mejora el perfil lipidico de

animales con dislipidemia experimental.
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HIPOTESIS

Dado que el resveratrol ha demostrado tener propiedades antioxidantes es probable
que su administracion presente actividad hipolipemiante en ratas con hiperlipidemia

inducida experimentalmente y una actividad comparable con la atorvastatina.
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OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar el efecto del resveratrol en dos concentraciones sobre el perfil lipidico en

animales de experimentacion con dislipidemia inducida.

ESPECIFICOS

Inducir dislipidemia experimental.

— Determinar el efecto del resveratrol sobre el peso corporal a dosis de 10 mg vy

20 mg.

— Determinar la actividad hipolipemiante del resveratrol sobre los niveles de

colesterol total, triglicéridos, HDL, LDL a dosis de 10 y 20 mg.

— Comparar los valores de Colesterol total, triglicéridos, HDL, LDL, de los
grupos tratados con resveratrol en relacion a la atorvastatina empleada como
patrén hipocolesterolémico.

— Determinar  la mejor dosis de tratamiento para la recuperacién de la
dislipidemia.

— Determinar el menor tiempo de recuperacion de los valores normales del perfil
lipidico.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1. RESVERATROL

Existen distintos alimentos y bebidas de origen vegetal que contienen varios tipos
de compuestos fenolicos no-flavonoides. Entre estos compuestos, el resveratrol ha
sido identificado como el mas activo de los estilbenos (fitoalexinas), y fue
detectado en las uvas por primera vez en 1976 por Langcake y Price. El interés
por este compuesto despertd cuando estudios epidemiol6gicos revelaron una
relacion inversa entre el consumo de frutas y bebidas ricas en resveratrol, como
las uvas y el vino, y la aparicibn de enfermedades cardiovasculares,
concretamente, cuando se observo el fendbmeno conocido como la paradoja
francesa. Con el paso de los afios se han realizado numerosos estudios sobre las
cualidades de esta molécula para mejorar la salud humana, y se han demostrado

sus efectos en enfermedades como el cancer, la diabetes mellitus, la obesidad,

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

(Fremont, 2000), enfermedades cardiovasculares, efectos atribuidos al control de
la agregacion plaquetaria, la vasodilatacion por aumento de la produccién y
liberacion de NO, regulacién del metabolismo lipidico, efectos antioxidantes,

sensibilizacion a la accion de la insulina, o efectos antiinflamatorios.*

Otros estudios recientes atribuyen también al resveratrol el poder de aumentar la
esperanza de vida en algunas levaduras y moscas, con lo que tendria un efecto
antiedad que podria ser importante en ciertas enfermedades humanas relacionadas

con el envejecimiento.

El resveratrol existe en las formas isoméricas cis- y trans (ver figura N°1), pero
solo la isoforma trans- ha sido aislada en la uva. Es el isomero mas abundante en
la naturaleza, ya que es el mas estable. Su concentracion en esta fruta oscila entre
50 y 400 pg/g de fruto fresco y suelen encontrarse en forma de glucosido. Se
sintetiza principalmente en la piel de las uvas en respuesta a agresiones del
entorno, como son la radiacion ultravioleta o infecciones por hongos. La razén por
la que el vino presenta una cantidad significativa de resveratrol, es por el tiempo
que pasan en contacto la pulpa y la piel durante el proceso de elaboracion de la
bebida.'®

Con respecto a su metabolismo y biodisponibilidad, existen varios estudios en
distintas especies de roedores y en humanos que muestran una buena absorcién y
distribucion del resveratrol en diferentes tejidos, con un metabolismo
fundamentalmente hepético de conjugacion para dar glucuronidos y sulfatos. En
plasma se alcanza un pico de concentracién a los 30 minutos de la administracion

oral %% %2

Por ultimo, es importante afiadir que la administracion conjunta de varios
polifenoles, como ocurre cuando estos se consumen a partir de sus fuentes
naturales de la dieta, como en el vino, se produce una inhibicion en el
metabolismo del resveratrol, pues se establece una competencia entre los distintos
polifenoles por las enzimas encargadas de dicha metabolizacion, con lo que se ve
aumentada la biodisponibilidad de este compuesto.
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FIGURAN° 1

ESTRUCTURA CIS Y TRANS DE RESVERATROL!

Cis-Resveratrol Trans-Resveratrol

— Sin6nimos: trans-Resveratrol, Trans-3,4’,5-Trihidroxiestilbeno.

— Formula Molecular: C14H1203
— Peso Molecular: 228,24

— Datos Fisico-Quimicos: Polvo beige o marron claro. Insoluble en
agua, soluble en etanol. Punto de fusién: 253 — 255 °C.

1.1. PROPIEDADES Y USOS:

El resveratrol se encuentra en la naturaleza en forma de isémero cis y trans,
siendo la forma mas habitual en la piel de la uva el transreveratrol. Se
considera que dos copas de vino equivalen a 400 mg de extracto de uva y que
para obtener la dosis terapéutica, necesitariamos tomar 1.000 botellas de vino.
En humanos, aunque el trans-resveratrol parece absorberse bien, cuando se

toma por via oral su biodisponibilidad es relativamente baja debido a su
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rapido metabolismo y eliminacion renal (vida media aproximada de 8 horas)
consiguiendo unos niveles muy bajos, tanto intracelularmente como en
plasma. Los estudios han demostrado un polimorfismo en la absorcion
intestinal, asi como en la metabolizacion hepéatica segun las especies
utilizadas en los estudios. Los estudios realizados con resveratrol muestran
que presenta efectos antioxidantes - antienvejecimiento, antitrombogénicos,
antiinflamatorios, antitumorales, antiosteoporoticos y antimicrobianos

(bacterias, virus, hongos).
Los efectos beneficiosos que se atribuyen al resveratrol son los siguientes:
1.1.1. Actividad antioxidante

El reconocimiento del resveratrol como agente antioxidante lleg6 con
Zini y colaboradores en 1999, quien sugirié tres mecanismos por los

que se ejerceria esta accion.”™ !

- Competicidn con la coenzima Q mitocondrial.

- Inactivando radicales activos del oxigeno formados en la

mitocondria.
- Inhibiendo la peroxidacion lipidica.

Ademas, se ha demostrado que el resveratrol es capaz de mantener la
concentracion intracelular de los antioxidantes enddgenos localizados

en varios tejidos, como es el caso del glutation.
1.1.2. Efectos antiinflamatorios

La accion antiinflamatoria del resveratrol se ha propuesto como
mecanismo de accion responsable de varios efectos beneficiosos que
se le atribuyen, como la accién antitumoral, acciones sobre el sistema
nervioso, el higado o el sistema cardiovascular. Esta regulacion de la
respuesta inflamatoria se lleva a cabo mediante la inhibicion de la
sintesis y liberacion de mediadores pro-inflamatorios como el TNF-a,
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modificacion de la sintesis de eicosanoides. Ademas, el resveratrol
estimula la produccion de la adipocitokinaantiinflamatoria
adiponectina, que también contribuye a los efectos metabolicos

beneficiosos del polifenoles.
1.1.3. Cardioproteccion

La capacidad del resveratrol para proteger el sistema cardiovascular
fue apreciada tras la observacion de diferentes estudios
epidemioldgicos (Paradoja francesa). La primera evidencia cientifica
de este poder cardioprotector llegd con los estudios que mostraban
que el resveratrol protegia corazones aislados del dafio por isquemia-

reperfusion.®

Los mecanismos responsables de esta proteccion son su papel como

antioxidante intracelular, agente antiinflamatorio y capacidad para

inducir la expresion de eNOS. La proteccion ejercida por el resveratrol

se debe a que este polifenol, por el mecanismo postulado, produce los

siguientes.

- Esantihipertensivo.

- Inhibe la peroxidacion lipidica.

- Inhibe la endotelina.

- Reduce el dafio provocado por la isquemia-reperfusion.

- Disminuye las arritmias ventriculares.

- Induce vaso relajacion.

- Reduce la agregacion plaquetaria.

- Reduce la hipertrofia cardiaca mediante la activacion de la
AMPK %

1.1.4. Actividad antitumoral

El resveratrol ha sido descrito por sus efectos tanto
quimiopreventivos como antitumorales. Para ejercer dichos efectos, el

resveratrol, una vez absorbido, puede actuar mediante diferentes

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

mecanismos, como pueden ser la inhibicion de la activacion
metabdlica de compuestos carcindgenos, la estimulacion de la
detoxificacion de esos compuestos y la prevencién de su interaccion
con el ADN.

Lo hace mediante la inhibicion de las enzimas COX-1y COX-2 y del
complejo citocromo P450 e induciendo la enzima quinona-reductasa.
Con la inhibicién de las prostaglandinas y de la generacion NO,
previene la estimulacion que estos ejercen sobre el desarrollo del
tumor. La causa y el desarrollo del cancer también incluyen la
generacion de especies reactivas del oxigeno, y el resveratrol, como
potente antioxidante, se opone a este proceso. Los humerosos estudios
in vitro, ex vivo e in vivo han demostrado que ademas de lo
mencionado, el resveratrol posee actividad quimioterapéutica. Esta
molécula suprime el crecimiento de distintas lineas celulares
tumorales, en parte mediante la inhibicion de las enzimas DNA-
polimerasa y ribonucledtido-reductasa y en parte induciendo la

apoptosis.®

1.1.5. Expectativas y consideraciones sobre las aplicaciones del

resveratrol

Las expectativas de futuro en relacion a las aplicaciones précticas del
resveratrol son muy grandes. Y el interés por la materia suscita
numerosas actividades de investigacion. Hay que destacar por ejemplo
que recientemente un estudio elaborado por un equipo de
investigacion de la Universidad de Barcelona publicado en la revista
Analytical Chemistry (mayo del 2005) ha sido el primero en describir
la unién desde polifenoles del fin a las LDLs (Lipoproteines de baja
densidad) humanas en vivo. Todavia se quedan por investigar al
detalle cuestiones relativas en la farmacocinética (absorcion,
concentraciones, vida media, eliminacion), al comportamiento
bifasico (efectos positivos/negativos de concentraciones bajas/altas),
nivel de extrapolacion de la experimentacion animal al ser humano,
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aplicaciones en el campo de la oncologia, hepatologia, neurologia y
otros.

Por otra parte, en el sector vitivinicola, en el campo de la enologia,
hay un gran interés por parte de productores, denominaciones de
origen, bodegas, para determinar la concentracion de resveratrol de
sus vinos a pesar de las dificultades conocidas para dominar todos los
factores que intervienen, ciertamente, en este sentido, es importante
destacar la influencia que tienen las diferentes etapas de la
vinificacion sobre el niveles de resveratrol y piceido en vinos. La
maceracion con las cascarillas aumenta considerablemente sus niveles
(dado que el resveratrol se localiza en las cascarillas de la uva),
mientras que la utilizacion de determinados filtros y clarificantes los

disminuyen drésticamente.®®

2. LIPIDOS

Los lipidos son sustancias heterogeneas, insolubles en agua pero solubles en
solventes orgéanicos (alcohol, cloroformo y otros). Se consumen en forma de
aceite, mantecas, grasas, margarinas. Ademas de estos lipidos, Ilamados
saborizantes, utilizados para mejorar el sabor de los alimentos, también se

consumen lipidos constitutivos, que forman parte de numerosos alimentos.

Los lipidos son un componente fundamental de la dieta, aportan la energia
necesaria para desarrollar las actividades propias del organismo y las derivadas de
la actividad fisica.

Los lipidos representan la reserva energética del organismo (alrededor de 100.000
kilocalorias para un adulto de peso medio). Son almacenados en forma de tejido
graso, cuyo catabolismo puede producir acetona y acido hidroxibutirico en caso
de deficiencia en el metabolismo de los gllcidos (carencia de oxalacetato
proveniente de la glucolisis). Ademés participan en la regulacion metabolica
(hormonas, vitaminas, prostaglandinas, etc.) y son también importantes

componentes de las membranas biolégicas (fosfolipidos y esteroles).'®
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2.1. FUNCION DE LOS LIPIDOS

Los lipidos son compuestos que desempefian varias funciones en todos los

seres Vvivos las cuales se pueden dividir en:
2.1.1. Funcion estructural

Los lipidos son componentes fundamentales de todos los organismos,
constituyen en promedio el 10% del peso de todos los seres vivos, son
un componente importante de todas las membranas celulares y
subcelulares (mitocondrial, nuclear, vacuolar, lisosomal, etc.). El
tejido adiposo desempefia importante funciones de relleno,
amortiguadoras y de sostén; actian como aislante térmico y lubricante

y morfogenético sexual y como tejido conectivo. 8
2.1.2. Funcion energética

La funcion mas importante de los lipidos es la energética; se ha
calculado que en promedio el 40% de las calorias que utiliza el
organismo proviene de los lipidos. Obviamente el tejido adiposo tiene
como una de sus funciones mas importantes la de actuar como

material de reserva energética.*®
2.1.3. Funcién de transporte

Sirven también como un eficaz vehiculo de sustancias liposolubles
como vitaminas y hormonas y en esa forma regulan la actividad
metabolica. Son ademé&s importantes en el transporte de materiales

alimenticios como lipoproteinas.*®
2.2. PRINCIPALES LIPIDOS PLASMATICOS

Los principales lipidos del plasma humano son:
* Colesterol.
« Esteres del colesterol.

* Triglicéridos.
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* Fosfolipidos.
« Acidos grasos no esterificados (AGNE).®

2.2.1. Colesterol

El colesterol es un alcohol esteroide no saturado. ES un importante
componente estructural de las membranas celulares y un precursor
para la biosintesis de los &cidos biliares y las hormonas esteroideas.
Los dos tercios del colesterol en plasma estan esterificados con
cadenas largas saturadas y &cidos grasos no saturados, y un tercio
existe en forma de colesterol no esterificado. En los seres humanos,
del 60 al 70% del colesterol es transportado por lipoproteinas de baja
densidad (LDL), del 20 al 35%, por lipoproteinas de alta densidad
(HDL) y del 5 al 12%, por lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL).

2.2.2. Trigliceridos (triacilglicerol)

Los triglicéridos son ésteres formados por glicerina y &cidos grasos
de cadena larga, y habitualmente estan presentes tres acidos grasos
diferentes. Constituyen alrededor de un 25% del peso del tejido
adiposo y son la forma principal de almacenamiento de lipidos en el
hombre. Los triglicéridos son transportados en el plasma, en su mayor
parte en forma de quilomicrones y VLDL, pero estan también

presentes en cantidades menores en LDL y HDL.®
2.2.3. Fosfolipidos

Los fosfolipidos son ésteres de la glicerina que contienen dos grupos
grasos acil y un &cido fosfatidico. Los fosfolipidos principales del
plasma son la esfingomielina, la lecitina y las cefalinas. Los
fosfolipidos constituyen alrededor del 25% de la masa de LDL
(lecitina: esfingomielina = 2:1) y alrededor del 30% de la masa de

HDL (lecitina: esfingomielina = 5:1).°
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2.2.4. Acidos grasos no esterificados (AGNE)

Los AGNE son wuna fuente muy importante de energia.
Cuantitativamente representan una fraccion muy pequefia de lipidos
totales del plasma. Sin embargo, cada dia son transportados en el
plasma varios gramos de los AGNE de rapida renovacion formando

complejos con la albimina.’
2.3. LIPOPROTEINAS PLASMATICAS

Las lipoproteinas son particulas formadas por una fraccion proteica denominada
apolipoproteinas (Apo) y una fraccién lipidica, cuya funcion es la de solubilizar

y transportar lipidos en el plasma.

Los lipidos son transportados en el plasma en forma de complejos
macromoleculares denominados lipoproteinas. Estas se clasifican segun su
movilidad electroforética (alfa, beta o pre beta) o su peso especifico alto (HDL),
bajo (LDL) o muy bajo (VLDL).'®

2.3.1. Composicion de las lipoproteinas
2.3.1.1. Fraccion lipidica
Colesterol libre y esterificado, triglicéridos y fosfolipidos.*®
2.3.1.2. Apolipoproteinas

Las apolipoproteinas (Apo), son los componentes proteicos de las
lipoproteinas. La apolipoproteinas B es el principal componente
proteico de las LDL y las VLDL.*

2.4. TIPOS DE LIPOPROTEINAS
2.4.1. Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

(High-Density  Lipoproteins,a-lipoproteinas).  Formadas  por
fosfolipidos y apolipoproteinas A. Normalmente, las HDL representan
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del 20% al 25% del colesterol total y su concentracion es
inversamente proporcional al riesgo de aterogénesis. Si el colesterol
total es bajo, la concentracion de HDL suele estar descendida y pierde

su significacion clinica.

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL), captura acidos grasos y
colesterol para llevarlos al higado y éste los metabolice o los

reutilice.™®
2.4.2. Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL)

(Intermediary — Density Lipoproteins). Provienen de la degradacion
de los triglicéridos (remanentes) en los vasos por la accion de la
lipoproteina-lipasa fijada al endotelio vascular y forman la banda beta

ancha del lipidograma.*®
2.4.3. Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

(Low-Density Lipoproteins, B-lipoproteinas).Alrededor del 50% del
colesterol es transportado en forma de LDL, cuya concentracion
guarda una correlacion lineal con el riesgo de aterogenicidad. Las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), se encarga de llevar el
colesterol a los distintos 6rganos. La concentracion de LDL se puede
calcular mediante la férmula de Friedewald:

LDL = colesterol total = HDL — 1/5 triglicéridos."®
2.4.4. Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)

(Very Low-Density Lipoproteins). Estan formadas por triglicéridos
(75%) y colesterol (25%). Son sintetizadas en el higado y transportan
el colesterol hepético hacia la periferia. Penetran en el interior de las
células donde dejan su colesterol después de la degradacion.?
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2.4.5. Quilomicrones

Particulas lipidicas gruesas, ricas en triglicéridos (exdgenos), sin
caracter aterogénico. Son sintetizados en el yeyuno y solo estan
presentes en el periodo posprandial. Transportan los lipidos de origen
alimentario por los linfaticos y después por la circulacién. El aumento
de quilomicrones y VLDL confiere al plasma un aspecto lechoso.?

2.5. METABOLISMO DE LOS LIPIDOS
2.5.1. Digestion de los lipidos

La hidrdlisis de los lipidos de la dieta a acidos grasos, monoglicéridos,
colina, etc., tiene lugar, casi exclusivamente, en el duodeno y yeyuno;
en esas regiones intestinales existe un pH ligeramente alcalino (por la
secrecion de bicarbonato pancreéatico), contiene sales biliares y son el
lugar de actuacion de las lipasas pancreaticas. En duodeno, las sales
biliares emulsionan las grasas, lo que unido a los movimientos
peristalticos intestinales, posibilita que las grandes gotas de grasa del
quimo alimenticio se dispersen en pequefias gotas; esto hace que
aumente hasta 10.000 veces la superficie de exposicion de las grasa a
las lipasas que acttan en duodeno y yeyuno. Los lipidos parcialmente
digeridos, todavia insolubles en agua, forman micelas estables,
compuestas basicamente por &cidos grasos de cadena larga,
monoglicéridos y &cidos biliares. Las micelas difunden por la
superficie de las células mucosales del intestino y liberan sus
materiales constitutivos con el fin de que sean absorbidos. Los
productos mas polares de la digestion, tales como acidos grasos de
cadena corta, iones fosfato, colina, etc., difunden a través del medio
acuoso. En el ser humano, la mayor parte de los triglicéridos se
hidrolizan en monoglicéridos (2-acilgliceroles) y é&cidos grasos,
aunque también se forma algo de glicerol libre. Los fosfolipidos son
totalmente hidrolizados o quedan como lisofosfolipidos (fosfolipidos
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desprovistos del acido graso del carbono 2 del glicerol). Asimismo, el
colesterol se desesterifica.”®

2.5.2. Absorcion de los lipidos

El conjunto de acidos grasos, monoglicéridos, iones fosfato, colesterol
libre y otros elementos constitutivos de las grasas que se han formado
en el proceso de digestion intestinal, se absorben por los enterocitos de
la mucosa intestinal. La absorcion se realiza por simple difusion, y
transcurre, casi en su totalidad, en duodeno y yeyuno. Los acidos
biliares vertidos al intestino desde la vesicula biliar con el fin de
emulsionar las grasas del quimo alimenticio, son reabsorbidos

principalmente en las regiones més distales del intestino. %

Una vez en el interior de los citoplasmas de los enterocitos, los
fosfolipidos y los ésteres del colesterol son resintetizados de nuevo; se
unen con pequefias cantidades de proteinas formando unos
conglomerados lipidico-proteico, que reciben el nombre de
quilomicrones, y que son vertidos al espacio extracelular, para pasar a

continuacion al sistema linfatico. 2°

Los quilomicrones son una de las formas en que los lipidos se
encuentran en el plasma; todas ellas tienen una estructura comun: un
nucleo formado por triglicéridos y colesterol, y una porcion exterior,
en contacto con la fase acuosa del liquido extracelular, formada por
fosfolipidos y proteinas. La proporcion relativa de lipidos y proteinas
en los quilomicrones (y, por tanto, las densidades correspondientes)
varia en funcion del tipo de lipoproteinas presentes en los
quilomicrones. Los acidos grasos libres de cadena corta (con menos
de 12 carbonos) pasan de los enterocitos a la circulacién portal, y se
transportan en sangre unidos a la albumina: tales acidos grasos pueden
ser utilizados directamente por los tejidos como material energético.
La mucosa intestinal, ademas de producir quilomicrones, también es

capaz de sintetizar otros tres tipos de lipoproteinas:
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a) Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), compuestas
fundamentalmente por triglicéridos (con pequefias cantidades de
colesterol y fosfolipidos), unidos a diferentes tipos de proteinas. Las
VLDL sintetizadas en el enterocito contienen menos colesterol que las

producidas en higado; estas ultimas son las mas abundantes.

b) Lipoproteinas de baja densidad (LDL), provenientes de las VLDL,
que se transforman en sangre en LDL al perder triglicéridos y

proteinas, con lo que aumentan en densidad.

c) Lipoproteinas de alta densidad (HDL) que presentan una elevada
relacion proteinas-lipidos y una mayor cantidad de fosfolipidos que de

colesterol y triglicéridos. %°
2.5.3. Transporte de los lipidos
2.5.3.1. Via exdgena

En la pared intestinal, los triglicéridos y el colesterol
alimentarios son incorporados a quilomicrones que atraviesan
los linfaticos e ingresan en la circulacion. Los quilomicrones
contienen apolipoproteinas que, al activar la lipoproteina-
lipasa en los capilares, liberan los éacidos grasos y los
monoglicéridos incorporados a los quilomicrones. Los &cidos
grasos atraviesan las células endoteliales y son almacenados en
los adipocitos. Los quilomicrones residuales y el colesterol que

contienen son reabsorbidos por el higado.?
2.5.3.2. Via endb6gena

Los triglicéridos y el colesterol sintetizados por el higado son
transportados en la circulacion por las VLDL. Las
apolipoproteinas que las recubren dirigen a las VLDL hacia los
tejidos donde, al activar la lipoproteina-lipasa, liberan los

triglicéridos. Las VLDL residuales regresan al higado y son
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transformadas en LDL, que transportan el colesterol hacia los
tejidos extra hepaticos (musculos, rifion, corteza suprarrenal).
El colesterol no esterificado pasa de los tejidos al plasma y es

incorporado a las HDL, que aseguran su regreso al higado.*
2.5.3.3. Transporte reverso del colesterol

El colesterol procedente de la LDL modificada puede estar
depositandose continuamente en determinadas  estirpes

celulares, incluso en condiciones consideradas como normales.

Por este motivo es necesaria la existencia de algin mecanismo
que permita la eliminacion del exceso de colesterol celular y
concretamente su transporte hacia el higado que es el unico
tejido capaz de eliminar netamente al colesterol del organismo.
Este sistema de transporte “reverso” de colesterol es el que
realiza la familia de lipoproteinas que conocemos con el
nombre de HDL.*
TABLAN° 1,
TRANSPORTE DE LIPIDOS *

TIPO ORIGEN | DESTINO Ny - FUNCION
PRINCIPALES
Quilomicron | Intestino Células TG y otros Transporte de
lipidos de la
dieta.
VLDL Higado Células TGy colesterol | Transporte de
lipidos
enddgenos.
LDL Vasos Higado Colesterol Transporte
(resto de colesterol.
VLDL)
HDL Higado e Higado y Colesterol Eliminay
intestino | células con degrada el
alto uso de colesterol.
colesterol
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2.5.4. Almacenamiento de lipidos

Los quilomicrones y las VLDL se unen a las lipoproteinlipasas de la
membrana plasmatica de las células de mdsculo y tejido adiposo,
fundamentalmente. De nuevo, los triacilgliceroles se degradan por una
lipoproteinlipasa a 4&cidos grasos y monoacilglicerol para ser
incorporados a las células.

El glicerol se transporta al higado o al rifion. En las células de
musculo y tejido adiposo se resintetizan los triacilgliceroles y se
almacenan. La composicion de la grasa almacenada, es decir su
proporcion relativa en mono, di o triacilgliceroles y el tipo de éacido
graso que contienen, depende del organismo. La transformacion de las
grasas de la dieta en las grasas caracteristicas de cada organismo la

realiza el higado.?®
2.6. COMPONENTES DEL PERFIL LIPIDICO

Los lipidos provenientes de la dieta, sintetizados por el higado o liberados por el
tejido adiposo, deben ser trasladados hasta los tejidos que necesiten emplearlos,
como los lipidos son insolubles en agua, el problema de cémo transportarlos se
resuelve asociandolos con apolipoproteinas para constituir lipoproteinas. Existen

5 clases de lipoproteinas:

e quilomicrones

e VLDL
e IDL
e DL
e HDL

Que junto al colesterol y triglicéridos forman el llamado perfil lipidico.®
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TABLA N° 2.
PERFIL LIPIDICO®®

TIPO DE LIPIDO | NIVEL SERICO (mg/dL)

Colesterol Total Deseable <200
Limite alto 200-239
Alto >240
Colesterol LDL Optimo < 100
Limite bajo 100-129
Limite alto 130-159

Alto 160-189

Muy alto >190
Colesterol HDL Bajo <40

Alto >60
Triglicéridos Normal <150

Levemente elevados 150-199
Elevados 200-499
Muy elevados >500

2.7. COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS

Los dos tipos mas importantes de lipidos circulantes en la sangre son los
triglicéridos y el colesterol. Su origen proviene de la alimentacion y de la
sintesis por parte del higado. Ambos tipos cumplen diferentes misiones
fisiologicas en el organismo, especialmente de tipo estructural y energético,
pero cuando su produccion es excesiva 0 su metabolismo deficiente la
consiguiente acumulacion puede constituir un importante factor de riesgo

para el desarrollo de hiperlipidemia.*®
2.7.1. Triglicéridos (triacilglicerol)

Los triglicéridos son el resultado de la esterificacién de los tres grupos
alcoholicos del glicerol con sendas moléculas de &cido grasos.
Suponen una importante fuente de energia, en especial en los periodos

de ayuno.*®
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FIGURA N° 2.

MOLECULA DE TRIGLICERIDO*®

a) Exdgenos: son los que le suministramos al organismo al ingerir

grasas saturadas, son vehiculizados por los quilomicrones.

b) Enddgenos: son los que fabrica el higado en su proceso fisiolégico
al degradar los triglicéridos exo6genos, son  vehiculizados
fundamentalmente por las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), que son sobre todo de origen hepatico.

Son materia prima para fabricar por hidrdlisis, la lipoproteina LDL,
que es la fisiologica, la que lleva el colesterol a las células y al mismo
tiempo ser nociva para el organismo por depositarse en las paredes
arteriales, estrechar su luz, producir placas ateromatosas y contribuir a
la arterioesclerosis, proceso normal del envejecimiento de nuestro
organismo, pero que podemos acelerar suministrandole mas materia
prima para fabricar las placas, es decir, mayor ingestion de
triglicéridos.
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Toda lipoproteina tiene triglicéridos, pero éstos son mas abundantes
en los quilomicrones y en la fraccion VLDL, que representa

aproximadamente la quinta parte de los triglicéridos totales.?®
2.7.1.1. Funciones de los triglicéridos

Los triglicéridos son las principales sustancias energéticas del

organismo.®
2.7.1.2. Metabolismo de los triglicéridos

Los triglicéridos circulantes tienen un doble origen,
alimentario y enddgeno. Los triglicéridos de origen alimentario
son por alimentos grasos ingeridos Yy los triglicéridos de origen
endégeno son por la sintesis del higado a partir de otros
nutrientes (hidratos de carbono), el exceso de calorias que
consumimos y no son utilizadas se depositan en triglicéridos,
en nuestros musculos y tejido adiposo (como fuente de
energia) y son gradualmente liberados de acuerdo con las

necesidades de energia de nuestro organismo.

La digestion de los triglicéridos con ayuda de las lipasas
pancreaticas y acidos biliares se realiza en el duodeno e ileo
proximal, en donde son hidrolizados a glicerol y &cidos grasos,

de cadena corta y larga.

Los acidos grasos de cadena corta (menor a 12 &tomos de
carbono) circulan en la sangre unidos a la albumina, o sea
independientemente de las lipoproteinas, estos en las
mitocondrias de las células son transformados a Acetil- CoA,

por un proceso llamado B-oxidacion.

Los é&cidos grasos de cadena larga son esterificados
rapidamente y convertidos en triglicéridos y se los transportan

dentro de las lipoproteinas en el nucleo o corre junto al
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colesterol. Las grasas como los triglicéridos no pueden circular
libremente por la sangre, puesto que el componente

fundamental de ésta es el agua.

La circulacion sanguinea transporta a los triglicéridos con
ayuda de los quilomicrones (son lipoproteinas que estan
presentes por poco tiempo después de una comida y 16
desaparecen en dos horas en las personas normales) a todo el
organismo y deja a los 4acidos grasos en varios tejidos
especialmente el adiposo y los musculos, el higado absorbe a
los restantes que desaparecen en la sangre en dos o tres horas,
los triglicéridos sobrantes son resintetizados en el higado y

salen a la sangre con las lipoproteinas.?®
2.7.1.3. Biosintesis de los triglicéridos

En la sintesis de triglicéridos influye directamente el aflujo al
higado de &cidos grasos no esterificados provenientes del

tejido adiposo.

La sintesis se produce en la mitocondria. El glicerol,
previamente activado por el fosfato, se esterifica con tres
radicales de AGL (écidos grasos libres) que han sido activados

por unién con la CoA.
La sintesis de triglicéridos difiere segun los tejidos:

e En higado: El glicerofosfato se origina a partir del glicerol,
puesto que este érgano es rico en glicerina.

e En tejido adiposo: El glicerofosfato y el acetil CoA
proceden del catabolismo glucémico. La insulina favorece
este proceso, aumentando la sintesis de triglicéridos que, a
su vez, esta condicionada por la ingesta de alimento.

e El tejido adiposo libera acidos grasos en cantidad variables

segun las circunstancias.
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e En la célula intestinal: La mayoria de los triglicéridos se

originan por la reesterificacion de los monoglicéridos que

se absorben desde la luz intestinal.*°

2.7.1.4 Valores de referencia.
TABLA N° 3.

VALORES DE REFERENCIA DE LOS
TRIGLICERIDOS®

Normal < de 150 mg/dL
Limite alto 150 a 199 mg/dL
Alto 200 a 499 mg/dL
Muy Alto > 500 mg/dL

Para adultos sanos la concentracion de Triglicéridos en el
plasma es < 150 mg/dL. *®

2.7.2. Hipertrigliceridemia

Pacientes Hipertrigliceridemicos son aquellos pacientes con
concentraciones de triglicéridos superiores a 200 mg/dL vy
concentraciones normales de colesterol (inferiores a 200 mg/dL).*

2.7.3. Colesterol

El colesterol se incluye dentro de una serie de sustancias, de gran
importancia para el organismo, denominadas “Esteroides”. Los
esteroides se caracterizan por presentar en su molécula un
hidrocarburo ciclico denominado, ciclo-pentano-perhidrofenantreno o
esterano. El colesterol presenta una cadena de 8 atomos de carbono en
el Carbono 17.%

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

. CATOLICA
TESIS UCSM == DE SANTA MARIA

FIGURA N° 3.

MOLECULA DE COLESTEROL #
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El colesterol es un elemento indispensable en la produccién de
esteroides, sintesis de hormonas femeninas (estrogenos) principal
componente de la bilis, catalizador activo de intercambios celulares,
interviene activamente en la sintesis de los andrégenos e indispensable
en la formacion de membranas celulares. Esta integrado por 3
lipoproteinas denominadas segin la densidad. VLDL (13%)
constituidas en un 52% por triglicéridos. Son materia prima para
fabricar la fisiologica LDL (70%) Por su baja densidad se deposita
muy facilmente en las capas intimas arteriales y son las que forman la
ateroesclerosis. La HDL (17%) Conviene tenerla lo més elevada
posible porque es la que interviene para remover la LDL de las

arterias.?®

VLDL + LDL + HDL = COLESTEROL

13% 70% 17%
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2.7.3.1. Fuentes de colesterol
TABLA N° 4.

VALOR DE COLESTEROL EN LOS ALIMENTOS*

ALIMENTO mg/100g ALIMENTO mg/100g
Yema de huevo 1.480 Mantequilla 250
Clara de huevo 0 Margarina vegetal 0

Huevo entero 504 Trucha 57
Higado de ternera 300 Salmoén 57
Higado de cerdo 300 Bacalao 44
Rifiones 375 Sardinas 80
Sesos 2.200 Atun fresco 80

Carne de cerdo 100 Queso Camembert 140

Carne de cordero 70 Ostras 200

Carne de pollo 80 Langosta 200

Carne de ternera 90 Mejillones 150
Carne de res 70 Fruta fresca 0
Carne de conejo 50 Verduras 0
Carne de pavo 90 Arroz hervido 0
Manteca de cerdo 106 Papas 0
Jamon serrano 125 Aceite de maiz 0
Jamon York 70 Aceite de girasol 0
Leche entera 14 Legumbres 0
Leche descremada 0 Frutos secos 0

Por lo general, el colesterol proviene de dos fuentes: exdgena
(dieta) y enddgena (sintetizada dentro del organismo). El
colesterol de la dieta es una fuente sustancial de colesterol

total; puede contribuir hasta en un 20% a 40% del colesterol
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total del organismo. El intestino delgado es el sitio de
captacion de colesterol de la dieta. La sintesis enddgena

representa el 60% a 80% restante del colesterol.™

2.7.3.2. Funciones del colesterol
Las tres principales funciones del colesterol son:

1. Sirve de elemento constitutivo de las membranas (paredes
celulares, 6rganos en las células), sin las cuales un conjunto
configurado como es el cuerpo humano no podria existir ni

funcionar.

2. Es la sustancia de partida para distintas hormonas vitales de
la corteza de las capsulas suprarrenales, para las hormonas de
las glandulas sexuales y las vitaminas (grupo de la vitamina
D).

3. Es el elemento constitutivo del &cido biliar, sin el cual no
podria tener lugar la digestion y absorcion de las grasas

nutritivas en el intestino delgado.?
2.7.3.3. Absorcion de colesterol

La absorcion de colesterol se lleva a cabo en el intestino
delgado. EI colesterol disponible para su absorcion proviene de

tres fuentes:
1. Colesterol de la bilis (colesterol biliar), en un 50%
2. Colesterol de la dieta (exdgeno), en un 31%

3. Colesterol de las células epiteliales descamadas de la pared
intestinal durante el recambio celular normal, en un 19% del
total de colesterol disponible para absorcion, 50% se absorbe a

través de la pared intestinal y 50% se excreta en las heces.
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El mecanismo mediante el cual el colesterol es absorbido del
intestino es complejo y s6lo se comprende parcialmente. Los
estudios sugieren que el colesterol es emulsionado por las sales
biliares, empacado en micelas y transferido al borde en cepillo
del intestino delgado. Luego ingresa a los enterocitos (células

en la mucosa intestinal).

Una vez dentro de las células, el colesterol es esterificado
(unido a un acido graso) mediante la accion de la enzima
Ilamada Acil-Coenzima A: Colesterol Aciltransferasa (ACAT)
y agrupado en quilomicrones. Estos quilomicrones se secretan
en la linfa y posteriormente entran en la sangre. Al inhibir la
absorcion de colesterol a través de la pared intestinal, es decir,
al aumentar la cantidad de colesterol excretado, se reducira la
cantidad de colesterol que entra en la sangre dentro de estos

quilomicrones.**
2.7.3.4. Biosintesis del colesterol

En el adulto el colesterol plasmatico procede de dos fuentes:
a) Exdgena — grasas de la dieta.
b) Enddgena — o biosintética a partir del acetato.

Acetato —> acetilCoA — acetoacetilCoA

'

HidroximetilglutarilCoA
(HMG-CoA)

El paso siguiente es la formacion del acido mevaldnico, proceso
que esta regulado por una enzima, la HMG-CoA reductasa, que
cataliza dicho paso y controla la velocidad de biosintesis del

colesterol.*?
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HMG-CoA  HMGCoreductasa  40i40 meval6nico

v

El a&cido mevaldénico formado se fosforila tres veces con ATP,
produciéndose una serie de intermediarios que al final dan lugar

a la formacion de un compuesto de 30 &omos de carbono, el

escualeno.*?

ATP
Acido mevaldnico s intermediarios

")

escualeno

La oxigenacion del escualeno seguida de una ciclacion da lugar
al lanosterol (primer esterol de este proceso) y posteriormente la
separacion de tres grupos metilo da lugar a la formacion de un

compuesto de 27 4tomos de carbono que es el colesterol.*?

CH,4
Escualeno —— lanosterol —> Zimosterol
l -2CH3

Colesterol
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FIGURA N°4

BIOSINTESIS ENDOGENA DEL COLESTEROL*

Acetil - CoA + Acetoacetil - CoA

HMG CoA sintetasa
HMG- CoA

HMG- CoA reductasa

N
Acido mevaldnico

\
Farnesilpirofosfato

Escualeno

Lanosterol

y
Acidos biliares <—  COLESTEROL ——> Vitamina D

e

Hormonas esteroideas lipoproteinas

Aproximadamente el 80% del colesterol endogeno se sintetiza en el higado mediante
la sintesis de novo a partir de acetil-coenzima A. La velocidad de esta sintesis la
determina la enzima Hidroximetilglutaril-Coenzima A reductasa (HMG-CoA-
reductasa) formando Acido mevalénico a partir de Hidroximetilglutaril-CoA.*?
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2.7.3.5. Transporte del colesterol

Las grasas como el colesterol no pueden circular libremente
por la sangre, puesto que el componente fundamental de ésta
es el agua. La sangre utiliza lipoproteinas para transportar el
colesterol a las células. Dos de las lipoproteinas maés
importantes son la lipoproteina de baja densidad (LDL) y la
lipoproteina de alta densidad (HDL).?®

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) transportan el
colesterol a los distintos érganos del cuerpo. Cuando el
colesterol se asocia a una lipoproteina de baja densidad (LDL)
se le denomina LDL-colesterol (colesterol malo). Las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) Captura acidos grasos y
colesterol para llevarlos al higado y éste los metabolice o los

reutilice.

Cuando el colesterol se asocia a una lipoproteina de alta densidad
(HDL) se le denomina HDL—colesterol (colesterol bueno).”® El
colesterol total en sangre es la suma del colesterol transportado

en las particulas de LDL, HDL y otras lipoproteinas.®
2.7.3.6. Regulacion del colesterol

Una alta ingesta de colesterol en los alimentos conduce a una
disminucion neta de la produccion endogena y viceversa. Entre
los reguladores, destacan los genes del receptor de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y la hidroxi-metil-
glutarilCoA-reductasa (HMG-CoA-reductasa), la enzima
limitante en la via biosintética del colesterol. Ademas existe
una regulacion hormonal, el glucagon disminuye velocidad de
sintesis de colesterol y la insulina aumenta la velocidad de

sintesis del colesterol.>®
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2.7.3.7. Excrecion del colesterol

La excrecion de colesterol que puede valorarse en las heces

tiene una triple procedencia:

» No absorbido procedente de la dieta.
» Excretado en forma de coprosterol.
« De origen biliar (hepéatico) y no reabsorbido mediante el

ciclo enterohepatico.

La excrecion de colesterol por via biliar es la mas importante y

representa el 90% del total excretado.*®
2.7.3.8. Ingesta recomendada de colesterol

La ingesta recomendada diaria de colesterol para una persona

adulta sana es un maximo de 300 mg de colesterol al dia.*®

2.7.3.9. Valores de referencia
TABLA N°5.

VALORES DE REFERENCIA DEL COLESTEROL TOTAL®

Nivel deseable <200 mg/dL
Limite alto 200 - 239 mg/dL
Alto > 240 mg/dL

Para adultos sanos se aconseja una concentracion de colesterol
plasmatico < 200 mg/dL.*
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2.7.4. Hipercolesterolemia

Pacientes hipercolesterolémicos son aquellos pacientes con concentraciones
de colesterol total superior a 200 mg/dL y concentraciones normales de
triglicéridos (< de 150 mg/dL).*®

2.7.5. Hiperlipidemias
2.7.5.1. Sinonimia
Hiperlipoproteinemias, dislipidemias, dislipoproteinemias.*®
2.7.5.2. Definicion

Enfermedades congénitas o adquiridas caracterizadas por aumento de
los lipidos y de las lipoproteinas del plasma.”

En principio, se considera como hiperlipemia cualquier situacion
caracterizada por una concentracion de colesterol superior a 200
mg/dL o de triglicéridos superior a 200 mg/dL. A partir de aqui, se
hace necesario establecer algin tipo de clasificacion.*

2.7.5.3. Sintomas de la hiperlipidemia

Generalmente ninguno y es por ello que se deben hacer estudios en
personas aparentemente sanas. A veces la primera manifestacion es un
infarto cardiaco, cerebral, aterosclerosis o alguna otra consecuencia de

los niveles altos de colesterol.
2.7.5.4. Clasificacion de las hiperlipidemias

La divide a las hiperlipidemias en seis grupos segun los patrones de
aumento de lipidos y de lipoproteinas: I, lla, llb, 111, IV y V.?®
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TABLA N° 6.
CLASIFICACION DE FREDRICKSON DE LAS
HIPERLIPIDEMIAS ESENCIALES. %

TIPO LIPOPROTEINA LIPIDOS
AUMENTADA AUMENTADOS

| (rara) Quilomicrones Triglicéridos

lla LDL Colesterol

Ib LDL Y VLDL Colesterol y triglicéridos
I (rara) VLDL vy residuos de Triglicéridos y colesterol

quilomicrones
v VLDL Triglicéridos
V (rara) Quilomicrones y VLDL Triglicéridos y colesterol

2.7.5.5. Deteccion de la hiperlipidemia

Existen muchos tipos de lipidos las mas conocidas son el
colesterol y los triglicéridos que viajan unidas a diferentes
proteinas. Los estudios de sangre para detectar hiperlipidemia
incluyen la deteccion de los niveles de estas grasas y las
proteinas a las que se unen. El estudio debe hacerse en sangre
de preferencia con un ayuno de 12 horas.?

2.8. ANALIZADORES DE SOBREMESA, PORTATILES Y DOMESTICOS

Desde mediados de los afios ochenta, se han introducido pequefios
instrumentos de sobremesa, portatiles y relativamente baratos, con los cuales
pueden medirse un cierto nimero de analitos, incluyendo el colesterol,
triglicéridos y HDL-colesterol. Estos analizadores fueron originalmente
disefiados para su uso en ambientes distintos al laboratorio, tales como la

consulta del médico. También se han utilizado ampliamente en los programas
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de examenes colectivos de colesterol llevados a cabo en lugares como centros
comerciales, farmacias, congresos médicos y otras localizaciones no
tradicionales. Mas recientemente, se han desarrollado dispositivos de
automedicion desechables con barras de colores de facil lectura para ser usados
directamente por los consumidores. Generalmente, estos instrumentos son
analizadores de “quimica seca”. Utilizan tiras o portaobjetos impregnados de
reactivo, a los cuales se aplican de 10uL a 30uL de la muestra. Esta difunde
por la zona impregnada de reactivo, disolviendo los reactivos y permitiendo
que se realicen las reacciones enzimaticas. Las condiciones de la reaccion son
controladas por el analizador. Al terminar el periodo de incubacidn, una fuente
de luz ilumina la tira y se mide la Reflactancia de la mezcla de reaccion. Las 28
lecturas son convertidas en unidades de concentracion y se exponen en una

pantalla digital o en una cinta de papel. *

3. FARMACOS HIPOLIPEMIANTES

Los farmacos hipolipemiantes o normolipemiantes disminuyen la concentracion
sanguinea de colesterol total, de colesterol LDL y/o de triglicéridos; algunos
pueden aumentar la concentracion sanguinea de colesterol HDL. 2

3.1. CLASIFICACION DE LOS FARMACOS HIPOLIPEMIANTE

[N

. Inhibidores de la HMG-CoA reductasa (estatinas):
— Atorvastatina

—  Fluvastatina

— Lovastatina

— Pravastatina

— Simvastatina

2. Fibratos

Bezafibrato

Binifibrato
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Fenofibrato

Gemfibrozilo

w

. Moléculas fijadoras de acidos biliares

Colestiramina

Colestipol
4. Acido nicotinico y compuestos relacionados
— Piricarbato

5. Probucol.

3.2. ATORVASTATINA
FIGURA N°5

ESTRUCTURA QUIMICA DE LA ATORVASTATINA®

F

Nombre (IUPAC) sistemético: (3"R",5"R")-7-[2-(4-fluorophenyl)-3-phenyl-4-
(phenylcarbamoyl)-5-propan-2-ylpyrrol-1-yl]-3,5-dihydroxyheptanoic acid.

Férmula: C33H35N,FOs5

Peso molecular: 558,64 g/mol. 42
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3.2.1. Descripcion

Agente que reduce los lipidos séricos. Reductor del colesterol y los
triglicéridos.Inhibidor de la HMG CoAreductasa (Hidroxi-Metil-

Glutaril-Coenzima A).
3.2.3. Categoria farmaceutica
Estatina
3.2.3. Indicaciones

Hipercolesterolemia primaria, dislipidemia mixta,
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia familiar homocigética y
heterocigdtica. Atorvastatina esta indicada como adyuvante de la dieta
para la reduccion de los niveles elevados de colesterol total, LDL,
apolipoproteina B, y trigliceridos, cuando la dieta y otras medidas no

farmacoldgicas son insuficientes.®®
3.2.4. Mecanismo de accion

Mas de las tres cuartas partes del deposito total de colesterol es origen
endogeno y de él, dos tercios se producen en el higado a partir del
mevalonato. En esta via metabdlica, la reaccion determinante esta
catalizada por la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA)
reductasa.

Por analogia estructural con el sustrato de esta reaccion, las estatinas,
son eficaces inhibidores competitivos y reversibles de dicha enzima.
En consecuencia, estos farmacos reducen la biosintesis intracelular
hepatica de colesterol y disminuyen su depésito celular.

Puesto que la cantidad intracelular de colesterol guarda una relacion
inversa con la velocidad de sintesis de receptores celulares para las
LDL, cuando se reduce la concentracion intracelular de colesterol,
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provoca la estimulacion de la sintesis de 47 receptores de LDL y su
expresion en la superficie de los hepatocitos.

Estos receptores cumplen la funcion de captar no sélo a las LDL, sino
también a sus precursores, VLDL y sus remanentes VLDL cuya
hidrdlisis producen LDL. Cuantas mas VLDL y remanentes sean
captados, menor nimero de LDL se formarg; por tanto, el aumento de
receptores LDL inducido por las estatinas, va a conseguir por un
mecanismo indirecto, el aumento del catabolismo de las VLDL y sus
remanentes, reduciendo el nimero de moléculas que se convertiran en
LDL.

Esta accion sobre las VLDL, explica por qué las estatinas también son
capaces de reducir, aunque de una manera mas inconstante y en menor

grado, las concentraciones plasmaticas de triglicéridos.
FIGURA N° 6

MECANISMO DE ACCION DE LAS ESTATINAS*

HMG CoA

HMG CoA reductasa <:| ATORVASTATINA

Mevalonato

GeranilPP —> proteinasgeranilgeranillas\

Farnesil PP S proteina farnesiladas /

Prot.G Bajo P

Escualeno

Receptor LDL

COLESTEROL < | LDL plasmética
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La atorvastatina es un inhibidor selectivo y competitivo de la Hidroxi-
Metil-Glutaril-Coenzima A (HMG-CoA) reductasa. La HMG-
CoAreductasa es la enzima responsable de la conversion de la HMG-
CoA a Mevalonato, el precursor de los esteroles incluyendo el

colesterol.*

3.2.5. Farmacocinética
3.2.5.1. Absorcioén

La atorvastatina se absorbe rapidamente tras su administracion
oral; las concentraciones plasméaticas maximas se alcanzan al
cabo de 1 a 2 horas. El grado de absorcion aumenta en
proporcién con la dosis de atorvastatina. Los comprimidos de
atorvastatina tienen una biodisponibilidad del 95 al 99%
comparados con la de las soluciones. La biodisponibilidad
absoluta de atorvastatina es de aproximadamente un 12% vy la
disponibilidad sistémica de la actividad inhibitoria de la HMG-

CoAreductasa es de aproximadamente un 30%.

La baja disponibilidad sistémica se atribuye a un aclaramiento
presistémico en la mucosa gastrointestinal y/o a un

metabolismo hepético de primer paso. %
3.2.5.2. Distribucion

El volumen medio de distribucion de la atorvastatina es de
aproximadamente 381 L. La atorvastatina se une a las

proteinas plasméticas en un 98% o més. 4°
3.2.5.3. Metabolismo

La atorvastatina es metabolizada en el higado por el citocromo
P-450 3A4 a sus derivados orto y para hidroxilados y a
distintos productos de la betaoxidacioén. In vitro, la inhibicion

de la HMG-CoA reductasa por los metabolitos orto y para
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hidroxilados es equivalente a la de atorvastatina.
Aproximadamente el 70% de la actividad inhibitoria de la
HMG-CoA reductasa circulante se atribuye a los metabolitos

activos. %
3.2.5.4. Excrecién

La atorvastatina se elimina principalmente por la bilis tras el
metabolismo hepatico y/o extrahepatico. No obstante, el
farmaco no parece sufrir una significativa recirculacion
enterohepética. La semivida de eliminacion plasmatica de la
atorvastatina en el hombre es de aproximadamente 14 horas.

La semivida de la actividad inhibitoria para la HMG-CoA
reductasa es de aproximadamente 20 a 30 horas debido al

efecto de los metabolitos activos. #°
3.2.5.5. Farmacodinamica

Investigaciones epidemiologicas han establecido que la
morbimortalidad cardiovascular esta directamente relacionada
con el nivel plasmatico de colesterol total y de LDL, e
inversamente relacionada con el nivel de HDL. Los efectos

benéficos hipolipemiantes de atorvastatina son, entre otros:

» Disminuye el nivel plasmatico de colesterol total.

+ Disminuye el nivel plasmético de LDL.

« Disminuye el nivel plasmatico de VLDL.

« Disminuye el nivel plasmatico de triglicéridos.

«  Produce aumentos variables en las cifras de HDL. “°

3.2.5.6. Posologia

La dosis inicial es de 10 mg/dia, cambios en la dosificacion
sera segun criterio médico. Puede ser administrado a cualquier

hora del dfa, en presencia o no de alimentos. *°
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3.2.5.7. Contraindicaciones

En pacientes con demostrada hipersensibilidad a la atorvastatina u
otros inhibidores de la HMG-CoA reductasa, pacientes con
enfermedad hepatica activa o elevaciones persistentes de las
transaminasas que sobrepasen en 3 veces los limites normales,
mujeres en embarazo o lactancia. No debe ser administrada a mujeres
en edad fértil quienes no se sometan a llevar un adecuado método

anticonceptivo. %
3.2.5.8. Reacciones secundarias y adversas

Pueden presentarse ocasionalmente, cefalea, erupcion exantematica,

alteraciones digestivas, mialgias, vision borrosa. “°
4. TRATAMIENTO NO FARMACOLOGICO DE LA DISLIPIDEMIA

La organizacion Mundial de la Salud, recomiendan que los cambios en la dieta
alimentaria son el primer paso para tratar la dislipidemia. otra alternativa en el
tratamiento no farmacologico esta constituido por la fitoterapia, que en los ultimos
afios esta recobrando su auge y viene empleando con éxito vegetales con actividad
hipolipemiante como es el caso de la linaza, alfalfa, alcachofa ,ajo, etc. entre otras
. La alta ingesta de lipidos saturados, colesterol y calorias en exceso esta
relacionada con hipercolesterolemia. Las recomendaciones actuales se basan
principalmente en estudios poblacionales. Las personas que sufren de
hipercolesterolemia familiar e hiperlipidemia familiar combinada, deben iniciar

un tratamiento dietario y farmacol6gico conjuntamente.

Estrégenos: Disminuyen las LDL (10%) y aumentan las HDL (15%).
Fibra de la dieta: Avena, frutas, verduras que disminuyen el colesterol en 5-10%
Acidos omega 3: disminuyen los triglicéridos en un 30 % .2
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CAPITULO II

MATERIAL Y METODOS

1. LUGAR DE ESTUDIO

El presente trabajo se realizd en laboratorios de analisis clinicos y bioterio de la
Universidad Catolica de Santa Maria, ubicado en la ciudad de Arequipa,
Departamento de Arequipa- Perd. Durante los meses de MARZO 2014 a
AGOSTO 2014.

2. TIPO DE ESTUDIO

De acuerdo al problema planteado se encuentra enmarcado en el de las ciencias
farmacéuticas, especificamente corresponde a las &reas de farmacologia y analisis

clinicos.
3. MATERIAL
3.1. MATERIAL DE ESTUDIO

Resveratrol (Longenatur ®) en la presentacion de capsulas blandas de 100
mg, producto de laboratorios SHERFARMA.

3.2. MATERIAL BIOLOGICO
Ratas (Rattus novergicus).

3.3. MATERIAL DE LABORATORIO

* Pipetas
+ Baguetas
« Espétula

« Micropipetas
» Pipeta volumétrica
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* Probeta de vidrio 10, 50 mL (PYREX)
» Tubos de ensayo (PYREX)

» Vaso de precipitado (PYREX)

* Mortero (FORTUNA)

+ Fiola 50ml (PYREX)

» Capilares con heparina

« Gradilla

» Tubo depentor

3.4. EQUIPOS
« Centrifuga
» Balanza analitica digital (OHAUS PIONEER TM.)
+ Balanza (OHAUS)
» Bafio maria (MEMMERT)
» Estufaeléctrica(THERMOLYNE)
» Refrigeradora(PHILIPS)
+ Espectrofotometro (MICROLAB 200-MERK)

3.5. REACTIVOS
» Alcohol de 96° (PA. DELTA QUIMICA)
+ Goma tragacanto (MERK)
» Colesterol grado USP / nf 95% (MERK)
+ Kid de colesterol total (VALTEK DIAGNOSTIC)
« Kid de triglicéridos (VALTEK DIAGNOSTIC)
« Dimetilsulféxido 2% (MERK)

3.6. FARMACOS
« Atorvastatina 10 mg (Lab. Farmindustria® genéricos).

3.7. MATERIAL ANEXO
« Agujas descartables de tuberculina n® 25,18
« Algoddn hidrofilo
+ Bandejas plésticas

« Cronometro digital
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» Guantes quirurgicos n°® 7

+ Jeringas descartables

+ Malla metalica

» Marcador de vidrio

» Mascarilla descartable

» Sonda oro-gastrica

» Tijera metalica

« Mago de bisturi, hoja de bisturi

« Papel toalla

4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
4.1. Acondicionamiento y aclimatacion de los animales de estudio

Los animales fueron sometidos a las condiciones de trabajo y laboratorio:
todos los grupos de experimentacion recibieron diariamente 30 g de
alimento concentrado para mantenimiento TOMASINO ® y agua ad libitum.
Los animales fueron distribuidos en jaulas de 6 ratas cada una y sometidos a
periodos de luz y oscuridad de 12 horas respectivamente, a temperatura de
18°C y humedad relativa de 60 % (ver anexo 01).

4.2. Sistema de identificacion

Las ratas fueron marcadas sobre determinadas areas del cuerpo (cabeza,

pata, lomo) posteriormente se procedio al pesado de los animales.
4.3. Evaluacion de la actividad hipolipemiante
4.3.1. Induccion experimental de la hiperlipemia

La induccion de hiperlipidemia (colesterol total y triglicéridos) se
realizd mediante el método descrito por Ruiz — Rosso y Col 2003. La
administracion de Colesterol quimicamente puro se realiz6 24 horas
después de la toma de muestra basal a todos los grupos. Se administrd
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por via oro géstrica a cada rata en dosis de 62,5 mg/kg. Suspendido en
goma tragacanto al 2% diluida en agua destilada.

El colesterol se suministrd diariamente por las mafianas y a una hora
establecida, durante 6 semanas de manera continua excepto los dias

domingo. Para lo cual se determind previamente el peso del animal.
4.3.1.1. Seleccién de animales

Se realiz6 en forma aleatoria teniendo en cuenta el aspecto
fisico, el buen estado de salud y asegurandose que los animales
no hubieran sido sometido a experimentos previos, ademas se
mantuvieron en periodo de cuarentena de una semana para su
adaptacion, teniendo que cumplir con los requisitos basicos
para el estudio: ratas albinas machos, jovenes — adultos de la
cepa Rattus novergicus, con pesos entre 200 g a 300 g y una
edad de aproximadamente 90 dias.

4.3.1.2. Identificacion y registro de peso

Una vez seleccionados los animales posteriormente se asigno a
cada animal una marca para su identificacion (frente, lomo,
pata posterior derecha y pata posterior izquierda).

El peso corporal se registré cada semana durante el estudio.

4.3.1.3. Formacion de grupos de trabajo

Los animales de experimentacion empleados, fueron
distribuidos en 5 grupos de trabajo (ver anexo 01)

e Grupo control positivo

e Grupo control negativo

e Grupo experimental 1

e Grupo experimental 2

e Grupo patrén
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4.3.1.4. Preparacion del colesterol para administracion VO

Diariamente durante 5 semanas se prepard una suspension
patrén de colesterol, con la finalidad de que se extraigan
aproximadamente 2 mL de la solucion que contengan 62.5
mg/kg calculado para cada rata. Para mejorar la disolucion se
afiadi6 goma tragacanto al 2% y se colocd en bafio maria
para una mejor disolucion tanto del colesterol como de la

goma tragacanto (ver anexo 03).
4.3.2. Preparacion de dosis de atorvastatina

Se trituraron los comprimidos de atorvastatina con la ayuda de un
mortero de porcelana y se prepardé una suspension patron de
atorvastatina, con la finalidad de que se extraigan aproximadamente
2ml de la suspension que contengan 10 mg/kg de atorvastatina
calculado para cada rata, para su disolucion se emple6 agua destilada.
(Ver anexo 04).

4.3.3. Tratamiento de grupos experimentales

Se prepard una suspension estandar de resveratrol, para lo cual se
extrajo el contenido de la capsula de resveratrol de 100 mg. Y se
diluy6 con dimetilsulféxido csp. 20 mL, para mejorar su disolucion,
de las cuales se administraron 2 mL aproximadamente de la solucion a

cada rata dependiendo de la dosis de cada grupo de experimentacion.
4.3.5. Determinacion de perfil lipidico
e colesterol total
e colesterol LDL
e colesterol HDL

e trigliceridos
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Se realizo por los siguientes métodos:

4.3.5.1. Método para la determinacion enzimética de colesterol

Total
Fundamento: El colesterol se determind6 empleando un
reactivo liquido para la determinacion fotométrica de
Colesterol total en suero o plasma. (Colesterol total — LS
VALTEK LAB). Este es un método enzimatico que se basa en
la accién de las enzimas Colesterol éster hidrolasa (CEH) y
Colesterol oxidasa (CHOD).La primera libera el colesterol de
los ésteres de colesterol, y la segunda oxida el colesterol libre
produciéndose peréxido de hidrégeno, el cual en presencia de
la enzima Peroxidasa (PAP) reacciona con el sistema
cromogenico dando origen a un compuesto coloreado que

absorbe a 505 nm.

Lipasa
Esteres de Colesterol —_ . Colesterol + Acidos Grasos

Colesterol Oxidasa

Colesterol 5 Colen-3-ona + H,0,
POD
H.0O, + 4 Amino Fenazona  —— 4-p-benzoquinona

monoximinofenazona
Cromaogeno incoloro

Técnica:
* Muestra.- Se utiliza suero o plasma con heparina como
anticoagulante. Esta muestra debe ser libre de hemolisis.
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« Reactivo enzimatico.- Lipasa + Colesterol oxidasa + 4AF
+POD

« [Estandar.- tiene una concentracién de 200 mg/dL.

e Técnica propiamente dicha

ESTANDAR MUESTRA
Estandar 5uL. —_—
Muestra  — 5ulL.
Reactivo 500 uL. 500 uLL
Enzimatico

Mezclar, incubar BM a 37°C x 5 minutos; leer a 505 nm

4.3.5.2. Método para la determinacion colesterol HDL
Fundamento

Por su fraccion HDL, se trabaja con el mismo método anterior,
pero se le aumenta el reactivo fosfotungstico en presencia de
iones magnesio que precipita a lipoproteinas que no son HDL
(las HDL permanecen en el sobrenadante). EI HDL-Colesterol
es obtenido precipitando selectivamente las lipoproteinas LDL
y VLDL, quedando el primero en solucion.

El HDL-Colesterol en solucién se determina por accion de las

enzimas Colesterol éster-hidrolasa y Colesterol oxidasa.

La primera libera de los ésteres de colesterol, y la segunda
oxida el colesterol libre produciéndose perdxido de hidrégeno,
el cual en presencia de la enzima peroxidasa reacciona con el
sistema cromogénico dando origen a un compuesto coloreado

que absorbe a 505 nm.
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Técnica

e Muestra
Se utiliza suero o plasma con heparina como
anticoagulante. Esta muestra debe ser libre de

hemolisis.

* Preparacion del extracto

Extracto
Muestra 50 uL.
Reactivo precipitante 125 uL.

Mezclar y dejar a T° Ambiente por 15 minutos;

centrifugar a 2500 rpm por 5 minutos

e Técnica propiamente dicha

ESTANDAR | MUESTRA (EXTRACTO
DE HDL)
Extracto 50 uL
Estandar 5uL
Reactivo 500 uL. 500 uL.
Enzimatico
Mezclar, BM x 5 minutos a 37°C, y leer a 505 nm
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4.3.5.3. Método para la determinacion de LDL colesterol

En este caso el reactivo precipitante seria la heparina a un
punto isoeléctrico de 5.12, y se trabaja de igual manera que en

el dosaje de HDL — colesterol.
Calcular mediante la formula de Friedewald:

LDL = colesterol total — HDL — 1/5 triglicéridos.*®

4.3.5.4. Método para la determinacion enzimatica de trigliceridos

Los triglicéridos son lipidos que en parte se absorben de la
dieta y que también son producidos por el organismo a partir
de carbohidratos. Su evaluacion es importante para el
diagnostico y seguimiento de las hiperlipidemias ya sean de
origen genético o secundario a otras enfermedades. Valores
elevados aumentan el riesgo de arteriosclerosis y de

enfermedad coronaria.

Fundamento: Los triglicéridos fueron determinados
utilizando TG Color GPO/PAP AA. Los triglicéridos son
hidrolizados por una lipasa especifica (Lipoproteinlipasa)

liberando acidos grasos y glicerol.

El glicerol es fosforilado por la enzima gliceroquinasa y
posteriormente, el glicerol-1-fosfato es oxidado a
dihidroxiacetona fosfato por la enzima glicerol-fosfato
oxidasa, generandose peroxido de hidrégeno. La cual produce
la copulacion oxidativa del clorofenol con la 4-aminofenazona
mediante una reaccién catalizada por la peroxidasa (POD). El

producto quinonimina roja absorbe a 505 nm.
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Lipasa
Triglicéridos ,  Glicerol + Acidos Grasos

Glicerol Quinasa
Glicerol + ATP ——8  » L-a-glicerol-3-fosfato +
ADP

Glicerol Fosfato

Oxidasa
L-a-glicerol-3-P + O2 » dihidroxiantona + H202
Fosfato
POD

H202 + 2-Cl-fenol  ___, [QUINONEIMINA] +H20
+
4-Amino

Antipirina

e Muestra Se utiliza suero o plasma con heparina como
anticoagulante. Esta muestra debe ser libre de hemolisis.

e Técnica.- Concentracion del estandar: 200 mg/dL.

e Técnica propiamente dicha

ESTANDAR MUESTRA

Estandar 5uL
Muestra 5uL
Reactivo Enzimatico 500 uL 500 uL

Mezclar, BM x 10 minutos a 37°C, y leer a 500 nm
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4.4. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

Todos los resultados se expresan como Media + Desviacion estandar (DE), de
un determinado numero (n) de animales. Para el analisis estadistico de los
resultados se aplico la prueba “t” de Student adicionada a la prueba de
especificidad de Tukey con una exigencia del 99% entre las medias

obtenidas para cada variable de perfil lipidico.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

Tal como se ha comentado en capitulos anteriores, las ECV son la causa principal de
muerte prematura en paises desarrollados, afectando a personas de ambos sexos e
incluso a edades mas tempranas que en otras épocas. Hoy en dia, los principales
problemas que aquejan a la poblacion mayor de 60 afios, son los relacionados a
enfermedades no transmisibles (principalmente enfermedades cardio y cerebro-
vasculares, diabetes cancer, enfermedades mentales), esto conduce a una mayor
utilizacion de los servicios de salud, mayor costo de la atencion ya que requieren
tratamientos mas complejos, prolongados y una mayor capacidad resolutiva de los

establecimientos de salud que los exigidos por las enfermedades transmisibles.”

Dentro de las medidas de prevencion primaria, para evitar un primer episodio de las
ECV incluyen tanto medidas sanitarias (por ejemplo: prohibicion de tabaco,
campafias para evitar comidas con grasas saturadas o la ingesta excesiva de sal), asi
mismo la mejora del tratamiento y diagnéstico de las ECV; sin embargo no siempre
se consiguen los objetivos de prevencion en los pacientes bien por medicacion

ineficaz, por dosis inadecuada, mala colaboracién del paciente, etc.

Otro problema es que la toma de algunos farmacos habituales para el control de los
por efectos secundarios como por ejemplo dolores musculares. En este sentido es
necesario el empleo de medidas no farmacolégicas que puedan ofrecer un beneficio
afladido al tratamiento farmacoldgico optimizado en pacientes con riesgo

cardiovascular.
En este contexto, el objetivo de los alimentos funcionales y/o nutraceuticos es

incrementar la ingesta de compuestos bioactivos beneficiosos incluidos los
compuestos fendlicos (antioxidantes) de origen vegetal, con el objetivo de ayudar a
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prevenir el riesgo de padecer ciertas enfermedades, incluidas las ECV Los
nutracéuticos son suplementos dietéticos, presentados en una matriz no alimenticia
(por ejemplo: capsulas) obtenidos a partir de una sustancia natural bioactiva presente
usualmente en los alimentos que al tener una concentracion superior a la existente en
el alimento, tienen presumiblemente un efecto ventajoso sobre la salud mayor que

aquel que podria tener el propio alimento.*

Uno de estos compuestos fenolicos, el resveratrol, ocupa un lugar destacado no solo
componente de nutracéutico, sino incluso como potencia farmaco multi-diana debido
a la gran cantidad de efectos beneficiosos para la salud que se le atribuyen. Diversos
estudios sefialan que resveratrol presente en las uvas, tienen un efecto en el

metabolismo de los lipidos, en diferentes modelos experimentales.®®

Actualmente, se conoce el efecto benéfico de los antioxidantes en la salud del
hombre. Histéricamente, dicha actividad solo se le atribuy6 a la vitamina E,
posteriormente este se extendid a otras moléculas, pero fueron estudios
epidemioldgicos los que dieron luces del efecto antioxidante. Varias de estas
investigaciones demostraron que el consumo de vino era saludable y que reducian

significativamente la mortalidad por enfermedades cardiovasculares.

Entre estas demostraciones se tiene el consumo de frutas, verduras y consumo
moderado de vino, demostrando una reduccion incluso de placas ateromatosas.
Estudios posteriores demuestran que el consumo de alimentos que contienen
compuestos fendlicos tales como las frutas frescas, verduras, aceite de oliva, uvas y
vino dependiendo su maduracion, disminuye el riesgo de sufrir enfermedades

cardiovasculares.*®"°

Estos compuestos fendlicos (polifenoles y flavonoides) son antioxidantes no
enzimaticos que rompen la cadena de la fase lipidica blogqueando los radicales libres
en las membranas y las lipoproteinas evitando o previniendo de esa manera la
peroxidacion lipidica. Son elementos principalmente exdgenos, responsables de la
capacidad antioxidante de los fluidos bioldgicos. Limpian el plasma de oxi-radicales

capturandolos y evitando las reacciones en cadena.
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Conociendo esta actividad bioldgica, el presente trabajo de investigacion se realizo
con el fin de evaluar la accion hipolipemiante del resveratrol, para lo cual en
primer lugar se plante6 un método para la induccién de hiperlipemia, para lo cual se
consider6 el método seguido por Ruiz Rosso y col. que consistio en la administracion
oral de una suspension de colesterol a una dosis de 62.5 mg/kg suspendido en
goma tragacanto al 2% ya que por resultados obtenidos en dicho estudios la
variacion de los niveles de colesterol y triglicéridos en plasma se obtienen en un
menor tiempo, dichos resultados difieren de los obtenidos por la administracion
de una dieta con alto contenido en grasa, aun siendo este un método convencional
utilizado en décadas como modelo de induccion a obesidad, dislipidemia, donde
las alteraciones metabdlicas derivadas de esta dieta pueden diferir en cada
organismo, esta diferencia parece ser determinada principalmente por factores
genético; los genes de cada individuo influyen en la velocidad con la que el

organismo hace uso y dispone de estas grasas (Merck Sharp & Dohme).>*®*

Como modelo de experimentacion de este sindrome metabolico se empled las ratas
de género Rattus novergicus, esto debido a que estos animales han servido
como modelo en un gran nimero de estudios sobre lipoproteinas y arteriosclerosis,
ya que posee Vvarias ventajas como animal de experimentacion, que van desde la
economia en su mantenimiento hasta una buena supervivencia tras complicados
procesos quirurgicos. Ademas, por su tamafio, requiere pequefias cantidades tanto de
alimento como de los agentes que se ensayan (Navarro MA y col); se trabajé con 5
grupos de experimentacion con seis ratas cada uno, a cuatro de estos grupos se le

indujo dislipidemia.*®

Los resultados de la administracion de colesterol puro via oral, demuestran que hubo
un aumento en sangre de los niveles de colesterol total, lipoproteinas de baja
densidad (colesterol LDL), y una disminucion de lipoproteinas de alta densidad
(colesterol HDL) al administrar 62.5 mg/kg de colesterol, (ver tabla N° 2, 3 ,4), estos
incrementos llevarian a la aparicion de diversas patologias, caracterizadas por
alteraciones en las concentraciones de los lipidos sanguineos a un nivel que significa

un riesgo para la salud.*°
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La atorvastatina, siendo un farmaco perteneciente a la familia de las estatinas
constituye uno de los més eficaces y mejor tolerados para tratar la dislipidemia; a las
mismas dosis reduciria mas las concentraciones de colesterol total, LDL y
triglicéridos. Es bastante recomendada para el tratamiento de pacientes que tienen
antecedentes  de cardiopatias isquemia, también diabéticos con dislipidemia.
(Mahley R, Bersot T, Goodman & Gilman).*

La presente seccibn muestra los resultados experimentales de los diferentes
grupos de trabajo bajo las diferentes condiciones ya antes mencionadas. Para
confirmar la eficacia del efecto hipolipemiante se evalué los diferentes
valores del perfil lipidico (Colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol,
Triglicéridos) de todas las ratas al inicio, durante y al final de trabajo de

investigacién (Arroyo, et al).®

El perfil lipidico, son un conjunto de pruebas de laboratorio que muestran el estado
metabolico de los lipidos mediante el estudio de la lipoproteinas Y los triglicéridos.
Estos componentes plasmaticos, varian y se asocian a diversas enfermedades
como dislipidemias, ateroesclerosis, diabetes, sindrome metabdlico; ademas la
alteracion de este perfil esta asociado a accidentes cerebrovasculares, infarto agudo

de miocardio, Yy otras patologias relacionadas a la circulacion.

Las lipoproteinas que se cuantifican y luego se construyen indices de riesgo son la
HDL, LDL y la apolipoproteina a; ademas la concentracion de colesterol total y
triglicéridos son otros indicadores usados en la actualidad para realizar un
diagnéstico del metabolismo de lipidos. Estos metabolitos han sido estudiados en los

diferentes grupos de estudio (Ore Sifuentes).*

e Efecto sobre la evolucion de los pesos
Luego de la administracion de colesterol, se produjo un incremento de peso en

los animales, que podria ir en aumento a medida que se alargue la administracion

0 su concentracién de colesterol (Harrison, et al).*®
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La Tabla N°1 muestra una evolucién del peso corporal de las ratas durante las 5
semanas de seguimiento en cado uno de los grupos de experimentacion; donde se
observa un incremento del peso notorio para los grupos a los que se les
administro colesterol, estos resultados coinciden con lo publicado por Arroyo et
al, quien plantea que la administracion de colesterol promueve un aumento del
peso de los animales que la reciben y este puede ser mayor en la medida en que
se alargue dicha administracion o su contenido de colesterol en un estudio
realizado para evaluar la reduccién del colesterol y aumento de la capacidad

antioxidante del maiz morado Zea mays.’

TABLA N° 1

Valores a través del tiempo de los pesos corporales durante las 5 semanas de
induccién de hiperlipidemia y aplicacion de los tratamientos.

INDUCCION DE HIPERLIPIDEMIA Y
TRATAMIENTOS
Grupo deby TIEMPO (SEMANAS)
trabajo
Basal | 1lra 2da 3ra 4ta S5ta | significacion
Control |, | 2863 2981 2874 | 290,7 | 2883 | 2967 -
¢) +126 +139 | +115 | +10,1 | +13,4 +17,8 >
Control |, | 2875 3067 3225 | 3542 3971 | 4103
(+) +10,9 +£104 | £16.7 | £251 | +241 £225  P<0,01
Experim. . 2018 2976 3096 | 3234 3532 3795
1 +107 £20.4 | £194 | £21.0 | +19.0 |£21.4| P<0,01
Experim. . | 2883|2924 | 3041 3196 3228 3359 ..
2 +11.8 £159 | £24.6 | £20.0 | +26.2 |+24.4 ’
, 276,4 | 291,4 | 293,7 | 303,7 | 3153 | 329,1
Patron 16 | 97 4122 +203 | +173 +217 +259 009

e Los pesos corporales se expresan en gramos (Media + Desviacion estandar).
e La determinacion de los pesos corporales se realizo el Gltimo dia de cada
semana después de 12 horas de suministrados los tratamientos,
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e Se aplico la prueba “t” de Student para datos pareados entre las medias basal

versus el promedio para el ultimo dia de experimentacion (5ta semana).

La determinacion de los pesos se realizd antes de la administracion de los
diferentes tratamientos (peso basal) de los 5 grupos de estudio: control negativo,
control positivo, grupo patron, experimental 1 y experimental 2. Posteriormente

cada 7 dias hasta finalizar el estudio.

Existen a la vez otros factores que influyen en el aumento de peso tales como la
alimentacion a libertad y la poca movilizacién de los animales lo que produce un
aumento en el metabolismo de los lipidos con consecuente elevacion en sangre

de los niveles de colesterol total y colesterol LDL Lee J, et al.*

El aumento de peso juega un papel importante en la dislipidemia ya que
conduce a un aumento del colesterol total, de los triglicéridos o de ambos a la
vez. La Gréafica N°1 nos muestran la evolucién del peso corporal de las ratas
durante las 5 semanas de seguimiento en cado uno de los grupos de
experimentacion. Se observa que en las ratas de control negativo en promedio se
produjo un aumento ligero de peso de 286.3 g en el basal a 296.7 g al finalizar
el estudio, como vemos este grupo tiene un porcentaje de variacion de peso méas
bajo (3,6%) (Ver Tabla N° 3), debido a que este grupo no fue inducido a
dislipidemia, lo que estadisticamente no representa diferencia significativa, esto
quiere decir que las condiciones de trabajo no influyeron sobre la variacion de

pesos, sino esto obedece a la administracion de los tratamientos.

Por otro lado el grupo 2 tiene un porcentaje mas alto de variacion (42,9%) al final
del estudio, esto debido a la administracion del colesterol para la induccién de la
dislipidemia, mientras que los deméas grupos tienden a mantener y bajar el peso
de acuerdo al tratamiento con resveratrol en la dosis de 20 mg/kg (16.5%) y
atorvastatina (19%) que Influyen significativamente en el incremento de peso
(P<0,01).
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GRAFICA N°1
Evolucion a través del tiempo de los pesos corporales durante las 5 semanas de

induccion de hiperlipidemia y aplicacion de los tratamientos.
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TABLA N°2

Variacion porcentual entre el peso inicial y peso final después de las 5

semanas de induccion de hiperlipidemia y aplicacion de los tratamientos.

Peso inicial Peso final Variacion

) (©)) %

Control () 286,3 296,7 3.6

Control (+) 287,5 410,3 42.9

Experimental 1 291,8 379,5 30.0

Experimental 2 288,3 335,9 16.5

, 276,4 3291 19.0
Patron
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e Efecto sobre colesterol total

A los respectivos grupos de trabajo, estudiados segun el protocolo, se
determind los niveles de colesterol total cada 7 dias, luego de un periodo de
ayuno de 8 horas, en la tabla N°3 se observa la evolucion de la concentracion
plasmatica de colesterol durante las 5 semanas; en la cual se puede observar
que en las ratas de control negativo en promedio se produjo una variacion de
66,1 mg/dL en el basal hasta 64.5 mg/dL al finalizar el estudio, si bien se
observa una ligera disminucion esta no es estadisticamente significativa, esto
debido a que este grupo no fue inducido a dislipidemia solo recibié una

administracion de suero fisioldgico via orogastrica.

Por otro lado se puede observar que el grupo que recibi6 un tratamiento a una
dosis de 20 mg/kg. de resveratrol y el grupo patron que recibid atorvastatina
a dosis de 10 mg/kg mostraron una mejor respuesta que el grupo
experimental 01 que recibio la dosis de 10 mg/kg de resveratrol, ya que en
este grupo la elevacién de los niveles de colesterol fueron altamente
significativa, obteniéndose una variacién de un 85.5% al final del estudio.

El efecto del factor colesterol de la dieta sobre el colesterol total fue
altamente significativo durante toda la experiencia, siendo méas pronunciado
este durante los primeros 28 dias del experimento (197+26.3mg/dL) como se
puede observar en los resultados del analisis de varianza (tabla N° 4 y gréfica
N°2) que sustenta lo obtenido y explica claramente el efecto

Hipercolesterolémicos de la dieta con suplemento de colesterol.

Hacia la parte final del experimento el efecto es menos pronunciado, aunque
sigue siendo altamente significativo (grupo Control 276,8 £ 43,1 mg/dL).
Esto ultimo es de particular importancia porque el nivel maximo de colesterol
total aparece a los 20 dias y luego decrece progresivamente hasta el final del

experimento.
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TABLA N° 3

Efecto a través del tiempo de la concentracion plasmatica de colesterol

total durante las 5 semanas de induccion de hiperlipidemia y aplicacion
de los tratamientos.

INDUCCION DE HIPERLIPIDEMIA Y
Grupo de \ TRATAMIENTOS
trabajo TIEMPO (SEMANAS)
Basal [1ra |2da |3ra 4ta Sta | Significacion
Control " 66,1 68,4 71,5 69,0 65,3 64,5
n.s
) +59 | #36 | £55 1471 | £74 | +9,2
Control i 68,5 96,7 | 128,7 | 156,8 | 197,7 | 1915
(+) +38 £265|+16,7 | £23,6 | £26,3 | +18,2 P<0,01
Experim. - 71,8 | 97,3 | 109,5 | 113,8 | 131,4 | 133,2
1 +146 | £235|+£199 | £27,7 | £28,2 | +£+21,1 P<0,01
Experim. > 62,6 83,9 | 100,6 | 101,4 | 102,3 | 105,1
n.s
2 +184 | +£215|+£26,3 | £248 | £219 | +31,1
743 | 86,2 | 904 93,5 98,8 99,6
Patron |6 n.s.
+123|+115|+£16,4 | +£28,6 | £257 | £ 26,2

e Los resultados se expresan en mg/dL (Media + Desviacion estandar).

e Las determinaciones laboratoriales se realizaron extrayendo sangre el
altimo dia de cada semana después de 12 horas de suministrados los
tratamientos.

e Se aplico la prueba “t” de Student para datos pareados entre las medias

basal versus el promedio para el Gltimo dia de experimentacién (5ta
semana).
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La Tabla N° 3 y Grafica N° 2 nos muestra la variacion de los niveles de
colesterol total segun el grupo de tratamiento y el monento de evaluacién; se
observa que en el grupo control negativo no hubo variaciones de los niveles
de colesterol,debido a que este grupo solo recibio alimentacion y agua pero
no se fue inducido a dislipidemia, lo que quiere decir que las condiciones de
trabajo no influyeron sobre la variacion de los niveles de colesterol.

En el grupo control positivo se produjo un incremento altamente
siginificativo de los niveles de colesterol hasta la 4ta semana, y a partir de la
5ta semana se produce un ligero descenso lo que nos indica que era
suficiente realizar un tratamiento por 4 semanas ya que los niveles de
colesterol alcanza sus valores maximos; estos resultados concuerdan con los
descritos por Lévano Salazar, quien evaluo el efecto de la Inulina extraido de
la raiz de Cichorium intybus L. sobre el perfil lipidico en ratas dislipidémica,
demostrando que luego de la administracion de inulina a una dosis de 860
mg/kg, produce una disminucién de los niveles de colesterol (- 17%) incluso

menor a la obtenida por la atorvastatina administrada a 2 mg/kg (- 13%).*

A pesar de que en humanos, la concentracion plasmaética de colesterol
aumenta con la edad, no hemos encontrado informes similares para la rata en
la literatura. Las concentraciones promedio de colesterol total que fluctuaron
alrededor de 77 mg/dL en nuestras ratas control fueron similares a las
encontradas por otros autores cuya fuente de lipidos fue aceite comestible de

soya.

Por otro lado en el grupo experimental 2 y grupo patrén no se observo
diferencia significativa con un porcentaje de variacion de (67.9 y 34.5%)
respectivamente al final del estudio, por lo tanto se puede afirmar que la
administracion de resveratrol tienden a reducir los niveles de colesterol al
igual que la administracion de la atorvastatina que es un farmaco de

efectividad comprobada en la reduccién de colesterol.
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GRAFICA N°2

Evolucion a través del tiempo de la concentracion plasmatica de
colesterol total durante las 5 semanas de induccidn de hiperlipidemia y

aplicacion de los tratamientos.
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La efectividad del empleo de la atorvastatina en el tratamiento de
dislipidemias, fue comprobada en un estudio realizado por Mufioz Marielena

1.>" Al evaluar el posible efecto antioxidante de la atorvastatina, sobre los

y co
niveles séricos de Tocoferol y Retinol en individuos hiperlipémicos. Para lo
cual se empled la atorvastatina a dos diferentes dosis (10 mg y 20 mg);
obteniéndose como resultado que el tratamiento con 10 mg disminuy6
significativamente los Triglicéridos, el Colesterol Total y LDL-C,
(p=0.0308), (p=0.031) y (p=0.0193), con un incremento del 2,26% en las
HDL-C. La dosis de 20 mg intensifico significativamente el efecto
mencionado para los triglicéridos Colesterol total y LDL-C (p=0.0211),
(p=0.0001) y (p=0.0001) respectivamente. Adicionalmente, se ha demostrado
que pueden reducir el estrés oxidativo y la susceptibilidad de la LDL-C a la

oxidacion.
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TABLA N° 4

Variacion porcentual entre la concentracion plasmatica de colesterol total
inicial y la concentracion plasmatica de colesterol total final después de las 5

semanas de induccién de hiperlipidemia y aplicacion de los tratamientos.

Colesterol total Colesterol Variacion
inicial total final %
(mg/dL) (mg/dL)

Control (-) 66.1 64.5 2.4

Control (+) 68.5 179
191.5

Experimental 1 85.5
71.8 133.2

Experimental 2 67.9
62.6 105.1

Patron 74.3 99.6 34.5

e Efecto sobre triglicéridos

Como era de esperarse luego de la administracion de colesterol puro en las
ratas, se aprecié una elevacion de los niveles de triglicéridos, presentandose
el mayor porcentaje de variacion en el grupo control positivo, elevandose los

valores de triglicéridos en un 97.2 % al finalizar el estudio.

Tal como se comprueba en un estudio realizado por Augusto Vicufia R, quien
evaluo el efecto del aceite de Sacha Inchi en la reduccion de niveles de
triglicéridos séricos en Rattus rattus varalbinus, se evidencié aumento de los
niveles de triglicéridos séricos en todos los grupos después de la alimentacion

con dieta rica en grasa; asimismo se observé una mayor disminucion de estos
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niveles con el tratamiento en ambos grupos experimentales en comparacion
con el grupo control hubo una disminucién de los niveles de triglicéridos
séricos a la primera y segunda semana de tratamiento, respecto a los valores
inmediatos después de la alimentacion con dieta rica en grasa, siendo de
3542% y 4557% respectivamente para GE1l; 34,81% vy 44,83%
respectivamente para GE2 y 30,03% y 27,24% respectivamente para GC. Asi
mismo, la diferencia de las medias de los niveles de triglicéridos séricos para
cada grupo experimental entre la post-alimentacion con dieta rica en grasa y
el tratamiento a la semana y dos semanas fue altamente significativa (p <
0,001). Similar a la diferencia de las medias de los niveles de triglicéridos
séricos de los grupos experimentales (GE1 y GE2) con el grupo control en la
post-alimentacién con dieta rica en grasa a la semana y dos semanas de

tratamiento (p < 0,05).*

La Tabla N° 5y Gréafica N° 3 podemos observar la evolucion de los niveles
de triglicéridos durante las cinco semanas, por los resultados obtenidos se
puede percibir que no existe una variacion de los niveles de triglicéridos en el
grupo control negativo; esto debido a que este grupo solo recibié agua y
alimentacion normal durante todo el estudio y que las condiciones de trabajo
no influyeron sobre esta variable, por otro lado en los grupos control positivo
y experimental 1 existe una diferencia altamente significativa (p< 0,01), por
lo que deducimos que el tratamiento con resveratrol a dosis de 10 mg/kg no
tiene un efecto sobre los niveles de triglicéridos.

Entre tanto en el grupo patron y grupo experimental 2 se evidencia una
diferencia significativa con una probabilidad (p<0,05). Esto quiere decir que
la atorvastatina y el grupo experimental 2 tienden a mantener los niveles de

triglicéridos.
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TABLA N°5

Efecto a través del tiempo de la concentracion plasmatica de triglicéridos
durante las 5 semanas de induccion de hiperlipidemia y aplicacién de los
tratamientos.

INDUCCION DE HIPERLIPIDEMIA Y
Grupo TRATAMIENTOS
de In TIEMPO (SEMANAS)
trabajo TR
Basal |lra |2da |3ra |4ta | Sta | Significacion
Control 6 109.1 | 109.8 | 109.3 | 110.4 | 111.9 | 1115 -
) +112 | +£121 +104| £98 +116 +134 o
Control R 108.3 | 118.5 | 143.7 | 179.8 | 1914 | 2136
(+) +97 +104 +163 +19,1 +186 +225 | P<0,01
Experim 4 103.9 | 119.8 | 126.3 | 138.8 | 143.7 | 191.2
8 +12,2 | +11,9 | +14,6 | +17,8 | £19,6 |+32,7| P<0,01
Experim h 107.5 | 108.5 | 115.6 | 121 | 136.7 | 164.5 5<0 05
y +11,9 | +10,2 | +13,4 | +13,8 | +255 +283 ’
patro i 110.2 | 115.3 | 122.6 | 133.7 | 139.3 | 184.2 5<0 05
+13,1 | +12,8 | +16,4 | £29,2 | +21,6 |+28,7 ’

+ Los resultados se expresan en mg/dL (Media + Desviacion estandar).

» Las determinaciones laboratoriales se realizaron extrayendo sangre el
Gltimo dia de cada semana después de 12 horas de suministrados los
tratamientos.

* Se aplico la prueba “t” de Student para datos pareados entre las medias
basal versus el promedio para el dltimo dia de experimentacion (5ta
semana).

Por otro lado se puede observar en los resultados obtenidos con el tratamiento

de atorvastatina en comparacion con los resultados de la administracion de
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resveratrol a dosis de 20 mg/kg; se observaron resultados de comportamiento
similar, obteniéndose una variacion de 53% al finalizar el estudio y una
variacion de 67.2% para el grupo que recibié atorvastatina es decir que el
resveratrol estaria produciendo resultados semejantes a los producidos por el
farmaco que actualmente es empleado en el tratamiento de
hipertrigliceridemia.

Tal como lo demuestra un estudio en conejo hipercolesterolémicos (Brito)
tratados con atorvastatina a una dosis de 2.5 a 5 mg/kg/dia, concluyeron que
su administracion redujo los niveles séricos de colesterol y triglicéridos;
ademas disminuyo el nimero de lesiones en la intima de las arterias, estos
resultados sugieren que la atorvastatina puede ejercer un rol protector al

disminuir.

TABLA N° 06

Variacion porcentual entre la concentracion plasmatica de triglicéridos
inicial y la concentracion plasmatica de triglicéridos final después de las
5 semanas de induccion de hiperlipidemia y aplicacion de los

tratamientos.

Triglicéridos | Triglicéridos | Variacion
inicial final %
(mg/dL) (mg/dL)
Control (_) 109.1 1115 2.2
Control (+) 108.3 213.6 97.2
Experimental 1 103.9 191.2 84.0
Experimental 2 107.5 164.5 53.0
Patron 110.2 184.2 67.2
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Por el contrario, el resveratrol reduce la acumulacion de los triglicéridos, en
parte por una activacion de la lipdlisis, tanto en adipocitos de ratdn como en
adipocitos humanos, el resveratrol si que podria representar una herramienta
atil para la reduccién de grasa. Son necesarios mas estudios en relacion a esta
ualtima molécula, en primer lugar para describir otros efectos del resveratrol y
sus mecanismos de accion, asi como posibles efectos adversos y posible
toxicidad, y en segundo lugar estudios en humanos que nos confirmen los

efectos previamente observados Arrarte Lasa E.2

GRAFICA N° 3:

Evolucion a través del tiempo de la concentracion plasmatica de
triglicéridos durante las 5 semanas de inducciéon de hiperlipidemia y

aplicacién de los tratamientos.
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e Efecto sobre LDL colesterol

Se dice que el poder antioxidante del resveratrol también ejerce un papel
importante en estos efectos, ya que se ha demostrado que este polifenol reduce la
oxidacion de las LDL. (Frankel y col).?®

Uno de los principales mecanismos que explicaria el poder de los polifenoles con
excelentes propiedades antioxidantes es la proteccion a las LDL del dafio
oxidativo, inhibiendo asi la oxidacion de dicha lipoproteina LDL transportadora
de colesterol malo, y reduciendo asi la sintesis de esta a nivel hepatico su accion
como antioxidante esta relacionada no solo con su estructura quimica sino que

también con su localizacién en la particula.

En este trabajo de investigacion se pudo observar una disminucidn significativa
de los valores de LDL colesterol en los animales que fueron tratados con
resveratrol tanto a dosis de 10 mg/kg como en la de 20 mg/kg casi la misma a lo
alcanzado por la atorvastatina, utilizado como grupo patrén, siendo esta ultima la
de 20 mg/kg con la que se obtuvo un mejor resultado, se observd que para el
control negativo tuvimos un incremento de 15,2 mg/dL a 23,4 mg/dL con una
variacion del 53.9% entre los cuales no existe diferencia significativa, este
mismo resultado se obtuvo tanto para el grupo experimental 2 donde se evidencio
un valor basal de 16,9 mg/dL que lleg6é a aumentar hasta 41,8 mg/dL con una
variacion porcentual del 147.3%, y en el grupo patron un valor inicial de 17,7
mg/dL 43,3 mg/dL con una variacion del 144.6% (ver Tabla N° 8 ), lo cual
estadisticamente nos muestra que no existe alguna diferencia significativa, estos
datos concuerdan con lo reportado por (Davison y Col.)que demostraron que la
inulina produjo una disminucion del colesterol LDL entre 10 y 14% con estudios
que duraron entre 2 y 6 semanas respectivamente. (ver Tabla N° 7).
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TABLA N° 7

Efecto a través del tiempo de la concentracién plasmética de LDL colesterol
durante las 5 semanas de induccion de hiperlipidemia y aplicacion de los

tratamientos.

INDUCCION DE HIPERLIPIDEMIAY

Grupo de TRATAMIENTOS
n
trabajo TIEMPO (SEMANAS)
Basal |1ra 2da 3ra 4ta 5ta Significacion

152 |15.8 16.1 19.8 20.1 23.4 n.s.

Control (-) |6
31 =280 1T1T 7 ™36 +£34 (£51

18.3 | 29.1 37.4 46.7 60.8 73.3
Control (+) |6 P<0,01
+43 |+81 |£64 |92 [+£113 |+107

Experim. 1 16.3 179 28.2 334 47.9 53.2
+60 (£43 |+97 +112 |+124 |+138 |P<0,01
Experim. 2 169 171 24.7 26.5 34.4 41.8 n.s.

+56 | £79 |+84 +9,9 +104 |+9.8
17.7 154 |218 26.7 38.6 43.3 n.s.
S /L o 250 e +8/4 7,7

Patrén 6

e Los resultados se expresan en mg/dL (Media + Desviacién estandar).

e Las determinaciones laboratoriales se realizaron extrayendo sangre el
Gltimo dia de cada semana después de 12 horas de suministrados los
tratamientos.

e Se aplico la prueba “t” de Student para datos pareados entre las medias
basal versus el promedio para el Gltimo dia de experimentacion (5ta

semana).
Con respecto al grupo control positivo en el que se dio un aumento de 18.3

mg/dL a 73.3 mg/dL. Existiendo una diferencia altamente significativa
P<0,01. (Ver Tabla N° 7), estos resultados son similares a los encontrados por
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Oré Sifuentes MR, en su trabajo de investigacion con maca roja y morada
donde evalua el poder antioxidante e hipolipemiante con el que obtuvo un
incremento de 12.1% a 19.3% de esta lipoproteina con relacion al control

positivo.*

Foy E; En su estudio realizado con Smallanthus Sonchifolius (llacén o
yacon) en el tratamiento de hiperlipoproteinemias e hipercolesterolemia
inducidas en ratas albinas Lo mismo sucedié con las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) las cuales tuvieron un valor basal de 36,05 mg/dL; con la
dieta grasa se elevé hasta 123,95 mg/dL; para que finalmente con la dieta con

yacon bajo hasta valores de 62,98 mg/dL*?

El aceite de linaza (fuente de acidos grasos omega 3) fue investigada en dos
estudios y encontraron reduccion de la LDL, tal vez reduce ligeramente la

hipertension hace mas lenta la aterosclerosis (Bahram y Col.).’

TABLA N° 08

Variacion porcentual entre la concentracion plasmatica de LDL
Colesterol inicial y la concentracién plasmatica de LDL Colesterol final
después de las 5 semanas de induccién de hiperlipidemia y aplicacion de

los tratamientos.

LDL LDL Variacion
Colesterol Colesterol %
inicial (mg/dL) | final (mg/dL)
Control (-) 15.2 23.4 >3.9
Control (+) 18.3 733 300.5
Experimental 1 16.3 532 226.4
Experimental 2 16.9 418 147.3
Patron 17.7 433 144.6
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GRAFICA N°4

Evolucion a través del tiempo de la concentracion plasmética de LDL
colesterol durante las 5 semanas de induccion de hiperlipidemia y

aplicacion de los tratamientos.
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En la tabla N° 7 y grafica N° 4 nos muestra la evolucién de los valores de
LDL colesterol en los 5 grupos de experimentacion durante las 5 semanas de
tratamiento.

Estudios realizados nos demuestran que existe una estrecha relacién entre la
aterosclerosis y un aumento o disminucion de lipidos en suero, en particular
de la lipoproteina de muy baja densidad y LDL que pueden ser factor de
riesgo. Ha sido descrito que la hipercolesterolemia ocasiona un estado de
estrés oxidativo, donde la oxidacion de la LDL se encuentra incrementada;
por lo que la falta de suplementacién de antioxidantes puede favorecer un
estado pro oxidante, con niveles elevados de marcadores de oxidacion en
suero.

En estudios realizados por Joan Carles Pedro Botec Montoya y col, en su
trabajo acerca de los efectos antioxidantes del aceite de oliva y sus
compuestos fendlicos donde se observd un incremento de la actividad
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antioxidante a mayor concentracion fenolica del aceite de oliva retardando asi

la oxidacion de las LDL.®

e Efecto sobre HDL colesterol

Los resultados demuestran que hubo una disminucion de lipoproteina de alta
densidad (colesterol HDL) al administrar el colesterol a dosis de 62.5 mg/kg,
estos incrementos llevarian a la aparicion de diversas patologias,
caracterizadas por alteraciones en las concentraciones de los lipidos

sanguineos a un nivel que significa un riesgo para la salud.*°

Los grupos que recibieron tratamiento con resveratrol incrementaron sus
niveles de HDL-colesterol con la dosis de 10 mg y 20 mg en ratas con
dislipidemia (ver Tabla N° 9 y Grafico N° 5), siendo la dosis de 20 mg/kg con
la que mejores resultados se lograron, se obtuvo incluso mayor a lo
alcanzado por la atorvastatina, estos resultados son semejantes a los obtenidos

por Jackson et al.®

En la Tabla N° 9 y Grafico N° 5 muestra los valores de HDL colesterol
obtenido después de las 5 semanas de haber administrado los tratamientos
respectivos. Podemos evidenciar asi que existe una diferencia significativa
(P<0,01) con respecto al grupo control positivo y el grupo experimental 1,
ya que en el grupo control positivo se obtuvo una variacion de 6.6%, con el
grupo experimental 1 se obtuvo un incremento de 17.9% de los niveles de
HDL, mientras que con la administracion del grupo experimental 2 se
obtuvo un incremento de 51.2% y con el grupo patrén, solo se obtuvo un
incremento de un 38.6% (ver Tabla N° 10). En otras palabras se confirma
que la atorvastatina no demuestra un efecto favorable sobre los niveles de
HDL —colesterol, tal como lo resefia la literatura.
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TABLAN®9

Efecto a través del tiempo de la concentracion plasmética de HDL colesterol
total durante las 5 semanas de induccién de hiperlipidemia y aplicacion de los

tratamientos.

INDUCCION DE HIPERLIPIDEMIA Y

Grupo de TRATAMIENTOS
n
trabajo TIEMPO (SEMANAS)
basal |1ra 2da 3ra 4ta 5ta | Significacion

226 |21.5 21.8 21.1 20.8 218 |ns.

Control (-) |6
+48 |40 [(£63 |+39 « |£52 |47

18.1 185 17.6 17.2 17.5 16.9
Control (+) |6 P<0,01
+32 |£37 [+28 +33 +4,1 +35

Experim. 1 223 |23.8 254 27.3 26.9 26.3
+38 |54 |£6,2 +49 +5,1 +5,3 | P<0,01
Experim. 2 20.7 |23.1 26.7 30.5 30.9 313 |ns

e [Ts 33 |£5,2 4,7 +6,3 +7,0
21 20.6 22.9 245 28.3 29.1 |ns.
+44 |£36 |+3,7 +4,5 +4,2 +6,1

Patréon 6

e Los resultados se expresan en mg/dl (Media + Desviacion estandar).

e Las determinaciones laboratoriales se realizaron extrayendo sangre el
Gltimo dia de cada semana después de 12 horas de suministrados los
tratamientos.

“t”

e Se aplico la prueba de Student para datos pareados entre las medias
basal versus el promedio para el Gltimo dia de experimentacién (5ta

semana)
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GRAFICAN°5

Evolucién a través del tiempo de la concentracion plasmatica de HDL
colesterol durante las 5 semanas de induccion de hiperlipidemia y

aplicacion de los tratamientos.

34

Control (-)
32 —H— Control (+) ¢
30 ; A
= —&— Experim. 1 / G/@
o
E" 28 —>— Experim. 2 //‘74‘_\‘
S 26 —8—Patrén / /e/
g 24 ﬁ
w
2 /e/
=)
2 2
18 =, E\\E; p B
T I_]\E
16
14
Basal 1ra 2da 3ra 4ta Sta

Tiempo (Semanas)

Arroyo J; et al. Determino la actividad hipocolesterolémica y antioxidante
del consumo crénico del extracto hidroalcoholico atomizado del maiz morado
(Zea mays L) en ratas hipercolesterolémicas. Se utilizaron cinco grupos de
seis ratas cada uno, uno sin hipercolesterolemia (control negativo), y cuatro
con hipercolesterolemia inducida por la ingesta de colesterol puro (método
seguido por Ruiz-Ross0)®* por via oral durante 60 dias: en el dia 60 se
determinaron los valores tanto para el colesterol total, triglicéridos vy
colesterol HDL, donde se pudo observar una disminucién del colesterol total
en las ratas hipercolesterolémicas en relacion con el grupo control positivo,
no se observaron diferencias significativas sobre los niveles de colesterol y
HDL.?

El col-HDL asegura el retorno al higado del colesterol liberado en la sangre

por las células del organismo, de hecho estas lipoproteinas se correlacionan
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con una baja incidencia de infarto y por su accion en oposicion al colesterol
relacionado con las LDL se le llama colesterol bueno. (Goldstein JL).%

Tillan J; et al. La actividad hipolipemiante del extracto acuoso y gel de Aloe
vera se puedo observar una disminucion significativa de los valores de col-
HDL en el grupo tratado so6lo con triton. Sin embargo, las concentraciones de
este indicador obtenidas en los grupos tratados con A. vera no se
diferenciaron de las del grupo control sin tratamiento y en el caso del gel
fueron significativamente mayores a las obtenidas en el grupo tratado sélo
con tritén, lo cual es un buen indice para valorar al A. vera como

hipolipemiante en las condiciones experimentales descritas.”

TABLA N° 10

Variacion porcentual entre la concentracién plasméatica de HDL
colesterol inicial y la concentracién plasmatica de HDL colesterol final
después de las 5 semanas de induccién de hiperlipidemia y aplicacion de

los tratamientos.

HDL HDL Variacion
Colesterol Colesterol %
inicial total final
(mg/dL) (mg/dL)
Control (-) 22.6 21.8 3.5
Control (+) 18.1 16.9 6.6
Experimental 1 993 26.3 17.9
Experimental 2 20.7 313 51.2
Patréon 21.0 29.1 38.6
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TABLA N° 11

Efecto comparativo del tratamiento durante 5 semanas con resveratrol y

atorvastatina sobre el perfil lipidico de ratas con dislipidemia inducida.

PARAMETROS DEL PERFIL LIPIDICO

Colesterol | HDL LDL Triglicéridos

64,5a 21.8a 23.42 111.5a
+9,2 +4,7 +5,1 +13,4

Control (-) 6

GRUPOS 191,5b | 169b 7330 | 213.6b
Control (*) 16/ 385 1135 +107 +225

DE
Resveratigg 1151c  |31da  41.8c  1645c
esTuDig (292808180 161 a1 1 290 P+ 08" |+£193
20 mg/kg ' \ ’ ’
Atorvastatina 6 106,6¢ 29.1a 43.3d 184.2c
(Patron) +262 |+61 @ |£77  |+187

e Los resultados se expresan en mg/dL (Media + Desviacion estandar).
e El analisis de los resultados se realizo mediante ANOVA adicionada a la
prueba de especificidad de Tukey con una exigencia del 99% entre las

medias obtenidas para cada variable de perfil lipidico

Resientes reportes sefialan que existe una correlacion positiva entre la presencia de
fenoles y la capacidad antioxidante de las plantas, (Arroyo y col). Es conocido que la
accion antioxidante de los fenoles, consiste en secuestrar ERO; entre los metabolitos
mas reconocidos se encuentran los é&cidos fendlicos, flavonoides, quinonas,
cumarinas, lignanos, estilbenos y taninos, (Gonzales de Mejia); dado que el
resveratrol presente en las uvas, es un compuesto fendlico, esta seria una de las

razones por las cuales tiene poder antioxidante.®*°

Se postula que los polifenoles presentes en las plantas, (como por ejemplo uvas, té
verde) cumplen con una funcién antioxidante y que su actividad bioldgica se le
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atribuye a la presencia de anillos arométicos con sustituyentes hidroxilos que les
permitir4 actuar como donadores de hidrogeno o electrones, o atrapadores de

radicales libres.

La peroxidacion lipidica es un proceso en cadena mediado por radicales libres que
causa degradacion de los lipidos, siendo en particular a nivel de las membranas
celulares. Este proceso se relaciona con numerosas alteraciones patoldgicas, procesos
inflamatorios, toxicidad hepéatica causada por xenobioticos, trastornos vasculares,
ateroesclerosis y envejecimiento. Martinez-Flores™, refieren el posible mecanismo

antioxidante de los polifenoles:

e Reduccién de la inflamacion, como en la enfermedad arterial coronaria. Hay
incluso investigacion meédica especifica sobre la mejora de la salud de los
vasos sanguineos debida a la regulacion oxidativa de la lipoproteina de baja
densidad.

¢ Algunos antioxidantes de polifenol, como el resveratrol, inhiben el inicio y/o
crecimiento de tumores de mama.

e Se han atribuido muchos otros efectos beneficiosos para la salud al consumo
de alimentos ricos en antioxidantes polifendlicos. Entre estos efectos

beneficiosos estan el retraso en la aparicion de arrugas en la piel.

Segun Gonzales G, en estudios realizados en la Universidad Cayetano Heredia a un
grupo de 60 personas, distribuidas en 6 grupos, durante 12 semanas se les administrd
caigua (cépsulas), causando una reduccion del colesterol total (18,3%), de la LDL
colesterol (23%) y de HDL colesterol en un (42%), asimismo redujo también los

niveles de triglicéridos.*

En la tabla N° 12 podemos observar la variacion porcentual del tratamiento durante
las 5 semanas tanto de resveratrol y atorvastatina con el grupo control positivo
(ratas hipercolesterolémicas), en el cual se evidencia que el grupo que presento
mayor eficacia en la disminucién de colesterol total fue el grupo patrén
(atorvastatina 10 mg), esto debido a que la atorvastatina es un farmaco
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hipolipemiante de efectividad comprobada que pertenece al grupo de las estatina que
son los compuestos mas eficaces y mejor tolerados para tratar dislipidemia.*® Se ha
sugerido que es el méas potente del grupo de las estatinas, y es bastante recomendada
para el tratamiento de pacientes que tiene antecedentes de cardiopatias, también para
diabéticos con dislipidemias. El cual tiene como mecanismo de accion la inhibicion
competitiva reversible de la reductasa de 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (MG-
CoA) que cataliza la conversion de HMGCoA a mevalonato que por medio de una

cascada de reacciones se transforma en colesterol. (Mercado y col).>®

Tomas et al. Realizaron estudios con 21 pacientes dislipidémicos pero sin
ateroesclerosis, que recibieron un tratamiento de atorvastatina (20 mg/dia), a corto
plazo 3 meses y observaron una mejora de perfil lipidico, asi mismo la funciéon micro

vascular coronaria.”

Respecto a los niveles de HDL colesterol, se espera un efecto contrario a los demas
indices dislipidémicos (colesterol, LDL, TG), ya que se espera que este valor se
incremente, reduciéndose asi el riesgo cardiaco. Como podemos observar el
tratamiento con el que se obtuvo un mayor incremento de colesterol HDL (+85%) es
el del grupo tratado con resveratrol a dosis de 20 mg/kg, seguido del grupo tratado
con resveratrol a dosis de 10 mg/kg que se incremento en (+55.6%), mientras que el

grupo que recibio atorvastatina solo alcanzo un incremento de (+18.9%).
Sobre el efecto de los niveles de LDL colesterol, el tratamiento que logro una mayor

reduccion es el grupo que recibié resveratrol a dosis de 20 mg/kg logrando una

reduccion de hasta (-42.9%), seguido del grupo tratado con atorvastatina (-30%).
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TABLA N° 12
Variacion porcentual del tratamiento durante 5 semanas con resveratrol y

atorvastatina sobre el perfil lipidico de ratas con dislipidemia inducida.

N PARAMETROS DEL PERFIL LIPIDICO
Colesterol |HDL LDL | Triglicéridos
Resveratrol
(1da dosis) 6 -30.4 +55.6 | -27.4 -10.5
GRUPOS | 10mg/Kg
Resveratrol
DE (2da dosis) | 6 -39.9 +85.2 | -42.9 -22.9
20mg/Kg
ESTUDIO Atorvastati
OrVasIatNas o o bmega.3 | 44189 | -40.9 -13.8
~|(Patrén) N 1
FIGURA N° 6

Efecto comparativo del tratamiento durante 5 semanas con resveratrol y

atorvastatina sobre el perfil lipidico de ratas con dislipidemia inducida.
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CONCLUSIONES

Del presente trabajo realizado para evaluar el efecto hipolipemiante de la

administracion de resveratrol a dos diferentes dosis se concluye que:

e La administracion diaria por via oral de colesterol a dosis de 62.5 mg/kg de
peso en ratas normales durante un periodo de 4 semanas, produjo la

hipercolesterolemia.

e Se demostrd que la administracion de resveratrol a dosis de 10 y 20 mg
redujo significativamente el peso en las ratas, siendo la dosis de 20 mg con

la que se tuvo un mejor resultado.

e Se demostro que la administracion de resveratrol a dosis de 10 y 20 mg
redujo significativamente los niveles de colesterol total, LDL colesterol, e
incremento los niveles HDL colesterol, siendo la dosis de 20 mg con la que se

tuvo un mejor resultado.

e Se demostrd que la administracion de atorvastatina empleada como patron
hipocolesterolémico, tuvo un mejor efecto en la reduccion de los niveles de
colesterol total y triglicéridos, sin embargo el resveratrol a dosis de 20 mg/kg
obtuvo mejores resultados en el incremento de los niveles de HDL
colesterol.

e La dosis de 20 mg/kg de resveratrol, es la que presenté un mejor efecto

hipolipemiante confirmado con la disminucion del perfil lipidico

e Se determind que el menor tiempo de recuperacion de los valores normales

del perfil lipidico fue de 28 dias de tratamiento.
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SUGERENCIAS

1. Se recomienda realizar estudios de toxicidad a largo plazo ya que es
sumamente importante establecer si existe 0 no un margen de seguridad y

riesgo para las personas que hacen uso de resveratrol por periodos muy
prolongados.

2. Difundir los datos obtenidos en el tema de investigacion a la poblacion ya que

es un aporte importante de como sobrellevar la hiperlipidemia.
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1. MODELO EXPERIMENTAL / DISENO DE ESTUDIO

Muestra Biologica
(30 ratas)

Adaptacién de ratas
(1 semana)

/ GRUPO \ / GRUPO \ GRUPO / GRUPO \ / GRUPO \
CONTROL CONTROL PATRON EXPERIMENTAL EXPERIMENTAL
NEGATIVO POSITIVO (6 ratas) 1 2

(6 ratas) (6 ratas) Dieta de (6 ratas) (6 ratas)
Dieta de Dieta de mantenimiento Dieta de Dieta de
mantenimiento mantenimiento+ +DISLIPIDEMIA mantenimiento mantenimiento
+ Agua + DISLIPIDEMIA + + DISLIPIDEMIA + DISLIPIDEMIA
Placebo + SIN Atorvastatina + +
TRATAMIENTO+ + AGUA RESVERATROL RESVERATROL

PERFIL LIPIDICO
durante el tratamiento
con o sin Resveratrol

>
Determinacion de >
>
>

lera semana
2da Semana
3era Semana

4ta Semana

l ANALISIS DE RESULTADOS I

—)| 5ta Semana |
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2. MATERIAL DE ESTUDIO
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4. INDUCCION DE HIPERLIPIDEMIA, PREPARACION DE
SUSPENSION DE COLESTEROL EN GOMA TRAGACANTO AL 2%.
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6. MEDICIONES DEL PESO CORPORAL DE RATAS.

7. ADMINISTRACION DE LAS DOSIS DE ATORVASTATINA Y
RESVERATROL, EN RATAS
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8. DETERMINACION DEL PERFIL LIPIDICO DE RATAS
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9. CUADRO DE LOS PESOS (g) DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO DURANTE

LAS 5 SEMANAS

Control (-) basal lra 2da 3ra 4ta 5ta
1 286 308 295 280 274 284

2 290 312 284 307 270 313

3 294 292 294 289 295 302

4 303 274 279 298 304 294

5 278 304 302 283 297 270

6 267 299 271 287 290 317
Promedio 286,33 298,08 287,42 290,67 288,33 296,67
Desvest 12,60 13,92 11,48 10,09 13,49 17,82
Control (+) basal lra 2da 3ra 4ta Sta
1 291 312 301 328 378 413

2 281 315 341 352 369 395

3 300 311 334 388 396 388

4 281 291 322 324 420 444

5 299 296 304 373 431 393

6 273 315 333 361 389 429
Promedio 287,50 306,67 322,50 354,33 397,17 410,33
Desvest 10,91 10,44 16,67 25,08 24,06 22,46

Exp. 1 basal lra 2da 3ra 4ta Sta

1 280 271 298 340 328 402

2 297 320 317 313 343 371

3 302 306 295 322 361 367

4 304 297 341 328 367 374

5 280 276 318 289 341 409

6 288 316 289 348 379 354
Promedio 291,83 297,67 309,67 323,33 353,17 379,50
Desvest 10,70 20,42 19,41 20,95 19,00 21,38
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Exp. 2 basal 1ra 2da 3ra 4ta Sta
1 287 286 328 345 327 356
2 299 300 315 311 324 325
3 283 310 318 343 318 297
4 306 288 270 307 331 347
5 279 266 276 316 278 363
6 276 304 318 296 359 327
Promedio 288,33 292,33 304,17 319,67 322,83 335,83
Desvest 11,79 15,87 24,61 19,98 26,18 24,38
Patron basal lra 2da 3ra 4ta 5ta
1 270 287 304 281 312 354
2 291 302 309 299 311 289
3 267 309 318 316 288 307
4 285 286 288 323 299 341
5 269 289 264 316 340 351
6 276 275 279 287 342 333
Promedio 276,33 291,33 293,67 303,67 315,33 329,17
Desvest 9,71 12,21 20,30 17,27 21,74 25,90

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




