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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo principal evaluar el efecto
termodependiente de la coenzima Qio sobre la vasodilatacion de anillos de aorta

torécica en ratas a las que se les provocd hipercolesterolemia experimental.

Son conocidas las propiedades de la coenzima Q1o sobre la salud cardiovascular, y que
esta depende de su capacidad de incorporarse a las células endoteliales, es por ello que
mediante el presente trabajo se evalud si esta capacidad de incorporarse es
termodependiente.

Para este estudio se utiliz6 24 ratas de la especie Rattus Norvegicus de sexo macho de
260 = 30 g de peso distribuidas en dos grupos experimentales (normales e
hipercolesterolémicas) siendo nuestra muestra biologica aproximadamente 96 anillos
de aorta toracica obteniéndose cuatro anillos de cada rata.

Se determing varios parametros pre experimentales; en primer lugar se evaluo el
periodo de incubacion con coenzima Q1o necesario para lograr la mayor vasodilatacion
en aortas toracica de ratas sanas, luego se evalué la indemnidad del endotelio vascular
provocando la vasoconstriccion previa con norepinefrina y posterior vasodilatacion
con acetilcolina a fin de ver si esta presente la accion de esta ultima, dependiendo asi
la integridad del tejido endotelial, el ultimo parametro fue la medicion del efecto
vasodilatador de la coenzima Qo a dosis crecientes de acetilcolina. Los resultados
fueron respectivamente que: en primer lugar el tiempo de incubacién con coenzima
Q10 6ptimo es de 20 minutos, en segundo lugar que la técnica no perjudica el endotelio
y en tercer lugar que la coenzima Q1o Si gener6 vasodilatacion a dosis crecientes de

acetilcolina en condiciones normotérmicas.

Una vez realizado todos los examenes pre experimentales se produjo
hipercolesterolemia permitiéndonos trabajar con los endotelios vasculares dafiados por
este estado, a fin de observar si su capacidad vasodilatadora mejora con la presencia
de la coenzima Q1o en un bafio de 6rganos incubados a diferentes temperaturas (36 °C,
37 °C, 38°Cy39°C).

Para realizar ello en primer lugar se tuvo que administrar una dieta con alta
concentracion de colesterol a animales de experimentacion durante 20 dias luego se

1
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midieron los pesos de cada animal asi como sus niveles de colesterol plasmético. Se
observo en el andlisis estadistico a un nivel de confianza del 0.05 que si existen
diferencias de los animales con dieta hipercolesterolémica en comparacion con el

control, considerando los distintos tiempos de medicion.

Comprobado el estado hipercolesterolémico se procedid a sacrificar los animales,
previo a la evaluacion del efecto termodependiente de la coenzima Q1o.

Conocida la maxima respuesta vasodilatadora de los anillos aislados procedentes de
los animales del grupo normal (normocolesterolémicos) la cual se considerdé como del
100 %, se la compard con las obtenidas en similares circunstancias con los anillos
hipercolesterolémicos sometidos previamente a incubacién con coenzima Qo a las

cuatro diferentes temperaturas.

La evaluacion del efecto termodependiente de la coenzima Qio se realizd en dos
grandes grupos; uno con anillos normocolesterolémicos y otro con anillos
hipercolesterolémicos, dentro de estos uno con presencia de coenzima Q1o Yy otro en
ausencia de esta. Todos (cuatro grupos) incubados a distintas temperaturas (36 °C, 37

°C, 38 °C y 39 °C) durante 20 minutos cada una y tres dosis crecientes de acetilcolina.

El andlisis de varianza aplicado a un nivel de confianza de 0.05 dio como resultado
final como grupo con mayor eficacia a los anillos normocolesterolémicos incubados
con coenzima Q1o, seguidos de los normocolesterolémicos sin coenzima Quo, en tercer
lugar a los hipercolesterolémicos con coenzima Qio Yy finalmente los
hipercolesterolémicos sin coenzima Q1o, y que en cada grupo existe diferencia respecto
al control siendo su eficacia siempre mayor cuanto mayor es la temperatura de

incubacion.

Palabras claves: Hipercolesterolemia, vasodilatacion, aorta torécica, colesterol,

coenzima Qzo, temperatura.
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ABSTRACT

The main objective of this research is to evaluate the thermodependent effect of
Coenzyme Q1o on the vasodilation of thoracic aorta rings in rats that were induced
experimental hypercholesterolemia.

The properties of Coenzyme Q1o on cardiovascular health are known, and this depends
on their ability to incorporate into endothelial cells, which is why the present work

evaluated whether this ability to incorporate is thermodependent.

For this study, 24 male Rattus Novergicus rats of 260 + 30 g of weight were distributed
in two experimental groups (normal and hypercholesterolemic), being our biological

sample approximately 96 rings of thoracic aorta obtaining 4 rings of each rat.

Several pre-experimental parameters were determined; we first evaluated the
incubation period with Coenzyme Q1o necessary to achieve greater vasodilation in
healthy aortas, and then the vascular endothelium was induced, causing previous
vasoconstriction with norepinefrine and subsequent vasodilation with acetylcholine in
order to see if the action is present Of the latter, depending on the integrity of the
endothelial tissue, the last parameter was the measurement of the vasodilatory effect
of Coenzyme Qo at increasing doses of acetylcholine. The results were respectively
that in the first place the incubation time with optimal Coenzyme Q1o is 20 minutes,
secondly that the technique does not harm the endothelium and thirdly that Coenzyme
Qo if it generated vasodilation at increasing doses of acetylcholine under

normothermic conditions.

After all the pre-experimental examinations, hypercholesterolemia occurred allowing
us to work with vascular endothelia damaged by this state, in order to observe if its
vasodilatory capacity improves with the presence of Coenzyme Q1o in a bath of organs
incubated at different temperatures (36 °C, 37 °C, 38 °C and 39 °C). To do this, a diet
with a high cholesterol concentration had to be administered to experimental animals
for 20 days, then the weights of each animal were measured as well as their plasma
cholesterol levels. It was observed in the statistical analysis at a confidence level of
0.05 that if there are differences of the animals with hypercholesterolemic diet in

comparison with the control, considering the different measurement times. Once the
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hypercholesterolemic state was verified, the animals were sacrificed, prior to the
evaluation of the thermodependent effect of Coenzyme Q10 The maximal vasodilator
response of the isolated rings from animals in the normal group
(normocholesterolemic), which was considered to be 100 %, was compared with those
obtained in similar circumstances with the hypercholesterolemic rings previously
incubated with Coenzyme Q1o at Four different temperatures.

The evaluation of the thermodependent effect of Coenzyme Q10 was performed in two
large groups one with normoccholesterolemic and one hypercholesterolemic rings,
within these one with Coenzyme Q10 and another in the absence of Coenzyme Qzo. All
(four groups) were incubated at different temperatures (36 °C, 37 °C, 38 °C and 39
°C) for 20 minutes each and three increasing doses of acetylcholine. The analysis of
variance applied at a confidence level of 0.05 gave the final result as a group with more
efficiency to the normocholesterolemic rings incubated with Coenzyme Q1o, followed
by the normocholesterolemic ones without Coenzyme Qio, thirdly to the
hypercholesterolemic ones with Coenzyme Q1o and finally the hypercholesterolemic
ones Without Coenzyme Q1o, and that in each group there is difference with respect to

the control, and its efficiency is always greater the higher the incubation temperature.

Keywords: Hypercholesterolemic, vasodilation, thoracic aorta, cholesterol,

Coenzyme Q1o, temperature.
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INTRODUCCION

En los dltimos 30 afios se viene desarrollando dia a dia un interés mayor por los
problemas relacionados con el estrés oxidativo, los radicales libres, las especies
reactivas del oxigeno y los antioxidantes, todo esto dado por la importancia que poseen

en la bioquimica, la biologia y la medicina.t

Debido a la controversia generada sobre el empleo o no de los antioxidantes naturales
o sintéticos en la medicina e industria alimentaria, es necesario llegar a conclusiones
responsables mediante investigaciones cientificas que abarquen no solamente al tipo
de antioxidantes entre otras, sino a la asimilacion que las células pueden hacer de ellas
afiadiéndole a esta, factores externos como el incremento de temperatura dejando asi
una vida sedentaria pudiendo acrecentar la efectividad de esta y otros antioxidantes.

A lo largo de la historia de la humanidad, han existido muchas enfermedades que han
ido deteriorando la salud de las personas, entre ella se encuentra una que viene
haciendo estragos en la sociedad moderna a consecuencia del estilo de vida y malos
habitos alimentarios teniendo como principal enfermedad la hipercolesterolemia que
es uno de los principales factores de riesgo cardiovascular con sus secuelas de

trombosis e infarto. 2

Las enfermedades cardiovasculares constituyen una de las mayores causas de
morbimortalidad del mundo. Hace unos afios eran una problematica presente solo en
los paises desarrollados, pero su prevalencia es cada vez mayor en el mundo en

desarrollo.®

Durante las Gltimas décadas se ha mantenido el interés por el uso de antioxidantes para
el tratamiento de enfermedades y en la importancia del papel de la dieta con
antioxidantes en la prevencion del desarrollo de algunas patologias. De hecho, el
envejecimiento, las alteraciones cardiovasculares y el cancer parecen estar asociados

a los procesos de oxidacion que son el resultado de un exceso de moléculas reactivas.*

Debido a sus altos requerimientos de energia, el corazon y el higado son los que
contiene mas mitocondrias por célula y, a consecuencia, necesitan una concentracion
muy alta de coenzima Q1o para poder funcionar como es debido. Por esto gran parte
de las investigaciones en la coenzima Q1o se han concentrado en las enfermedades

cardiacas.’
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La coenzima Q10 actualmente cuenta con una importante presencia en los mercados de
suplementos alimenticios porque, como se vera a lo largo de este trabajo, es de vital
importancia para el adecuado funcionamiento del organismo de seres humanos y
animales; ademas, como todos los compuestos quimicos, ha pasado por varias etapas
desde de su descubrimiento, purificacion, determinacion de sus funciones biologicas,
determinacion de funciones bioquimicas, toxicidad, absorcion, hasta la actualidad en
donde la coenzima Qio ha sido motivo de muchas investigaciones alrededor del

mundo.

Los estudios sobre la coenzima Q1o Yy ejercicio fisico han confirmado su efecto en la
mejora de la sensacion de fatiga subjetiva y el rendimiento fisico y en la oposicién a

los dafios causados por el ejercicio.®

Cada vez existe mayor evidencia de que la falta de ejercicio fisico esta relacionada con
el desarrollo de diversas enfermedades, asi como que su practica puede tener un papel
fundamental en el mantenimiento de la salud. La practica regular de ejercicio se asocia
a una disminucion de la mortalidad global y a un aumento de la esperanza de vida en
mas de dos afios sobre la media poblacional (Myers y cols., 2002). El ejercicio reduce

el riesgo de desarrollar enfermedad coronaria o la muerte por ésta.’

Numerosas evidencias cientificas constatan que el entrenamiento fisico es el proceso
natural por excelencia capaz de reforzar de manera optima a medio-largo plazo los
propios mecanismos defensivos bioldgicos, disminuyendo los procesos oxidativos,
inflamatorios e inmunolégicos que sustentan la base etiopatogénica de muchas

enfermedades.®

Los radicales que se forman en las células, si no se inactivan por la accion de los
sistemas antioxidantes, producen lesiones en varias estructuras celulares atacando a
los lipidos, a las proteinas, a los glicidos y a los acidos nucleicos. Es evidente que la

proteccion contra la accion de estos radicales es de la mayor importancia.®

De acuerdo a la situacion descrita y apoyada en la revision bibliogréfica se pretende
determinar el efecto termodependiente de la coenzima Q1o en ratas de experimentacion
a las cuales se indujo hipercolesterolemia demostrandonos asi la vasodilatacion de

anillos de aorta toracica de esta forma disminuir los niveles de radicales libres.
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OBJETIVOS

1. Inducir hipercolesterolemia experimental, mediante la administracion de colesterol
por via orogastrica, con la finalidad de provocar disfuncion endotelial en ratas

normales.

2. Determinar el tiempo de incubacion con coenzima Q1o a diferentes tiempos 10, 20
y 30 minutos y que esta permita la respuesta vasodilatadora méxima a dosis

crecientes de acetilcolina.

3. Determinar el patron vasodilatador con acetilcolina sobre anillos aislados de aorta

toracica extraidos de ratas normales.

4. Cuantificar la respuesta vasodilatadora a tres dosis crecientes de acetilcolina (0,1
uM, 1,0 uM y 10,0 pM) sobre anillos aodrticos aislados extraidos de ratas
hipercolesterolémicas previamente incubados durante 20 minutos con coenzima

Qa0 Y sin coenzima Qqo a las temperaturas correspondientes.

5. Comparar los resultados que se obtengan de los grupos de estudio en anillos de
aorta toracica procedentes de ratas con hipercolesterolemia experimental y con
anillos de aorta toracica de ratas normocolesterolémicas y asi poder demostrar el

efecto de la temperatura sobre la actividad vasodilatadora de la coenzima Q1o.
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HIPOTESIS

Debido a que la temperatura influye en los procesos metabdlicos y la actividad
enzimatica es probable que el efecto vasodilatador de la coenzima Qio sea

termodependiente luego de ser administrada en aortas toracicas de ratas con

hipercolesterolemia experimental.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Coenzima Quo:

Es un antioxidante endogeno, denominado también Ubiquinona por su ubicacion
general o ubicuidad. La coenzima Q10 es una benzoquinona liposoluble presente en la
mayoria de las células eucarioticas, es un cofactor esencial en la cadena de transporte
de electrones siendo la principal la membrana interna de la mitocondria. Ademas, por
si misma puede regenerar los niveles cerebrales de vitamina E que estan disminuidos

en pacientes con enfermedades neurodegenerativas. 1°
1.1.1. Historia:

La familia de coenzimas Q fue descubierta en el afio 1955 por el doctor R.A. Morton
en Liverpool, Inglaterra. En 1957 el Dr. Frederick Crane, de la Universidad de
Wisconsin, asilé la coenzima Q1o (a la que Morton habia denominado ubiquinona) en
las mitocondrias de tejido cardiaco de vaca. Al afio siguiente el Dr. Karl Folkers y sus
colegas de los laboratorios farmacéuticos Merck determinaron la estructura exacta de
la coenzima Qio (2,3 dimetoxi-5 metil-6 decaprenil benzoquinona) y lograron
sintetizarla y producirla mediante fermentacion. Sin embargo, fue en Japon donde se
la utilizd por primera vez en el tratamiento de una enfermedad humana. El Dr.
Yamamura la aplic6 con éxito a mediados de la década de los 60 para tratar un fallo
cardiaco. En 1966 se descubrieron sus cualidades antioxidantes (Mellors y Tappel) y
en 1972 los Doctores Karl Folkers y Gian Paola Litarru documentaron definitivamente

la deficiencia de coenzima Q1o en todas las enfermedades cardiacas.!*

A mediados de la década de los 70 los japoneses habian perfeccionado ya la tecnologia
industrial necesaria para producir coenzima Qo pura en cantidades suficientemente
grandes como para poder realizar estudios clinicos de gran tamafio, que junto al hecho
de que el profesor Peter Mitchell recibiera en 1978 el Premio Nobel por su
contribucioén al esclarecimiento de los intercambios energéticos intercelulares en los
que la coenzima Q1o cumple. A ello contribuyé también la puesta a punto de sistemas

(como la cromatografia liquida de gran resolucion) que permitian la medicién exacta
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de los niveles de coenzima Q1o tanto en la sangre como en los diferentes tejidos de

cuerpo.!

Al multiplicarse los estudios y las investigaciones fueron confirmandose y
concretandose algunas de las cualidades de la coenzima Q1o al tiempo que otras nuevas
eran descubiertas. Los doctores Emile Bliznakov de Estados Unidos y Lars Erster de
Suecia, descubrieron que su importancia antioxidante es todavia mucho mayor de la
que inicialmente se habia pensado. Se empezaron a realizar estudios tratando de
averiguar sus efectos sobre el rendimiento de los deportistas y también para combatir

la obesidad y la diabetes.**
1.1.2. Nombres Comunes:

También conocida como ubiquinona, ubidecarenona, coenzima Q 'y, a veces, abreviada
como CoQ1o, CoQ, Q10, 0 Q.12

1.1.3. Estructura Quimica:

La coenzima Q1o 2,3-dimetoxi-5-metil-6-decaprenil-1,4-benzoquinona, donde la Q se
refiere al grupo quimico quinona, y el 10 se refiere al nimero de subunidades del

producto quimico isoprenilo en su cola.*®
o}

0 CH,
HC

H;C

~o N

CH3

H
10

o}

Figura 1.1. Formula estructural de Coenzima Qio

1.1.4. Propiedades Quimicas:

La coenzima Qio, €S una sustancia soluble en aceite, similar a las vitaminas, esta
presente en la mayoria de las células eucariotas, principalmente en la mitocondria. Es
un componente de la cadena de transporte de electrones y participa en la respiracion
celular aerébica, generando energia en forma de ATP. EI 95 % de la energia del cuerpo
humano se genera de esta manera. Por lo tanto, los 6rganos con los requisitos mas altos
de energia tales como el corazon, higado y rifién tienen las concentraciones mas altas

de coenzima Qio. Hay tres estados redox de la coenzima Qio: totalmente oxidado
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(ubiquinona), semiquinona (ubisemiquinona) y reducida (ubiquinol). La capacidad de
esta molécula para existir en una forma completamente oxidada y una forma
completamente reducida permite que pueda desemperiar sus funciones en la cadena de

transporte de electrones, y como antioxidante, respectivamente.*®
1.1.5. Mecanismo accion:

La coenzima Q1o es una parte constituyente de la cadena respiratoria mitocondrial
donde actia como un transportador de electrones entre el NADH vy la succinato
dehidrogenasa y el sistema de citocromos. Se ha postulado que la coenzima Q1o facilita
un ciclo de protones dentro de la membrana mitocondrial. La coenzima Qzo0 actia como
un agente de transferencia de protones (redox) cuando entra en un ciclo de 6xido -
reducciéon en la cadena de transporte mitocondrial, donde se la encuentra como
semiquinona en adicion a su forma totalmente oxidada (ubiquinona, CoQio). U
reducidda (ubiquinol, CoQio H2). La produccion de un gradiente de protones
transmembrana es, la base para captar energia y formar ATP o gradientes idnicos. La
coenzima Qzo por lo tanto posee un papel vital in la sintesis de ATP por fosforilacion

oxidativa.l
1.1.6. Us0s:

Se come en pequefias cantidades en carnes y mariscos. La coenzima Qo Se puede

también hacer en el laboratorio siendo usada como un medicamento.*®

Muchas personas usan la coenzima Q1o para el tratamiento de las enfermedades del
corazén y vasos sanguineos tales como insuficiencia cardiaca congestiva, dolor de

pecho (angina), presion arterial alta.'®

Algunas personas también piensan que la coenzima Q1o podria ayudar a aumentar la
energia. Esto se debe a que la coenzima Q1o cumple un rol en la produccion de ATP,
una molécula en las células del cuerpo que funciona como una bateria recargable en la
transferencia de energia. La coenzima Qo ha sido probada para el tratamiento de
trastornos hereditarios o adquiridos que limitan la produccion de energia en las células

del cuerpo (trastornos del mitocondria).*®
1.1.7. Deficiencia y estados carenciales:

Los niveles normales de coenzima Q1o en la sangre y en diversos tejidos estan bien
establecidos. Se han descrito descensos significativos en los niveles de esta enzima en
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una amplia variedad de enfermedades. Su deficiencia puede producirse como
consecuencia de un aporte insuficiente a través de la dieta, por alteraciones en la
biosintesis, por excesiva utilizacion de la molécula en el organismo o por una
combinacion de las tres causas anteriores. El aporte insuficiente a través de la dieta

ocurre durante los procesos de caquexia.'®

Diversos autores sugieren que la ingesta de coenzima Q1o es subdptima y que en ciertas
circunstancias esto potencia la aparicion de procesos carenciales. Esto se ve agravado
cuando el proceso de biosintesis endogena se encuentra dificultado o impedido, como
ocurre, por ejemplo, cuando se utilizan farmacos (estatinas) para el tratamiento de la
hipercolesterolemia que inhiben la enzima HMG-CoA reductasa. En este caso, se

bloquea la biosintesis de colesterol, pero también se bloguea la biosintesis de coenzima

Q10-16

El consumo elevado de coenzima Q1o es la causa presumible de los bajos niveles de
dicha molécula que se observa tras la realizacion de ejercicio fisico intenso, en casos
de hipermetabolismo o0 en estados de shock agudo. No obstante, parece que una
combinacion de los tres mecanismos (ingesta insuficiente, biosintesis alterada o
excesiva utilizacion) estd presente en la mayoria de los casos de deficiencia en

coenzima Qgo.%®
1.1.8. Localizacién y niveles tisulares:

La coenzima Qo posee caracter lipofilico y, por lo tanto, a nivel bioldgico se halla
presente en este tipo de entornos. Su principal localizacién es en las membranas
celulares. Aunque puede hallarse en los eritrocitos o en las membranas de otras células

del organismo, su principal localizacién es en la membrana mitocondrial interna.t’

En la sangre los niveles de coenzima Q1o varian de 35 pg/dl a 1459 pg/dl, dependiendo
de la poblacion investigada y de su estado de salud. Los factores reconocidos que
afectan a dichos niveles son el grado de envejecimiento, la realizacion de ejercicio
fisico y el grado de entrenamiento, los habitos alimentarios, las enfermedades
cardiovasculares y otros procesos patologicos de diversa indole. En las LDL, los
valores estan entre 0.35 y 0.6 pg/mg de proteina.t’

En cuanto a los diferentes érganos y tejidos, en el corazén es donde probablemente se
hallen, proporcionalmente, los mayores niveles de coenzima Q1o de todo el organismo.
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Asi, se detectan niveles de 37-110 pg/g de 6rgano fresco. En el higado, por ejemplo,
se hallan valores de 12-60 pg/g. En el musculo esquelético los niveles son proximos a
los 30 pg/g y en el cerebro, a los 10-15 pg/g.r’

1.1.9. Fuentes alimentarias:

La coenzima Q1o estd ampliamente distribuida en la naturaleza y se halla en muchos
tejidos vegetales y animales que son parte de nuestra dieta habitual. En los animales
se han detectado alrededor de 0.36 mg/100 g de este compuesto en la carne de ternera,
0.14 mg/100 g en la de pollo, 0.2 mg/100 g en la de cerdo, 1.26 mg/g en el corazon de
cerdo, 0.08-0.1 mg/100 g en el pescado, 0.01 mg/100 g en los huevos y 0.01 mg/100
g en la leche. En los vegetales se han detectado aproximadamente 0.63 mg/100 g de
esta enzima en diversos tipos de aceites, 0.02/100 g en la coliflor, 0.013 mg/100 g en

la pera y 0.014 mg/100 g en la naranja.'8
1.1.10. Farmacocinética:

Coenzima Q1o se absorbe lentamente. Los niveles plasmaticos maximos se alcanzan
entre 5-10 horas después de la administracion oral. Después de la absorcion, que es
dependiente de la presencia de grasa en el tracto gastrointestinal, esta es secuestrada
por los quilomicrones y luego distribuye al higado para ser incorporados en las
lipoproteinas de muy baja densidad. La vida media de eliminacion es de casi 34 horas,
excrecion es a traves del tracto biliar y més de 60 % de la dosis oral se recupera en las

heces. 1319
1.1.11. Efectos adversos:

La coenzima Q1o es bien tolerado y los efectos adversos graves en los seres humanos
han sido asociados con su uso e incluyen malestar epigastrico (0,39 %), la supresion
del apetito (0,23 %), nauseas (0,16 %) y diarrea (0,12 %).%°

Se relaciona con la administracion de una dosis mayor a 300 mg, pero no se observo
hepatotoxicidad.?

1.2. Antioxidante:

Un antioxidante es una sustancia que forma parte de los alimentos de consumo
cotidiano y que puede prevenir los efectos adversos de especies reactivas sobre las

funciones fisioldgicas normales de los humanos.??
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Las propiedades antioxidantes no sélo deben estudiarse por sus interacciones quimico-
bioldgicos, sino por su funcion en el deterioro oxidativo que afecta a los alimentos.?

Se utilizan en la industria alimentaria adicionados a las grasas u otros productos para
retrasar los procesos de oxidacion, en tanto previenen el comienzo de la rancidez

oxidativa (grasas).?*
1.2.1. Funcioén fisioldgica de los antioxidantes:

Para entender mejor la funcién fisiologica de los antioxidantes en el organismo es
necesario recordar que el oxigeno actla como carburante en el metabolismo de los
carbohidratos, grasas y proteinas; liberdndose diéxido de carbono, agua, energia
caldrica y diversos catabolitos; sin embargo el incremento de los procesos metabolicos

se acompaiia de la produccion de radicales libres.?®

Las tablas a continuacion muestran algunos antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos con su respectiva funcion fisiolégica.?

Al conocer los efectos negativos que provocan los radicales libres, podemos entender
mejor la funcién y efecto que tienen los antioxidantes en la salud, que como su nombre
lo indica, es evitar la oxidacion de sustancias que puedan provocar alteraciones
fisiologicas, facilitar el uso fisiolégico del oxigeno por parte de las mitocondrias
ayudando a reducir los efectos del estrés oxidativo y la falta de oxigeno; formando
complejos que mitigan las reacciones productoras de radicales libres y por
consiguiente desempefiando una funcion fundamental en la prevencion de las

enfermedades derivadas del estrés oxidativo.?

Tabla 1.1. Funcién y localizacion de diferentes antioxidantes enzimaticos?®

Antioxidante Localizacién Funcidn fisiolégica

enzimatico

Superéxido Citoplasma y mitocondria | Dismuta radicales superéxido

dismutasa

Glutation Citoplasma y mitocondria | Elimina el peroxido de

Peroxidasa hidrégeno y los hidroperoxidos
organicos

Catalasa Citoplasma y mitocondria | Elimina peroxido de hidrégeno
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Tabla 1.2. Funcion de antioxidantes no enzimaticos2®

Antioxidantes no | Funcion fisiologica

enzimatico

Vitamina E Principal antioxidantes presente en la membrana celular

Vitamina C Efecto eliminador de radicales y recicla la vitamina E

Acido Urico Su efecto es eliminar los radicales hidroxilo

Glutation Tiene varios efectos en la defensa antioxidante celular

Acido lipoico Antioxidante eficaz y es un sustituto eficaz del glutation

Carotenoides Antioxidantes de lipidos

Bilirrubina Producto del metabolismo del grupo hem de la hemoglobina y
tiene un efecto antioxidante a nivel extracelular

Ubiquinonas Derivado de quinonas lipidicas solubles, cuyas formas
reducidas tienen efectos eficaces y de gran utilidad como
antioxidantes

1.2.2. Antioxidantes y enfermedades cardiovasculares:

Diversos factores de riesgo se han asociado con el desarrollo de las enfermedades
cardiovasculares, entre ellos el estrés oxidativo que conduce a elevadas
concentraciones de productos de peroxidacion lipidica. Se ha descubierto a través de
estudios epidemioldgicos que la vitamina E, la vitamina C y los carotenos protegen
contra la aparicion de éstas enfermedades, resultados que fueron obtenidos después de

un andlisis de los factores de riesgo conocido y de haber controlado éstas variables.?’
1.3. Arteria:

Las arterias son vasos por los que circula la sangre del corazon a los tejidos con el
oxigeno y los nutrientes requeridos para estos. Las arterias elasticas de gran calibre
nacen en el corazon y se ramifican (dividen) en arterias musculares de didmetro
intermedio. Estas arterias musculares se dividen a su vez en otras mas pequefias, las
arteriolas. Cuando estas entran en los tejidos se ramifican en incontables vasos

microscopicos, conocidos como capilares.?

Dada su abundancia de fibras elasticas, las arterias suelen tener alta elasticidad, lo cual
quiere decir que su pared se estira 0 expande sin desgarrarse en respuesta a pequefos

incrementos de presion.?®
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La pared de las arterias tiene tres capas o tinicas: 28
- Tunica o Capa Interna,
- Tunica o Capa Intermedia

- Tunica o Capa Externa.

Seecion de
una arteria

Tanica interna

— Endotelia
Membrana
elastica

- Tanica media

Tunica externa

Figura 1.2. Capas de una aorta®®
1.3.1. Sistema de la arteria aorta:

La aorta es la principal arteria del organismo por su tamafio y por el area que irriga.
Lleva sangre oxigenada. Todas las arterias son ramas de la aorta, excepto la arteria
pulmonar la cual nace del ventriculo derecho y que es la Gnica arteria que lleva sangre

carboxigenada.?®

La aorta emerge de la porcion superior del ventriculo izquierdo, a la derecha y atras
del tronco pulmonar. Este origen esta marcado en su interior por la presencia de las
valvas semilunares que interceptan los senos aorticos, los que en la superficie externa
se manifiestan como una dilatacion, a cuyo nivel o por encima de los cuales la aorta
da origen a arterias coronarias, derecha e izquierda.?

La aorta se dirige oblicua adelante, arriba y a la derecha, luego es francamente vertical,
para dirigirse arqueada y horizontal (cayado o arco adrtico) hacia la izquierda y atrés,
adosada a la cara de la traquea y el eséfago, hasta alcanzar el flanco de la columna
vertebral a la altura de la 4% vértebra toracica. A partir de este punto desciende
verticalmente en el torax para situarse delante de las vértebras torécicas inferiores.

Atraviesa el diafragma y desciende en el abdomen delante de la columna lumbar; se
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encuentra en el retroperitoneo. Termina a la altura de la 4* vértebra lumbar o en el
disco entre la 4% y la 5% lumbar, originando las dos arterias iliacas comunes y la arteria
sacra media, que debe considerarse como una colateral muy reducida, que sigue la

direccién de la aorta.?®
1.3.2. Arteria toracica interna:

Es una arteria de las paredes tordcica y abdominal anterior. Se origina de la cara
inferior de la subclavia. Su trayecto es primero oblicuo hacia abajo, medialmente y

adelante. Penetra en el torax, por detras de primer cartilago costal.?®

Figura 1.3. Arteria aorta

Es vertical a partir del tercer cartilago costal y desciende en forma paralela al borde
lateral del esternon, a una distancia media de 15 mm. Su terminacion se sitla en la
extremidad anteromedial del 6° espacio intercostal, donde se bifurca en sus ramas

terminales.?®

1.3.3. Ramas de la aorta toracica:?°
- Arterias intercostales (irrigan la pared toracica)
- Arteria difragmatica superior (irrigan el diafragma)
- Arteria bronquiales (irrigan ambos pulmones)

- Atrterias esofagicas medias (irrigan el es6fago)
1.4. Lipidos:

Los lipidos son sustancias heterogéneas, insolubles en agua pero solubles en solventes
organicos (alcohol, cloroformo y otros). Se consumen en forma de aceite, mantecas,
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grasas, margarinas. 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 100000
Kilocalorias para un adulto de peso medio). Son almacenados en forma de tejido graso,
cuyo catabolismo puede producir acetona y é&cido hidroxibutirico en caso de
deficiencia en el metabolismo de los glucidos (carencia de oxalacetato proveniente de
la glucolisis). Ademas participan en la regulacién metabolica y son también importante

componentes de las membranas biolégicas.*
1.4.1. Trastornos de los lipidos:

Concentraciones mas bajas de colesterol de LDL y altas de HDL se relacionan con
riesgo reducido de cardiopatia coronaria. El aumento de la lipoproteina (a) plasmatica
es un factor de riesgo independiente para el inicio temprano de la cardiopatia coronaria
en el vardn, pero ain no se ha evaluado clinicamente. Los beneficios absolutos de
realizar pruebas de deteccidn de concentracion de lipidos anormales y su tratamiento,
dependen de la presencia de otros factores de riesgo cardiovascular. Si se presentan
otros factores de riesgo, el riesgo cardiovascular es mas alto y los beneficios del
tratamiento son mayores. Los pacientes con enfermedad cardiovascular conocida estan
en un riesgo todavia mayor y se benefician del tratamiento cuando hay elevacion

moderada de los lipidos aunque estén solo ligeramente aumentados.®

El apego del paciente con los farmacos tipo estatina, parece ser de mayor importancia
que con otros tipos de agentes hipolipemiantes. Seis grandes estudios aleatorios,
controlados con placebo, han demostrado reducciones en la mortalidad total y en
eventos coronarios mayores con la reduccion en la concentracion del colesterol de baja
densidad mediante el uso de estatinas. Estos resultados se lograron en una gran
variedad de sujetos, incluidos aquellos con y sin antecedentes de coronariopatia y con
elevacion de las concentraciones promedio del colesterol LDL, y aquellos tratados
exitosamente con angioplastia coronaria transluminal percutanea. Las estatinas
parecen reducir el riesgo de evento vascular cerebral, y en el caso de las estatinas de
alta potencia, las reducciones marcadas de las cifras de colesterol LDL (< 100 mg/dL)

producen regresion de la ateroesclerosis de la arteria carétida.!
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Recientemente el ezetimibe un nuevo medicamento hipolipemiante, se ha evaluado en
pacientes con hipercolesterolemia primaria. El ezetimibe inhibe la absorcion de
colesterol de la dieta y de colesterol biliar mediante bloqueo de su paso a traves de la
luz intestinal. En pacientes con hipercolesterolemia primaria, el medicamento es
seguro y eficaz cuando se emplea solo 0 en combinacion con una estatina para reducir
las cifras de colesterol LDL, colesterol total y triglicéridos, e incrementar las cifras de
colesterol HDL. Ademas, el ejercicio intenso origina mejorias significativas en el

perfil de lipoproteinas.®
1.5. Colesterol:

El colesterol es una estructura molecular de ciclopentanoperhidrofenantreno (esterano)
con cabeza polar (grupo hidroxilo) y cola apolar. Presente en las células de los
animales vertebrados, es componente esencial de las membranas plasmaéticas y
precursor de lipoproteinas, sales biliares, vitamina D y hormonas (sexuales y

corticoesteroides).323

Se caracteriza por presentar un grupo hidroxilo, un doble enlace entre los carbonos 5
y 6 y una cadena lateral de 8 atomos de carbono anclada en el carbono 17, el nombre

quimico del colesterol es el 3b-hidroxi-5,6-colesteno o también D5-colesten-3p-ol.3

El colesterol esta presente en casi todos los organismos eucariotas. Los vegetales
contienen esteroles diferentes, como el sitosterol beta y el estigmasterol. En el
organismo del hombre, cualquier célula, ademas de utilizar el colesterol de fuentes
extracelulares, también tiene la capacidad de sintetizarlo; este proceso se lleva a cabo

principalmente en higado e intestino.®

La importancia del colesterol se reconoce principalmente por la fuerte relacion entre
su aumento en la sangre y la aparicion de diferentes grados de disfuncion endotelial
que pueden terminar en dafio vascular precoz y cardiopatia isquémica. El colesterol es
un constituyente de las membranas celulares, donde funciona como modulador de la

fluidez.*®
1.5.1. Propiedades:

El colesterol es insipido e inodoro, insoluble en agua y soluble en los solventes
organicos. Solido a temperatura ambiente. El colesterol es mal conductor de la
electricidad al tener una constante dieléctrica alta con lo cual es un buen aislante de
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descargas eléctricas. Esta propiedad explicaria que sea un componente importante en

las estructuras de recubrimiento del tejido nervioso.>*

El contenido medio de colesterol del cuerpo humano es de 1.4 g/Kg, aunque varia de
unos tejidos a otros oscilando entre los 15 g/Kg de peso en cerebro hasta los 0.5 g/kg

del musculo. Un individuo de 70 Kg tiene por término medio 1.4 x 70 =100 g.%*
1.5.2. Metabolismo:

Los &cidos grasos procedentes de la alimentacion y el tejido adiposo se transforman
en acetil coenzima A para generar energia mediante reacciones de b-oxidacion que
tienen lugar en el higado, donde también se producen los cuerpos cetdnicos. De igual
manera, este Organo sintetiza e hidroliza triglicéridos, fosfolipidos, colesterol y

lipoproteinas.3®
1.5.3. Fuentes de colesterol:
El ser humano obtiene el colesterol a través de dos vias:

1. Via exbgena: directamente a través de los alimentos. Los alimentos que
contienen colesterol son exclusivamente los de origen animal, sobre todo la

yema de huevo, higado, lacteos, sesos y carnes rojas.*’

2. Via enddgena: es la sintesis en las celulas de los organismos animales,
representando aproximadamente las dos terceras partes. El organismo lo
sintetiza a partir de la acetil coenzima A, “sintesis de novo” formando el

colesterol enddgeno.®’

1.5.4. Sintesis del colesterol:

La tasa de sintesis de colesterol es regulada por la HMG-CoAR, cuya actividad es
controlada por el flujo de colesterol intestinal hacia el higado. La acetil-CoA
proporciona todos los atomos de carbono para la sintesis del colesterol, la cual puede
dividirse en cinco etapas: %

- Sintesis de mevalonato, un compuesto de seis carbonos, a partir de acetil-CoA.
- Formacion de unidades isoprenoides por pérdida de CO2 del mevalonato.

- Condensacion de seis unidades isoprenoides para formar el intermediario,

escualeno.
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- Cierre del escualeno para la formacion ciclica del esteroide precursor, conocido

como lanosterol.

- El colesterol se forma del lanosterol después de varios pasos posteriores que

incluyen la pérdida de tres grupos metilo.%®
1.5.5. Biosintesis de colesterol:

Unidades de acetil-CoA son convertidas a mevalonato por una serie de reacciones que
comienzan con la formacion de HMG-CoA. A diferencia de la HMG-CoA formado
durante la sintesis de cuerpos cetdnicos en las mitocondrias, esta forma se sintetiza en
el citoplasma. Sin embargo, la via y las enzimas necesarias son similares a los de la
mitocondria. Dos moles de acetil- CoA se condensan en una inversion de la tiolasa
reaccion, formando acetoacetil-CoA. La enzima ciplasmicatiolasa implicados en la
biosintesis del colesterol es acetocetil-CoA tiolasa codificada por el ACAT2 gen.
Aunque el grueso de acetoacetil-CoA se deriva a través de este proceso, es posible que
algunos acetoacetato, generado durante la cetogénesis, a difundirse fuera de la
mitocondria y se convierte en acetoacetil-CoA en el citosol a través de la accion de
acetoacetil CoA sintetasa (AACS). AcetoacetilCoA y un mol de tercera acetil-CoA se

convierten a HMG-CoA por la accion de la HMG-CoA sintasa.*

HMG-CoA se convierte en mevalonato por HMG-CoA reductasa, HMGR (esta
enzima esta ligada en el reticulo endoplédsmico, ER). HMGR requiere NADPH como
cofactor y dos moles de NADPH se consumen durante la conversion de la HMG-CoA
a mevalonato. La reaccion catalizada por la HMGR es el paso limitante de la
biosintesis de colesterol, y es esta enzima sujeto a complejos controles de regulacion

como se discute a continuacion.®®

Mevalonato es entonces activado por dos fosforilaciones sucesivas (catalizada por la
mevalonato  quinasa, y  fosfomevalonato  quinasa), produciendo  5-
pirofosfomevalonato. Después de la fosforilacion, un dependiente de ATP produce la
descarboxilaciénisopentil pirofosfato, IPP, un isoprenoide activada molécula.
Isopentenil pirofosfato esta en equilibrio con su isémero, el pirofosfato dimetilalil,
DMPP. Una molécula de IPP se condensa con una molécula de DMPP a geranil
pirofosfato, GPP, GPP se condensa aun mas con otra molécula de IPP para dar farnesil
pirofosfato, FPP. Por ultimo, la enzima que requiere NADPH, la escualeno sintetasa

cataliza la cabeza a la cola la condensacién de dos moléculas de FPP, escualeno
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rendimiento. Al igual que HMGR, la escualeno sintetasa esté estrechamente asociada
con la ER. El escualeno experimenta una ciclizacion de dos etapas para generar el
lanosterol. La primera reaccion es catalizada por la escualeno monooxigenerasa. Esta
enzima utiliza NADPH como cofactor para introducir el oxigeno molecular como
epoxido en el 2,3 posicion de escualeno. A través de una serie de 19 reacciones

adicionales, lanosterol se convierte en colesterol.%®
1.5.6. Funciones del colesterol:
El colesterol es imprescindible para la vida por sus numerosas funciones: 4°

- Estructural: el colesterol es un componente muy importante de las membranas
plasmaéticas de los animales (no existe en los vegetales). Aunque el colesterol se
encuentra en pequefia cantidad en las membranas celulares, en la membrana
citoplasmatica lo hallamos en una proporciébn molar 1:1 con relacién a los
fosfolipidos, regulando sus propiedades fisico-quimicas, en particular la fluidez.
Sin embargo, el colesterol se encuentra en muy baja proporcion o esta

practicamente ausente en las membranas sub celulares.

- Precursor de Vitamina D: la vitamina D se sintetiza a partir del colesterol y méas que
una vitamina es una hormona, por las funciones que desempefia en

el metabolismo del calcio.

- Precursor de las hormonas sexuales: a partir del colesterol se sintetiza

la progesterona, los estrogenos y la testosterona.

- Precursor de las hormonas corticoides: como, por ejemplo, el cortisol y
la aldosterona.

- Precursor de las sales biliares: el higado también excreta colesterol por la bilis y a

veces forma célculos en la via biliar, lo que se denomina litiasis biliar.*
1.5.7. Lipoproteina:

Las lipoproteinas del plasma son estructuras macromoleculares de lipidos y proteinas
cuya funcion principal es el transporte de lipidos a los tejidos que lo utilizan para
producir energia almacenarlos, sintetizar hormonas esteroides, o para el

mantenimiento de la membrana celular.**
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Existen diversas formas de separar a las lipoproteinas, pero el método que se acepta
para efectuar estudios sobre su caracterizacion es la ultracentrifugacion. En esta se
utiliza un campo gravitacional para formar un gradiente de densidad. Con base en su
densidad, lipoproteinas de muy baja densidad, lipoproteinas de densidad intermedia,
lipoproteinas de baja densidad y lipoproteinas de alta densidad (QM, VLDL, IDL,
LDL Y HDL, respectivamente).*

1.5.7.1 Clasificacion:
- Quilomicrones (QM): densidad menor de 0,94 kg/L.**

- Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, del inglés very low density
lipoproteins): densidad mayor de 0,94 y menor de 1,006 kg/L.*

- Lipoproteinas de baja densidad (LDL, del inglés low density lipoproteins):
densidad mayor de 1,006 y menor de 1,063kg/L.*

- Lipoproteinas de alta densidad (HDL, del inglés bigh density lipoproteins):
densidad superior a 1.063 pero inferior 1,21 kg/L.*

1.6. Hipercolesterolemia:

La hipercolesterolemia consiste en la presencia de colesterol en sangre por encima de
los niveles considerados normales (200 mg/dl). Este aumento, que se asocia a
problemas coronarios, depende de la dieta, del sexo, el estilo de vida y la sintesis
endogena. De esta manera, en la concentracion de colesterol en sangre interviene

factores hereditarios y dietéticos, junto a otros relacionados con la actividad fisica.*?
1.6.1. Tipos de Hipercolesterolemia:

El volumen de colesterol circulante depende de su absorcién intestinal, la sintesis
enddgena, la captacion tisular, el estado del metabolismo lipoprotéico y la excrecion
biliar. En definitiva, el nivel de colesterol dependera de los alimentos ingeridos y la
capacidad de absorcion de los receptores especificos asi mismo, se pueden distinguir

dos tipos de hipercolesterolemia: 42
1.6.1.1. Segun su origen:

- Primaria: Derivada de problemas en los sistemas transportadores del colesterol y
factores genéticos. En este tipo de hipercolesterolemia se enmarcan las dislipidemias.*
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- Secundaria: el aumento de colesterol se asocia a ciertas enfermedades hepéticas
(hepatitis, colostasis y cirrosis), endocrinas (diabetes mellitus, hipotiroidismo y
anorexia nerviosa) y renales (sindrome nefrotico o insuficiencia renal crénica).
Ademas, existen algunas sustancias que pueden aumentar los niveles de colesterol
LDL favoreciendo el desarrollo de hipercolesterolemia, como los esteroides
anabolizantes, los progestagenos, los betablogueantes y algunas sustancias

hipertensivas.*?

1.6.1.2. Segun el perfil lipidico:

- Hipercolesterolemia aislada: Solamente esta aumentado el colesterol total.*®

- Dislipidemia mixta: Esta aumentado el colesterol, triglicéridos. LDL y VLDL.*
1.6.1.3. Hipercolesterolemia familiar:

Se trata de una enfermedad hereditaria ocasionada por un defecto genético que impide
que el colesterol LDL sea degradado, con lo que los niveles de colesterol aumentan

progresivamente.*

En estos casos es frecuente la mortalidad temprana por infarto de miocardio o el

engrosamiento de las arterias causado por la arterosclerosis.*®
1.6.2. Causas de Hipercolesterolemia:
Entre los factores que influyen en el incremento del nivel de colesterol se encuentran:

¢ Dietas inadecuadas: La ingesta abusiva de grasas animales o alcohol ocasiona que
el organismo consuma primero otros tipos de nutrientes favoreciendo que el colesterol

no se degrade y se acumule en las arterias.*®

e Enfermedades hepaticas, endocrinas y renales y la administracion de ciertas
sustancias aumentan la sintesis de la lipoproteina LDL, que transporta el colesterol
perjudicial para el organismo.*

1.7. Vasodilatacion:
Es la capacidad de los vasos sanguineos (arterias y venas) de dilatarse frente a
estimulos quimicos secretados por células inflamatorias, el endotelio (6xido nitrico),

aferencias nerviosas o farmacos.**
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Esto genera una disminucion de la presién arterial cuando ocurre en el territorio
arterial. Se utiliza también para la termorregulacion al vaso dilatarse la circulacion

periférica.**
1.7.1. Endotelio:

El endotelio funciona sincrénicamente con la pared vascular y la adventicia y por eso
se habla del 6rgano endotelial. Este conforma trece barreras que coordinan todo el
funcionamiento del organismo humano. Es el responsable de la circulacion del torrente
sanguineo, la fluidez de la sangre, el tono vascular y de mecanismos de defensa del

organismo tan importantes como el fenémeno inflamatorio y la respuesta inmune.*®

El endotelio es el recubrimiento interior de los vasos sanguineos (arteriales y venosos),
los vasos linfaticos, las cavidades cardiacas y los cuerpos cavernosos. El endotelio, por
su localizacion estratégica, separa el medio exterior del intersticio tisular cumpliendo
una funcién de defensa del huésped a nivel del tegumento mucocuténeo, el pulmon, el
tracto gastrointestinal y el sistema cardiovascular. Por su localizacion especial, capta
sefiales quimicas, fisicas e inmunoldgicas y de acuerdo con éstas cumple funciones

especificas en salud y enfermedad.*

Las arterias estan recubiertas en su lado luminal por células endoteliales (CE) que
forman la capa intima, a continuacion la media y la adventicia. La intima delimita la
luz vascular, correspondiendo a epitelio plano simple y que en casos de inicio de ECV
tiende a engrosarse. La media estd compuesta por celulas musculares lisas y matriz
extracelular, y la adventicia consiste en tejido fibroelastico denso, vasos (vasa
vasorum) y terminaciones nerviosas. Su ubicacién estratégica entre la sangre y el
tejido, y sus propiedades constitutivas, permiten a las CE, participar activamente en
las funciones vitales del sistema cardiovascular, incluyendo la regulacion de la
perfusion y vasodilatacion, el intercambio de liquidos y solutos, la hemostasia primaria
y secundaria, e inflamacion.*®

1.7.2. Propiedades funcionales del endotelio:

El endotelio es un tejido de gran versatilidad funcional que goza de muchas
propiedades sintéticas y metabdlicas.*®
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Una propiedad fundamental de la superficie endotelial del vaso sanguineo es la de
mantener la sangre en estado liquido ain minutos después del cese de las funciones

del organismo animal.*®

El mecanismo molecular de esta hemocompatibilidad sorprendente del endotelio
normal, se debe a la expresion de la trombomodulina, el activador del plasmindgeno
tisular (t-PA) y los GAGs que pueden interactuar con la antitrombina 111.4°

e Actla como una membrana semipermeable controlando el paso de pequefias y
grandes moléculas al interior de la pared arterial y a través de los capilares y las
venulas.

e Mantienen libre de trombogénesis a la interfase sangre-tejido, regulando la
trombosis, la trombdlisis y la adhesion plaquetaria.

e Modulan el tono vascular y el riego sanguineo.

e Metabolizan ciertas hormonas.

e Regulan reacciones inmunitarias e inflamatorias, controlando en gran parte las
interacciones de los leucocitos con la pared vascular.

e Modifican las lipoproteinas de la pared arterial.

e Regulan el crecimiento de otras células (fibras musculares).*®

1.7.3. Funcion y disfuncion endotelial:

Las células endoteliales constituyen la superficie de contacto con los elementos
sanguineos mas extensa en los seres humanos. Se estima que el endotelio tiene una
superficie mayor a 1,000 m3 por lo que en situaciones de respuesta inflamatoria se
perpetué una respuesta sistémica. El Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica

(SRIS) constituye una manifestacion de la activacion endotelial 4’

Las células endoteliales no son inertes y realizan diferentes funciones para preservar
la homeostasis. Las funciones principales incluyen: 4’

- Modulacion de la coagulacion.

- Modular la migracion de células sanguineas a los tejidos mediante la expresion de
moléculas de adhesion.

- Regulacion del flujo microvascular.

- Modulacion del tono vascular.

- Produccidn de agentes quimiotacticos.

26

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

- Regulacion de la presion arterial.
- Regulacion de la permeabilidad vascular.

En condiciones normales el endotelio tiene un fenotipo anticoagulante, antiadhesivo y
con propiedades vasodilatadores. Cuando ocurre su activacion su fenotipo se convierte
en procoagulante, proadhesivo y con propiedades vasoconstrictoras. La activacion
endotelial se refiere a la interaccion entre células del sistema inmune (macrofagos y
leucocitos) y las células endoteliales. La estrecha interaccion entre el endotelio y la
coagulacién perpetta la amplificacion de la respuesta inflamatoria. Esta funcién
endotelial puede alterarse por fiebre, cambios neuroconductuales y el ritmo circadiano.
El evento final de la activacion endotelial dependera del adecuado control y manejo
del disparador inicial, las consecuencias titulares o celulares finales pueden ser

recuperacion, apoptosis o necrosis.*’
Los mecanismos de anticoagulacion endotelial incluyen: 4/

- Expresion de trombomodulina, que tiene como funcion la fijacion de la trombina e
incrementar la afinidad de ésta a la proteina C. Cuando se activa la protei- na C y
se une a su cofactor (proteina S) se inactiva en forma catalitica a los factores V' y
VIII.

- Expresion de proteoglicanos, particularmente el heparan sulfato que potencia la
accion inhibidora de factores como la antitrombina 11 (AT-111) y el inhibidor del
factor tisular.

- Sintesis y liberacion del activador del factor tisular del plasmindgeno (tPA).

- Inhibicién de la agregacion plaquetaria mediado por:
a. Prostaciclina.
b. Oxido nitrico.

c. Adenosin difosfatasa de superficie que hidroliza el difosfato de adenosina y que
funciona como un agonista plaquetario.
- Regulacién del tono arteriolar y del flujo microvascular mediante la produccion de

Oxido nitrico y prostaciclina.

Las citocinas como IL-1, IL-1b, TNFa, los macréfagos y el complemento son los
responsables de la activacion endotelial. Este a su vez expresa moléculas de adhesion,
produce otros mediadores inflamatorios o quimiotacticos e incrementa la produccion
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de agentes vasoactivos. Durante la activacion endotelial ocurren los siguientes

eventos: 4’

Disminuye la expresion de trombomodulina y heparan sulfato.

Incrementa la sintesis del factor tisular y en consecuencia no se activan la proteina
C, AT-lll y el inhibidor del factor tisular. El factor tisular activa la via extrinseca

de la coagulacién por lo que el fenotipo de la coagulacion se vuelve procoagulante.

Las células endoteliales activadas amplifican la respuesta inflamatoria y se inicia
un circulo vicioso de inflamacion, apoptosis, consumo de proteina C, activacion,
disfuncion y lesion endotelial, que evoluciona a trombosis microvascular y

disfuncion orgénica multiple.

Formacion de microparticulas de fosfolipidos que transportan altas concentraciones
de fosfatidilserina a la superficie externa de la membrana celular y que permiten la
fijacion de los factores de coagulacion dependientes de vitamina K (11, VI, IX, X),
asi como del factor tisular y de esta forma se activa la via extrinseca de la
coagulacién. Este mecanismo también favorece la adhesion y agregacion
plaquetaria. La consecuencia final es la lesion endotelial por inducciéon de
apoptosis.

- Expresion de moléculas de adhesion. Estas moléculas permiten la adhesion,
rotacion y migracion leucocitaria hacia los tejidos. Las moleculas expresadas
incluyen Pselectina, E-selectina, molécula de adhesion intracelular tipo 1 y la
molécula de adhesion vascular tipo 1. La P-selectina es la primera en expresarse y
ocurre en los primeros 15 minutos de la activacion endotelial. Este mecanismo tiene
la finalidad de proteccion, sin embargo los leucocitos y macrofagos liberan enzimas
proteoliticas y radicales libres de oxigeno que amplifican el dafio tisular y la lesion
endotelial.

- Alteracién en la regulacién del tono arteriolar que depende de la produccién de

Oxido nitrico, prostaciclina y endotelinas. EI 6xido nitrico y la prostaciclina son

también potentes inhibidores de la agregacién plaquetaria.

La produccidn de 6xido nitrico esta regulada mediante dos mecanismos dependientes

de la sintetasa de Oxido nitrico a partir de la conversion de L-arginina: 4’
a. Sintetasa de 6xido nitrico constitutiva.

I. Calcio dependiente.
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I1. La bradicinina, histamina y trombina incre mentan el calcio intracelular.
b. Sintetasa de 6xido nitrico inducible.

I. Inducida por IL-1 y TNFa.

I1. Produce grandes cantidades de 6xido nitrico en forma independiente del calcio.
Los mecanismos de lesion endotelial son: 4’

- Lesion por radicales libres y enzimas proteoliticas. EI TNF-a potencia la accion
toxica de los leucocitos polimorfonucleares.

- Las citocinas como IL-6 y TNF-a inducen apoptosis en las células endoteliales.

- Lesién endotelial directa por linfocitos CD8+ y células asesinas naturales (NK).

- El mecanismo de isquemia repercusion disminuye los niveles de ATP de las células

endoteliales e inducen apoptosis.

El endotelio tiene funciones especificas de gran importancia en la homeostasis. Es el
responsable de la perpetuacion y amplificacion de la respuesta inflamatoria sistémica.
El endotelio activado interactia con los sistemas de coagulacion, inflamacion y

microcirculacion.*’

Las propiedades homeostaticas del endotelio contribuyen de forma importante al
funcionamiento normal de los vasos sanguineos, mediante la sintesis y liberacion de
sustancias vasoactivas, que desempefian un papel fundamental en la regulacion basal
y dindmica de la circulacion. Sin embargo, la exposicion cronicay repetida a los FRCV
produce una activacion/disfuncion del endotelio que se caracteriza por una
disminucion en la biodisponibilidad de NO y de todos los mecanismos fisiol6gicos de
proteccion cardiovascular que de él derivan. Un endotelio disfuncional genera un
entorno proaterogénico caracterizado por inflamacion, proliferacion y estado
protrombatico que favorecen la instalacion de la aterosclerosis.*

Una caracteristica comun de la disfuncion endotelial es la disminucion de la
biodisponibilidad de NO a nivel vascular, acompafiada de otras alteraciones en el
fenotipo endotelial que aumentan ain mas la propension a la vasoconstriccion,
trombosis, inflamacion y a la proliferacion celular en el lecho vascular. La disfuncion

endotelial es el resultado de la presencia de FRCV y el desarrollo de aterosclerosis.*®
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1.8. Radicales libres:

Un radical libre es aquella figura quimica que tiene en su estructura uno 0 mas
electrones no apareados. Es altamente reactiva y clave para formar otros radicales
libres en cadena, los compuestos en cuestion forman parte de las Ilamados especies

reactivas del oxigeno (ERO) o ROS (Reactive Oxigen Species).*®

Ademaés por la vida media que es de microsegundos, ocurre una rapida propagacion
con moléculas aledafias y mayor dafio potencial. De hecho un radical libre puede

afectar un millén de moléculas durante la reaccién en cadena.*®

Los radicales libres se liberan durante el metabolismo humano, y también se producen
por contaminantes ambientales, (atmosféricos, acuéticos, de suelos), radiaciones
(ultravioleta, gamma, hertziana), entre otros. Se pueden relacionar con el consumo o
uso de toxicos como el alcohol, tabaco y drogas o debido a una alimentacion no
adecuada, exposicion a fertilizantes o pesticidas. Se incluye ademas el metabolismo

de algunos quimicos y elevado estrés fisico o psiquico.?*

A) Macromolécula normal
~n ?n‘t'midal.ie
s B oo mas
> apareados i:?\fumn
i J Electrones
. ltiles para
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B) Macromolécula + oxigeno
se forma radical libre ) D) Antioxidantes
d ‘*.\ Vitamina E
>
Electron no
TN AP Dona un electro
\ | (s oxida)
\ /"
~ O o’
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a lacelula) 3
Figura 1.4. Interaccion entre radical libre y antioxidante.
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1.8.1. Efecto nocivo de los radicales libres

El dafio celular producido por las especies reactivas del oxigeno ocurre sobre

diferentes macromoléculas:

- Lipidos. Es aqui donde se produce el dafio mayor en un proceso que se conoce como
peroxidacion lipidica, afecta a las estructuras ricas en acidos grasos poliinsaturados,
ya que se altera la permeabilidad de la membrana celular produciéndose edema y
muerte celular. La peroxidacion lipidica o enranciamiento oxidativo representa una
forma de dafio histico que puede ser desencadenado por el oxigeno, el oxigeno
singlete, el perdxido de hidrogeno y el radical hidroxilo. Los &cidos grasos insaturados
son componentes esenciales de las membranas celulares, por lo que se cree son
importantes para su funcionamiento normal, sin embargo, son vulnerables al ataque

oxidativo iniciado por los radicales libres del oxigeno.>*5!

Los factores que influyen en la magnitud de la peroxidacion lipidica son:

a) La naturaleza cualitativa y cuantitativa del agente inicializador.

b) Los contenidos de la membrana en &cidos grasos poliinsaturados y su accesibilidad.
c) La tension de oxigeno.

d) La presencia de hierro.

e) El contenido celular de antioxidantes (betacarotenos, alfatocoferoles, glutation).

f) La activacion de enzimas que pueden hacer terminar la cadena de reaccion como es

el caso de la glutation peroxidasa (GSH-Prx).

Una vez que se inicia, el proceso toma forma de “cascada”, con produccién de
radicales libres que lleva a la formacién de perdxidos organicos y otros productos, a
partir de los acidos grasos insaturados; una vez formados, estos radicales libres son los
responsables de los efectos citotdxicos.>

- Proteinas. Hay oxidacion de un grupo de aminoacidos como fenilalanina, tirosina,
histidina y metionina; ademas se forman entrecruzamientos de cadenas peptidicas,
y por ultimo hay formacion de grupos carbonilos.

- Acido desoxirribonucleico (ADN). Ocurren fendmenos de mutaciones y
carcinogénesis, hay pérdida de expresion o sintesis de una proteina por dafio a un
gen especifico, modificaciones oxidativas de las bases, delecciones,
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fragmentaciones, interacciones estables ADN-proteinas, reordenamientos
cromosomicos y desmetilacion de citosinas del ADN que activan genes. El dafio se
puede realizar por la alteracion (inactivacion/pérdida de algunos genes supresores
de tumores que pueden conducir a la iniciacion, progresion, o ambas de la
carcinogénesis). Los genes supresores de tumores pueden ser modificados por un
simple cambio en una base critica de la secuencia del ADN.>3

1.9. Estrés oxidativo:

No hay que confundir este mecanismo celular con el estrés cotidiano derivado de las
probleméticas que enfrenta el organismo humano en su vida diaria (trabajo, familia,
tramites, entre otras). El estrés oxidativo es un término asociado a las células y a la
accion de un radical libre que le afecta, asi en condiciones normales se da un equilibrio
entre la produccion de radicales libres u otras especies reactivas con los mecanismos

antioxidantes (exé6geno y endégeno).>®

Este equilibrio permite que la toxicidad por oxidacién sea menor y con menos dafio
celular. Cuando se rompe el equilibrio, éste se podra asociar con un déficit en el

sistema antioxidante o por la proliferacion descontrolada de los radicales libres.*
1.9.1. Mecanismos y vias de produccion de ERO en el paciente critico:

Las ERO pueden producirse basicamente por cuatro caminos diferentes

Trauma, cirugia
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- La cadena respiratoria mitocondrial, que ocurre en las disfunciones mitocondriales
severas, como la observada en el shock séptico.

- Actividad del sistema NADPH oxidasa, via predominante en la sobreproduccion de
ERO durante la sepsis severa.

- Incremento de la enzima xantina oxidasa, activada durante la cirugia vascular y
cardiaca y durante el trasplante de 6rganos.

- lones metalicos como Fe y Cu, que son liberados en lisis celulares y pueden ampliar
el EO.

Independientemente de la via que inicie la produccién de ERO, se crea un ciclo de

inflamacion, activacion celular y generacion de ERO.%’
1.10. Funcion reguladora sobre el metabolismo:

El ser humano tiene un sistema de adaptacion muy lento a los cambios de temperatura,
el cual, ademas, presenta un deterioro progresivo ante la disminucion de las exigencias
ambientales, ya que, cuando las condiciones son desfavorables, el ingenio humano
inventa aparatos que las modifican (como ventiladores o sistemas de aire

acondicionado), limitando asi los mecanismos fisioldgicos de adaptacion.®

Para que las células humanas puedan trabajar bien, es necesario que la temperatura
dentro del cuerpo se conserve entre 36 y 37.5 °C; el mantener la temperatura interna
en estos parametros funcionales es obligacion del hipotalamo, 6rgano localizado en la
base del cerebro, el cual, entre sus funciones tiene la de comandar el sistema
termorregulador con un mecanismo de retroalimentacién que permite aumentar o

disminuir la temperatura en respuesta a las condiciones ambientales.*®

Si la temperatura interna baja méas de 29.5 °C, el hipotalamo pierde la capacidad de
regulacion, precipitando la muerte por paro cardiaco; si aumenta por arriba de los 40
°C, el sistema de regulacion sufre un cortocircuito y se desconecta completamente,

originando la muerte por golpe de calor.*®

Los sensores térmicos son neuronas especializadas, muy sensibles al frio y al calor,
que tienen la capacidad de detectar las variaciones en la temperatura interna del
organismo, los cuales se encuentran localizados normalmente en la piel, en la médula
espinal, en los érganos internos y, muy especialmente, en la regién posterior del mismo
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hipotalamo, de modo que, si la temperatura interna desciende por debajo de 36 °C, el

hipotalamo estimula la produccion de calor a través de cuatro mecanismos:*
» Aumenta la termogénesis quimica.

» Aumenta la secrecion de la tiritonina.

» Secreta mas hormonas generadoras de calor, como la tiroxina.

» Libera hormonas del estado de estrés como la adrenalina.>®

1.11. Ejercicioy el corazon:

1.11.1. Hemodinamica aguda:

En general existen dos tipos de ejercicio: isotonico (dinamico) e isométrico (estatico).
Estos dos tipos de ejercicio se diferencian en las respuestas fisiologicas que provocan
y en las demandas que imponen el corazon, las cuales, a su vez, definen las
adaptaciones cronicas que se desarrollan en los deportistas acondicionados. La
respuesta hemodinamica mas precoz al ejercicio dinamico es una disminucion de la
resistencia vascular sistémica, que refleja una vasodilatacion de los vasos de
resistencia de los muasculos en ejercicio. Este fenomeno es notable incluso con una
intensidad de ejercicio leve. La poscarga disminuye y el gasto cardiaco se redistribuye,
de forma que, durante el esfuerzo maximo, mas del 80% del gasto cardiaco puede
dirigirse al masculo en accion, frente a aproximadamente el 20% en reposo.>®

Dado que la capacidad aerdbica del masculo esquelético es bastante mayor que la de
los tejidos esplacnicos (y dado que los factores locales pueden aumentar realmente la
capacidad de extraccion de oxigeno del muasculo esquelético), el resultado neto de esta
redistribucion del flujo es un aumento del consumo de oxigeno sistémico. La respuesta
cardiaca primaria al ejercicio dinamico es un aumento de la frecuencia cardiaca. Sin
embargo la frecuencia cardiaca no es responsable por si sola del aumento del gasto
cardiaco observado durante el ejercicio. Existe un aumento del retorno venoso,
probablemente mediado por la vasoconstriccién de las grandes venas asi como por los
efectos mecanicos de la construccion muscular, que da lugar a un aumento del volumen
telediastdlico y del volumen sistdlico (por el mecanismo de Franck — Starling).
También se produce un incremento del impulso simpatico neurohumoral que aumenta

la contractibilidad cardiaca.*®
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Durante el ejercicio isométrico, se recluta un grupo muscular definido y no se realiza
trabajo externo. Las necesidades de oxigeno para mantener el ejercicio isométrico son
proporcionales a la masa muscular que interviene y, por lo general, son moderadas.
Sin embargo, estas necesidades pueden no satisfacerse con un aumento del flujo
sanguineo, ya que la vasodilatacion local esta limitada por la comprension mecénica
de los vasos de resistencia debida al ejercicio isométrico del musculo y por lo que el
flujo sanguineo del musculo en ejercicio mantenido puede realmente disminuir. La
perfusion muscular tiende a mantenerse mediante una elevacion de la presion arterial
iniciada por un arco reflejo originado en el musculo en contraccion, que da lugar a un
aumento de la resistencia vascular sistémica incluso cuando el ejercicio solo es
moderado. Conforme a esto, el volumen sistélico realmente puede descender y la
respuesta de la frecuencia cardiaca al ejercicio isométrico puede estar muy aumentada.
Asi, a diferencia de lo que sucede en el ejercicio isoténico, el ejercicio isométrico

impone una carga o presion sistolica significativa al corazon.>®
1.11.2. Relacién antioxidantes - ejercicio fisico y salud humana

Se reconoce que la practica frecuente y sistematica de ejercicio fisico es recomendable
para la salud y el aumento de las defensas antioxidantes, entre otros efectos positivos.
Sin embargo, no escapa al analisis que durante el ejercicio aumenta la produccién de

radicales libres que afectan el tejido muscular, el higado, la sangre u otros.®

Algunos estudios indican que al incluir en la dieta de atletas entrenados alimentos con
antioxidantes, redujo el estrés oxidativo. Ademas la produccion de &cido lactico
durante el ejercicio puede convertir el superdxido (radical poco dafiino) a un hidroxilo

(altamente lesivo para la célula).®*
1.11.3. Efectos en el sistema cardiovascular:

El ejercicio fisico se define como cualquier movimiento corporal producido por el
sistema locomotor por contraccion y relajacion de la musculatura que supone consumo
de energia. Dicho movimiento supone un incremento de la demanda de oxigeno y
nutrientes por los musculos en general. La adaptacion muscular al ejercicio es la base
del entrenamiento y se sabe que estd mediado tanto por la adaptacion y el desarrollo
de las fibras musculares como por los cambios en su metabolismo, fundamentalmente
en las mitocondrias. Se trata de un proceso complejo y no completamente conocido

que implica vias tan heterogéneas como los receptores de calcineurina,
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neoangiogénesis, sobrexpresion genética, reprogramacion metabdlica mitocondrial y
la sintesis de miocinas desde el propio tejido muscular. Sin embargo, su efecto es
crucial no solo en los mdsculos, ya que se ha relacionado con el retraso del

envejecimiento por estabilizacion de la telomerasa mitocondrial.®?
1.11.4. Respuesta cardiovascular al ejercicio:

La capacidad mé&xima de ejercicio disminuye de manera lineal al aumentar la edad en
los seres humanos sanos. Durante el ejercicio maximo, el indice cardiaco y la fraccion

de eyeccion disminuyen con la edad.>®

Existen tres diferencias importantes en la respuesta al ejercicio asociadas a la edad en

los varones y las mujeres sanos.>®

- En primer lugar, las personas mayores tienen una respuesta de la frecuencia
cardiaca al ejercicio mas baja debido a la disminucion de la sensibilidad

betaadrenérgica.

- En segundo lugar, los jovenes presentan una disminucion del volumen telesistolico
desde el reposo al ejercicio maximo, que refleja el aumento del estado inotrépico y
la vasodilatacion arterial con una reduccion de la poscarga; ambas respuestas tienen
una mediacion betaadrenérgica. El volumen telesistolico se eleva progresivamente
con la edad, reflejando la disminucion de la respuesta inotrépica y de la respuesta

vasodilatadora arterial.

- En tercer lugar, el volumen telediastolico no varia en los sujetos jovenes desde el
reposo al ejercicio maximo, pero aumenta progresivamente en 1os sujetos mayores,
debido al uso del mecanismo de Frank-Starling para aumentar el volumen sistolico

y el gasto cardiaco durante el ejercicio.*

Estas diferencias en la respuesta al ejercicio asociadas a la edad desaparecen cuando
los sujetos jovenes son tratados previamente con un blogueo betaadrenérgico, lo que
sugiere que las diferencias en la sensibilidad a las catecolaminas en el intervalo de
edades da lugar a diferencias en la respuesta al ejercicio. Es importante el hecho de
que estos cambios de la funcidn cardiaca asociados a la edad pueden anularse de forma
parcial mediante el acondicionamiento aerébico, que conlleva un aumento
significativo de la capacidad maxima de ejercicio, la fraccion de eyeccién maxima y
el indice cardiaco, asi como una disminucion del indice de volumen telesistélico.
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Aunque la sensibilidad betaadrenérgica no varia con el entrenamiento con ejercicio, la
rigidez arterial en los deportistas de méas edad es menor en comparacion con los
controles sedentarios de la misma edad. La reduccion de la poscarga debida a la
preparacion fisica podria ser un mecanismo por el que mejora la funcion del ventriculo

izquierdo en situacion de ejercicio maximo.>®
1.11.5. Factores que limitan el rendimiento del ejercicio:

Los diferentes individuos tienen distintas capacidades para la practica del trabajo
fisico: para cualquier persona, la capacidad de trabajo depende del tamafio corporal,
edad, el sexo, la base genética y el estado general de salud. Ademas influye mucho en

el nivel de motivacion el rendimiento del ejercicio intenso.%®

La capacidad para llevar a cabo un ejercicio muscular depende, en ultima instancia, de
la capacidad de los muasculos para generar una cantidad de ATP suficiente para
mantener su capacidad de los musculos para generar una cantidad de ATP suficiente
para generar una cantidad de ATP suficiente para mantener su actividad contractil. Las
necesidades metabolicas de los musculos que toman parte en el ejercicio se suplen en
parte con las reservas de glucégeno y, en el caso de musculos de contraccion lenta,

con la pequefa reserva de oxigeno almacenada en la miogloblina.5

Sin embargo, los requerimientos de energia de los musculos dependen finalmente del
aporte de glucosa y el oxigeno a través de la circulacion. A niveles de trabajo
reducidos, el metabolismo aerobico es el que suple, fundamentalmente, los
requerimientos energeticos y se puede mantener el ejercicio durante periodos de
tiempo considerados. A niveles elevados de trabajo, la contribucién del metabolismo
anaerobico a los requerimientos enérgicos es creciente, y la fatiga aparece
relativamente pronto. La fatiga asociada al ejercicio intenso se debe, al menos en parte,

a la acumulacion de lactato.%®
1.11.6. El entrenamiento influye sobre el perfil lipidico de la sangre:

El ejercicio aerobio cronico se asocia a un momento de los niveles circulantes de
lipoproteinas de alta densidad (HDL), mientras que se mantienen los niveles totales de
colesterol, por los que la relacion HDL/colesterol total aumenta. Estos cambios en los
porcentajes de colesterol se producen a cualquier edad si el ejercicio se realiza de
forma regular.®
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La pérdida de peso, a menudo asociada al aumento de la actividad fisica cronica
contribuye en dudablemente a estos cambios en el transporte de colesterol.%

Dado que el ejercicio aumenta, tanto de forma crénica como aguda, el metabolismo de
las grasas y la capacidad metabdlica celular para la B-oxidacion de los &cidos grasos
libres, no es sorprendente que, con el tiempo, la actividad regular aumente la actividad
lipoproteinlipasa tanto en el musculo como en el tejido adiposo. Los cambios en la
actividad de la lipoproteinlipasa, junto al aumento de la actividad de la lecitina-
colesterol aciltransferasa y la sintesis de apoproteinas A-1 aumentan los niveles de

HDL circulantes.?

1.12. Temperatura:

1.12.1. Intercambio de calor entre la superficie corporal y el medio exterior:

Casi todos los procesos celulares del organismo daran lugar en altimo término, a la
produccion de calor. Cuanto mas activo metabdlicamente es un tejido, mas calor
produce. Los 6rganos que producen mas calor son el cerebro, el musculo esquelético
y los 6rganos viscerales; como el higado y el rifion. Para mantener una temperatura
corporal normal, la perdida de calor hacia el medio exterior debe equilibrarse con el

calor generado a través del metabolismo.5

En esta situacion, la temperatura corporal se mantiene estable. En un entorno frio se
pierde continuamente calor a través de la superficie corporal y estad perdida debe
minimizarse mediante ajustes fisiologicos apropiados. Ademas la perdida debe

equilibrarse con alguna forma de produccion de calor. %
1.12.2. Intercambio de calor con el ambiente:

La transferencia de calor entre el organismo y el ambiente se realiza a través de la
superficie de la piel por los mecanismos de radiacién, conduccién convencion y
evaporacion. El intercambio de calor por los tres primeros mecanismos depende del
gradiente de presion de vapor de agua que exista entre la piel y el medio. Cuando la
produccion de calor es igual a su perdida, existe un estado denominado de balance
térmico durante el cual la temperatura central del organismo se mantiene constante.®
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v Radiacion:

Es la transferencia de calor por ondas electromagnéticas infra rojas entre la piel y los
objetos que la rodean. Se puede ganar o perder calor por radiacién, en funcion de si la

piel se encuentra mas fria o mas caliente que los objetos del entorno.®®
v" Conduccion:

Es la transferencia de calores molécula a molécula, en solidos, liquidos o gases, se trata
de un mecanismo dependiente de la conductividad de la sustancia y de las diferencias

de temperatura entre los puntos de contacto.®

En condiciones normales este mecanismo es poco significativo para el organismo,
dado que raras veces areas muy extensas de la piel se ponen en contacto directo con
objetos del medio. Sin embargo, en condiciones especiales este mecanismo se
convierte en uno de los mas importantes en la perdida de calor. Asi ocurre por ejemplo
con una persona que permanece inmaovil dentro de una piscina, en este caso se pierde

calor.®
1.12.3. Temperaturas extremas:

El rango de temperaturas en el que habitualmente fluctuan las temperaturas centrales
del organismo humano, lo cual incluye las temperaturas extremas que éste puede
soportar antes de sufrir un choque térmico.%

Como es claro durante el ejercicio fisico y el trabajo intenso la temperatura central del
organismo puede ascender hasta 39 o 40 °C. Por otra parte la temperatura central
desciende por lo regular de los 37 °C durante el suefio y por supuesto puede descender
por debajo de 36 °C si el organismo se encuentra expuesto a un frio intenso. En reposo
y en un ambiente comodo durante el dia, la temperatura central no varia més alla de
0.5°C.%®
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

2.1. DISENO METODOLOGICO:
2.1.1 Tipo de estudio:

El presente estudio es de tipo experimental.
2.1.2. Lugar de experimentacion:

El presente Trabajo de Investigacion y los registros de vasodilatacion se
realizaron empleando una cdmara para 6rgano aislado en el Centro de
Investigacion y Desarrollo Cientifico (CIDEC) de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de San Agustin.

2.1.3. Muestra bioldgica:

Como animales de experimentacion se utilizaran 24 ratas de sexo macho, de la
especie Rattus Norvegicus, de 260 + 30g de peso, de tres meses de edad

aproximadamente.

Estas seran mantenidas en condiciones adecuadas, permitiéndoseles libre acceso

al agua y a la comida.
2.1.4. Unidad de estudio:

Las unidades de estudio estaran constituidas por anillos aislados de aorta
tordcica de ratas sanas y ratas con hipercolesterolemia las cuales seran

distribuidas aleatoriamente segun el protocolo de estudio.
2.2. DISTRIBUCION DE GRUPOS DE TRABAJO:

Se obtendra de cada muestra bioldgica de rata especie Rattus Norvegicus, cuatro
unidades de anillos, constituyendo asi nuestra unidad de estudio aproximadamente

96 anillos aislados de aorta toracica.

Dividiendo en dos el grupo de estudio y a su vez en cuatro cada subgrupo:
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e Grupo Normal: este grupo esta constituido por 12 ratas a las cuales no se les
indujo hipercolesterolemia siendo alimentadas con 30 g de alimento
TOMASINO y agua Ad libitum durante un periodo de 20 dias.

Finalizado el tiempo se obtuvo 48 anillos de las respectivas ratas, distribuidas
aleatoriamente en dos grupos: con coenzima Qo Y sin coenzima Qzo, Se procede

a distribuir en cuatro subgrupos:

% Grupo normal a 36 °C de temperatura
¢ Grupo normal a 37 °C de temperatura
+«+ Grupo normal a 38 °C de temperatura
+«+ Grupo normal a 39 °C de temperatura

e Grupo Hipercolesteroléemico: este grupo esta constituido por 12 ratas a las
cuales se les indujo hipercolesterolemia y se las administro 2 mL de solucion
de colesterol y alimentadas con 30 g de alimento TOMASINO y agua Ad
libitum durante un periodo de 20 dias.

Finalizado el tiempo se obtuvo 48 anillos de las respectivas ratas, distribuidas
aleatoriamente en dos grupos; con coenzima Qzo Y Sin coenzima Qzo, Se procede

a distribuir en cuatro subgrupos:
+¢+ Grupo Hipercolesterolémico a 36 °C de temperatura.
++ Grupo Hipercolesterolémico a 37 °C de temperatura.
++ Grupo Hipercolesterolémico a 38 °C de temperatura.
+¢ Grupo Hipercolesterolémico a 39 °C de temperatura.
2.3. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS:
2.3.1. Equipos:
- Balanza analitica (ADAMS sensibilidad 0.1 mg — méx. 110g.)

- Balanza (OHAUS — Triple Beam Balance U.S. PAT. N° 2729.439) capacidad
2610 g.

- Centrifuga universal (IEC modelo CL- serie N° 7473714-0) precision FA-
2X méx. rpm 6300, max. peso 0.048 Kg
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Micropipetas automaticas (Accumax de 50 — 200 pL)
Micropipetas automaticas (Transferpette 100 — 1000 pL)
Cocina eléctrica (PHILIPS).

Refrigeradora (DAEWOO serie SBN: 11226386).

Bafio maria (PRECISION SCIENTIFICC CO PS serie N-8).
Microlab 200 (MERCK).

Agitador magnético/plancha térmica (LAB-LINE serie PYRO-MAGNESTIR
N° 1266).

pH metro (INOLAB serie 720/730/740 WTW).

Cémara de 6rganos aislados para anillos de aorta, termorregulado mediante

circuito de agua externo.

Balon de oxigeno y de anhidrido carbénico.
Poligrafo (Grass Instrument - 10 canales).
Transductor isométrico (Grass Instrument).
Guillotina multiple.

Bafio Maria con circulacion (BUCHI 461 Water Bath)

2.3.2. Reactivos y farmacos:

Solucién Krebs

Para 100 mL se peso las siguientes cantidades:

NaCl 7,0128 g
KCI 0,4399 ¢
NaH2PO4 0,1872 g
MgCl; 0,2439¢g
CaCl 0,3675¢
NaHCOs3 1,3021 g
Glucosa 2,0700 g
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Norepinefrina. P.A. 10 uM. (MERCK)

Acetilcolina, P.A. 0,1 uM, 1 uM y 10 pM. (MERCK)
Coenzima Q 10. (FARMARECETAS S.A.C.)

Suero fisioldgico (NaCl 0.9 %) (MERCK)

Colesterol grado USP/97 % (MERCK).

Kit para andlisis de colesterol total. (VALTEK).

Mezcla carbogena con 95 % de O2 y 5 % de CO2

2.3.3. Material vidrio:

Termémetro de 100 °C (CONTROL COMPANY).

Tubos de ensayo de 15 mL y 100 mL (PYREX)

Erlenmeyer de 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL y 1000 mL (PYREX)
Embudo (PYREX).

Probetas graduadas 10 mL y 50 mL (PYREX).

Pipetas (PYREX).

Vasos precipitados de 50 mL,100 mL (PYREX)

Luna de reloj (PYREX).

Baguetas (PYREX).

Probetas de 100 mL (PYREX)

2.3.4. Material anexo:

Morteros. (FORTUNA)
Espatula.

Soporte Universal.

Jaulas estandar para ratas.
Gradillas

Sonda orogastrica
Capilares (MARIENFELD)
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Tubos de ependorff. (MERCK)

Pinzas

Hojas de bisturi.

Tijeras de diseccion.

Guantes quirdrgicos
2.4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL:
2.4.1. Adaptacion de la muestra biologica:

Se realiz6 de forma aleatoria teniendo en cuenta el aspecto fisico, el buen estado
de salud y asegurdandose que los animales no hubieran sido sometido a
experimentos previos, ademas se mantuvieron en periodo de cuarentena de una
semana de adaptacion, teniendo que cumplir con los requisitos basicos para el
estudio: ratas machos de la especie Rattus Norvegicus, de 260 £ 30 g de peso, de

tres meses de edad aproximadamente.

Los animales fueron sometidos a las condiciones de trabajo y laboratorio; todos
los grupos de experimentacion recibieron una dieta de mantenimiento de 30 g de
alimento concentrado TOMASINO cada 24 horas a la misma hora y agua Ad

libitum durante un periodo de 20 dias.

Los animales fueron distribuidos en jaulas de cuatro ratas cada una y sometidos
a periodos de luz y oscuridad de 12 horas respectivamente, manteniéndose las
condiciones ambientales adecuadas a temperatura de 21 °C y humedad relativa
de 30 %.

2.4.2. Sistema de identificacion:

Las ratas fueron marcadas sobre determinadas areas del cuerpo (cabeza, pata,
lomo), se designé a cada rata en su determinado grupo de trabajo, siendo dos
grupos: grupo control y grupo experimental.

2.4.3. Identificacion y registro de peso:

Una vez seleccionados los animales en sus respectivos grupos se procedio al

pesado de cada uno de ellos, registrando asi el peso cada cinco dias durante el
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estudio. Conformando asi los pesos para el dia basal, 5 dias, 10 dias, 15 dias y

20 dias hasta culminar la experimentacion.
2.4.4. Induccion experimental de hipercolesterolemia:

La hipercolesterolemia fue inducida considerando el método seguido por Ruiz-
Roso y Col 2003, este método a su vez fue modificado por los estudios descritos
por Jorge Arroyo y Col 2007. La administracion de colesterol, se realizé despues

de la toma de muestra basal a todos los grupos.

Se administro a cada rata por via orogastrica 2 mL de colesterol a una dosis de
62,5 mg/Kg de peso, suspendido en goma tragacanto al 2 % diluida en agua

destilada.

El colesterol se suministro diariamente por las mafianas y a una hora establecida
durante cuatro semanas, teniendo en cuenta que este proceso se hara en los dias

de control de peso y control de colesterol sérico.
2.4.5. Extraccion de la muestra:

Cumplidas las 12 horas de ayuno, se procedi6 a extraer mediante el empleo de
un capilar, la sangre del angulo interno del ojo consiguiéndose un volumen

aproximado de 1 a 1,5 mL.
2.4.6. Determinacion del colesterol total sérico:
Fundamento:

El colesterol se determina por accion de las enzimas colesterol éster hidrolasa y
colesterol oxidasa. La primera libera el colesterol de los esteres de colesterol, y
la segunda oxida el colesterol libre produciéndose perdxido de hidrogeno, el cual
en presencia de la enzima peroxidasa reacciona con el sistema cromogénico,

dando origen a un compuesto coloreado que se absorbe a 505nm.

Colesterol éster CEH Colesterol + acidos grasos
—_—
Colesterol + O, CHOD Colest-4-en-3-ona + H,O,
PAP
2 H)0, + 4-AAP+p-HBA N Comp. Coloreado + 4H,O

Fuente: determinacion fotométrica de Colesterol total en suero o plasma.
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Procedimiento:

Cumplidas las 12 horas de ayuno, se procedié a extraer mediante el empleo de
un capilar sin heparinizado, la sangre del angulo interno del ojo consiguiéndose
un volumen aproximado de 1 mL. Una vez obtenida la sangre sin anticoagulante,
se centrifugo durante diez minutos a 3000 r.p.m., finalizando el tiempo se
extrajo 10 pL de suero mediante una micropipeta, el que fue depositado en un
tubo de ensayo que contenia el reactivo enzimatico para la determinacion de
colesterol. Luego de 10 minutos de incubacion a 37 °C se efectud la lectura en

unidades de absorbancia a 505 nm de longitud de onda.

Tabla 2.1. Determinacién del colesterol plasmatico

Blanco Estandar Muestra
Muestra (uL) - - 10
Estandar (uL) - 10 -
Reactivo 1.00 1.00 1.00
Enzimatico (mL)

Mezclar, incubar BM a 37 °C x 10 minutos; leer a 505 nm

Fuente: Elaboracion propia

2.4.7. Obtencion de los anillos de aortas toracicas de rata:

Las ratas previamente pesadas son sacrificadas mediante contusion cervical,
después de haberla colocado en una mesa de diseccion para animales se les
extrajo el segmento de aorta tordcica comprendido entre el arco aortico y el

diafragma.

La técnica empleada para la obtencién de la arteria aorta toracica consistio en la
realizacién de una toracotomia, separando los pulmones del corazon para
visualizar la arteria. Posteriormente se procedio a la diseccién de la arteria aorta
toracica descendente desde el cayado al diafragma el cual fue rapidamente

removido y depositado sobre una Placa de Petri que contenia una solucion Krebs.
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Seguidamente de su prolija limpieza, dentro de la solucién salina se procedié a
cortarla en anillos de 3,0 £ 0,05 mm de longitud utilizando la parte cerca a la
cava superior del corazén mediante una guillotina maltiple disefiada para tal fin,

extrayéndose al final cuatro anillos de cada segmento.

2.4.8. Determinacion del tiempo de incubacion con coenzima Qo a diferentes
tiempos 10, 20 y 30 minutos a dosis crecientes de acetilcolina:

Con la finalidad de determinar el efecto termodependiente de la coenzima Q1o se
determind el tiempo de incubacion adecuado para los anillos aorticos aislados de
ratas sanas, se realiz6 un bafio maria sobre la asimilacion de coenzima Q1o de
100 mg, cada anillo asimilara la cantidad suficiente. Para ello se distribuiran los
anillos en tres grupos, y cada grupo con sus respectivos tiempos de 10, 20 y 30
minutos a una temperatura de 37 °C. Luego de la incubacion se insertara en la
camara de organos y se determinara a dosis crecientes de acetilcolina 0.1 pM, 1
UM y 10 uM, de esta forma obtendremos que tiempo es el méas adecuado para

las posteriores experimentaciones.
2.4.9. Determinacion de la viabilidad del tejido adrtico:

Segln Evora y col. (1996); Nakamura y col. (2002), con el objeto de determinar
la viabilidad del tejido, transcurridos 30 minutos de estabilizacién, se contrajo la
aorta torécica de rata con norepinefrina (10 uM) y a continuacion se relajé con
acetilcolina realizando tres lavados cada 10 minutos acrecentando su dosis (0,1
UM, 1 uM, 10 uM).

2.4.10. Insercion de los anillos de aorta toréacica en la camara de 6rganos aislados:

Uno a uno, los anillos ya previamente incubados con coenzima Q1o fueron
insertados dentro del pozo de la camara de drganos aislados para su estudio,
sujetandolos entre dos ganchos de acero inoxidable. Uno de ellos al poste fijo
en el borde interno de la cdmara y el otro, constituido por el extremo terminal
de un transductor de tension isométrico conectado a un poligrafo Grass que
registr6 los cambios de la actividad contractil de la aorta toréacica para ser
graficados mediante una aguja inscriptora en papel milimetrado. Se llen¢ el
pozo de la cdmara con 20 mL de la solucion Krebs a 37 °C.
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Los anillos de aorta toracica, montados en el bafio de 6rgano aislado, fueron
estabilizados a 2 g de tension durante 30 min, siendo burbujeado de manera
continua con una mezcla carbdgena de gases con 95 % de O, mas 5 % de CO-
este ultimo para mantener estable el pH en 7,4 y reajustandose la tension hasta
la obtencion de un nivel estable. La temperatura de la solucién en la camara se
mantuvo estable gracias al empleo de un termociclador con circulacion de agua

continua.

Una vez estabilizada la preparacion, lo cual se conoce porque deja de oscilar la
aguja registradora del poligrafo, se procedi6 a hacer las lecturas
correspondientes.

Tanto las contracciones como las relajaciones inducidas en los anillos aorticos,
Se expresaron en porcentaje con respecto a la maxima contraccién obtenida con
la solucion de 10 uM de norepinefrina (100 %). La determinacion del patron
de vasodilatacién en condiciones fisioldgicas se realizo mediante el empleo de
10 uM de acetilcolina (ACh) la cual la relajacion obtenida con la mayor dosis

de acetilcolina servira de patrén comparativo.
2.4.11. Respuesta vasoactiva con anillos de ratas hipercolesterolémicas:

Conocidos los patrones de contraccion y relajacion, se procedio a determinar
los histogramas de vasodilatacion con una dosis de ACh de 10 uM (10°M) con
los anillos adrticos extraidos del grupo hipercolesterolémico.

2.4.12. Porcentaje de vasodilatacion:

Con los valores obtenidos se realizara una regla de tres para determinar un
porcentaje, el cual es el efecto maximo de la acetilcolina sobre musculo liso
toracico (100 %), obteniendo el porcentaje de inhibicion de las concentraciones
de coenzima Q1o frente a la accién de acetilcolina.

a = # total de cuadrados
b = 100 % de vasodilatacion
¢ = # de cuadrados ocupados

X = % de vasodilatacion
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2.5. DISENO ESTADISTICO:
Se calcul6 lo siguiente:
e Analisis estadistico descriptivo
e Andlisis de Varianza Factorial
e Comparaciones maltiples.
Las diferencias se consideraron como:
¢ No significativas p > 0,05: Aceptacion de hipotesis nula.

¢ Significativas p < 0,05: Rechazo de hipdtesis nula.
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CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION

La muerte por Enfermedad Cardiovascular constituye la primera causa de muerte en
los paises desarrollados y la tercera en el nuestro. Produciéndose asi, ya hace algun
tiempo una explosién en las areas de investigacion y en el area clinica a fin de proponer
nuevos estudios sobre los mecanismos de produccién del proceso de
hipercolesterolemia, nuevos tratamientos y nuevas formas para lograr la disminucion

de esta enfermedad.

Estudios demuestran la necesidad de dejar la vida sedentaria que afecta el ritmo de
vida de las personas y por tanto su calidad y lograr que las personas se encuentren en

un estado saludable.®®

Por estas razones nos planteamos como objetivo del presente estudio la evaluacion del
efecto termodependiente de la coenzima Q1o sobre la vasodilatacion de anillos de aorta
torécica de ratas con hipercolesterolemia experimental, presentando todos los procesos
experimentales realizados cuyos resultados, analisis y discusion se muestran a través

de los siguientes cuadros 'y gréaficos.

Estudios recientes ponen de manifiesto que, en personas con afecciones del corazon,
el consumo de cantidades adecuadas de la coenzima Qo contribuye a una mejora en

la captacion de oxigeno, la funcion cardiaca y la resistencia al esfuerzo.®’

La actividad fisica es determinante para el éxito de un plan en el tratamiento de la
obesidad, pero debe considerarse como un factor adverso la falta de motivacién para
realizar ejercicio en estas personas obesas. De modo que, debe incrementarse la
actividad fisica hasta alcanzar 60 minutos diarios y lograr la intensidad para que sea
efectivo en el tratamiento de la obesidad, asi como en el mantenimiento del peso ideal,

una vez logrado.®®

A su vez se tuvo en cuenta que para realizar el siguiente trabajo, debemos de contar
con animales de experimentacion (ratas de la especie Rattus Norvergicus)

aparentemente sanas, debido a que estos animales han servido como modelo en un
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gran namero de estudios sobre hipercolesterolemia, lipoproteinas y ateroesclerosis, ya

que posee varias ventajas como animal de experimentacion.

Ademas se considerd como valores normales de hipercolesterolemia de 50 a 86 mg/dL
y como valores patoldgicos una hipercolesterolemia superior a 86 mg/dL, estos valores
son necesarios para el andlisis estadistico de los resultados de la induccion de

hipercolesterolemia.

Identificacidn de pesos

Los promedios y desviacion estandar de los pesos de ratas del grupo control en sus diferentes
tomas; siendo alimentadas solo con alimento de engorde Tomasino y las de grupo
experimental agregandole colesterol ademas del alimento de engorde como se observa en la
Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Efecto a través del tiempo de la administracion en la dieta de colesterol sobre
los pesos de ratas inducida por hipercolesterolemia

Tiempo (dias)
Grupo de .
J N Medida = Peso Basal 5 10 15 20
trabajo
(9)
(9) (9) (9) (9)
Promedio 279.96 268.72 = 281.16  286.95 | 288.59
Control 12
D.E. 9.56 10.24 7.81 9.18 12.16
Promedio 289.36 316.02  329.02 = 334.84 | 352.43
Experimental 12
D.E. 8.03 8.40 6.72 6.97 13.17

Fuente: Elaboracion propia

*Los resultados estan expresados en gramos.

*D.E. Desviacion estandar

En dicha tabla obtenemos el peso de 12 ratas pertenecientes al grupo control; se
presenta los valores expresados en gramos, la toma basal tuvo un promedio de 279.96
g, luego a los 5 dias con un promedio de 268.72 g, 10 dias con un promedio de 281.16
g, 15 dias con un promedio de 286.95 g y a los 20 dias con un promedio de 288.59 g;
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dichos resultados evidencian que los pesos se mantienen a simple vista similares.
(Anexo 1)

En la misma tabla encontramos el peso de 12 ratas inducidas con hipercolesterolemia;
presentando valores expresados en gramos, la toma basal tuvo un promedio de 289.36
g, luego a los 5 dias obtuvimos un promedio de 316.02 g, 10 dias con un promedio de
329.02, 15 dias con el promedio correspondiente de 334.84 g y a los 20 dias un
promedio correspondiente de 352.43 g, dichos resultados evidencian que los pesos
sufrio un aumento altamente significativo después del primer dia de producida la
induccién a hipercolesterolemia en sus datos, demostrandonos que hay una relacion
entre el aumento de colesterol con el incremento en sus pesos como lo expresa los
estudios de Arroyo et al el cual proyecta en sus resultados que por medio de la
administracion de colesterol via orogéastrica provoca un aumento significativo en los
pesos de las ratas de experimentacion jugando un papel importante en estas. (Anexo
2)

La evolucion corporal durante los 20 dias, haciendo el respectivo seguimiento en cada
uno de los grupos de experimentacion, donde se observa el incremento de pesos
notorios para los grupos que se administré colesterol, el peso se toma a todas las ratas
en ayunas observado en la Figura 3.1.

—E— GRUPO CONTROL
—>*— GRUPO EXPERIMENTAL

340
320
300

280 B\B/B’——B
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PESO CORPORAL

240

220

200
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Figura 3.1. Efecto a través del tiempo sobre los pesos
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La evolucion de los pesos de los diferentes grupos en estudio demuestra que el grupo
control es el que ha tenido el menor aumento de peso debido a que no se le indujo
hipercolesterolemia, el grupo experimental que se le indujo hipercolesterolemia tiene
un aumento de peso mayor al del grupo control, todos tienen inicio cercano pero

aumentan de acuerdo al consumo de colesterol durante los 20 dias.

Similares resultados se obtuvieron en el trabajo publicado por Arroyo et al, quien
plantea que la administracién de colesterol promueve un incremento en el peso de las
ratas que la reciben y estos resultados puede ser mayor en la medida en que se alargue
la administracién de colesterol por via orogastrica. Por la cual concluimos que para el
grupo experimental increment? el peso debido a dicha administracion de colesterol por

via orogastrica ademas de la vida sedentaria de las ratas.

Estudios dado por Lee J. et al. indican que el aumento de peso se debe a ciertos factores
que influyen en esta, tales como la poca movilizacion de las ratas y la alimentacion a
libertad, por lo cual se da un aumento en el metabolismo de los lipidos provocando asi

un incremento de colesterol total en sangre de las ratas.

Determinacion de valores de colesterolemia

Se determind que los dias de extraccion de muestra sera el dia basal, 5to, 10mo, 15vo
y al 20vo dia; la extraccion se realizara a las 24 ratas encontrandose estas en ayuno,
se procedio a extraer mediante el empleo de un capilar la sangre del angulo interno del

ojo del animal obteniendo aproximadamente un volumen de un 1 mL de sangre.

Observamos que el promedio de colesterol total basal encontrado en el grupo control
no sufrio un aumento altamente significativo durante los 20 dias de tratamiento
teniendo como resultado el dia basal el promedio de 70.02 mg/dL, con una desviacion
estandar de 3.58, al 5to dia 72.65 mg/dL y su desviacion estandar de 3.4, al 10mo dia
74.3 mg/dL con su desviacion estandar de 2.33, al 15vo dia observamos una ligera
disminucion en los resultados obteniendo 73.81 mg/dL y la desviacion estandar de
4.96 y al 20vo dia se obtuvo como resultado de promedio un ligero aumento a 75.3

mg/dL y con una desviacion estandar de 3.95. (Anexo 3)

Asi mismo los promedios obtenidos en el grupo experimental presento un aumento
altamente significativo durante la evolucién de los 20 dias; este aumento nos muestra
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que gracias a la alimentacion por via orogéstrica de colesterol al 97 % se obtuvo el
efecto de hipercolesterolemia. Teniendo como resultado el dia basal el promedio de
79.07 mg/dL con una desviacion estandar de 3.32, al 5to dia 98.82 mg/dL y su
desviacion estandar de 5.75, al 10mo dia 125.18 mg/dL con su desviacién estandar de
10.03, al 15vo dia observamos los resultados obtenidos a 146.75 mg/dL y la desviacién
estandar de 16.3 y al 20vo dia se obtuvo como resultado un promedio de 172.75 mg/dL
y con una desviacion estandar de 13.19. (Anexo 4) Los valores de promedio y
desviacion estandar de los niveles sericos de colesterol total de ambos grupos se

encuentran expresados en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Efecto a través del tiempo de la administracion en la dieta
hipercolesterolémica sobre la concentracion sérica de colesterol en los grupos

correspondientes

Tiempo (dias)
Grupo de i
edida
trabajo Basal 5 10 15 20
(mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL) |(mg/dL)
Promedio| 70.02 72.65 74.3 73.81 75.3
Control 12
D.E. 3.58 3.4 2.33 4.96 3.95
Promedio  79.7 98.82 125.18 146.75 | 172.75
Experimental 12
D.E. 3.32 5.75 10.03 16.3 13.19

Fuente: Elaboracién propia

*Los resultados son expresados en mg/dL

*D.E. Desviacion estandar

Haciendo una comparacion del mismo procedimiento con otras fuentes de estudio,
observamos que este aumento se debe a la administracion de colesterol considerando
el método seguido por Ruiz — Rosso et al.

También se compar6 con un estudio realizado por Tiago Campos Rosini y Col. 2012
en el articulo “Obesidade induzida por consumo de dieta: modelo em roedores para o
estudo dos disturbios relacionados com a obesidade” donde se obtuvo resultados

similares, en este estudio se trabajé con diferentes dietas de induccion de
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hipercolesterolemia y obesidad en ratas, el cual se demostré que la mejor dieta para
incrementar el colesterol total en ratas es la administracion de colesterol al 1 %

obteniendo los resultados a las 8 semanas de empezada la experimentacion.

En el método usado en nuestro trabajo de experimentacion obtuvimos un resultado a
los 20 dias después de la administracion diaria de colesterol, dicho estudio con la
modificacion en la forma de administracion de la misma, que fue por via oral en dosis
de 62.5 mg/Kg suspendido en goma tragacanto al 2 % presentado y modificado por
Jorge Arroyo et al 2007 en “Reduccion del colesterol y aumento de la capacidad
antioxidante por el consumo crénico de maiz morado (Zea mays) en ratas

hipercolesterolémicas.

Para observar la diferencia en los promedios de los niveles de colesterol total en el
grupo experimental como el grupo control se utiliza el diagrama de caja y bigote;
encontrandose con un elevado incremento en el grupo experimental en comparacion

con las del grupo control observandose el diagrama en la Figura 3.2.
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Figura 3.2. Diagrama de caja y bigotes para los promedios de los niveles de

colesterolemia total en los grupos control y experimental.

Los niveles de colesterol sérico tomados desde el primer dia de experimentacion hasta
el dia 20, culminando la experimentacién entre el grupo control y el grupo

experimental, presentan una variacion entre los resultados obtenidos pudiendo

56

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

observar que para la rata N° 4 del grupo control se obtuvo una variacion de promedio
de -1.5; para la rata N° 2 del grupo experimental se obtuvo una variacion de 116.3,
concluyendo que hay un incremento muy notorio para el grupo experimental a
diferencia del grupo control que disminuy0 su concentracion con respecto al primer
dia de administracion, también podemos decir que para la rata N°11 del grupo control
se obtiene una variacion de 8.3 y para larata N° 7 del grupo experimental una variacion
de 69.9 aqui podemos observar que hay un pequefio incremento de concentracion para
ambos grupos pero sin igualarse en los valores correspondientes entre ellos, dichos

datos se expresan en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Variacion en los niveles de colesterolemia total en los grupos control y

experimental.

N°  Grupo Control = Grupo Experimental
1 8.8 98.9
2 14 116.3
3 12 79.8
4 -1.5 81.7
5) 1.7 111.8
6 0.4 93.7
7 13.4 69.9
8 0.9 91.1
9 -1 87.1
10 7.3 97.9
11 8.3 87.7
12 5.7 100.7

Fuente: Elaboracion propia

*Los datos estan expresados en mg/dL.

Por ende podemos decir que efectivamente para el grupo experimental se obtuvo

niveles séricos de colesterol muy elevados ya que se le administré colesterol por via
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orogéstrica obteniéndose asi la hipercolesterolemia. Similares resultados se obtuvo en
el estudio presentado por Jorge Arroyo y col. 2007, quien utilizo el método de
administracion de colesterol por via orogastrica, ya que para el grupo experimental
(control positivo) indujo hipercolesterolemia provocando un aumento de colesterol
total. Estudios similares presentaron con la administracion de colesterol en estudios
efectuados con raiz Chichorium intybus sobre el perfil lipidico en ratas dislipidémicas.
Con estos estudios concluimos que existen métodos alternativos para el incremento de
colesterol sérico en animales de experimentacion y que estos tienen el mismo resultado

con el beneficio de acortarnos el tiempo de induccidn.

Con los datos obtenidos se procedio a realizar la diferencia de los valores de colesterol
sérico tanto en el grupo experimental como el grupo control; teniendo en cuenta que
nuestro recuento de datos fue de 12 ratas para el grupo control obteniendo para los
niveles de colesterolemia total que el promedio fue de 5.28 +/- 3.24, la desviacion
estandar es 5.10059, sesgo estandarizado de 0.129802 y por ultimo la curtosis

estandarizada es de -0.958322 observados en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Analisis estadistico descriptivo para los niveles de colesterolemia total en los

grupos control y experimental.

Grupo Control  Grupo Experimental

Recuento 12 12
Promedio 5.28 +/- 3.24 93.05 +/- 8.39
Desviacion Estandar 5.10059 13.2011
Minimo -1.5 69.9
Maéximo 13.4 116.3
Rango 14.9 46.4
Sesgo Estandarizado 0.129802 0.22506
Curtosis Estandarizada -0.958322 -0.0721635

Fuente: Elaboracion propia
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Asi mismo tenemos resultados para los niveles de colesterolemia total, teniendo en
cuenta que nuestro recuento de datos fue de 12 ratas para el grupo experimental, se
observo que el promedio fue 93.05+/- 8.39, la desviacion estandar es 13.2011, sesgo

estandarizado de 0.22506 y para culminar la curtosis estandarizada es de -0.0721635.

Siendo el sesgo y la curtosis menores a 2, los cuales nos indican que nuestros

resultados siguen una distribucion normal.

Los resultados demuestran que hubo un aumento en los niveles de colesterol total en
sangre al administrar a los animales de experimentacion colesterol de forma diaria por
via oral, 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 demostrandose en los estudios expuestos por
Lago F. en 2004.

Al realizar la prueba t-student respectiva, suponiendo varianzas iguales se obtuvo
resultados expresados en la Tabla 3.5. un t= -21.4831 y un valor-p= 3.0813 x107'2
siendo este menor a 0.05, encontrando un valor p de 0.000 es decir es altamente
significativo, con lo cual se rechazo la hipotesis nula y se acepto la hipotesis alternativa
de diferencia de los niveles de hipercolesterolemia entre los grupos control y

experimental a un 95 % de confianza.

A la cuarta semana es decir al dia 20 se alcanza valores méximos de colesterol total,
estos resultados también se encuentran descritos en un estudio presentado por Lévano
Salazar 2011 quien evalu6 el “Efecto de la Inulina sobre el perfil lipidico en ratas

dislipidémicas” el cual obtuvo un incremento del 34 % a diferencia de su grupo control.

Tabla 3.5. Prueba t-student para los niveles de colesterol total en los grupos control y

experimental.

Promedios T Valor-p

Grupo Control 5.28 +/- 3.24
-21.4831 3.0813x10*
Grupo Experimental 93.05+/- 8.39

Fuente: Elaboracion propia
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Relacion de variables colesterolemia vs pesos

Utilizamos el diagrama de dispersion para los pesos del grupo control, este presenta
una correlacién de 0.0179 y un valor-p de 0.8923 lo que indica que los grupos
significativo son homogéneos por lo tanto no existe una diferencia estadisticamente
significativa con un nivel de 95.0 % de confianza; demostrandonos asi que no hubo
una suba de peso en el grupo control con respecto a la dieta administrada solamente

con alimento de engorde Tomasino en un proceso de 20 dias demostrada en la Figura

3.3.
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Figura 3.3. Diagrama de dispersion para pesos en el grupo control.
Correlacion: 0.0179
Valor-p = 0.8923

El diagrama de dispersion para el grupo experimental, nos presenta una correlacion de
0.8614 y un valor-p de 0.0000 este resultado nos indica que los grupos significativos
no son homogéneos por lo tanto existe una diferencia estadisticamente significativa
con un nivel de 95.0 % de confianza, demostrandonos asi que hubo una suba de peso
muy notoria en el grupo experimental con respecto a la dieta administrada afiadiéndole
colesterol via orogastrica al pasar los 20 dias de experimentacion como se observa en

la Figura 3.4.
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Figura 3.4. Diagrama de dispersion para pesos en el grupo experimental.
Correlacion: 0.8614
Valor-p = 0.0000

Determinacion del tiempo de pre incubacion de coenzima Qo

Nuestra unidad biol6gica de estudio son 5 anillos de aorta toracica de rata sana en las
cuales observamos la respuesta vasodilatadora con respecto a la administracion de
acetilcolina en concentracion de 0.1 pM de acetilcolina utilizando para sus resultados

un analisis estadistico descriptivo.

Los resultados para 10 minutos de incubacién tuvo como promedio 15.4 +/- 4.56, una
desviacion estandar de 3.67355, sesgo estandarizado de -0.5434 y una curtosis
estandarizada de -0.4696; al aumentar el tiempo de 20 minutos de incubacion se obtuvo
un promedio de 21.8 +/- 3.12 observando mejor eficacia de vasodilatacion, una
desviacion estandar de 2.51595, sesgo estandarizado de 0.3090 y una curtosis
estandarizada de —1.1878.

Culminando con los resultados obtenidos en 30 minutos los cuales demuestran un
promedio de 22.18 +/- 3.25 sin valor significativo con el anterior, una desviacion
estandar de 2.61572, sesgo estandarizado de 1.1022 y una curtosis estandarizada de
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0.9668 los datos presentan un valor significativo a nivel del tiempo observados en la
Tabla 3.6.

Tabla 3.6. Analisis estadistico descriptivo para la respuesta vasodilatadora a la

concentracion de 0.1 uM de acetilcolina

10 minutos 20 minutos 30 minutos
Recuento 5 5 5)
Promedio 15.4 +/- 4.56 21.8+/-3.12  22.18 +/-3.25
Desviacion Estandar 3.67355 2.51595 2.61572
Coeficiente de Variacion 23.85 % 11.54 % 11.79 %
Minimo 10.20 19.40 19.40
Méaximo 19.10 24.90 26.40
Rango 8.90 5.50 7.00
Sesgo Estandarizado -0.5434 0.3090 1.1022
Curtosis Estandarizada -0.4696 -1.1878 0.9668

Fuente: Elaboracion propia

Para observar la respuesta vasodilatadora con una concentracion de 0.1 uM de
acetilcolina procede utilizar un analisis de varianza obteniendo como resultado para la
razén-F 8.16 y valor-p obteniendo la cifra de 0.0058 es decir que son significativos,
con lo cual se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alternativa lo que indica
que los grupos no son homogéneos por lo tanto existe una diferencia estadisticamente

significativa con un nivel de 95.0 % de confianza.

Nuestra unidad biologica de estudio son 5 anillos de aorta toracica de rata sana en las
cuales observamos la respuesta vasodilatadora con respecto a la administracion de
acetilcolina en concentracion de 1.0 uM de acetilcolina utilizando para sus resultados
un analisis estadistico descriptivo siendo los resultados presentan un valor
significativo a nivel de tiempo, dichos resultados son observados en la Tabla 3.7.
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Tabla 3.7. Analisis de varianza para la respuesta vasodilatadora a la
concentracion de 0.1 uM de acetilcolina

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-p
Entre grupos 145.121 2 72.5607 8.16 0.0058
Intra grupos 106.668 12 8.889
Total (Corr.) 251.789 14

Fuente: Elaboracién propia

Los resultados para 10 minutos de incubacion tuvo como promedio 21.5 +/- 2.9, una
desviacion estandar de 2.33773, sesgo estandarizado de -0.11111 y una curtosis
estandarizada de 0.152161; al aumentar el tiempo de 20 minutos de incubacion se
obtuvo un promedio de 33.44 +/- 3.39 observando mejor eficacia de vasodilatacion,
una desviacion estandar de 2.72635, sesgo estandarizado de 0.022145 y una curtosis
estandarizada de -0.818968, dichos datos obtenidos se expresan en la Tabla 3.8.

Tabla 3.8. Analisis estadistico descriptivo para la respuesta vasodilatadora a la

concentracion de 1.0 uM de acetilcolina

10 minutos 20 minutos 30 minutos
Recuento 5 5 5
Promedio 21.5+/-2.9 33.44 +/- 3.39 32.92 +/- 3.61
Desviacion Estandar 2.33773 2.72635 2.90637
Coeficiente de Variacion 10.87 % 8.15% 8.83 %
Minimo 18.3 30 30.3
Méaximo 24.6 36.6 37.6
Rango 6.3 6.6 7.3
Sesgo Estandarizado -0.11111 0.022145 1.14027
Curtosis Estandarizada 0.152161 -0.818968 0.755474
Fuente: Elaboracion propia
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Culminando con los resultados obtenidos en 30 minutos los cuales demuestran un
promedio de 32.92 +/- 3.61 sin valor significativo con el anterior, una desviacion
estandar de 2.90637, sesgo estandarizado de 1.14027 y una curtosis estandarizada de
0.755474.

Para observar la respuesta vasodilatadora con una concentracion de 1.0 uM de
acetilcolina procede utilizar un analisis de varianza obteniendo como resultado para la
razon-F 32.00 y valor-p obteniendo la cifra de 0.0000 es decir que son significativos,
con lo cual se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipotesis alternativa lo que indica
que los grupos no son homogéneos por lo tanto existe una diferencia estadisticamente
significativa con un nivel de 95.0 % de confianza, dichos resultados son observados
en la Tabla 3.9.

Tabla 3.9. Analisis de varianza para la respuesta vasodilatadora a la

concentracion de 1.0 UM de acetilcolina

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-p
Entre grupos 455.417 2 227.709 32.00  0.0000
Intra grupos 85.38 12 7.115

Total (Corr.) 540.797 14

Fuente: Elaboracion propia

Nuestra unidad biologica de estudio son 5 anillos de aorta torécica de rata sana en las
cuales observamos la respuesta vasodilatadora con respecto a la administracion de
acetilcolina en concentracion de 10.0 uM de acetilcolina utilizando para sus resultados

un andlisis estadistico descriptivo.

Los resultados para 10 minutos de incubacion tuvo como promedio 47.2 +/- 5.59, una
desviacion estandar de 4.5050, sesgo estandarizado de -0.8179 y una curtosis
estandarizada de 0.0002; al aumentar el tiempo de 20 minutos de incubacion se obtuvo
un promedio de 58.92 +/- 6.95 observando mejor eficacia de vasodilatacion, una
desviacion estandar de 5.5980, sesgo estandarizado de 0.5586 y una curtosis
estandarizada de —1.0286.
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Culminando con los resultados obtenidos en 30 minutos los cuales demuestran un
promedio de 60.2 +/- 2.19 sin valor significativo con el anterior, una desviacion
estandar de 1.7635, sesgo estandarizado de 0.1373 y una curtosis estandarizada de
-0.9705 los datos presentan un valor significativo a nivel del tiempo observados en la
Tabla 3.10.

Tabla 3.10. Analisis estadistico descriptivo para la respuesta vasodilatadora a la

concentracion de 10 uM de acetilcolina

10 minutos 20 minutos 30 minutos
Recuento 5 5 5
Promedio 47.2 +/- 5.59 58.92 +/-6.95 60.2 +/-2.19
Desviacion Estandar 4.5050 5.5980 1.7635
Coeficiente de Variacion 9.54 % 9.50 % 2.93%
Minimo 40.40 53.40 58.10
Maximo 51.20 66.30 62.30
Rango 10.80 12.90 4.20
Sesgo Estandarizado -0.8179 0.5586 0.1373
Curtosis Estandarizada 0.0002 -1.0286 -0.9705

Fuente: Elaboracion propia

Para observar la respuesta vasodilatadora con una concentracion de 10 pM de
acetilcolina procede utilizar un analisis de varianza obteniendo como resultado para la
razén-F 14.07 y valor-p obteniendo la cifra de 0.0007 es decir que son significativos,
con lo cual se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipdtesis alternativa lo que indica
que los grupos no son homogéneos por lo tanto existe una diferencia estadisticamente
significativa con un nivel de 95.0 % de confianza, dichos resultados son observados
en la Tabla 3.11.
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Tabla 3.11. Analisis de varianza para la respuesta vasodilatadora a la
concentracion de 10 uM de acetilcolina

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-p
Entre grupos 513.328 2 256.664 14.07  0.0007
Intra grupos 218.968 12 18.2473
Total (Corr.) 732.296 14

Fuente: Elaboracién propia

Se deja reposar la aorta toracica con la coenzima Q1o, COMO Vemos en otros estudios
realizados como los estudios descritos por Evora y col. descrito en 1996, una vez
incubada y reposada la aorta con coenzima Qio hacemos la comparacion de tres
diferentes tiempos como son a 10, 20 y 30 minutos dando como resultado que a
diferentes concentraciones los resultados de 20 y 30 minutos presentan cercania de
resultados y diferencia con 10 minutos como se obtiene en la Tabla 3.12.

Tabla 3.12. Comparaciones multiples para la respuesta vasodilatadora a diferentes

tiempos y concentraciones de acetilcolina segun método de LSD fisher

Grupos 0.1 uM 1.0 uM 10 uM
10 minutos 15.4 +/- 4,562 215 +/- 2.9° 47.2 +/- 5,59
20 minutos 21.8 +/-3.12° 33.44 +/- 3.39° 58.92 +/- 6.95°
30 minutos 22.18 +/- 3.25° 32.92 +/- 3.61° 60.2 +/- 2.19P

Fuente: Elaboracién propia

Comprobamos las diferencias de estos resultados por medio de las comparaciones
multiples con el método de LSD Fisher, representando a los grupos homogéneos con
la misma letra, observamos que la vasodilatacion de 10 minutos a concentracion de
0.1 uM de acetilcolina es de 15.4, concentracion de 1.0 uM de acetilcolina es de 21.5
y a concentracion de 1.0 uM de acetilcolina es de 47.2 siendo representada por la letra

a”, asi mismo observamos que la vasodilatacion de 20 minutos a concentracion de

0.1 uM de acetilcolina es de 21.8, concentracion de 1.0 uM de acetilcolina es de 33.44
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y a concentracion de 1.0 puM de acetilcolina es de 58.92 siendo representada por la
letra “b” y la vasodilatacion de 30 minutos a concentracion de 0.1 pM de acetilcolina
es de 22.18, concentracion de 1.0 uM de acetilcolina es de 32.92 y a concentracion de
1.0 uM de acetilcolina es de 60.2 siendo representada también por la letra “b”; esto
quiere decir que los grupos homogéneos son los expresados como grupo “b” siendo
comprendidos por los grupos de vasodilatacion de 20 y 30 minutos a diferentes

concentraciones de acetilcolina.

Por medio de las comparaciones multiples de la actividad vasodilatadora en anillos
adrticos de ratas comprobamos las diferencias que existen entre las ratas de
experimentacion inducidas con hipercolesterolemia y las ratas que representan el
grupo control, observamos que el promedio en hipercolesterolemia es un valor de
35.2514 siendo representada por el grupo “a” y en normocolesterolémicas un valor de
68.3903 siendo representada por el grupo “b”, expresando asi a grupos heterogéneos

representadas por diferentes letras expresadas en la Tabla 3.13.

Tabla 3.13. Comparaciones multiples de la actividad vasodilatadora en anillos

aorticos de ratas segun la colesterolemia

Colesterolemia Promedio Grupos
Hipercolesterolemia 35.2514 a
Normocolesterolemia 68.3903 b

Fuente: Elaboracion propia

Diagrama de interacciones

Para observar la interaccion de los resultados obtenidos del efecto vasodilatador en las
tres dosis de concentracion siendo 0.1 uM, 1.0 uM y 10.0 uM de acetilcolina con
respecto a la respuesta en anillos de ratas expuestas a hipercolesterolemia teniendo una
comparacion con las ratas de grupo normal, ambos grupos en presencia de coenzima
Q1o representado en la Figura 3.5.
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Figura 3.5. Diagrama de interacciones para acetilcolina y colesterolemia en

anillos aorticos de ratas

El grupo control o normocolesterolémicos el cual esta comprendido por 12 ratas sanas,
en la concentracion de 0.1 pM de acetilcolina presentan un porcentaje de
vasodilatacion de 50 % incrementandose con la concentracion de 1.0 pM de
acetilcolina demostrando un porcentaje de vasodilatacion de 68 % llegando a un
porcentaje maximo de vasodilatacion de 89 % con una concentracion de 10.0 uM de
acetilcolina

El grupo hipercolesterolémico estd comprendido a su vez por 12 ratas alimentadas con
colesterol, presenta en la concentracion de 0.1 uM de acetilcolina un porcentaje de
vasodilatacion de 20 % incrementdndose con la concentracion de 1.0 pM de
acetilcolina demostrando un porcentaje de vasodilatacion de 30 % llegando a un
porcentaje maximo de vasodilatacion de 48 % con una concentracion de 10.0 uM de
acetilcolina estos resultados se obtienen con una disminucién significativa con
respecto al grupo control por encontrarse el anillo de la aorta toracica de dicha rata
dafada por la enfermedad

En la relaciobn que hay entre las aortas tordcicas normocolesterolémicas e
hipercolesterolémicas tanto en ausencia como presencia de coenzima Q1o a dosis de
10.0 uM de acetilcolina se concluye que en el grupo experimental la aorta toracica
hipercolesterolémica sin coenzima Qo presenta 30 % de vasodilatacion observandose
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el notorio incremento cuando la aorta tordcica esta en presencia de coenzima Q1o

presentando 40 % de vasodilatacion este diagrama de interacciones es expresada en la

Figura 3.6.
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Figura 3.6. Diagrama de interacciones para acetilcolina y colesterolemia en

anillos aorticos de ratas

En el grupo control la muestra en ausencia de coenzima Qio presenta 66 % de
vasodilatacion con un ligero incremento cuando la aorta toracica se encuentra con
coenzima Q1o presentando 70 % de vasodilatacion. Ademas tanto para el grupo control
y experimental se observa una tendencia a incrementar el porcentaje de vasodilatacion

con la presencia de coenzima Q1o

Por medio de las comparaciones multiples de la actividad vasodilatadora en anillos
adrticos de ratas segun la administracion de coenzima Qo comprobamos las
diferencias que existen entre las ratas de experimentacion inducidas con
hipercolesterolemia en presencia de coenzima Q1o obteniendo un promedio de 48.8361
representado por el grupo “a” y en ausencia de coenzima un promedio de 54.8056
representada por el grupo “b” expresando asi a grupos heterogéneos representadas por

diferentes letras.
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Estas comparaciones nos permiten observar el efecto vasodilatador de la coenzima Q1o
teniendo efecto en ambos grupos tanto en el grupo normal como en el grupo

experimental estos resultados son obtenidos en la Tabla 3.14.

Tabla 3.14. Comparaciones multiples de la actividad vasodilatadora en anillos

aorticos de ratas segun la administracion de coenzima Q1o

Coenzima Q1o Promedio Grupos
Sin coenzima Q1o 48.8361 a
Con coenzima Q1o 54.8056 b

Fuente: Elaboracion propia

En las comparaciones maltiples de la actividad vasodilatadora en anillos adrticos de
ratas segun la administracion de acetilcolina comprobamos las diferencias que existen
entre las ratas de experimentacion inducidas con hipercolesterolemia a tres dosis
crecientes de acetilcolina, teniendo como promedio que a 0.1 uM de acetilcolina es
de 34.9042 representada por la letra “a”, a 1.0 uM de acetilcolina fue de 50.5333
representada por la letra “b” y a dosis de 10.0 uM de acetilcolina tuvo un promedio de
70.0250 representada por “c”. La tabla nos muestra que no existe una relacion en las

diferencias de dosis de acetilcolina. Establecida en la Tabla 3.15.

Tabla 3.15. Comparaciones multiples de la actividad vasodilatadora en anillos

aorticos de ratas segun la administracion de acetilcolina

Acetilcolina Promedio Grupos
0.1 uM 34.9042 a
1.0 uM 50.5333 b
10.0 uM 70.0250 c

Fuente: Elaboracion propia

Se observa la relacion entre las diferentes dosis crecientes de acetilcolina de 0.1 uM,
1.0 uM y 10.0 uM se obtiene un porcentaje de vasodilatacion creciente expuestas a
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diferentes temperaturas como 36 °C, 37 °C, 38 °C y 39 °C. Por tanto puedo concluir

que a mayor temperatura mayor vasodilatacion observada en la Figura 3.7.
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Figura 3.7. Diagrama de interacciones entre las dosis crecientes de acetilcolina 'y

el porcentaje de vasodilatacion a diferentes temperaturas en el grupo control.

Comprobamos las diferencias que existen entre las ratas de experimentacion inducidas
con hipercolesterolemia y las ratas que representan el grupo experimental, podemos
concluir que a mayor temperatura se obtiene mayor promedio de porcentaje de

vasodilatacion expresado en la Tabla 3.16.

Tabla 3.16. Comparaciones multiples de la actividad vasodilatadora en anillos
aorticos de ratas segun la temperatura

Temperatura Media MC Grupos
36°C 43.5778 a
37°C 50.8000 b
38°C 53.5167 c
39°C 59.3889 d

Fuente: Elaboracion propia
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Representando los valores promedio a diversas temperaturas de 36 °C, 37 °C, 38 °C y
39 °C por tanto el promedio de 43.5778 del “grupo a” con una temperatura de 36 °C
comparando con la temperatura de 39 °C se obtiene como promedio de 59.3889 del
“grupo d”.

Se observa la comparacion que existe entre el grupo control y experimental expuestas
a diferentes temperaturas de 36 °C, 37 °C, 38 °C y 39 °C obteniendo asi un porcentaje

méaximo de vasodilatacion expresado en la Figura 3.8.

Colesterolemia

_ Bl Normocolesterolemia
100 [l Hipercolesterolemia

Media Porcentaje

37°c 38°C
Temperatura

Figura 3.8. Porcentaje de vasodilatacion para ratas con normocolesterolemia e

hipercolesterolemia a diferentes temperaturas.

Observamos la interaccion entre los factores de colesterolemia e incremento de

temperatura comparando ambas graficas con la incubacion de coenzima Q1.

Concluimos que el porcentaje de vasodilatacion para el grupo normocolesterolémico
fue mucho mayor que el grupo de aortas inducidas con hipercolesterolemia; en cada
grupo se diferencia que la mayor vasodilatacion presentada fue a 39 °C y con la
presencia de coenzima Qio en ambos grupos, la vasodilatacion depende de cuan
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afectado se encuentra el endotelio con la enfermedad adjuntandole por eso la

incubacidn del antioxidante. Dicha diferencia se observa en la Figura 3.9.

Colesterolemia Q10

X . i M sin Q10
Normocolesterolemia Hipercolesterolemia [Econ Q10
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80
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4071

207
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37°C 38°C 37°C 38°C
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Figura 3.9. Porcentaje de vasodilatacion para ratas segun la Colesterolemia
inducida y coenzima Q1o a diferentes temperaturas.

Ademas podemos observar que para el grupo experimental hipercolesterolémico tiene
la maxima vasodilatacion a mayor temperatura a diferencia del grupo control
normocolesterolémicos se obtienen mejores resultados de porcentaje de

vasodilatacion.

Para la evaluacion de la actividad vasodilatadora en anillos aorticos de ratas
empleamos un andlisis de varianza observando a las cuatro variables a estudiar
individualmente tales como colesterolemia, coenzima Q1o, acetilcolina y temperatura;
con respecto a la colesterolemia tenemos como valor-P un resultado de 0.0000 el cual
se interpreta de que entre los grupos de experimentacion y control se encuentra un
resultado altamente significativo; con la variable coenzima Q1o tenemos como valor-P

un resultado de 0.0000 el cual se interpreta de que entre los grupos de experimentacion
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y control se encuentra un resultado altamente significativo, todos los resultados
expresados son observados en la Tabla 3.17.

Tabla 3.17. Andlisis de varianza para evaluacion de la actividad vasodilatadora

en anillos adrticos de ratas

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon-F Valor-p
Cuadrado Medio
Colesterolemia 39534.7 1 39534.7 2518.67  0.0000
Q1o 1282.83 1 1282.83 81.73 0.0000
Acetilcolina 29722.7 2 14861.4 946.78 0.0000
Temperatura 4649.09 3 1549.7 98.73 0.0000
Colesterolemia*Q1o 484.0 1 484.0 30.83 0.0000
Colesterolemia*Acetilcolina 542.937 2 271.469 17.29 0.0000
Colesterolemia*Temperatura 401.897 3 133.966 8.53 0.0000
Quo*Acetilcolina 133.171 2 66.5853 4.24 0.0170
Quo*Temperatura 2152.27 3 717.424 45.71 0.0000
Acetilcolina*Temperatura 179.841 6 29.9735 1.91 0.0863

Colesterolemia*Qo*Acetilcolina  358.62 2 179.31 11.42 0.0000

Colesterolemia*Qio*Temperatura  330.704 3 110.235 7.02 0.0002
Quo*Acetilcolina*Temperatura 374.279 6 62.3798 3.97 0.0013
Colesterolemia* 500.857 6 83.4762 5.32 0.0001

Quo*Acetilcolina*°T
Residuo 1601.06 102  15.6967

Total (corregido) 82249.0 143

Fuente: Elaboracién propia

La acetilcolina presenta como valor-p un resultado de 0.0000 el cual se interpreta de

que entre los grupos de experimentacion y control se encuentra un resultado altamente
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significativo; y las diferentes temperaturas se obtuvo como valor-p un resultado de
0.0000 el cual se interpreta de que entre los grupos de experimentacion y control se

encuentra un resultado altamente significativo.

Estas variables se relacionaran entre si con la finalidad de obtener resultados positivos
con respecto a nuestro tema de experimentacion, observamos también la interrelacion
obtenida entre acetilcolina y temperatura presentando como valor-p un resultado de
0.0863 siendo esta mayor a 0.05 por lo tanto no existe una diferencia significativa lo
que quiere decir de que la vasodilatacion obtenida en las aortas toracicas expuestas a

dosis crecientes de acetilcolina no depende del incremento de la temperatura.

Estudios como los de Furchgott RF y Zawadzki JV corroboran de que la relajacion de
preparaciones aisladas de aorta toracica y otros vasos sanguineos por Ach requiere la
presencia de células endoteliales, y que esta causa su relajacion. Proponiendo asi que
este puede ser uno de los principales mecanismos de vasodilatacién inducida por

acetilcolina in vitro.
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CONCLUSIONES

PRIMERA

Se desarrolld hipercolesterolemia en nuestros animales de experimentacion
mediante la administracion  de colesterol orogastricamente durante 20 dias
alcanzandose niveles altos de colesterol; concluyendo que la dieta administrada a las

ratas con colesterol es idonea para la experimentacion.

SEGUNDA

Se determino el tiempo de incubacién de los anillos adrticos en presencia de
coenzima Q1o, de tal modo se logro la respuesta vasodilatadora maxima, se ensayé con
tres tiempos de 10, 20 y 30 minutos, alcanzandose respuestas méaximas a los 20 y 30
minutos y al no presentarse diferencias significativas entre los valores de estos dos

tiempos para el estudio final se trabajo con un periodo de 20 minutos.

TERCERA

Se determind el patron vasodilatador al 100 % de la relajacion fisioldgica de
acetilcolina, ademas se determino el grado de relajacion normal lo que fue medido por

las oscilaciones del poligrafo Grass.

CUARTA

Se pudo cuantificar la respuesta vasodilatadora a tres dosis crecientes sobre
anillos aorticos toracicos aislados extraidos de ratas hipercolesterolémicas incubados
durante 20 minutos en presencia de coenzima Quo, cuyos resultados fueron superiores
a los anillos de animales con colesterol elevado pero que no fueron incubados con
coenzima Q1o. Demostrandose asi la diferencia que existe entre los grupos previamente

incubados con coenzima Q1o siendo estos dependientes de la temperatura establecida.
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QUINTA

Se comparo el efecto de la temperatura sobre la actividad vasodilatadora de la
coenzima Qi en anillos de aorta toracica procedentes de animales
hipercolesterolémicos frente a la muestra de animales normocolesterolémicos. Se
encontr6 la diferencia entre estos, comparando porcentajes de vasodilatacion de los
distintos grupos a las distintas concentraciones y temperaturas.

Por lo tanto concluimos que como grupo con mayor eficacia vasodilatadora son
los anillos normocolesterolémicos incubados con coenzima Qio, seguidos de los
normocolesterolémicos sin coenzima Q1o, €n tercer lugar a los hipercolesterolémicos

con coenzima Q1o y finalmente los hipercolesterolémicos sin coenzima Q1o.
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SUGERENCIAS

PRIMERA

Realizar un estudio a fin de determinar la seguridad de la coenzima Q10 como

tratamiento complementario presente en la dieta humana.

SEGUNDA

En base a este trabajo se podria realizar otras técnicas de estudios para
determinar la termodependencia de la coenzima Q1o en seres vivos sin producir peligro

en ellos.

TERCER

Difundir a la poblacion en general y en especial a las personas
hipercolesterolémicas sobre los beneficios y propiedades que presenta la coenzima Q1o

adicionandole a este el efecto de temperatura con diferentes formas de ejercicios
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ANEXOS

ANEXO 1

PESOS CORPORALES GRUPO CONTROL

N° Basal (g) 5 dias (g) 10 dias (g) 15 dias (g) 20 dias (g)
1 272.94 270.23 278.56 283.56 287.98
2 282.50 265.09 275.56 275.48 275.66
3 263.34 255.96 274.58 279.47 261.03
4 266.40 251.23 289.67 294.14 296.45
5 276.90 265.42 276.72 297.61 298.56
6 273.37 278.54 270.86 285.00 296.74
7 283.84 262.47 285.49 290.56 295.65
8 295.60 275.40 277.13 278.74 281.05
9 285.63 261.67 274.63 275.69 279.52
10 282.53 283.82 288.60 283.36 289.60
11 287.63 272.41 296.69 301.20 299.65
12 288.90 282.43 285.47 298.64 301.30
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ANEXO 2

PESOS CORPORALES GRUPO EXPERIMENTAL

N° Basal (g) 5 dias (g) 10 dias (g) 15 dias (g) 20 dias (g)
1 295.00 315.78 335.63 336.54 335.63
2 278.63 310.24 315.56 345.63 357.63
3 280.00 314.26 318.47 326.96 342.53
4 296.00 320.00 329.42 330.36 367.25
5 292.00 325.69 328.91 329.63 348.97
6 296.36 302.36 330.15 329.65 329.65
7 279.00 322.36 329.87 335.46 352.98
8 296.30 318.00 326.59 327.89 348.71
9 2178.36 302.00 328.45 330.14 345.74
10 288.00 329.63 339.36 342.15 370.48
11 296.32 319.00 335.63 347.21 359.45
12 296.36 313.00 330.28 336.51 370.25
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ANEXO 3

COLESTEROLEMIA TOTAL GRUPO CONTROL

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis

N° Basal 5 dias 10 dias 15 dias 20 dias
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

1 70.7 73.6 75.2 68.4 79.5

2 76.8 75.8 76.9 80.5 78.2

3 64.4 65.4 72.1 73.6 76.4

4 68.6 73.1 70.9 62.8 67.1

5) 66.4 77.4 75.2 78.4 74.1

6 70.9 70.1 72.3 73.6 71.3

7 67.2 69.5 74.6 75.4 80.6

8 75.4 71.6 71.9 73.9 76.3

9 72.4 75.4 72.4 73.8 71.4

10 69.5 71.1 75.6 70.4 76.8

11 70.2 72.4 76.1 80.1 78.5

12 67.8 76.4 78.4 74.9 73.5
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COLESTEROLEMIA TOTAL GRUPO EXPERIMENTAL

\° Ratas Basal 5 dias 10 dias 15 dias 20 dias

(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
1 78.5 97.5 130.4 119.7 177.4
2 80.2 105.6 118.2 177.1 196.5
3 79.6 93.3 121.7 136.7 159.4
4 85.1 107.3 121.9 140.6 166.8
5) 74.3 921 112.8 164.6 186.1
6 81.7 106.4 117.5 134.8 175.4
7 77.3 97.4 138.6 157.6 147.2
8 80.4 95.8 144.3 141.7 1715
9 82.5 96.8 123.4 149.8 169.6
10 79.6 90.7 111.8 138.4 177.5
11 74.1 98.7 129.2 135.4 161.8
12 83.2 104.3 1324 164.6 183.9
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FORMULARIOS DE RECOLECCION DE DATOS
GRUPO CONTROL
NIVELES COLESTEROL SERICO

RATAS Basal 5 dias 10 dias 15 dias 20 dias

(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
1
2
3
4
)
6
7
8
9
10
11
12

89

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

ANEXO 6

FORMULARIOS DE RECOLECCION DE DATOS
GRUPO EXPERIMENTAL

NIVELES COLESTEROL SERICO

RATAS Basal 5 dias 10 dias 15 dias 20 dias
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

10

11

12
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ANEXO 7

COMPOSICION QUIMICA DEL ALIMENTO DE ENGORDE TOMASINO

Proteina 15 % min.
Carbohidrato 50 % min.
Grasa 35 % min.
Fibra 15 % max.
Ceniza 7 % max.
Calcio 1 % min.
Fosforo 0.5 % min.
Humedad 13 % max.
Vitamina A 10000 UI
Vitamina D3 3000 UI
Vitamina E 15 Ul
Vitamina K 2.5mg
Vitamina B2 4 mg
Niacina 20 mg
Acido Pantotenico 6 mg
Vitamina B12 0.012 mg
Acido Félico 0.5 mg
Colina 500 mg
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ANEXO 8

Efecto de la temperatura de incubacion en anillos aorticos aislados
normocolesterolémicos en ausencia de coenzima Q1o observados a través de su

respuesta vasoactiva a tres dosis crecientes de acetilcolina

Concentracién | Temperatura | Media Mediana | Rango
de acetilcolina * ** FHK falakael
36 °C 36.68 36.52 5.72
37°C 38.96 39.11 1.91
0.1 uM
38°C 44.92 45.55 4.29
39 °C 47.43 47.08 2.54
36 °C 52.63 52.37 5.55
37°C 58.52 58.49 2.86
1.0 uM
38°C 59.70 59.48 8.69
39°C 68.90 68.58 5.84
36 °C 80.79 81.11 5.35
37 °C 85.06 85.50 3.99
10.0 uM
38°C 87.69 88.47 452
39 °C 91.32 91.29 2.06

* Temperatura de incubacién de la aorta toracica de rata
** Media del porcentaje de vasodilatacién
*** Mediana del porcentaje de vasodilatacion

**** Rango de porcentaje de vasodilatacion
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ANEXO 9

Efecto de la temperatura de incubacion en anillos aorticos aislados
normocolesterolémicos en presencia de coenzima Qo observados a través de su

respuesta vasoactiva a tres dosis crecientes de acetilcolina

Concentracion | Temperatura Media Mediana Rango
de acetilcolina * fole faleie Fkkk
36 °C 36.93 37.45 13.76
37°C 44.22 43.86 5.64
0.1 uM
38 °C 50.48 50.67 7.49
39 °C 69.99 70.5 5.13
36 °C 58.51 58.37 7.22
B=C 69.05 70.00 13.89
1.0 uM
38°C 70.54 70.81 7.90
39°C 76.09 75.33 9.88
36 °C 85.82 85.85 3.06
37°C 88.99 89.17 2.50
10.0 uM
38°C 91.66 91.41 5.26
39°C 96.09 96.13 2.56

* Temperatura de incubacién de la aorta toracica de rata
** Media del porcentaje de vasodilatacién
*** Mediana del porcentaje de vasodilatacion

**** Rango de porcentaje de vasodilatacion
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ANEXO 10

Efecto de la temperatura de incubacion en anillos aorticos aislados
hipercolesterolémicos en ausencia de coenzima Q1o observados a través de su

respuesta vasoactiva a tres dosis crecientes de acetilcolina

Concentracion = Temperatura = Media = Mediana | Rango
de acetilcolina * ** ok kKK
36 °C 11.85 11.80 1.71
37°C 16.07 16.10 2.14
0.1 uM
38 °C 21.37 21.33 3.34
39°C 26.28 25.67 2.07
36 °C 19.08 19.16 2.06
37°C 28.52 28.57 2.34
1.0 uM
38°C 32.70 32.96 4.05
39 °C 38.26 37.89 3.88
36 °C 30.07 30.37 1.50
37°C 47.85 48.09 8.61
10.0 uM
38°C 57.74 58.55 8.80
39 °C 64.26 63.96 4.16

* Temperatura de incubacién de la aorta toracica de rata
** Media del porcentaje de vasodilatacién
*** Mediana del porcentaje de vasodilatacion

**** Rango de porcentaje de vasodilatacion
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ANEXO 11

Efecto de la temperatura de incubacion en anillos adrticos aislados
hipercolesterolémicos en presencia de coenzima Q1o observados a través de su

respuesta vasoactiva a tres dosis crecientes de acetilcolina

Concentracion | Temperatura = Media = Mediana | Rango
de acetilcolina * *x faleie Fkkk
36 °C 13.02 13.00 3.52
37°C 21.77 22.54 6.19
0.1uM
38°C 24.25 23.52 4.32
S C 37.66 37.32 4.52
368°C 19.61 19.37 5.15
Sl 34.01 34.88 6.66
1.0 uM
38°C 43.49 43.51 5.87
39°C 51.75 51.51 7.87
36 °C 34.46 34.76 5.33
372 56.52 57.32 6.93
10.0 uM
38°C 67.04 67.93 6.01
39°6 77.22 77.27 11.89

* Temperatura de incubacién de la aorta toracica de rata
** Media del porcentaje de vasodilatacién
*** Mediana del porcentaje de vasodilatacion

**** Rango de porcentaje de vasodilatacion
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Material Fotografico

Adaptacion de la muestra biologica

|

Registro de pesos

Induccion experimental de

Hipercolesterolemia

G
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Administracion via orogastrica

con colesterol

l

Extraccion de muestra de sangre

l

Recoleccion de la muestra

l

Centrifugar a 3000 rpm
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Determinacién de colesterol

————

Obtencién de anillos adrticos

———

Extraccion de anillos adrticos

|

Limpieza de los anillos aorticos

—
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Poligrafo Grass
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Respuesta vasodilatadora con acetilcolina

Bafio Maria con
circulacion y

Camara de

organos aislados

SISTEMA DE ORGANOS AISLADOS

100

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




