Efecto del consumo de aceite crudo de palma
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Se investigd la susceptibilidad a la oxidacién in vitro de las
HDLs de conejos por accion del Cu?. Los conejos fueron ali-
mentados durante 3 meses con un suplemento de 10 % de
aceite crudo de palma o de maiz. Las HDLs aisladas por ultra-
centrifugacion y dializadas se oxidaron con 10 pM de Cu?, la
generacion de dienos conjugados se midié mediante analisis
espectroscopico a 234 nm. La fase de retardo del grupo alimen-
tado con aceite crudo de palma fue de 145 min con respecto
a 94 min del grupo que recibi6 aceite de maiz (p< 0.05%). Se
concluye que la ingesta de aceite de palma rico en carotenos y
tocoferoles incrementd la proteccion contra las oxidaciones in
vitro, de los acidos grasos poliinsaturados de la HDL.

Palabras claves: Oxidacion HDL, aceite de palma, conejo

We investigated the in vitro susceptibility to copper-induced
oxidation of the rabbits HDLs fed during 3 months with 10 %
supplementary diet of crude palm oil or corn oil. The isolated
HDLs by ultracentrifugation were dializated and oxidated fol-
lowing the addition of 10 uM Cu?, the conjugated dienes were
analysed by spectroscopic monitoring at 234 nm. The kinetics
change of lag-phase of the group feed with crude palm oil was
longer (145 min) with respect to the group feed with corn oil
(94 min) (p<0,05). We concluded that the consumed of the
crude palm oil, rich in carotenes and tocotrienols, increase the
protection in vitro of HDLs unsatured fatty acids oxidation.
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Introduccion

El aceite de palma obtenido del fruto de la palma (Elaies gui-
neensis), constituye la segunda fuente mas abundante de
aceite vegetal a nivel mundial, contiene entre 500 a 2000 mg
de caroteno/Kg y aproximadamente 500 mg de tocoferoles
y tocotrienoles?3, ademas de un alto contenido de antioxi-
dantes solubles en agua: acidos fendlicos y flavonoides*. En
Venezuela se ha incrementado su cultivo, lo cual aumentara
su disponibilidad y el interés en evaluar los efectos bioldgicos
de su consumo.

De acuerdo con los estudios clasicos de Hegsted, Keys y sus
colegas®®, el aceite de palma rico en acidos grasos satura-
dos: acido palmitico (38%) seria ubicado en el grupo de las
grasas saturadas y segun las férmulas de prediccion estable-
cidas, el consumo de aceite de palma induciria aumento en
la concentracion de colesterol plasmatico, ya que, las grasas

saturadas pueden duplicar la concentracidon plasmatica de
colesterol, los poliinsaturados lo disminuyen, mientras que,
los monoinsaturados tiene poco efecto. Sin embargo, el acei-
te de palma tiene alto contenido del acido graso monoinsa-
turado oleico (C18:1,n-9) y antioxidantes, que modifican su
comportamiento respecto al aceite de coco’.

Estudios epidemioldgicos y experimentales han demostrado
la relacion entre concentracion plasmatica de colesterol y
riesgo de afeccién cardiovascular®'4. Existen evidencias que
en esta relacion también son importantes la concentracién de
la lipoproteina de alta densidad (HDL) y la concentracién de
triacilglicéridos plasmaticos.

En relacién a la HDL, se ha demostrado una relacién inversa
entre niveles de HDL e incidencia de afeccion coronaria'®'®,
igualmente niveles de triacilglicéridos superiores a 150 mg/dL




se asocian con un patrén fenotipico aterogénico, caracteriza-
do por un dominio de LDL pequefas y densas, acompanado
de menor concentracién de HDL'®2!,

Desde el punto de vista clinico, la hipertrigliceridemia, es un
factor independiente de enfermedades coronarias y esta inti-
mamente relacionado con aumento de remanentes de VLDL,
lipoproteinas de densidad intermedia y LDL pequehas den-
sas?. La prevencién de la aterogénesis causante de infarto
al miocardio, una de las principales causas de muerte en
Venezuela, se basa entre otras estrategias en disminuir la
concentracion de LDLc, aumentar la concentracién de HDLc
y disminuir la susceptibilidad a la oxidacién de estas lipopro-
teinas®*?, En relacién con la HDLc, los estudios se han enfo-
cados principalmente en el transporte reverso del colesterol
y el riesgo para desarrollar aterosclerosis, pero existe poca
informacion sobre la susceptibilidad de su oxidacion con la
consecuente pérdida de su funcionalidad, pues existen evi-
dencias que relacionan la oxidacién de las lipoproteinas plas-
maticas con aumento de riesgo cardiovascular®. En general
las enfermedades cardiovasculares tienen como base mole-
cular la oxidacion de los lipidos poliinsaturados de la LDL,
por la accion de sustancias oxidantes liberadas de las células
endoteliales y del musculo liso de la pared vascular, proceso
que puede ser igualmente disminuido por el consumo de an-
tioxidantes?”. Los antioxidantes del aceite de palma pueden
prevenir la accién oxidante de los radicales libres derivados
del O, (O,", OH") sobre las biomoléculas, con lo cual dismi-
nuiran los cambios biolégicos que caracterizan el envejeci-
miento, las enfermedades cardiovasculares y el cancer?®2°,
Sin embargo, sus efectos pueden estar influenciados por la
absorciodn, su concentracion en el alimento, cantidad ingerida
y la sinergia entre los antioxidantes®. Se ha recomendado el
consumo de cantidades moderadas de aceite crudo de pal-
ma y sus fracciones, en grupos o comunidades deficientes de
vitaminas A y E, porque durante la coccién de los alimentos
se retiene entre el 70 y 80% del 3-caroteno, siempre que se
tenga la precaucién de no utilizar el aceite en el reciclaje al
freir, porque se forman sustancias toxicas que afectan las es-
tructuras y el metabolismo celular®'.

El aceite de palma y sus derivados, son los Unicos productos
naturales en el mercado mundial con apreciables cantidades
de tocotrienoles, en particular de y-tocotrienol que puede redu-
cir la concentracion del colesterol plasmatico, mediante la inhi-
bicidon de la enzima Hidroximetil-glutaril-coenzima A-reductasa
hepatica que regula la sintesis del colesterol, lo cual también
pudiera modificar la estructura y estabilidad de la HDL'®2. En
adultos sanos, una dosis de 200 mg de tocoferoles/dia durante
50 dias incremento la proteccién de la HDL contra las oxidacio-
nes, lo cual no se observé con dosis de 50 mg/dia®.

El objetivo de este trabajo fue comparar la susceptibilidad de la
oxidacion in vitro de las HDLs, de conejos alimentados durante
3 meses con suplemento de aceite crudo de palma o maiz, me-
diante la cuantificacion de los dienos conjugados que se gene-
ran en la peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados.

Conejos de la raza Nueva Zelanda de 2,0 a 2,5 Kg de peso
fueron alimentados ad libitum con una de las tres dietas si-
guientes: Conejarina comercial suplementada con 10% de

aceite crudo de palma (I) 6 10 % de aceite de maiz (ll) y un
grupo control sin suplemento (Ill) durante 3 meses, N =5 por
grupo, los animales permanecieron en jaulas individuales. Al
final del periodo de la dieta, después de un ayuno de 14 h
se extrajo muestra de sangre por puncion cardiaca en tubos
con EDTANa, (1mg/mL). Del plasma se separaron las HDLs
por ultracentrifugacién, ajustando la densidad con KBr a 1,21
g/mL34. Se dializaron contra buffer fosfato 10 mM en relacién
1:500 (v:v). La oxidacién de las HDLs se realiz6 el mismo dia
con 10 pL CuSO, 1mM (concentracion final 10 pM) y 50 ug de
proteinas/mL. El tiempo inicial de la oxidacion corresponde al
momento de adicionar la solucién de Cu?* directamente en la
celda para medir los dienos conjugados que se generan en
el transcurso de la reaccion, los dienos conjugados se deter-
minaron a 234 nm. La concentracion de proteinas se realiz6
mediante el método de Markwell*®. Las concentraciones de
Cu?*y de proteinas fueron optimizadas.

En la curva del transcurso de la reaccién se evalué (i) el tiem-
po de retardo de la oxidacion y (ii) la velocidad maxima de
formacién de dienos conjugados. El tiempo de retardo esta
relacionado con la resistencia a la oxidacion de los lipidos
insaturados contra la oxidacién inducida por el ién Cu?-. Este
tiempo es directamente proporcional al contenido de antioxi-
dantes y equivale a la interseccion entre las rectas a y b de
la figura 1. Estas rectas corresponden a las pendientes de
la fase de retardo y de la fase de la velocidad maxima de
oxidacion lipidica respectivamente®’. El porcentaje de aci-
dos grasos insaturados, sustrato de la oxidacion se determiné
por cromatografia en fase gas-liquida, previa extraccion de
los lipidos con cloroformo-metanol en proporcion 2:1 (v/v) y
agua®. Como antioxidante se utilizé6 10 mg de butil-hidroxi-
tolueno (BHT)/100 ml de solvente. Los lipidos se transeste-
rificaron a ésteres metilicos de acidos grasos utilizando 5 ml
de la mezcla anhidrica metanol: benceno: acido sulfdrico en
proporcién 80:10:1 (v: v: v) en reflujo a 80° C por una hora.
Los ésteres metilicos se extrajeron dos veces con 5 ml de
hexano. La fase organica se lavé con agua a 4° C y se filtro
sobre papel Whatman® numero 1. Los ésteres metilicos de
las acidos grasos se analizaron en un cromatégrafo marca
Hewlett- Packard modelo 6890, con detector de llama, colum-
na capilar de 30 m x 0,25 mm con INOWAX® de 0,25 ym a
200° C. La fase movil fue H,. Para identificar los ésteres meti-
licos de los acidos grasos se utilizo el tiempo de retencion de
patrones Sigma®. Los carotenos, tocoferoles y tocotrienoles
se analizaron por HPLC segun el método propuesto por Kang
y col®.

Resultados

En la figura N° 1, se observa el efecto de la concentracion de
Cu?* sobre la absorbancia a 234 nm, cuando se peroxidan las
HDLs, con lo cual se determiné la cantidad 6ptima del oxi-
dante Cu?* para efectuar la peroxidacion in vitro. En la celda
de reaccion la cantidad ¢ptima de Cu?* fue 10 uM; valores
inferiores prolongaron la fase de retardo e incrementaron el
tiempo de analisis. Por otra parte, el uso de altas concentra-
ciones de Cu?* (25 uM) produjo una rapida peroxidacion de la
HDL, que no permitié diferenciar la fase de retardo entre los
diferentes grupos experimentales.
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Figura 1.- Efecto de la concentracién del Cu2+ en la cinética de la peroxidacion de
los &cidos grasos poliinsaturados de la HDL.
Con 25 pM de Cu2+ no se observa la fase de retardo, con 2 pM de Cu2+ la
concentracion de dienos conjugados no incrementa en 250 min. Con 10 pM de Cu2+
se observa una fase de retardo y la velocidad maxima de oxidacion. La interseccion
de las rectas a y b corresponde a la fase de retardo.

En la figura N° 2, se muestran los resultados del efecto de la
concentracion de HDL en la generacion de los dienos conju-
gados. Esta cantidad se estandarizé en base a la concentra-
cion de proteinas que permitiera un adecuado seguimiento
del transcurso de la reaccion. Con 200 ug de proteinas/mL,
se obtuvieron absorbancias superiores al limite maximo
permitido en el espectrofotémetro, en una celda de 1 cm
de ancho. Con 50 pg de proteinas/mL se pudo monitorear
el transcurso de la reaccion de peroxidacién y evaluar los
cambios de la fase de retardo producidos por la ingesta de
las diferentes dietas.
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En la tabla N° I, se muestra el porcentaje de los diferentes
acidos grasos contenido en las dietas utilizadas, en la tabla N°
Il el contenido de los carotenos, tocoferoles y tocotrienoles en
las dietas y la tabla N° 1l los resultados de la fase de retardo
y de la velocidad maxima de la cinética de peroxidaciéon de
los acidos grasos poliinsaturados de la HDL en los diferentes
grupos.

Tabla 1. Porcentaje de los acidos grasos de los lipidos totales de

las dietas

Conejarina con Conejarina con

10% de aceite =~ 10% de aceite Conejarina sin

Acidos grasos crudo de palma de maiz suplemento
C16:0 354 +1,1ab 174+1,0a 158+0,1b
c18:0 7,1+0,2 7,2+0,1 72+1,3
392+1,12 33,6+2,8 30,0+1,4a
18:1.n- ’ ) ’ ) ) )
Cc18:1,n-9 17,4 £0,6° 40,3+0,3a 445+0,1a
C1 8:2,“-6 1 2 3

No identificados
Los resultados se expresan como media + E.E del porcentaje respecto al total de
acidos grasos. n=3. Letras iguales representan diferencia significativa para un acido
graso entre grupos con p<0,05.

Tabla 2. Contenido de carotenos, tocoferoles y tocotrienoles en
las dietas

Conejarina con Conejarina con

10% de aceite
crudo de palma

10% de aceite Conejarina sin
de maiz suplemento

Carotenos totales 72 +52ab 0,50 = 0,052 03+ 0,1b
a tocoferol 61 +22ab 31+92 20+3b
y tocoferol 47 22 36+8 24+ 4a
o tocoferol 18 £12°b 5+1¢2 7+x1b
a tocotrienol 53+4 <5 <5

y tocotrienol 33x2 <1 <1

d tocotrienol 13+ 1 <1 <1

Los resultados en mg/Kg de alimento se expresan como media + E.E. n=3. Letras
iguales representan diferencia significativa entre grupos (p<0,05).

Tabla 3. Parametros de la cinética de peroxidacion de los acidos
grasos poliinsaturados de la HDL, en los grupos

Fase de retardo Velocidad max.
(min) (A/min)

Con aceite crudo de palma 145+ 6 0,040 + 0,004
Con aceite de maiz 94 +3 0,030+ 0,003
Conejarina sin suplemento de aceite 114+ 3 0,030+ 0,003

Los resultados se expresan en media + EE. La fase de retardo de la peroxidacion de
la HDL del grupo aceite crudo de palma es mayor (p<0,05), mientras que la Vmax no
presento diferencias entre grupos (p<0,05). (A) absorbancia a 234 nm

La dieta suplementada con aceite crudo de palma contiene
mayor porcentaje de acido graso saturado C16:0 (35,4%)
y menor cantidad de &cido linoleico, C18:2,n-6 (17,4%)
respecto a la dieta suplementada con aceite de maiz que
contiene 17,4% y 40,3% respectivamente (tabla N° 1),
lo cual debe influir en la disponibilidad de &cidos grasos
poliinsaturados en la HDL, sustratos para la generacién
de dienos conjugados durante la peroxidacion. La dieta
sin suplemento de aceite tiene una composicion de acidos
grasos similar a la dieta suplementada con aceite de maiz,
por lo tanto, las diferencias en los resultados de estos dos
grupos no es por la cantidad de sustrato para la oxidacion.
En el proceso oxidativo son importantes, entre otros factores,
la concentracion de los acidos grasos poliinsaturados y la
disponibilidad de antioxidantes, ya que, la oxidacion de
las lipoproteinas comienza después de la deplecion de los
antioxidantes lipofilicos, el a-tocoferol actua como la primera
linea antioxidante de defensa y B-caroteno como la ultima
barrera protectora®42,

En la dieta con aceite crudo de palma, el contenido de
carotenos (72 mg/Kg) y de tocoferoles mas tocotrienoles (225
mg/Kg) es superior al contenido en la dieta con el aceite de
maiz (tabla Il), estos antioxidantes, son un importante factor
dietético que pudo haber incrementado la proteccion contra
las oxidaciones de la HDL con la ingesta de aceite crudo
de palma. La administracion de sustancias antioxidantes,
retarda el proceso oxidativo y el riesgo de padecer afeccion
cardiovascular®®. Coni y col, demostraron que conejos
alimentados durante 6 semanas con dieta suplementada
con oleoropeina, un bifenol antioxidante del aceite de
oliva produjo aumento de 200 min en la fase de retardo
de la oxidacion de la LDL*. Esto podria explicar nuestros
resultados del estudio de la oxidacion in vitro de la HDL, en
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el cual, la dieta suplementada con aceite crudo de palma
indujo una fase de retardo de 145 min, mientras que con el
suplemento con aceite de maiz, la fase de retardo disminuyé
a 94 min (p<0,05%) (tabla N° III).

No se encontré diferencias (p<0,05) enla velocidad maximade
peroxidacion entre los grupos con aceite crudo de palmay de
maiz, posiblemente porque el porcentaje de los acidos grasos
poliinsaturados, 35,8 % y 40,6 % (resultados preliminares) de
la HDL para los grupos con el aceite crudo de palma 6 aceite
de maiz respectivamente no tienen diferencia tan marcada
como en las dietas preparadas con los aceites (tabla I). En el
grupo control la fase de retardo fue 114 min, valor intermedio
entre los resultados con suplemento de aceites. Como los
porcentajes del acido linoleico son similares en el grupo
control y en el suplementado con aceite de maiz (Tabla
), otros factores como la relaciéon de sustrato oxidable y
antioxidantes en la dieta basal, pueden ser los responsables
de la menor fase de retardo obtenida con el suplemento del
aceite de maiz respecto a la dieta basal.

El concepto de un transporte reverso de colesterol, con la
importancia de la HDL como particula que sirve de scavenger
del colesterol tisular, ha sido aceptado desde su postulacion
por Glomset hace mas de 20 ahos* y su capacidad
antiaterogénica ha sido demostrado por estudios in vivo e in
Vitro*®%°, pero existe poca informacion sobre la susceptibilidad
a la oxidacion directa de la HDL, con la consecuente pérdida
de su funcién, pues, la HDL oxidada en la presencia de
Cu?* o de radicales libres tiene menor capacidad para
inducir la salida del colesterol tisular®'-%2. La evaluacién de
las oxidaciones in vitro de las lipoproteinas aisladas como
se utilizé en este trabajo, permiten simular las condiciones
en el espacio subendotelial con bajas concentraciones de
albumina.

En apoyo a estos resultados, son los estudios experimentales
realizados enconejos,donde seencontrémenorconcentracion
de malondialdehido (un marcador de peroxidacion lipidica) en
tejidos adrticos en los animales que recibieron un suplemento
de vitamina E del aceite de palma®, igualmente en ratas se
ha demostrado el efecto protector del aceite crudo de palma,
sobre el stress oxidativo®*®®. En humanos, la administracion
de vitamina E, aumenté la resistencia a la oxidacion de la
LDL y HDL*-%6, En conclusion, la presencia de antioxidantes
en el aceite crudo de palma protege la oxidacién de la HDL,
en comparacién con el aceite de maiz, importante porque
la HDL estaria en condiciones para realizar el transporte
reverso del colesterol. Estos hallazgos podrian explicar la
menor incidencia de lesiones anatomopatoldgicas reportadas
en trabajos previos de nuestro laboratorio, cuando se utilizé
el mismo protocolo experimental con aceite de palma y de
maiz (13,14).
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