Efectos de los lipidos de la dieta en la contraccion
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Determinamos el efecto de los lipidos de la dieta en la con-
traccion de anillos de aorta y en la concentracién de deri-
vados del NOe en el plasma. Se utilizaron ratas Sprague-
Dawley machos alimentadas por 6 semanas con una de las
3 dietas: ratarina, ratarina mas 5% de aceite de soya 6 ra-
tarina mas 5% de aceite de oleina de palma + soya. Anillos
de aorta toracica se fijaron en un bafo de superfusion y se
determind el porcentaje de fuerza de contracciéon a dosis
crecientes de norepinefrina (1 x 107 hasta 1 x 105 M). Se
analizaron los nitritos, nitratos y nitrotirosina como derivados
del NOe. La dieta con oleina+soya presentd el mayor por-
centaje del acido graso C18:1,n-9 y el grupo que la ingirié
presenté el menor porcentaje de la fuerza de contraccion, la
mayor concentracion de nitrotirosina y menor concentracion
de nitratos en el plasma (p<0,05). Concluimos que el tipo de
aceite vegetal ingerido modula la vasoconstricciéon aodrtica
y modifica la concentracion de derivados del NOe que esta
relacionado con el estrés oxidativo.
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We determined the effect of lipids diet in the aorta ring contrac-
tion and NOe derivatives in the plasma. Male rats Sprague-
Dawley were fed during 6 weeks with one of the 3 diets: rat
chow, rat chow more 5% of soy oil or rat chow more 5% of
olein palm + soy oil. The aorta thoracic ring stuck at super-
fusion bath and percent of the contraction force to different
doses from norepinephrine (1 x 10°to 1 x 10° M) were deter-
mined. The NOe derivatives analyzed were nitrite, nitrate and
nitrotirosine. The diet with olein + soy presented the greater
percentage of the fatty acid C18:1,n-9. The consumed of the
olein + soy oil decrease the percent of the contraction force of
aorta thoracic, increase the concentration of nitrotirosine and
decrease the concentration of nitrates in the plasma (p<0,05).
We concluded that the type of ingested vegetal oil modulates
the aortic vasoconstriction and modifies the concentration of
NOe derivatives, related to oxidative stress.
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Introduccion

En los humanos, los lipidos de la dieta modifican el riesgo car-
diovascular, posiblemente porque los acidos grasos con dife-
rente grado de instauracion y numero de carbonos modulan
la funcién vascular. El acido linolénico (C18:3,n-3) en relacién
al acido estearico (C18:0) produjo menor inhibicidn de la rela-
jacion dependiente del endotelio en anillos de aorta; mientras
que, los acidos grasos incrementan la inhibicién con el aumen-
to de nimero de carbonos, desde C12:0 hasta C18:0'. En cul-
tivos de células endoteliales arteriales del pulmén de porcino,
el acido linoleico en relacién al acido oleico, aumentd la con-
centracion de nitrotirosina y la [Ca?*]i, con lo cual, Saraswathi y
col (2004) relacionaron la [Ca?*]i con la respuesta inflamatoria
en el tejido endotelial, ya que, el aumento de la [Ca?*]i estimula
la formacién de o6xido nitrico (NO) sustancia vasodilatadora,
que en presencia del radical superoxido (O,’) forma peroxini-
trilo (ONOO")2. La nitracién en residuos esenciales Tir294 y
Tir295 de la SERCA2a (ATPasa Ca? del RS) inhibe la accion

enzimatica en el musculo estriado, por lo tanto, la nitrotirosina
en plasma es considerada un marcador del dafo tisular agudo
0 crénicod. La nitrotirosina esta relacionada con los procesos
proinflamatorios, a través del factor nuclear Kappa-B (NF-kB)
que activa genes relacionados con la formacién de sustancias
quimiotacticas, 1COX-2 y moléculas de adhesion®. Los lipi-
dos parecen ser mediadores de la respuesta inmune; ya que,
ratones de la cepa DC-1 sometidos a dietas deficientes de
acidos grasos esenciales fueron resistentes a sufrir diabetes
inducida por estreptozotocina inyectada via intraperitoneal en
multiples dosis por 5 dias (40 mg/Kg de peso) con respecto a
los ratones controles®. El transporte y utilizacion de los acidos
grasos en el musculo cardiaco, dependen en gran parte de la
actividad metabolica del musculo. Los lipidos de la dieta pro-
ducen cambios en el perfil de los acidos grasos en los fosfolipi-
dos, que podrian modular la actividad de receptores y canales
idnicos de las membranas®.



En la pared arterial, los radicales libres del oxigeno se produ-
cen en las células del musculo liso y en los fibroblastos en re-
spuesta a la angiotensina Il, que estimula la actividad NADPH
oxidasa de membrana y del endotelio’. Fridovich en 1978 se-
nalé que los radicales del oxigeno se originan con la produc-
cion del O,#°. Una produccion elevada de O,¢ inactiva al NOe,
pues al reaccionar producen ONOO- °, que al aumentar su
concentracion nitrifica a las proteinas integrales y solubles, en
los carbono 3 del anillo aromatico de los residuos de L-tirosina
cercano a un glutamato que se encuentra en la estructura ex-
terna de las proteinas, formando la nitrotirosina'®.

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de dietas
enriquecidas con aceites de oleina+soya o soya en la fuerza
de contraccion a dosis crecientes de norepinefrina en la aorta
de ratas, asi como, en la produccion de nitrotirosina, sustan-
cia relacionada con los procesos inflamatorios.

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley machos alimentadas por
6 semanas con una de las 3 dietas: ratarina (grupo control),
ratarina mas 5% de aceite de soya 6 ratarina mas 5% de
aceite de oleina de palma + soya (N = 5 por grupo). Los ani-
males en ayuna de 12 h fueron anestesiados via intraperito-
neal con thiopental sédico (50 mg/kg de peso). La muestra
de sangre heparinizada se extrajo por la cola de la rata y se
practico toracotomia mediana. Se extrajo la aorta toracica y
se coloco en capsula de petri que contenia solucion Krebs-
Henseleit (NaCl 119mM; KCI 4,7 mM; MgSO, 1,2 mM; KH-
,PO, 1,2 mM; NaHCO, 25 mM; CaCl, 2,56 mM y Glucosa 11
mM), burbujeada con 95 % de O, y 5 % de CO,, pH 7,4 a 37
°C. Se elimind los tejidos conectivo y adiposo adheridos a
la pared externa de la aorta. Anillos de aorta 3 a 5 mm de
longitud se colocaron en uno de los estribos conectado verti-
calmente en el fondo del bafno de superfusion y el otro extre-
mo al transductor de fuerza-desplazamiento FTO 3C (Grass
instruments®) con un preamplificador Grass® modelo 7C. La
tension aplicada fue 2 g y se dejo estabilizar por 2 h, lavando
cada 30 min con solucion Krebs-Henseleit. Los registros de
las contracciones isométricas se obtuvieron en un poligrafo
Grass® modelo 7C a 2,5 mm/min. Se efectud una prueba de
respuesta de contraccion a acetilcolina (1x106M) de la pre-
paracion precontraida con norepinefrina (1x107 M) a fin de
asegurar la presencia de endotelio. La preparacion es lavada
con solucion Krebs-Henseleit y estabilizada por 30 min. Se
determind el porcentaje de fuerza de contraccién a diferentes
dosis de norepinefrina (1 x 10'° hasta 1 x 105 M)'"12,

La concentracion de nitrotirosina en plasma se determiné me-
diante una prueba de ELISA tipo sandwich'. La concentra-
cién de nitritos se determind mediante el método colorimétrico
de Griess con pequenas modificaciones'™. Los nitratos fue-
ron reducidos a nitritos utilizando la enzima nitrato reductasa,
para luego aplicar el método de Griess modificado™.

El porcentaje de &cidos grasos se analizd por cromatografia
en fase gas-liquida, previa extraccion de los lipidos con clo-
roformo-metanol en proporcién 2:1 (v/v) y agua'®. Como an-
tioxidante se utilizé 10 mg de butil-hidroxi-tolueno (BHT)/100
ml de solvente. Los lipidos se transesterificaron a ésteres
metilicos de acidos grasos utilizando 5 ml de la mezcla anhi-

drica metanol: tolueno: &cido sulfurico en proporcién 90:10:1
(v: v: v) en reflujo a 80 ° C por 1 h. Los ésteres metilicos
se extrajeron con 5 ml de hexano. La fase organica se lavé
con agua a 4 °C y se filtr6 sobre papel Whatman® numero
1. Los ésteres metilicos de las &cidos grasos se analizaron
en un cromatografo marca Hewlett- Packard® modelo 6890,
con detector de llama, columna capilar de 30m x 0,25mm
con INOWAX® de 0,25 pm a 200° C. La fase movil fue H,.
Los ésteres metilicos se identificaron utilizando el tiempo de
retencion de patrones Sigma®.

Resultados

En la tabla N° 1 se observa el porcentaje de los acidos grasos
de las dietas suplementadas con 5 % de aceite de oleina+soya
o de soya y del grupo sin suplemento de aceite (control). La
dieta con oleina+soya presenté mayor porcentaje de acido
palmitico (C16:0) y acido oleico (C18:1,n-9) respecto a la die-
ta con soya (p<0,05); mientras que el porcentaje del &cido li-
noleico (C18:2,n-6) fue mayor en la dieta con soya (p<0,05).

Tabla 1.- Porcentaje de los acidos grasos en los lipidos de las

dietas suplementadas con 5 % de diferentes aceites

C16:0 20,8+0,7a 222+ 04b 13,9+ 0,4 ab
C18:0 55+0,7 34+15 40+0,9
C18:1,n-9 255+12a 382+3,0ab 252+1,0b
C18:2,n-6 396+1,2b 33,7+38a 54,3+ 0,6 a,b
C18:3,n-3 2,7+0,7 25+0,8 26+0,9
C20:5,n-3 3,0+0,9 Trazas Trazas
C22:6,n-3 3,0+0,9 Trazas Trazas
Lipidos totales (%) 2,0+0,1 7,1+0,1 7,0+0,1

Letras iguales indican diferencias significativas de los porcentajes del mismo &cido
graso entre los grupos, p <0,05. La dieta control contiene menor porcentaje de
lipidos totales que las dietas suplementadas, p <0,05. Trazas < 0,8 %, N=3 para
cada grupo, Media + E.E.

En la figura N° 1 se muestra el porcentaje de contraccién de
los anillos de aorta de rata, en respuesta a dosis creciente
de norepinefrina. Los anillos de aorta del grupo oleina+soya
presentaron menor porcentaje de contraccion (p< 0,05) a do-
sis de norepinefrina entre  1x107y 1x10® M respecto a los
grupos control y soya.
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Figura 1.- Curva dosis - respuesta a la norepinefrina en anillos de aorta de rata con
dietas suplementadas con 5 % de diferentes aceites. N = 5 para cada grupo. Media
+ EE. Los anillos de aorta del grupo oleina+soya presentaron menor porcentaje de
contraccion (p< 0,05)




En la figura N° 2 se observa la concentracién de nitrotirosi-
na en el plasma de ratas con dietas suplementadas con 5
% de diferentes aceites. El grupo suplementado con aceite
oleina+soya presenté aumento significativo (p<0,05) de la
nitrotirosina con respecto a los grupos control y soya. En la
tabla N° 2 se reporta la concentracion de nitritos y nitratos
en plasma de ratas, el grupo suplementado con oleina+soya
presentd menor concentracion de nitratos respecto a los gru-
pos control y soya (p<0,05), pero no hay diferencia significa-
tiva (p>0,5) en la concentracién de nitritos.
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Figura 2.- Concentraciéon de nitrotirosina en el plasma de ratas con dietas
suplementadas con 5 % de diferentes aceites. N = 5 para cada grupo, Media + EE.
El grupo suplementado con 5 % de aceite oleina + soya presentd diferencia
significativa (p<0,05) con respecto a los grupos control y soya

Tabla 2.- Nitritos y nitratos en plasma de ratas sometidas a die-

tas suplementadas con 5 % de diferentes aceites

Nitritos 7,3+0,3 57+0,3 6,4+0,2
Nitratos 23,2+ 1,0a 18,6 +0,5a,b 222+0,8b
Total 306+1,1a 243+04ab 285+1,0b

Letras iguales indican diferencias significativas para cada sustancia entre los
grupos, p <0,05. N=5 para cada grupo, Media + EE. El grupo suplementado con
5% de aceite oleina + soya presenté menor concentracién de nitratos respecto a los
grupos control y soya (p<0,05)

En Venezuela, el tipo de aceite que se consume dependen
de la disponibilidad en el mercado externo, estos aceites
aportan acidos grasos esenciales necesario para la salud,
pero también, contienen acidos grasos que pueden estar
asociados con efectos adversos, ocasionando patologias
cardiovasculares''”. La formacion de nitrotirosina esta rela-
cionada con el aumento de la produccion de los radicales li-
bres, que ocasionan oxidacién de los lipidos de las membra-
nas'®. Los acidos grasos desempefan un papel relevante en
la disfuncion endotelial, sin embargo, el papel exacto de los
diferentes acidos grasos y sus mezclas, particularmente du-
rante la fase inicial del dafio endotelial no es bien conocido,
no obstante, las dietas enriquecidas con &cidos grasos de la
serie n-3 reducen el riesgo de desarrollar enfermedad cardio-

vascular'®, en nuestros resultados el porcentaje de acidos de
la serie n-3 fue mayor en el grupo control cuyo origen puede
ser la harina de pescado utilizada en la formulacion de la
dieta basal. La fraccion de oleina del aceite de palma aporté
el mayor porcentaje de acido oleico en la dieta oleina+soya y
posiblemente este acido graso o el porcentaje relativo de los
acidos grasos esta involucrado en la disminucién de la con-
traccidn de los anillos de aorta, que se refleja en un despla-
zamiento de la curva dosis- respuesta hacia la derecha, con
una DE50 de norepinefrina mayor. Ademas, Herrera y col.
han demostrado que el aceite de oliva con alto contenido de
acido oleico contribuye a una menor prevalencia de enferme-
dades cardiovasculares en la region del mediterraneo®. Los
efectos hipolipemiantes de las estatinas mejoran la funcién
endotelial, entre otras razones, por incremento de la dxido ni-
trico sintetasa endotelial y por una reduccion de la expresion
de las moléculas de adhesion celular?'. Cuando analizamos
la accién de la hidralazina, un vasodilatador, se observé que
el grupo soya disminuy6 el efecto maximo de la contraccién
respecto al grupo control (resultados no publicados), la com-
posicion de los lipidos de la dieta modificod la respuesta a
agentes vasodilatadores.

Los nitritos (NO,’) y nitratos (NO,’) son los productos finales
del catabolismo del NOe y ONOO- en la actividad microbia-
na? y en ciertas patologias. En muestras de liquido cefalo-
rraquideo, asi como, en suero de pacientes con esclerosis
multiple se ha encontrado metabolitos del NO23, también
se ha reportado niveles altos de nitrotirosina con bajas con-
centraciones de nitratos y nitritos que varian con el estado
y la actividad de la esclerosis multiple?*. No obstante, en
nuestros resultados realizado en animales sanos, en el gru-
po oleina+soya encontramos mayor concentracion de nitro-
tirosina (marcador citotoxico), con disminucion significativa
(p<0,05) de la concentracion de nitratos en el plasma, res-
pecto a los grupos control y soya, que se diferencian en el
porcentaje de acidos grasos y la cantidad de lipidos totales
(tabla 1). Hu y col. reportaron que el tipo de acidos grasos
es mas influyente que la cantidad total de los lipidos de la
dieta en el riesgo de enfermedad coronaria?®. El aumento de
nitrotirosina indicaria la presencia de un proceso inflama-
torio en el grupo que ingirié oleina+soya, que parece estar
influenciado por el aumento del porcentaje del acido oleico,
pero debido a la complejidad de la mezcla de los distintos
acidos grasos de las dietas, también puede existir diferencia
en la modulacién de la reactividad muscular, quizas asociada
a la expresién de genes mediante la activaciéon de recepto-
res nucleares, o quizas también a la modulacién de canales
idnicos a nivel de membrana por los diferentes acidos gra-
sos. Podemos concluir que: (i) los anillos de aorta de la dieta
oleina+soya presentaron menor contraccion en presencia de
norepinefrina, posiblemente por la modulacién de la funcion
de los receptores o de los canales ionicos a través de los
acidos grasos de los fosfolipidos o por la accién directa de
los acidos grasos, ademas, (ii) el grupo oleina+soya presento
mayor concentracién de nitrotirosina plasmatica, lo cual se
relaciona a procesos proinflamatorio, posiblemente a través
del factor nuclear kappa beta.
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