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RESUMEN. Se evalué en conejos el efecto de dietas enriquecidas
con colesterol (0.1%), diferentes concentraciones de dcido palmitico
(16:0) y de vitaminas antioxidantes, sobre lipidos plasméticos y
agregacion plaquetaria. Los animales se distribuyeron en tres grupos:
1. Conejarina (conej.) + colesterol (col) 0.1%; II: Conej.+ col. 0.1%
+ aceite de palma semipurificado 10% (16:0=39.8%; retinol 7.3 ug/
dL y alfa-tocoferol 157,6 ug/dL); I1I: Conej. + col. 0.1% + aceite
crudo de palma 10% (16:0=45.3, retinol 96.4 pg/dL y alfa-tocoferol
322.8 ug/dL). Se practicaron determinaciones mensuales de lipidos
plasmiticos (métodos enziméticos) y a los 10 meses agregacién
plaquetariacon ADP, y determinaciones plasméticas de vitaminas C,
retinol. y alfa-tocoferol. El colesterol total y la LDLc aumentaron
significativamente en todos los grupos. No encontramos variacién
significativa entre ellos. La agregacién plaquetaria fue menor en
animales que recibieron dietas enriquecidas con aceite de palma
(grupo Il y II) (P=0.002 y 0.001). Las concentraciones plasmdticas
de retinol y alfa-tocoferol no variaron significativamente. La vitami-
na C disminuy6 en grupo I con respecto a grupos (I y ITT (P<0.005-
< 0.02). Se concluye que la administracién de aceite de palma crudo
o semipurificado en conejos hipercolesterolémicos, disminuye la
agregacion plaquetaria sin modificar significativamente la concen-
tracién de lipidos plasmaéticos.

Palabras clave: Hipercolesterolemia, aceite de palma, antioxidantes,
agregacion plaquetaria.

INTRODUCCION

Entre los multiples factores involucrados en el desarrollo
del proceso aterosclerético, dos elementos claves juegan gran
importancia: primero una alteracién en el perfil lipidico
plasmatico representado por un incremento en la concentra-
cién de colesterol plasmatico total, LDLc, odelos triglicéridos,
y segundo un cambio en la funcién plaquetaria haciaun estado
de hiperagregabilidad. Estos dos factores pueden ser produci-
dos por modificaciones en los constituyentes lipidicos de la
dieta.

Desde las publicaciones pioneras de Keys y Hegsted, se
establecié una relacién lineal entre el contenido de grasa
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SUMMARY. Palm oil derivatives with different concentration of
palmitic acid and antioxidants. Effects upon plasmatic lipids and
platelet aggregability. It was evaluated the effect of diet rich with
cholesterol (0.1%) and different concentration of palmitic acid (16:0)
and antioxidants (vitamin C, &ttocopherol and retinol) upon plasmatic
lipids and platelet aggregability in rabbits. The animals were distributed
in three groups: I. Standard chow meal (Rp Conejarina) + cholesterol
(chol) 0.1%; II. Standard chow meal +chol 0.1% + semipurified palm
01l 10% (16:0=39.8%, oleic acid 48.7%, linoleic acid 11.4%, retinol
7.3ug/dL, o tocopherol 157.6ug/dL; H1. Standard chow meal + chol
0.1% + crude palm oil 10% (16:0=45.3%, oleic acid 46.3%, linoleic
acid 7.9%, retinol 96.4ug/dL, o tocopherol 322.8ug/dL). Monthly
determination of plasmatic lipids were done (Enzymatic methods)
and at ten months platelet aggregability with ADP, plasmatic vitamin
C, retinol and, atocopherol determination were done. Total plasmatic
cholesterol (TC) and LDLc increased significantly in the three
groups of animals. Significant differences between groups were not
found. Platelet aggregability was lower in the animals fed with
palmitic acid rich diet (groups II and IIT) (P = 0.002 and 0.001).
Retinol, o tocopherol plasmatic concentrations re vealed no significant
differences. Vitamin C in the groups I was lower than groups II and
II1 (P < 0.05 <0.02). In this study hypercholesterolemic rabbits fed
withrichdiets (crude and semipurified) had lower platelet aggregability
without changes in plasmatic lipids concentrations.

Key words: Hypercholesterolemic, palm oil, antioxidants, platelet
aggregability. :

saturada de la dieta y la colesterolemia (1,2). En humanos y
primates no humanos, se ha encontrado que los dcidos grasos
saturados latdrico (12:0) y miristico (14:0) son més
colesterolémicos que el dcido palmitico (16:0) (3-5). Igual-
mente se ha demostrado que el estado colesterolémico previo
a la administracién del 4cido graso saturado 16:0, es el factor
que determinalatendenciaal aumento el colesterol plasmatico
(6,7). Por otra parte, ha sido demostrado experimentalmente,
que la sola administracién de colesterol, produce un aumento
en la concentracién de LDLc (8,9) el cual es magnificado
cuando también se administran 4cidos grasos saturados 12:0,
14:0 6 16:0; (8-12). La administracién de colesterol, o su

“aumento en el plasma, modifica el receptor para la LDLc.
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Otros estudios han demostrado que los 4cidos grasos 12:0 y
14:0 producen hipercolesterolemia por reduccién directa de la
actividad del receptor de las LDL, ainen ausenciade colesterol
en la dieta (8,11). En nuestro laboratorio, la utilizacién de
dietas ricas en colesterol con contenido diferente de 16:0 y
4cido linoléico (18:2) no produjo diferencias significativas
sobre la concentracidn de colesterol plasmatico (13), como se
comprende no estd claro el efecto que tiene la presencia de
16:0 en la dieta,

Pacientes con aterosclerosis clinica también presentan
aumento de marcadores moleculares plasméticos, que reflejan
mayor actividad coagulante, plaquetaria y endotelial (14) lo
cual evidencia que otros factores son importantes en ¢l desa-
rrollo de la enfermedad.

La hiperactividad plaquetaria ha sido descrita tanto en
animales de experimentacion (15) como en humanos (16). En
humanos con hiperlipemia Ila, las plaquetas tienen mayor
sensibilidad a los efectos de varios agregantes (16). Dietas
ricas en &4cidos grasos poliinsaturados omega 3, producen
menor agregacion plaquetaria (17) mientras que grasas prefe-
rentemente saturadas la aumentan (18). En animales. algunos
estudios demuestran que las grasas preferentemente saturadas
producen disminucidn de la agregacién (19). Por lo tanto, la
dieta consumida no solamente modifica la concentracién de
colesterol plasmatico sino también lareactividad plaquetaria.

Unaspecto muy importante a consideraren laetiopatogenia
de la aterosclerosis, es la formacién de LDLc¢ modificada por
procesos oxidativos. Desde los estudios iniciales de Goldstein
y Brown (20,21), se acepta que la tasa de aclaramicnto de la
LDL del plasma, se realiza a través de dos mecanismos: un
mecanismo saturable, mediado por el receptor BE, y otro
mecanismo no saturable realizado por el receptor recolector
(Scavenger receptor) (21,22). El receptor BE aclara la LDL
nativa o natural y el recolector aclara la LDL que ha sufrido
modificaciones bioqufmicas o enzimadticas (20-25).

Numerosos trabajos de investigacién han demostrado que
la captacién por los macréfagos de la LDL modificada, es la
responsable de la formacién de las células espumosas, las
cuales a su vez se agrupan en la estria grasa. Por lo tanto es
importante conocer los factores que hacen que la LDL sea
susceptible a sufrir modificacién oxidativa. Esta susceptibili-
dad depende: por una parte del grado de peroxidacion de los
dcidos grasos que la constituyen (24,27) y por otra del conte-
nido de antioxidantes transportado por la molécula de LDL
- (26-30). Debido aquelaLDL tiene un alto contenido de dcidos
grasos polimnsaturados, principalmente 18:2, 4cido
araquidénico (20:4) y docosa hexahenoico (22:6), es una
molécula altamente susceptible al proceso oxidativo.

En vista de la influencia de la reactividad plaquetaria y la
oxidacionde laLDL enel desarrollo de lalesién aterosclerética,
se planificé evaluar el efecto de la administracién prolongada
de dietas enriquecidas con colesterol y aceites con diferentes
concentraciones de &acido palmitico y de vitaminas
antioxidantes, sobre las concentracionesde lfpidos plasmaticos,

antioxidantes del plasmay agregacién plaquetaria en conejos,
factores directamente relacionados con el desarrollo del pro-
ceso aterosclerético.

MATERIALES Y METODOS

Animal Experimental: Se utilizaron 27 conejos Nueva
Zelandia de 2,5-3 kg de peso corporal, distribuidos en tres
grupos de acuerdo con la dieta administrada, la cual fue
suplida durante un periodo de diez meses

Grupo I.- Alimentado con conejarina mds colesterol 0.1%

.(p/p). La composicién porcentual de la conejarina utilizada

fue Ja siguiente: proteina 15%, grasa 3%, fibra 18%, elemen-
tos no nitrogenados 40%.

Grupo II: Alimentado con conejarina mds colesterol 0.1%
(p/p) mas aceite de palma semipurificado 10%. El aceitc de
palma semipurificado contenia dcido palmitico 39.8%:; dcido
oleico 48.7%, 4cidolinoleico 11.4%, ademds retinol 7.3ug/dL
y alfa-tocoferol 157,6 ug/dL.

Grupo III: Alimentado con conejarina, mas colesterol
0.1% (p/p) mas aceite crudo de palma 10%. En el aceite crudo
de palma la concentracién de dcido palmitico fue de 45.3%,
4cido oleico: 46.3%, dcido linoleico 7.9%, retinol 96.4ug/dL
y alfa-tocoferol 322.8 ug/dL.

Preparacion de las dietas: Dieta suministrada al grupo I:
Se muele la conejarina comercial y se le afiade colesterol (p/
p), se mezcla, se humedece, luego se re-estructura semejando
su presentacién original, se seca a 30°C. Se utilizé colesterol
Grado A (Sigma Chemical Company, St Louis, Mo). _

Dieta del grupo II: El aceite de palma semipurificado se
calienta a 37°C, en bafio de marfa y se le afiade el colesterol
paraalcanzar unaconcentracién final definitivade 0.1% (p/p).
En un envase pléstico transparente, se coloca la conejarina'y
se mezcla con el aceite a una concentracion final de 10%.

Dicta del grupo III: Se procesa en igual forma que la del
grupo II, utilizando aceite crudo de palma en lugar de aceite
semipurificado.

El aceite crudo de palma fue obtenido de plantaciones del
Estado Portuguesa, Venezuela. El aceite semipurificado fue
preparado en nuestro laboratorio a partir del aceite crudo,
mediante procesos de sedimentacién en frio y filtracién (31).

Se utiliz6 la T de Student para comparar los resultados de
los grupos experimentales. :

Determinaciones:

» Lipidos plasmaticos: Colesterol, triglicéridos y
lipoproteinas plasmaticas se determinaron utilizando mé-
todos enzimaticos. (Wiener enzimatic kit).

* Acidos grasos en los aceites de las dietas se determinaron
utilizando el método de Folch (32), cromatografiade capa
fina (TLC) y HPLGC. (Laboratorio de lipidos, ILM.E.-
U.CV).

* Agregacion plaquetaria: Estos estudios se realizaron cn
plasmaricoen plaquetas, utilizando como agente agregante
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ADP, a dos concentraciones 5 y 10 uM. Se utilizé un
agregdémetro Crono-log de 2 canales.

* Retinol y alfa tocoferol: En el aceite afiadido a las dietas y
enel plasmade los animales se determind por cromatografia
liquidade altaeficienciay fase reversa en un cromatégrafo
H.P.50 (34).

* Vitamina C: Se determiné dentro de las primeras 2 horas
de obtenida la muestra. Se utilizé el método de la 2,4
dinitrofenil - hidrazina (33).

RESULTADOS

EnlaFigura 1 se reflejan las concentraciones de colesterol
plasmético total, determinadas mensualmente durante el pe-
riodo de estudio en cada grupo experimental. A partir del
segundo mes hay un aumento marcado en todos los grupos,
con respecto a sus valores basales. En la Tabla 1 estdn
representadas las concentraciones promedio de colesterol
total al inicio y al final del experimento. Cada grupo presentd
un aumento significativo de dicha variable (P< de 0.05). Sin
embargo no hubo variacién significativa entre los grupos al
final del periodo experimental.

FIGURA 1
Colesterol plasmadtico total (mg/dL) en conejos sometidos a
dietas enriquecidas con colesterol (—-), colesterol més
aceite semipurificado de palma () y colesterol mds aceite

crudo de palma (%)

Qolesterol
{mg/d1)

Me s

TABLA 1
Colesterol plasmatico total

Grupo Inicial Final

I 26.6+£63 1724525 (P=0.022)
It 23.1%£ 2.4 181.33+2.4 (P=0.044)
11 28.0+ 3.6 228.6+50.7 (P =0.007)

Concentracién de colesterol plasmético total (mg/dL) al inicio y al
final del perfodo experimental X£E.E.

Las concentraciones de LDLc variaron en forma paralela
al colesterol total (Figura 2 y Tabla 2).

Las concentraciones de triglicéridos oscilaron moderada-
mente en todos los grupos, durante los diez meses del estudio,
sin variaciones importantes.

FIGURA 2
LDLc (mg/dL) en conejos sometidos a dietas enriquecidas
con colesterol (—-), colesterol mds aceite semipurificado de

palma (=) y colesterol crudo de palma (™)
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Meses
TABLA 2
LDLc plasmitico
Grupo Inicial Final
b 274+ 74 145.0+53.6 (P =0.046)
II 22724 144.8+ 40.6 (P =0.043)
m 20.9+2.2 192.8+£52.3 (P =0.043)

Concentracién plasmdtica de LDLc (mg/dL) al inicio (I) y final (F)
del periodo experimental X+E.E.

EnlaTabla3serepresentanlas concentraciones plasmaticas
promedio de HDLc al principio y al final del estudio en los tres
grupos de animales. Es importante resaltar que los grupos Il y
IITlos cuales recibieron aceite de palma mds colesterol presen-
taron valores mds elevados que en el grupo I, cuya dieta fue
enriquecida solo con colesterol. La variacion fue significativa
entre los grupos I y 11 '

Las concentraciones promedio de retinol y alfa tocoferol
en el plasma de los distintos grupos de conejos al final del
periodo experimental estén representadas en la Tabla 4. No se
apreci6 cambio significativo, a pesar de las marcadas diferen-
cias en las concentraciones de estas vitaminas en las grasas
afiadidas a las dietas experimentales (Tabla 5).-



TABLA 3
HDLc plasmatico

Grupo Inicial Final
1 24.9+ 6.8 235+ 3.9 (P =NS)
Il 179+ 16 34.6+5.1 (P = 0.039)
m 19.7+3.2 33.1+3.9 (P = NS)

Concentracién plasmatica de HDLc (mg/dL) al inicio (1) y final (F)
del periodo experimental X+E.E.

TABLA 4
Retinol y alfa-tocoferol plasmatico

Grupo Retinol Alfa-tocoferol
| 126.3+ 46.6 1.578.5+ 1.036
1l 1239 +41.9 2.092.1+.275
11 139.3+41.1 1.505.0+853.5

NS NS

Concentracion plasmatica de retinol y alfa tocoferol (ug/dL) al final
de perfodo experimental (10 meses,) X+E.E.

TABLA S5
Retinol y alfa-tocoferol en los aceites

Dieta Retinol Alfa-tocoferol
Grupo Il (aceite de palma
semipurificado 10%) 7.3 157.6
Grupo Il (aceite crudo
de palma 10%) 96.4 322.8

Concentracion de retinol y alfa-tocoferol (ug/dL) en el aceite afiadido
a las dietas.

En laFigura 3 se observan las concentraciones de vitami-
na C, los valores fueron menores en el grupo I con respecto a
los grupos Il y 11l (P< 0.05).

EnlaFigura4 podemosapreciarel porcentaje de agregacion
plaquetaria en los 3 grupos experimentales. Se utilizaron dos
concentraciones diferentes de ADP. En este estudio, realizado
al final del experimento, se aprecia unadisminucién significa-
tiva en el porcentaje de agregacion (P<0.03) en los grupos Il
y Il a las dosis de ADP utilizadas. Estos grupos recibieron
aceite de palma mas colesterol.

FIGURA 3
Concentracion plasmatica de vitamina C (mg/dL) en los
tres grupos estudiados. X+D.S. (al final del periodo experi-
mental: 10 meses)
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Grupo! Gupol Grupo 1
P=<005 P=<0.02
FIGURA 4

Porcentaje de agregacion plaquetaria con ADP (10y 5 pM)
en grupo | (), grupo Il ( )y grupo Il ( ). X+DS

10V S

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En nuestro estudio planificamos administrar con la dieta,
ademés de una dosis constante de colesterol dos tipos de
aceites extraidos de la palma Africana. Los aceites contienen
diferentes concentraciones de acidos grasos saturados, espe-
cialmente 4cido palmitico y vitaminas antioxidantes: retinol y
alfa-tocoferol.

A diferencia de otros estudios, donde laadministracion de
16:0, no indujo aumentos en la colesterolemia en animales
experimentales, (3) y en humanos normocolesterolémicos
(4,5); en este ensayo, las dietas administradas a los 3 grupos de
animales, contenian 0,1 % de colesterol, lo cual determiné un
aumento significativo en su concentracién plasmaética, en
todos los grupos, cuando se compararon los valores iniciales
y finales.
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Por otra parte, aunque no hubo diferencia significativa en
los valores de colesterol entre 1os 3 grupos al final del experi-
mento, las cifras ligeramente superiores en los grupos Il y III,
pudieran reflejar una tendencia a aumentar la colesterolemia,
como consecuencia del sinergismo entre colesterol y el por-
centaje de dcidos grasos saturados en la dieta, como ha sido
reportado por otros autores (8,12).

Lapresenciade antioxidantes en lamoléculade LDL esun
factor que la protege de la oxidacién (27-30) y la subsecuente
modificacién que facilita su captacién por los receptores
recolectores de los macréfagos (21-25). En nuestro disefio
experimental el aceite crudo de palma afiadido a la dieta
contenia una concentracién de retinol y alfa-tocofero! muy
superior a la del aceite semipurificado, sin embargo, en el
plasma de los dos grupos de animales que recibieron estos
aceites, las concentraciones de las vitaminas no presentaron
variaciones significativas, 1o cual nos induce a pensar que las
cantidades absolutas de estas substancias en los pequefios
voldmenes de grasa (10%) afiadidos alas dietas, no alcanzaron
concentraciones suficientes para ejercer efectos protectores.
Un hallazgo para el cual no tenemos una explicacidn clara, es
la menor concentracién de vitamina C en el plasma de los
animales que recibieron dietas enriquecidas con colesterol
solo (grupo I) con respecto a los grupos Il y III cuyas dietas
contenfan ademds del colesterol, el aceite de palma. Hemos
pensado que un mayor consumo de la vitamina, pudiera
corresponderse con el hallazgo encontrado. El aumento del
colesterol plasmatico produce un incremento en la oxidacién
de las LDL, lo cual pudiera inducir mayor utilizacién de
vitaminas antioxidantes (E y C) (35).

Ladisminucién significativa del porcentaje de agregacién
plaquetaria en los grupos Il y Il que recibieron dictas enrique-
cidas con aceite de palma en un hallazgo altamente significa-
tivo,dadalaimportancia preponderante que lahiper-reactividad
plaquetaria ticne en el desarrollo del proceso arterosclerético
(14). '

Es aceptado que el aumento del colesterol plasmdtico,
incrementa el porcentaje de agregacién plaquetaria (15,16).
La presencia de un dcido graso saturado (16:0) en la dieta de
estos animales pudieraexplicar ladisminucién delaagregacion
encontrada al modificar la composicién de los dcidos grasos
de la membrana plaquetaria. Sin embargo, no podemos des-
cartar la posible influencia de las substancias antioxidantes, a
pesar de que no tenemos evidencias directas de ello. Es
importante resaltar que el grupo de animales con el menor
porcentaje de agregacién plaquetaria (grupo III) fue el que
recibid la dieta con la mayor concentracién de vitaminas
antioxidantes.

Podemos concluir que en el disefio experimental utilizado,
laadicién de grasas saturadas con vitaminas antioxidantes ala
dieta de conejos hipercolesterolémicos produjo una disminu-
cién en el porcentaje de agregacién plaquetaria con ADP. Son
necesarios mds estudios para precisar el o los factores determi-
nantes de este hallazgo.
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