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 A Mayka, por tu constante empeño desde siempre en que esto saliera, por tu ayuda 
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ABREVIATURAS

AA Ácido araquidónico

ACAT Acíl-colesterol-acil-transferasa

Ach Acetilcolina

ADN Ácido desoxirribonucleico

ADP Adenosín-difosfato

AMP Adenosín-monofosfato

AMPc Adenosín-monofosfato-cíclico

ApoB100 Apoproteína B100

ApoB48 Apoproteína B48

ApoE Apoproteína E

ARNm Ácido ribonucleico mensajero

ATP Adenosín-trifosfato

ATPasa Adenosín-trifosfatasa

CCK Colecistokinina

LCAT Lecitín-colesterol-acil-transferasa

CT Colesterol total

DAG Diacilglicerol

DHA Ácido docosahexaenoico

EPA Ácido eicosapentaenoico

FL Fosfolípidos

FLC Fosfolipasa C

FLD Fosfolipasa D

GMPc Guanosín-monofosfato-cíclico

HDL Lipoproteína de alta densidad

HMG-CoA-reductasa Hidroxi-metil-glutaril-coenzima A-reductasa

IDL Lipoproteína de densidad intermedia

IP3 Inositol-trifosfato

IP4 Inositol-tetrafosfato

LDL Lipoproteína de baja densidad



Lp(a) Lipoproteína (a)

MUFA Ácidos grasos monoinsaturados

PIP2 Fosfoinositol-bifosfato

PKC Proteínkinasa C

PP Polipéptido pancreático

PUFA                          Ácidos grasos poliinsaturados

PUFA (n-3) Ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-3

PUFA (n-6) Ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-6

PUFA>18C (n-3)                      Ácidos grasos poliinsaturados mayores de 18 átomos

de carbono de la serie n-3

PUFA>18C (n-6) Ácidos grasos poliinsaturados mayores de 18 átomos

de carbono de la serie n-6

PYY Péptido tirosina-tirosina

QM Quilomicrones

RER Retículo endoplasmático rugoso

SFA Ácidos grasos saturados

TCL Triglicéridos de cadena larga

TCM Triglicéridos de cadena media

TG Triglicéridos

UFA Ácidos grasos insaturados

UI Índice de insaturación

VIP Péptido intestinal vasoactivo

VLDL Lipoproteína de muy baja densidad
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s conocida la relación existente entre la grasa de la dieta y el desarrollo de

patologías degenerativas, que afectan a diversos órganos y tejidos del

organismo. Las enfermedades cardiovasculares tienen una gran incidencia en

el mundo occidental; este hecho, al que han contribuido las modificaciones sufridas en los

hábitos alimentarios y otros factores, tales como estilo de vida, estrés, etc, ha determinado una

dedicación prioritaria en investigación a las mismas. Así, existen diversos estudios que muestran

que, tanto el contenido como el tipo de grasa alimentaria son determinantes importantes del

estado de salud.

El principal factor contribuyente a la instauración de la patología cardiovascular, la

aterosclerosis, es un proceso de carácter sistémico, por lo que afecta a distintos tejidos, entre

ellos al páncreas. La ingesta de dietas elevadas en grasa y colesterol (dietas aterogénicas) es un

determinante clave en el desarrollo de los procesos ateroscleróticos, sin embargo, las

consecuencias que este tipo de dietas pueden ocasionar a nivel de páncreas exocrino han sido

poco estudiadas.

Se sabe que, por una parte, la ingesta de dietas elevadas en colesterol provoca cambios

en las membranas celulares, los cuales afectan a la funcionalidad de las mismas. Estos cambios

modifican el estado de fluidez de dichas membranas. Asimismo, la grasa procedente de la dieta,

en términos tanto cuantitativos como cuantitativos, es capaz de ejercer un efecto similar sobre la

composición de la membrana. De este modo, la dieta aterogénica, con alto contenido en ácidos

grasos saturados, determina un patrón de composición de las membranas endoteliales, que

influirá en la funcionalidad de las mismas, que conlleva el desarrollo de aterosclerosis.

Por otro lado, diversos estudios ponen de manifiesto que el consumo de dietas con alto

contenido en grasa ejerce un claro efecto sobre el funcionamiento del páncreas exocrino,

E
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promoviendo cambios adaptativos en el contenido y secreción de la glándula. Son numerosos

los estudios que muestran la influencia de ingestas elevadas en grasa sobre la actividad y

secreción de enzimas lipolíticas pancreáticas. También es apoyada científicamente la relación

existente entre el grado de insaturación de los ácidos grasos aportados en la dieta y el patrón

adaptativo del páncreas exocrino. Sin embargo, es escasa la investigación acerca del efecto de

dietas aterogénicas, que conjuntamente presentan las dos características citadas, puesto que son

altas en colesterol y en grasa saturada, sobre las modificaciones que puedan ocasionarse en la

composición de las membranas pancreáticas, y, en consecuencia, de sus repercusiones a nivel

funcional en la glándula, las cuales pueden afectar a la adaptación del páncreas exocrino a la

grasa de la dieta.

Teniendo en cuenta los numerosos estudios que vienen demostrando la implicación del

colesterol y los ácidos grasos presentes en las membranas celulares en procesos secretores

mediados por exocitosis, cabe destacar la existencia de una regulación, por parte de dichos

componentes, de diversas señales de transducción celular. En este sentido, los movimientos de

Ca2+ intracelular implicados en la secreción de enzimas, entre otras, del páncreas exocrino,

pueden verse afectados por el grado de fluidez de dichas membranas. Y puesto que, tal y como

se ha dicho, la membrana celular es capaz de modificar su composición lipídica en respuesta a

cambios en el contenido graso de la dieta, creemos de interés adentrarnos con este trabajo, para

profundizar en un futuro cercano, en el estudio acerca de la influencia de la cantidad y tipo de

grasa dietética sobre los mecanismos implicados en la síntesis y secreción de enzimas

pancreáticas, asociados a modificaciones en las señales de transducción celular a nivel de

membranas pancreáticas, como consecuencia de una adaptación de las mismas al contenido en

grasa y colesterol de la dieta.

La línea de trabajo de nuestro grupo de investigación, perteneciente al Instituto de

Nutrición y Tecnología de Alimentos y al Departamento de Fisiología de la Universidad de

Granada, se viene centrando en los últimos años en la influencia que la grasa de la dieta ejerce

sobre el páncreas exocrino. Se sabe que este nutriente determina un patrón de adaptación de la

glándula en el contenido y secreción enzimática. Lo que no parece estar tan claro son los

mecanismos implicados en dicha adaptación. Sí está demostrado que diferentes péptidos
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gastrointestinales, mediadores de la misma, así como modificaciones en la actividad de

determinadas enzimas pancreáticas, se vienen asociando con el desarrollo de procesos

ateroscleróticos que cursan con inflamación glandular y pancreatitis.

Por otro lado, los conocimientos acerca de la adaptación pancreática a la grasa de la

dieta, aunque muy amplios en lo que se refiere a especies como la rata, el perro o el cerdo,

incluso en humanos, son más escasos en conejo, siendo especie de interés, dada su capacidad de

desarrollo temprano de aterosclerosis inducida por la dieta, similar a como ocurre en el hombre.

De igual modo, los estudios sobre el efecto de este componente dietético a nivel de membranas

pancreáticas han sido poco investigados.

En consecuencia, y a la vista de todo lo expuesto, creemos de interés y, por ello,

pretendemos cumplir, los siguientes objetivos en este estudio:

1.- Estudiar si, en conejos, existe un patrón adaptativo de la secreción del páncreas

exocrino a la grasa de la dieta, similar al descrito por nuestro grupo en carnívoros y omnívoros.

2.- Si existe esta adaptación, dar un primer paso en el estudio de los mecanismos

implicados en ella, haciendo especial énfasis en la relación: composición de la grasa de la dieta

y composición lipídica de las membranas celulares del páncreas exocrino, así como del

contenido en enzimas de esta glándula.

3.- Conocer si la aterosclerosis inducida por la dieta afecta a la funcionalidad de la

misma.
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1.- GRASA DE LA DIETA E HIPERCOLESTEROLEMIA

La hipercolesterolemia es el término aplicado a una de las enfermedades encuadradas

en el marco de las hiperlipemias, junto con hipertrigliceridemia e hiperlipemia combinada.

Generalmente, se habla de dislipemias cuando existe una alteración en el metabolismo lipídico a

nivel plasmático. Cuando Fredickson realizó en 1967 la clasificación de las hiperlipidemias, las

consideró como patologías asociadas a un perfil anormal de las lipoproteínas plasmáticas. Si se

presentan niveles elevados de lípidos plasmáticos asociados a dichas lipoproteínas (colesterol

total y/o triglicéridos > 200 mg/l) nos encontramos ante un estado hiperlipémico, con el

consiguiente riesgo aterogénico (Matáix, et al., 1995).

Previamente a los numerosos estudios que en los últimos años han venido realizándose,

acerca del mecanismo exacto por el que se desarrolla la placa de ateroma a partir del colesterol,

ya existían evidencias de su procedencia plasmática, fundamentalmente a expensas de colesterol

de LDL (lipoproteína de baja densidad) (Ross, 1986). Así pues, de las lipoproteínas que

transportan los lípidos en sangre, la LDL se considera la más aterogénica (Figura 1). La VLDL

(lipoproteína de muy baja densidad) transporta principalmente triglicéridos y un 10-15% de

colesterol y su importancia como factor de riesgo es menor cuando son aceptables los niveles de

colesterol total (CT) y de HDL (lipoproteína de alta densidad). La HDL transporta el 20-25%,

procedente de los tejidos al hígado, por lo que se asocia su presencia al descenso del riesgo

aterogénico (Castelli, et al., 1986). Un descenso en los niveles de apoproteína A-I y el

incremento de apoproteína B están relacionados con un mayor riesgo (Havel, et al., 1987). La

lipoproteína (a) Lp(a) se considera factor de riesgo aterosclerótico independiente (Loscalzo,

1990).

Figura 1: Partícula de LDL (lipoproteína de baja densidad).
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Cada partícula esférica de LDL se representa como una masa de 3x106 daltons. Contiene

un corazón de unas 1500 moléculas de colesterol esterificadas con ácidos grasos de cadena

larga, que están rodeados por una monocapa compuesta de unos 800 fosfolípidos y unas 500

moléculas de colesterol no esterificado. Una sencilla molécula proteica de alrededor de 500.000

daltons organiza la partícula y media la unión específica de LDL a proteínas receptoras de

superficie celular.

Numerosos datos epidemiológicos revelan la existencia de una implicación

multifactorial de diversos elementos constituyentes de la dieta en la aparición y desarrollo de

hipercolesterolemia y aterosclerosis, pero es, sin duda, la grasa alimentaria la que juega un

papel primordial en dichas alteraciones patológicas.

La importancia de la grasa de la dieta sobre los niveles de colesterol en plasma es

discutida, en el sentido de que se han de considerar distintos aspectos tales como cantidad total,

naturaleza y tipo de ácidos grasos presentes u otros componentes asociados a la misma

(Watkins, et al., 1996). Según Fernández et al. (1991), cantidad y calidad intervienen de manera

independiente en la regulación del metabolismo del colesterol y las lipoproteínas plasmáticas,

en el cobaya. En términos generales, la cantidad y calidad de la grasa de la dieta poseen un

efecto significativo sobre el contenido en colesterol de las lipoproteínas plasmáticas, perfil de

dichas lipoproteínas, composición de LDL, número de receptores apoB/E hepáticos,

concentración de colesterol hepático, actividad HMGCoA reductasa y unión de HDL a

membranas.

1.1.-CANTIDAD DE GRASA

La cantidad de grasa de la dieta es importante como factor determinante de la

hipercolesterolemia, pues está directamente relacionada con el flujo de quilomicrones (QM)

hepáticos remanentes, ya que regula la formación de los mismos en la mucosa intestinal. La

circulación de esta lipoproteína en la sangre es proporcional a la cantidad de grasa consumida en

la dieta, de modo que una comida con elevado contenido en grasa se traduce en la producción de
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un gran número de QM remanentes, que es proporcional al número de QM sintetizados,

considerándose dichos QM remanentes aterogénicos.

La teoría de que una elevada proporción de grasa en la dieta, en relación con otros

nutrientes, promueve la aparición de enfermedad, procede de estudios llevados a cabo tanto en

animales de experimentación como en humanos. No obstante, esta teoría ha resultado difícil de

demostrar en estudios prospectivos de ingestas en humanos, pues es escasa la evidencia de que

un alto porcentaje de grasa en la dieta predisponga a la enfermedad (Grundy, S.M., 1999).

Así pues, los estudios existentes acerca de la relación cantidad de grasa de la dieta-

niveles de colesterol plasmático muestran resultados contradictorios, aunque todo parece indicar

que la cantidad no es tan importante como el tipo de grasa ingerida. Sin embargo, Luhman, et al.

(1992) atribuyen mayor importancia a la cantidad.

Estudios realizados en sujetos sanos muestran que la ingesta de dietas con fórmula

definida, bajas (9% del contenido calórico total) y muy bajas (1%) en grasa, reduce los niveles

de HDL colesterol en un 40%, e incrementa tanto la relación CT/HDL-colesterol así como los

valores de TG séricos en un 20 y 100%, respectivamente, al ser comparada con la ingesta de una

dieta convencional (42% de las kcalorías totales en forma de grasa). Sin embargo, el consumo

de dietas moderadas en grasa (32%) procedente de aceite de maíz (PUFA) disminuye el

colesterol en un 25% y la relación CT/HDL-colesterol en un 13%, lo que indica que una dieta

moderada en grasa, con una relación elevada PUFA/SFA, ejerce efectos más favorables sobre

los lípidos séricos que dietas bajas en grasa (Snook, et al., 1985).

Numerosos estudios observan un incremento en los niveles de colesterol plasmático y

de enfermedad cardiovascular (ECV), como consecuencia de la ingesta de una dieta similar a la

americana, con aumento en el consumo de grasa total a expensas de los hidratos de carbono.

La sustitución de una dieta baja en grasa (19%) y alta en fibra (4.6 g/MJ) por otra alta

en grasa (41%) y con menor contenido en fibra (2.0 g /MJ) disminuye los niveles de CT, HDL y

LDL colesterol entre un 17-20% en humanos, lo que indica un efecto beneficioso de reducción
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de la hipercolesterolemia con la dieta baja en grasa, pero que es debido en parte, a la presencia

de un alto contenido en fibra, más que al efecto de la grasa en sí (Clevidence, et al., 1992).

Según estudios realizados por Lichtenstein, et al. (1994,b), el consumo a corto plazo de

una dieta baja en grasa afecta a las concentraciones de lípidos plasmáticos de pacientes

hipercolesterolémicos, sólo cuando se acompaña de una disminución de peso por parte de los

mismos, o sea, cuando la ingesta calórica total es disminuida.

Sin embargo, Nelson, et al. (1995) no observan diferencias significativas en los niveles

plasmáticos de HDL o LDL colesterol tras la ingesta de dietas altas (39%) o bajas (22%) en

grasa, cuando ambas presentan una composición muy similar en ácidos grasos. Los niveles de

TG y, en consecuencia, los de VLDL plasmática, sí incrementan de manera significativa tras la

ingesta de las primeras, respecto de las segundas. Asimismo, el contenido en ácido linoleico de

plasma y el número de plaquetas y de células sanguíneas disminuye significativamente en el

grupo alimentado con la dieta baja en grasa. Estos resultados indican reducciones en los niveles

de determinados lípidos plasmáticos cuando la población ingiere dietas bajas en grasa, pero

parece ser debido a cambios en la composición de ácidos grasos de la dieta, no a una reducción

en el aporte calórico graso.

Dubois, et al. (1998) muestran que, en humanos, el incremento en la cantidad de grasa

ingerida a través de la dieta, dentro de un rango comprendido entre 0-50 g, se acompaña de un

aumento en los niveles de QM y TG séricos e induce cambios marcados en las lipoproteínas

plasmáticas postprandiales. Sin embargo, se observa un valor umbral de 15 g para el cual la

grasa no ejerce efecto alguno sobre la lipemia.

Se ha propuesto en niños, que la ingesta de dietas restringidas en grasa previene el

desarrollo de aterosclerosis cuando son adultos. Sin embargo, este hecho no ha sido demostrado

experimentalmente (Lifshitz, and Tarim, 1996). Los efectos de estas dietas bajas en grasas y en

colesterol sobre los niveles de lípidos y lipoproteínas séricas son de menor magnitud en niños

que en adultos. Además, se corre el riesgo de déficits de nutrientes esenciales, entre otros,

calcio, zinc, magnesio, fósforo, vitamina E, B12, tiamina, niacina o riboflavina (Olson, 2000).
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Estudios con ratones transgénicos indican que una dieta elevada en grasa y en colesterol

incrementa el contenido en colesterol de las HDL y el grado de producción de apoA-I, debido a

un mecanismo que implica la regulación de la traducción del ARNm de la apoA-I. Ahora bien,

el incremento en HDL colesterol inducido por la dieta alta en grasa es defensivo, por lo que no

debe ser interpretado como un cambio deseable en la dieta (Wolf, 1996).

Un estudio longitudinal, efectuado a lo largo de 9 años en una población americana

constituida por ancianos sanos de ambos sexos, que ingirieron bajos niveles de grasa total, así

como de PUFA, SFA y colesterol, muestra valores bajos de CT, LDL y HDL plasmáticos

(Garry, et al., 1992).

Las recomendaciones actuales para la población española sana indican un aporte del

30% de la ingesta calórica diaria como grasa total, pudiendo incrementarla hasta un 35% si la

principal fuente grasa empleada es el aceite de oliva (Aranceta, et al., 1995).

1.2.-COLESTEROL

La importancia del colesterol de la dieta sobre la incidencia de hipercolesterolemia en la

población ha venido siendo un tema de debate científico (McNamara, 1995).

Una vez ingerido, el colesterol es transportado también vía QM a través del plasma

hasta el hígado, donde es añadido al colesterol sintetizado endógenamente. Al poseer un núcleo

con estructura en anillo que no puede ser degradada por los tejidos del organismo, la molécula

de colesterol ha de ser excretada o almacenada. Solamente un 40% del colesterol de la dieta es

absorbido y el 60% remanente es eliminado con las heces, vía biliar, como ácidos biliares

sintetizados en el hígado a partir de él. Esto ocurre de manera parcial, ya que existe reabsorción

y circulación enterohepática, por lo que el hígado capta la mayor parte de lo excretado en bilis.

Por otra parte, el mecanismo de inhibición de síntesis de colesterol endógeno  (feed-back

negativo) sólo tiene lugar en humanos parcialmente, incluso cuando es ingerida una gran

cantidad de colesterol en la dieta.
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El colesterol de la dieta no interviene directamente en la formación de lipoproteínas a

nivel hepático (VLDL, de las que derivan las LDL), pero puede, no obstante, afectar

profundamente la biosíntesis hepática de colesterol y el catabolismo de las LDL, a través de la

síntesis de receptores de LDL en hígado. En particular, un incremento de colesterol en las

células hepáticas puede disminuir el número de receptores LDL y, en consecuencia, causar un

incremento en el nivel de LDL plasmática. De manera inversa, un descenso drástico en la

ingesta de colesterol puede incrementar el número de receptores LDL en hígado, mejorar el

transporte de LDL y, por tanto, disminuir el nivel de LDL en plasma.

El análisis de resultados obtenidos en las últimas tres décadas, a partir de estudios sobre

ingesta de colesterol en una población de 2750 pacientes indica que, para la mayoría de

individuos, cambios modestos en el aporte de colesterol en la dieta ejercen escasas variaciones,

si es que existen, en los niveles de lipoproteínas plasmáticas. Así, un cambio aproximado de 100

mg/día de colesterol alimentario ocasiona modificaciones en el colesterol plasmático de 0,07

mmol/l (2.5 mg/dl). (McNamara, 1995).

Richter (1995) apuesta por un menor aporte de colesterol, en el contexto de una dieta

balanceada, como base del tratamiento con mayor éxito en diversas formas de

hipercolesterolemia. En algunos casos, las modificaciones dietéticas pueden originar descensos

de hasta un 25% de LDL-colesterol. Las recomendaciones actuales de colesterol para individuos

sanos en la población española se sitúa en <300 mg de colesterol/día (Aranceta, et al., 1995).

Tabla 1: Incremento en los niveles de LDL colesterol a partir del colesterol de la dieta.

1-  QM y remanentes incrementados
       2- Incremento del colesterol hepático, con los siguientes efectos:

-Disminución de la biosíntesis de colesterol
-Compensación parcial con aumento de la excreción de colesterol biliar y de
ácidos biliares, disminuyendo el contenido de colesterol hepático
-Síntesis disminuida de receptores de LDL
-Incremento de LDL en plasma

3- Aumento del depósito de colesterol en la pared arterial y aterosclerosis debida a los
niveles plasmáticos incrementados de LDL
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Como se observa anteriormente, en la Tabla 1 se describen los mecanismos por los

cuales se desarrolla la hipercolesterolemia experimental, a partir del colesterol de la dieta.

Por tanto, el efecto más importante del colesterol de la dieta es un incremento en LDL-

c, pero este efecto puede ser modificado por el tipo y cantidad de ácidos grasos presentes en la

misma, de manera que los ácidos grasos saturados (SFA) potencian este efecto, mientras los

ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) lo disminuyen (Schonfeld, et al., 1982; Woollet, et al.,

1992). No es conocido si los ácidos grasos monoinsaturados (MUFA) modifican el efecto del

colesterol de la dieta sobre los niveles de LDL-c plasmático. Del mismo modo, Lichtenstein, et

al. (1994a) manifiestan que el colesterol de la dieta ejerce un efecto hipercolesterolémico en

sujetos con niveles de LDL>130 mg/dL, cuando se acompaña de cantidades elevadas de PUFA

y SFA en la misma.

Resultados recientes demuestran que la adicción de cantidades moderadas  de colesterol

(115 mg/día) a dietas enriquecidas en sebo de buey (SFA) o en aceite de maíz (PUFA) ocasiona

un incremento en la susceptibilidad de LDL a la oxidación, con el consiguiente riesgo

aterogénico (Schwab, et al., 2000).   

Rudel (1997) observa la aparición de hipercolesterolemia en diferentes especies de

primates no humanos, tras la administración de una dieta rica en colesterol, pero los niveles y

tamaño de LDL y HDL, así como el desarrollo de aterosclerosis, difieren según la especie

considerada. Se indica con ello una posible influencia de los factores genéticos en la respuesta al

colesterol alimentario. La distribución del colesterol en las partículas lipoproteicas, tamaño de la

partícula LDL y concentración de HDL colesterol son características únicas de cada especie. Por

tanto, el factor genético no debe ser obviado, a nivel de regulación del metabolismo

lipoproteico, en la respuesta individual al colesterol de la dieta.

Diversos estudios apuntan otros factores independientes de la dieta, que parecen ser

causantes de niveles elevados de colesterol plasmático, como consecuencia, bien de una

disminución en la actividad del receptor de LDL, como es el factor “edad”, u otros responsables

de un descenso en la síntesis de dichos receptores, como ocurre en la menopausia, ya que los
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estrógenos son estimuladores de dicha síntesis. Son factores que no deben ser ignorados

(Grundy, 1991).

1.3.-ESTEROLES VEGETALES

El papel de los esteroles obtenidos de las plantas cuando son ingeridos a través de la

dieta es discutido, en relación con su influencia sobre el metabolismo del colesterol. Numerosos

autores ponen de manifiesto el efecto beneficioso del sitostanol frente a la hipercolesterolemia

(Heinemann, et al., 1986; Becker, et al., 1993; Schieken, 1994; Vanhanen, et al., 1994;

Miettinen, et al., 1995; Weststrate and Meijer, 1998; Gylling, et al., 1999). En pacientes

colecistectomizados, se observa una inhibición efectiva de la absorción de colesterol y una

disminución de la concentración de colesterol sérico, tras una ingesta diaria de 2 g de ésteres de

estano (Miettinen, et al., 2000).

Hallikainen and Uusitupa (1999) muestran el efecto hipocolesterolemiante de los ésteres

de estanol, administrados en el contexto de una dieta baja en grasa y colesterol, al provocar una

reducción adicional y significativa de las concentraciones de colesterol sérico a la obtenida con

una dieta baja en grasa únicamente. Además, este efecto es dosis-dependiente (Hallikainen, et

al., 2000). Denke (1995) indica, sin embargo, que la eficacia de sitostanol puede verse atenuada

cuando la dieta es baja en colesterol.

1.4.-TIPO DE GRASA: ACIDOS GRASOS

1.4.1.-EFECTO DE LA LONGITUD DE CADENA

Diversos estudios muestran resultados divergentes en lo que concierne a la influencia de

los triglicéridos de cadena media (TCM) (de C8:0 a C10:0), sobre el metabolismo lipoproteico.

A pesar de haberse descrito para ellos un papel neutral, la evidencia experimental soporta lo

contrario.
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Cater, et al. (1997) sugieren, a la luz de sus resultados, que los TCM tienen la mitad de

potencia que el ácido palmítico para incrementar las concentraciones de colesterol total y LDL

en sujetos de edad media con hipercolesterolemia moderada.

Asakura, et al. (2000) comparan los efectos de los TCM con los PUFA de cadena larga

procedentes del aceite de maíz, en pacientes hipertrigliceridémicos, observando que aquéllos

tienen el inconveniente de incrementar las concentraciones plasmáticas de colesterol total en

estos sujetos.

Los rumiantes incrementan sus niveles de colesterol sérico cuando la grasa

suplementada es ingerida de manera que asegure la absorción de ácidos grasos de cadena larga.

Un estudio realizado por Nestel, et al. (1978) con chotos y corderos pone de manifiesto que la

hipercolesterolemia inducida en estos animales parece ser debida en primer lugar a una

biosíntesis incrementada de colesterol a nivel intestinal, pero también parcialmente ocasionada

por una excreción fecal de ácidos biliares disminuida.

1.4.2.-EFECTO DEL GRADO DE INSATURACIÓN

Parece obvio, a la luz de los datos disponibles, que la cantidad de grasa, aunque

importante, no reviste tanta significación como el tipo o calidad de la misma presente en la

dieta, en el desarrollo de hipercolesterolemia.

Jones, et al. (1994) compararon el efecto del tipo de grasa de la dieta sobre la síntesis de

colesterol en sujetos hipercolesterolémicos, alimentados durante 32 días: (a) con una dieta

hipercolesterolémica, (36% de grasa total, de las cuales el 15% correspondían a SFA, un 15% de

MUFA y un 6% de PUFA,  junto a 180 mg colesterol/1000 kcalorías) y (b) a distintas dietas del

Programa de Educación Nutricional (30% grasa total, con <7% de SFA y 80-85 mg

colesterol/1000 kcalorías), las cuales tan sólo diferían en la fuente grasa empleada: aceite de

oliva, maíz o colza. Los niveles de colesterol total y de LDL colesterol plasmáticos

disminuyeron significativamente en todas las dietas que contenían aceites vegetales, al

compararlas con la dieta basal. Estos datos indican una clara influencia del tipo de grasa de la

dieta, como uno de los factores nutricionales implicados, de manera importante, en el desarrollo



40   Mª Alba Martínez Burgos

de hipercolesterolemia inducida por la dieta. Sin embargo, los datos aportados por Hannah, et al.

(1997) no muestran que el tipo de grasa influya sobre la alteración del metabolismo

lipoproteico, en monos hipercolesterolémicos que ingieren una dieta con un alto contenido en

grasa total (37%) y colesterol (0.4 mg/Kcal).

ACIDOS GRASOS  SATURADOS (SFA)

Las dietas elevadas en grasa saturada se han correlacionado con niveles elevados de

colesterol plasmático. En hamsters alimentados con dietas elevadas en colesterol, la ingesta

simultánea de grasa saturada potencia el efecto del colesterol sobre la inhibición de la captación

hepática de LDL, mediada por receptor, y sobre el incremento en los niveles de LDL en plasma

(Spady and Dietschy, 1988).

Kuo, et al. (1989) observan, en ensayos llevados a cabo con monos cebus, que la

degradación de LDL por parte de células sanguíneas mononucleadas es mayor en animales que

ingieren aceite de maíz (rico en ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-6), al compararlos

con los que tomaron aceite de coco (rico en ácidos grasos saturados). Nicolosi, et al. (1990)

muestran que la ingesta de aceite de coco disminuye hasta en un 50% el turnover de LDL

mediado por receptor en esta misma especie.

La afirmación establecida de que la mayoría de los ácidos grasos saturados de la dieta

aumentan la concentración de colesterol plasmático y de que los ácidos grasos insaturados la

disminuyen es relativa, en el sentido de que el efecto del tipo de grasa depende de la ingesta

lipídica global. Por ejemplo, se ha observado que una dieta rica en ácido palmítico (C16:0, SFA)

aumenta los niveles de colesterol plasmático o de LDL-c, en comparación a otra con ácido

oleico, sólo si la dieta también contiene colesterol (Khosla and Hayes, 1993). Previamente, Ng,

et al. (1992) compararon el efecto de sustituir ácido palmítico por oleico en la dieta en sujetos

normocolesterolémicos, sin observar modificaciones en la concentración o distribución de

colesterol en las lipoproteínas séricas.
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Barr, et al. (1992) indican que, en estudiantes sanos, la reducción de la ingesta de grasa

total en la dieta, de un 37% a un 30% de las calorías no disminuye las concentraciones de LDL-

c, a menos que dicho descenso vaya acompañado por una reducción paralela de los niveles de

SFA (de un 16% a un 9%). Por otra parte, dicha reducción en SFA ocasiona un descenso

paralelo significativo en los niveles de HDL colesterol. Los valores de CT disminuyen de

manera significativa solamente al reducirse la ingesta de SFA.

La suplementación de un 10-20% de aceite de coco en la dieta, administrada durante 1-2

semanas, provoca una hipercolesterolemia significativa en pollos recién nacidos. Los niveles

más bajos de aceite (10%) incrementan la concentración de colesterol en LDL y VLDL a la

primera semana, mientras un aporte del 20% da lugar a incrementos de colesterol en todas las

fracciones lipoproteicas, así como en la concentración de TG, tras dos semanas de tratamiento.

Los cambios observados en los niveles de fosfolípidos (FL) y proteína total son menos

profundos. La fluidez de la LDL y la VLDL, juzgada por la relación colesterol/FL, disminuye

por la presencia de aceite de coco en la dieta. La relación colesterol/TG incrementa rápidamente

en la LDL y especialmente en la VLDL tras la primera semana de ingesta, indicando un papel

de la VLDL en la aterogénesis. Los cambios encontrados en las relaciones colesterol

esterificado/fosfolípidos y  en TG/FL sugieren que esta grasa alimentaria afecta a la distribución

de los componentes lipídicos en el corazón de las partículas VLDL (Castillo, et al., 1996).

Otro estudio realizado en pollos de 14 días de edad, con una suplementación de aceite

de coco en la dieta durante 2 semanas, muestra una franca hipercolesterolemia, apareciendo

cambios en la composición de los ácidos grasos plasmáticos, correlacionados positivamente con

la dieta. La respuesta de las fracciones HDL y LDL a la grasa saturada de la dieta difiere para

los ácidos grasos laúrico y mirístico, de modo que se observan mayores incrementos de

colesterol total (CT), libre (CL) y esterificado (CE) en LDL que en HDL. La relación CT/FL,

considerado un índice inverso de la fluidez de membrana, también se ve incrementada en LDL,

pero no en HDL. Estos datos sugieren que la suplementación con aceite de coco en la dieta

disminuye la fluidez de la LDL. La relación CE/TG también se incrementa significativamente

en la LDL, corroborando la importante función aterogénica de esta fracción lipoproteica en

respuesta a los ácidos laúrico y mirístico (Talavera, et al., 1997).
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El perfil lipídico y de lipoproteínas plasmáticas de sujetos con niveles moderadamente

elevados de colesterol plasmático muestran valores de colesterol total y de LDL-c

significativamente superiores en el grupo alimentado con mantequilla, seguido del que ingiere

aceite de coco y menores para el grupo girasol. Los valores de apolipoproteína A-I y

apolipoproteína B se ven significativamente superiores en los grupos mantequilla y aceite de

coco, respecto del grupo girasol. Sólo se encuentran diferencias estadísticamente significativas

para HDL-c y TG en mujeres. La actividad de la enzima encargada de la transferencia de ésteres

de colesterol es mayor en el grupo que ingiere mantequilla. Estos resultados indican el efecto

hipercolesterolémico de la grasa saturada (Cox, et al., 1995).

A pesar de que la grasa saturada incrementa los niveles de colesterol en la LDL,

también parece ser la principal responsable de los incrementos en la HDL, posiblemente

dependiente de una ingesta balanceada de grasas poliinsaturadas. Nestel, et al. (1994) observan

niveles en plasma de HDL-c significativamente menores con la ingesta de ácido palmitoleico

(C18:1 n-7) que con la de palmítico (C16:0)  El ácido palmitoleico se asemeja más en su

comportamiento a un ácido graso saturado y no como monoinsaturado que es, sobre los niveles

de LDL-c plasmático.

El gerbo, roedor considerado como la especie más sensible a la grasa saturada, muestra

valores hasta 3 veces superiores de colesterol total en plasma y 5 veces mayores los niveles de

HDL-c, con dietas que tienen un elevado contenido en ácido laúrico (C12:0) y mirístico

(C14:0), procedentes del aceite de coco, respecto de otras altas en ácido linoleico (C18:2),

contenido en el aceite de girasol. Los análisis de cinética de LDL no muestran diferencias

significativas intergrupos en el índice catabólico de dicha lipoproteína. Así pues, la

colesterolemia inducida por grasa saturada puede ser severa en ausencia de colesterol en la

dieta, con un mayor impacto sobre HDL que sobre LDL, y sin un apreciable papel en el

aclaramiento de LDL (Hajri, et al., 1998).

No todos los ácidos grasos saturados son igualmente responsables de los cambios en

LDL o HDL. Tan sólo los TG naturales ricos en ácidos laúrico (C12:0) y mirístico (C14:0) son

especialmente colesterolémicos, mientras las grasas ricas en palmítico (C16:0) pueden ser
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neutrales o hipercolesterolémicas, dependiendo de las circunstancias metabólicas. En individuos

normolipidémicos, con un metabolismo lipoproteico normal, el ácido palmítico de la dietase

comporta de forma neutra. Cuando el metabolismo empeora, por ejemplo, si la actividad del

receptor para LDL está disminuída en presencia de colesterol alimentario, el consumo de TG

ricos en 16:0 sí puede contribuir a la hipercolesterolemia. Por otra parte, aunque el ácido

esteárico (C18:0) es considerado neutro, un consumo exagerado de grasa rica en éste disminuye

la LDL plasmática, pero también la HDL. El efecto de la grasa saturada se relaciona con el

colesterol de la dieta; así, el ácido palmítico comienza a ser progresivamente

hipercolesterolémico conforme el colesterol de la dieta incrementa su contenido en las

lipoproteínas (Hayes, 1995).

El ácido laúrico incrementa las concentraciones de colesterol total más que el palmítico,

debido en parte al incremento mayor en los niveles de HDL-c (Temme, et al., 1996). Resultados

previos de Sundram, et al. (1994), obtenidos en sujetos normocolesterolémicos, muestran que la

combinación de los ácidos laúrico (12:0) y mirístico (14:0) en la dieta produce una

concentración de colesterol plasmático mayor que la ingesta de palmítico (16:0), en el contexto

de una dieta baja en colesterol (200 mg/día). Sin embargo, estudios llevados a cabo en monos y

en gerbos indican que los ácidos laúrico y palmítico afectan de manera similar a los niveles de

lípidos plasmáticos cuando son administrados en el contexto de una dieta libre en colesterol,

manifestando que el ácido palmítico no es más hipercolesterolémico que el laúrico (Pronczuk, et

al., 1995).

Los cambios en la ingesta de ácidos grasos saturados, como mirístico (14:0) y palmítico

(16:0) se correlacionan positivamente con incrementos en la masa y diámetro de la LDL, pero

no con cambios en la concentración de LDL-colesterol, en sujetos alimentados con dietas que

contienen cantidades altas (46%) o bajas (24%) de SFA. También se observa una correlación

inversa entre los citados cambios en la ingesta de SFA y la actividad de la lipasa hepática (LH).

El ácido esteárico, los MUFA y PUFA no se correlacionan con la concentración plasmática de

lipoproteínas. Estos datos indican que una ingesta elevada de grasa saturada está asociada con

una mayor concentración de LDL, que además son más grandes y contienen más colesterol, y

esto ocurre de forma paralela a una disminución de la actividad de HL (Dreon, et al., 1998).

Nestel, et al. (1998) obtienen datos contradictorios en sujetos hipercolesterolémicos e indican
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que los ácidos esteárico y palmítico ejercen un incremento similar sobre las concentraciones de

colesterol total y de LDL-c en plasma, sin observar modificaciones entre ingestas altas o bajas

en grasa. Kris-Etherton, et al. (1993) sugieren que el ácido esteárico parece ejercer un efecto per

sé en humanos, frente a otros ácidos grasos de cadena larga, sin manifestarse claramente el

mecanismo por el cual ejerce dicho efecto.

En sujetos sanos se ha observado que los ácidos grasos saturados de cadena media

también incrementan la concentración de LDL-c, aunque levemente, y que afectan a la relación

ApoA-I/ApoB desfavorablemente, en comparación con el ácido oleico. El ácido mirístico

incrementa las concentraciones tanto de LDL como de HDL-c, más que el ácido oleico (Temme,

et al., 1997).

La ingesta prolongada de ácidos grasos saturados (SFA) provoca una mayor síntesis de

colesterol hepático en humanos cuando se compara con la de grasa poliinsaturada. (Triscari, et

al., 1978). Por otro lado, los resultados de ingestas elevadas de MUFA indican un descenso en

dicha síntesis, respecto al grupo alimentado con PUFA, en hamsters (Spady, et al., 1988) y

cobayas (Fernández, et al., 1990). La ingesta de SFA provoca respuestas distintas frente a la

supresión de la síntesis endógena de colesterol, en hamsters (Fernández, et al., 1990), y en

cerdos (Ibrahim and McNamara,  1988), positiva en los primeros y no así en los segundos. Las

diferencias encontradas pueden ser debidas a las especies consideradas, al tipo de grasa ingerida

o al rango de concentración de grasa empleada en los distintos estudios (Fernández et al., 1991).

ÁCIDOS GRASOS INSATURADOS (UFA)

Las modificaciones colesterolémicas observadas en sujetos alimentados con distintas

dietas, todas ellas moderadamente altas en grasa (37% de la ingesta calórica total), procedente

de distintas fuentes (aceites de oliva, de soja, mantequilla de coco o mantequilla de origen

animal) manifiestan un efecto hipocolesterolémico de los ácidos grasos insaturados, oleico y

linoleico, representados respectivamente por los distintos aceites vegetales, oliva y soja,

respecto de la ingesta de mantequilla (SFA). Los cambios observados en los niveles plasmáticos

de LDL-c concurren paralelos a los de colesterol total en plasma (Kris-Etherton, et al., 1993).
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Muntanen (1997) estudió los efectos de la composición de ácidos grasos de la dieta

sobre diferentes parámetros relacionados con el metabolismo lipídico, poniendo de manifiesto

que, tanto el ácido linoleico como el ácido oleico ejercían acciones comparables cuando fueron

reemplazados por ácidos grasos saturados en la dieta.

Estudios in vitro indican que los ácidos grasos insaturados de cadena larga incrementan

en un 20-40% la captura y degradación de LDL, en fibroblastos y macrófagos J774. Sin

embargo, los ácidos grasos insaturados de cadena corta, así como los saturados ejercen un efecto

escaso o nulo. Esto sugiere que el efecto hipocolesterolémico de los ácidos grasos insaturados

radica en que incrementan la actividad del receptor de LDL en primer lugar por incremento de

la actividad de acil colesterol aciltransferasa (ACAT) y en segundo, por la posterior depleción

local del pool de colesterol libre, señalando la necesidad de incrementar el colesterol exógeno

(Rumsey, et al., 1994).

Los valores de LDL-c y de apoB100 disminuyen alrededor de un 10%, tras la ingesta de

margarina insaturada (UFA), al compararlos con los encontrados al ingerir mantequilla (SFA),

en el contexto de una dieta baja en grasa, en pacientes hipercolesterolémicos; sin embargo, los

niveles de Lp(a) y de HDL-c muestran valores similares con ambas dietas. Con independencia

de lo que concierne a los efectos adversos de los ácidos grasos trans sobre las lipoproteínas, el

empleo de margarinas insaturadas en mayor grado que de mantequilla por la población

hipercolesterolémica está asociada con un mejor perfil lipoproteico, y las consecuencias que de

ello se derivan, en lo que respecta a patologías asociadas (Chisholm, et al., 1996).

ÁCIDOS GRASOS POLIINSATURADOS (PUFA)

Dietas ricas en ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) han venido mostrando

constantemente un efecto hipocolesterolémico en humanos (Grundy, et al., 1975; Blaton, 1984;

Takatsuka, et al., 2000) y en diferentes especies animales, tales como hamster (Spady, et al.,

1985), cerdo (Fernández, et al., 1985) o mono (Chong, et al., 1987).
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Ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 (PUFA n-3)

Estudios epidemiológicos sugieren que poblaciones con una ingesta alta de PUFA n-3,

presentes en animales marinos, están protegidas frente a la enfermedad coronaria. La síntesis y

secreción hepática de VLDL son reducidas durante la administración de aceite de pescado,

mientras otros efectos sobre el metabolismo lipídico y lipoproteico permanecen en controversia.

Achtani, et al. (1995) indican que la administración de aceite de pescado provoca

mayores niveles de B-VLDL-c, LDL-c y niveles totales de peróxidos séricos (TBARS), sobre la

hipercolesterolemia inducida en conejos por el colesterol de la dieta, que cuando los animales

sólo ingieren un 0.1% de colesterol. Esta ingesta también ocasiona un mayor número de células

espumosas de la íntima, posiblemente ligado a un incremento en el contenido de colesterol total

y de TBARS plasmáticos y a una simultánea reducción de la captación hepática de B-VLDL.

El consumo de pescado durante un periodo de dos semanas reduce en mujeres los

MUFA de un 24,2% a un 22,1% e incrementa los PUFA de un 50% a un 51,2% del total de

ácidos grasos, aunque no ocasiona ningún efecto sobre la composición de ácidos grasos

saturados. Particularmente, los PUFA n-3 aumentan de un 6,8% a un 9,7%; la relación n-3/:n-6

muestra un incremento del 0,26% al 0,24% y los niveles de HDL colesterol también

incrementan significativamente, mientras el CT no se ve alterado (Umemura, et al., 2000).

La ingesta de aceite de pescado (>35%) puede reducir la aterogénesis en sujetos

hipertrigliceridémicos, por disminución de la producción hepática de partículas remanentes ricas

en colesterol aterogénico, incrementando la de partículas LDL más grandes y menos

aterogénicas y alterando con ello la dinámica del colesterol plasmático (Tinker, et al., 1999). La

baja ingesta de aceite de pescado purificado induce cambios en la concentración de 20:5 (n-3)

en VLDL, LDL, y HDL, y de 22:6 (n-3) en LDL y HDL, en individuos normales, estos cambios

pueden influir en la aterogenicidad de las partículas lipoproteicas (Layne, et al., 1996).

A la luz de los resultados obtenidos por Balestrieri, et al. (1996) en sujetos con

hipercolesterolemia familiar, en los cuales los valores de colesterol total, LDL-c, VLDL-c y
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HDL-c no se ven modificados a lo largo del periodo experimental, se sugiere que la posible

influencia favorable del aceite de pescado sobre la progresión de aterosclerosis en estos

pacientes de alto riesgo puede implicar mecanismos diferentes del metabolismo lipídico.

Ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 (PUFA n-6)

La relación PUFA n-6/n-3 presente en las dietas de países desarrollados es demasiado

elevada y, por ello, responsable del incremento en la prevalencia de diferentes problemas de

salud, tales como cáncer, reactividad hiperalérgica, etc (Gurr, 1998). Diversos estudios muestran

en concreto, efectos de los PUFA de la serie n-6 sobre aspectos fisiológicos relacionados con el

proceso aterosclerótico.

German, et al. (1988) sugieren que la eficacia de los aceites de pescado para reducir, en

macrófagos peritoneales de ratón, la biosíntesis de eicosanoides y la consiguiente reducción del

desarrollo de determinadas enfermedades crónicas, entre ellas aterosclerosis, inflamación y

enfermedad cardiovascular, en respuesta a estímulos específicos, está influenciada por los

niveles de PUFA (n-6) y de grasa total aportados en la dieta.

Sin embargo, estudios posteriores, llevados a cabo por Hwang, et al. (1997), en sujetos

alimentados con diferentes cantidades de PUFA n-3 y n-6, ponen de manifiesto que la eficacia

del aceite de pescado para modificar favorablemente los factores de riesgo de enfermedad

cardiovascular no se ve atenuada por el aceite de girasol.

Por otra parte, Lu, et al. (1996) demuestra que el grado de hipercolesterolemia inducida

por una dieta alta en colesterol y PUFA n-6 es menor que el ocasionado por la ingesta de PUFA

n-3 con aportes equivalentes de colesterol. Ahora bien, el aumento en el contenido de colesterol

en VLDL + (IDL+LDL) observado en el grupo alimentado con PUFA n-3, depende del

suplemento de colesterol en la dieta, y puede ser debido a un descenso del catabolismo de estas

lipoproteínas.

Las diferencias encontradas en el metabolismo lipídico y de eicosanoides urinarios en

un modelo experimental de perros con insuficiencia renal podrían explicar, en parte, los efectos
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perjudiciales de PUFA n-6 frente a la hipercolesterolemia, cuando son administrados largo

tiempo, en el contexto de una dieta baja en grasa (15%), (Brown, et al., 2000).

ÁCIDOS GRASOS MONOINSATURADOS (MUFA)

Alrededor de los años 70 fue noticia la baja incidencia de enfermedades ateroscleróticas

en los países mediterráneos, así como la importancia del factor “dieta” en dicha protección. Se

sabe que las dietas en estos países eran muy ricas, con aproximadamente el 29% de la ingesta

energética total, en aceite de oliva, cuyo constituyente mayoritario es el ácido oleico, ácido

graso monoinsaturado (C18:1 n-9). Este, además de ejercer efectos relativamente menores sobre

la regulación cuantitativa y cualitativa de los niveles de colesterol, parece interferir directamente

con la respuesta inflamatoria que caracteriza la aterogénesis temprana. Así, ejerce un efecto

positivo sobre la expresión endotelial de moléculas de adhesión para monocitos circulantes, que

es inducida por citokinas inflamatorias, LDL mínimamente oxidada y productos finales de la

glicosilación avanzada (presentes en la diabetes) y que contribuye substancialmente a la

aparición y progresión precoz de la aterosclerosis.

En humanos se ha demostrado un descenso en los niveles de colesterol plasmático con

dietas elevadas en ácidos grasos monoinsaturados (MUFA) (Mattson and Grundy, 1985). La

respuesta hipocolesterolémica al tipo de grasa de la dieta parece depender de la especie

considerada, en algunos aspectos, tal y como se ha demostrado en cerdo (Fernández, et al.,

1989), rata y ratón (Kris-Etherton, et al., 1988; Beynen, et al., 1987) o conejos (Beynen, et al.,

1988; Aguilera, et al., 1999).

El efecto de la ingesta de grasa monoinsaturada sobre los lípidos séricos se ve reflejada

también con la ingesta de nueces Macadamia, caracterizadas por un contenido elevado de grasa

por peso (75%), de la cual el 80% es monoinsaturada; dietas basadas en el aporte de estos frutos

ejercen una acción potencialmente beneficiosa sobre los niveles de colesterol y LDL-c, cuando

se comparan con una dieta típica americana (Curb, et al., 2000).
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La ingesta de dietas isocalóricas, que aportan respectivamente un 37% y 36% del

contenido energético total como grasa, pero que difieren en la fuente grasa empleada, aceite de

girasol (PUFA) y aceite de oliva (MUFA) durante dos semanas, muestran en hombres y mujeres

que los MUFA no producen efecto alguno sobre los niveles de CT en hombres, pero sí

incrementan en un 9% en mujeres. Paralelamente, los valores de HDL-c aumentan un 17% en

hombres y 30% en mujeres, mientras el índice aterogénico CT/HDL-c declina de manera

significativa en ambos sexos. Sin embargo, no se observan cambios significativos en los valores

de LDL-c. Estos datos puede indicar que, cuando se comparan con los poliinsaturados, los

ácidos grasos monoinsaturados de la dieta incrementan el nivel de HDL-c plasmático y reducen

el perfil de riesgo aterogénico en sujetos de ambos sexos (Mata, et al., 1992).

Según trabajos realizados por Singh, et al. (1992), es posible que una dieta con un

27,5% de grasa total, que incluya un 10,1% de MUFA, una relación PUFA/SFA de 1.38, 120

mg de colesterol y 26 g de fibra/1000 kcal pueda modular el metabolismo lipídico, ocasionando

un significativo descenso en CT y de LDL-c, sin una reducción paralela de HDL-c. Así, esta

dieta puede ser capaz de reducir la incidencia de patologías asociadas a hiperlipidemia en la

India.

López-Ledesma, et al. (1996) demuestran que una ingesta de MUFA, incluso en dietas

con una cantidad  total de lípidos elevada, mejora el perfil lipídico en sujetos sanos, con

descensos del 16% en los niveles de CT y, principalmente en pacientes con hipercolesterolemia

moderada, en los que dichos niveles de CT bajan hasta un 17%, y un 22% los de LDL-c,

incrementando los de HDL en un 11%, incluso cuando los niveles de TG también son elevados

(hiperlipemia combinada).

La sustitución de ácidos grasos poliinsaturados por monoinsaturados en proporciones

crecientes desde un 3% a un 14%, en el contexto de una dieta que aporte niveles bajos de grasa

total (30%), y manteniendo constantes todos los demás parámetros relacionados con el

colesterol plasmático, ocasiona un progresivo declive en el colesterol total, sin afectar a HDL,

en sujetos con hipercolesteroleima moderada (Howard, et al., 1995a).
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La ingesta de aceite de oliva (MUFA) provoca en humanos un aumento en la

concentración de HDL-c, respecto de la ingesta de mantequilla (SFA) (Thomsen, et al., 1999).

La sustitución parcial de grasa saturada por MUFA puede provocar reducciones en la

concentración de colesterol total y LDL-c, en sujetos jóvenes y de mediana edad, alimentados

con dietas que varían en el contenido de MUFA y SFA, manteniendo constantes los PUFA,

incluso cuando la ingesta de energía y grasa total se mantiene también invariable. La causa no

parece ser debida a las variaciones en sus dietas habituales, que son generalmente similares, sino

que más bien reflejan la menor concentración de colesterol basal en individuos más jóvenes. No

obstante, la disminución de la ingesta de ácidos grasos podría ser apropiada para conseguir

reducciones en la de SFA en todas las poblaciones (Williams, et al., 1999).

Rudel, et al. (1998) obtienen resultados contrarios en ratones con concentraciones

elevadas de LDL, desarrolladas por ingeniería genética. Estos autores apoyan la hipótesis previa

de que un incremento en la dieta del contenido en MUFA, pero no de PUFA, podría promover

la aterosclerosis. Este modelo de hipercolesterolemia, estudiado en una variedad de ratón con

sobreexpresión de apoB humana, y receptores de LDL nulos, muestra que los ácidos grasos

monoinsaturados, en posición cis o trans, no protegen frente al desarrollo de aterosclerosis,

mientras la lesión aterosclerótica en aorta de animales alimentados con grasa poliinsaturada se

manifiesta significativamente menor que en el grupo que ingirere SFA.

1.4.3.-EFECTO DE LOS ÁCIDOS GRASOS DE LA DIETA SOBRE LA LIPOPROTEÍNA

(a) Lp(a)

La lipoproteína (a) (Lp(a)), resulta de la unión de una molécula de LDL con una

glucoproteína, apo(a), a través de un puente disulfuro. Presenta características físico-químicas

similares a LDL, pero un mayor peso molecular, así como un patrón de movilidad

electroforética diferente y un rango de densidades superior, cuando es sometida a

ultracentrifugación (Lasunción, et al., 1993). Estudios clínicos y epidemiológicos han

demostrado, como hemos citado, la existencia de una correlación positiva entre las

concentraciones de Lp(a) y la presencia tanto de enfermedad coronaria (Maher, et al., 1995)

como de accidentes cerebrovasculares de origen isquémico (Botet, et al., 1992). Probablemente,
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la Lp (a) actúe inhibiendo la fibrinolisis (Loscalzo, et al., 1990), dada su semejanza estructural

con la molécula de plasminógeno. Además promovería la acumulación de colesterol en las

células y estimularía la proliferación de las células musculares lisas de la pared vascular

(Grainger, et al., 1993), a consecuencia de lo cual favorecería la aterosclerosis. Por dicha razón,

en la actualidad se considera la Lp (a) como factor de riesgo independiente para la enfermedad

cardiovascular, y de ahí la importancia de disminuir sus concentraciones en plasma (Dahlen, et

al., 1994).

La concentración de esta lipoproteína se mantiene prácticamente constante durante toda

la vida en cada individuo, puesto que su polimorfismo genético es responsble del 90% de los

valores plasmáticos de la lipoproteína, mientras los factores ambientales contribuyen sólo en un

10% (Boerwinkle, et al., 1992). Por ello, la concentración de Lp(a) podría depender también de

modificaciones en la grasa de la dieta, según Lahoz, et al. (1998), pero el posible mecanismo

por el que la grasa de la dieta afecta a la concentración de la Lp(a) se desconoce.

El colesterol de la dieta no parece afectar los niveles de esta lipoproteína en plasma

(Brown, et al., 1991), aunque podrían originarse variaciones tanto en la síntesis como en el

ensamblaje de la misma por los ácidos grasos de la dieta, como demuestran Brousseau, et al.

(1994) en monos.

En función del grado de saturación de los ácidos grasos y de la configuración espacial

(cis o trans), la grasa ejercerá un efecto mayor o menor sobre la concentración de Lp(a).

Por una parte, han sido descritos incrementos en dicha concentración al sustituir los

SFA de la dieta por MUFA o PUFA (Hornstra, et al., 1991; Mensink, et al. 1992). Por otra, los

MUFA en configuración trans parecen ocasionar el mayor incremento de la lipoproteína

estudiada, respecto de otros tipos de grasa alimentaria (Mensink, et al., 1992). No existen datos

concluyentes acerca de los efectos de la administración con PUFA (n-3), procedentes de aceite

de pescado (Beil, et al., 1991; Schmidt, et al., 1993; Haglund, et al., 1994; Eritsland, et al.,

1995; Herrmann, et al., 1995). Recientemente, Lahoz, et al. (1998) han realizado un estudio en

sujetos normocolesterolémicos de ambos sexos, observando los valores más elevados de

lipoproteína (a) con los PUFA, intermedios para los MUFA y menores en el grupo que ingiere
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SFA. Quiere ello decir que, a mayor grado de insaturación más elevada es la concentración de

Lp(a), por lo que se presenta una correlación negativa con los valores de LDL-c.

Ahora bien, la Lp(a) ejerce sus efectos siempre que los valores de colesterol en LDL

estén paralelamente incrementados (Armstrong, et al., 1986), y, la disminución de éste

compensa el posible efecto patógeno de la Lp(a) (Maher, et al., 1995), por lo que la terapia

dietética se debe centrar en la reducción de los niveles de LDL-c en plasma, mediante la

sustitución de grasa saturada en la dieta por mono o poliinsaturada, así como en una reducción

de la ingesta de colesterol, subestimando el posible efecto negativo que el cambio en la

concentración de Lp(a) pueda, en consecuencia, originar.

1.4.4.-INFLUENCIA DE LOS ÁCIDOS GRASOS INSATURADOS DE LA DIETA SOBRE

LA SUSCEPTIBILIDAD  A LA OXIDACIÓN

Los ácidos grasos poliinsaturados disminuyen los niveles de colesterol plasmático, pero

pueden incrementar la susceptibilidad de LDL a modificaciones oxidativas. La LDL oxidada

juega un papel importante en el proceso de aterosclerosis, presentándose más aterogénica. La

cantidad de productos resultado de la peroxidación está influenciada por el contenido de

lipoproteínas en 18:1(n-9), 18:2 (n-6) y 18:2 (n-6)/18:1(n-9) que es dependiente, a su vez, de los

ácidos grasos de la dieta. La LDL enriquecida en oleato y con menor contenido en PUFA se

presenta más resistente a las modificaciones oxidativas, por lo que esta característica puede ser

utilizada para disminuir el grado de oxidación de LDL e indirectamente su aterogenicidad.

Como hemos comentado, el aceite de oliva es la fuente grasa predominante en la dieta

mediterránea y presenta gran riqueza en ácido oleico (MUFA). Este ácido graso puede combinar

las ventajas de su capacidad para disminuir el nivel de colesterol plasmático por una parte, y de

disminuir la susceptibilidad de LDL a la oxidación, por otra, en pacientes hipercolesterolémicos.

Paralelamente, se observa un retraso en la generación de dienos conjugados en un 28% con la

dieta rica MUFA respecto de la que aporta PUFA. Sin embargo, no se encuentran cambios

significativos en las concentraciones de colesterol, ni en plasma ni en LDL, ni tampoco se ven
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afectados los valores de CoQ10 , ni de vitamina E, con ninguna de las dietas empleadas (Baroni,

et al., 1999).

Según Wiseman, et al. (1996), el efecto protector frente a la oxidación, atribuido al

aceite de oliva, parece deberse a la presencia de componentes antioxidantes, probablemente

compuestos fenólicos no-tocoferol, presentes únicamente en el aceite de oliva virgen. Estudios

recientes apoyan este hecho, al indicar que ambos tipos de aceite de oliva (virgen y refinado)

protegen la LDL de la oxidación, pero que los componentes fenólicos del aceite de oliva virgen

muestran mayor efecto frente a la oxidación lipoproteica que los del aceite de oliva refinado

(Ramírez-Tortosa, et al., 1999, (a, b); Fito, et al., 2000, (a, b)).

O’Bryne, et al. (1998) han observado que la sustitución de una dieta típica americana

por otra baja en grasa y rica en MUFA altera favorablemente la composición en ácidos grasos y

el perfil oxidativo de LDL en individuos hipercolesterolémicos, al incrementar las

concentraciones y proporciones de 18:1(n-9) y reducir las de 18:2 (n-6) y de 18:2 (n-6)/18:1(n-

9) en LDL. Sin embargo, cuando estas dietas bajas en grasa no llevan suplementos de MUFA,

no provocan cambios significativos en los ácidos grasos presentes en LDL. El retraso en la

formación de dienos conjugados, durante la oxidación in vitro inducida por Cu2+ resulta mayor

con cualquiera de las dietas de recuperación, pero tan sólo el enriquecimiento en MUFA

produce un retraso en el aumento y formación de peróxidos.

Un estudio realizado en conejos con aterosclerosis experimental pone de manifiesto una

restauración eficaz de los perfiles lipídicos a sus valores normales tras la oxidación inducida por

Cu2+, cuando son alimentados con dietas ricas en MUFA y PUFA (n-3), procedentes

respectivamente de aceites de oliva y de pescado, éste último debidamente protegido

(estabilizado) con antioxidantes (Ramírez-Tortosa, M.C., et al., 1998).

1.4.5.-INFLUENCIA DE LA HIDROGENACIÓN DE LA GRASA (ÁCIDOS GRASOS

TRANS) SOBRE LA SUSCEPTIBILIDAD A LA OXIDACIÓN

Los estudios existentes acerca de la influencia de la hidrogenación de los ácidos grasos

sobre la hipercolesterolemia muestran resultados contradictorios. En sujetos
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hipercolesterolémicos, la sustitución de aceite de maíz por margarina elaborada con este aceite

provoca incremento en la síntesis de colesterol endógeno, pero éste no contribuye al aumento en

la concentración de colesterol plasmático observado tras la ingesta de margarina, sino que más

bien parece ser debido a un descenso en el rango del catabolismo del colesterol. Tampoco se

observa mayor susceptobilidad de LDL a la oxidación, ni efecto alguno sobre los niveles de

HDL-c (Cuchel, et al., 1996).

Nestel, et al. (1995) estudiaron, como alternativa al uso de ácidos grasos trans en

margarinas manufacturadas, el efecto de un proceso de interesterificación de aceites sobre los

lípidos plasmáticos, sin observar diferencias significativas en los niveles de colesterol

plasmático respecto de los obtenidos a partir de ácidos grasos constituyentes naturales de las

margarinas. Sin embargo, investigaciones realizadas en mujeres con hipercolesterolemia

moderada, tras un periodo de adaptación a diferentes tipos de dietas, indican un aumento en los

niveles de colesterol total y de LDL-c plasmáticos conforme lo hace el grado de hidrogenación

de la grasa saturada ingerida, mientras los valores de HDL-c se correlacionan negativamente

con dicho grado de hidrogenación (Matthan, et al., 2000). Previamente, Lichtenstein, et al.

(1993) indican que la hidrogenación del aceite de maíz (PUFA) provoca un empeoramiento del

efecto hipolipémico del mismo en humanos.

1.5.-ANTIOXIDANTES

El estrés oxidativo es una alteración del balance entre una mayor actividad del oxígeno

y los sistemas de protección celulares, enzimáticos y no enzimáticos. Puede surgir a través de la

producción incrementada de especies que reaccionan con oxígeno (metabolitos altamente

reactivos), y/o a causa de una deficiencia de defensas antioxidantes, las cuales, en condiciones

normales se encargan de neutralizar dicho efecto. Estos antioxidantes incluyen enzimas y

pequeñas moléculas derivadas de nutrientes (vitaminas E y C, carotenoides, flavonoides, etc)

(Sardesai, 1995). La ruptura del delicado balance existente entre pro y antioxidantes ha sido

implicado en la fisiopatología de muchas enfermedades crónicas, entre ellas, la aterosclerosis

(Keaney, and Vita, 1995; Santanam, et al., 1998). Por este motivo, la prevención primordial de

los factores de riesgo asociados, entre ellos la hipercolesterolemia, requiere diversas medidas
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que deben demostrar las propiedades antiaterogénicas y antioxidativas, entre otras (Monnier, et

al., 1999), con una intervención nutricional principalmente.

En el curso de la enfermedad se suelen desarrollar pronto anormalidades en el control

del tono vascular dependiente de endotelio, posiblemente como resultado de una modificación

oxidativa de LDL. Keaney, et al. (1993) sugieren que la preservación de la función

vasodilatadora vascular se deba a un mecanismo relacionado con el contenido antioxidante del

tejido vascular.

La suplementación con vitaminas antioxidantes (vitamina E, C y β-caroteno) durante 12

semanas puede disminuir el nivel de LDL oxidada de manera significativa e inhibir el desarrollo

de aterosclerosis en conejos alimentados con una dieta rica en colesterol (Chen, et al., 1997).

Kafatos, et al. (2000) indican que el alto contenido en antioxidantes de una dieta terapeútica

(mediterránea) probablemente sea responsable de los niveles tan bajos de colesterol,

encontrados en la LDL de pacientes con hipercolesterolemia.

Han sido propuestos dos mecanismos diferentes a través de los cuales los antioxidantes

pueden inhibir la aterogénesis y mejorar la función vascular: (a) A nivel de LDL: los

antioxidantes solubles en lípidos presentes en la LDL, incluido α-tocoferol, y antioxidantes

solubles en agua presentes en el fluido extracelular de la pared arterial, incluyendo ácido

ascórbico (vitamina C), inhiben la oxidación de LDL a través de una acción antioxidante

específica de LDL. (b) A nivel celular: los antioxidantes presentes en las células de la pared

vascular disminuyen la producción celular y liberación de especies reactivas con oxígeno

(ROS), inhiben la activación endotelial y mejoran la actividad biológica del óxido nítrico

derivado del endotelio (ENDO) a través de una acción antioxidante de una célula o tejido

específico, incrementando su resistencia al efecto citotóxico de la LDL ya oxidada (Negre-

Salvayre, et al., 1995; Frei, 1999).

La acción combinada de determinados compuestos flavonoides, ácido ascórbico y α-

tocoferol, capaces de inhibir la peroxidación lipídica de LDL y su consiguiente citotoxicidad,

origina un efecto citoprotector máximo con concentraciones relativamente menores (Negre-

Salvayre, A., et al., 1995). Sin embargo, Jialal, I. and Grundy, S.M. (1993) no observan mayor
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inhibición de LDL a la oxidación en humanos tras la administración combinada con ascorbato,

β-caroteno y α-tocoferol que dosis elevadas de α-tocoferol solo.

Sun, J., et al. (1997) obtienen parámetros ateroscleróticos semejantes en conejos

hipercolesterolémicos, ya sea con la administración aislada o conjunta de β-caroteno y α-

tocoferol. Lo que sí está claro es que la acción conjunta de ambas vitaminas antioxidantes

mejora el perfil aterogénico de animales enfermos, respecto de los que no tuvieron ningún

suplemento en la dieta. Quedan mostrados pues, los efectos hipocolesterolémicos del β-caroteno

y antioxidantes del α-tocoferol, indicando su papel beneficioso en la inhibición del desarrollo de

lesiones ateroscleróticas en conejos alimentados con una dieta aterogénica.

No obstante, en ratones deficientes en apoE (desarrollan lesiones ateroscleróticas

semejantes a las observadas en humanos) no se presentan efectos inhibidores de la aterogénesis

tras la administración conjunta de niveles moderados de β-caroteno (0.05%) y de α-tocoferol

(0.05%) sintéticos (Shaish, et al., 1999).

1.5.1.-VITAMINAS LIPOSOLUBLES

VITAMINA A

La evidencia epidemiológica sugiere que ingestas elevadas de β-caroteno y de vitamina

E disminuyen el riesgo de enfermedad vascular aterosclerótica, interviniendo como

antioxidantes liposolubles que incrementan la protección de la LDL frente a la oxidación.

Shaish, et al. (1995) sugieren, en vista de los resultados positivos obtenidos en conejos

hipercolesterolémicos, que los metabolitos derivados de todos los isómeros trans de β-caroteno

inhiben la aterosclerosis, posiblemente a través de interacciones estereoespecíficas con

receptores del ácido retinoico, presentes en la pared arterial.

En la línea celular de macrófagos J-774 A.1, la síntesis celular de colesterol es

suprimida en un 63% tras incubación con β-caroteno, incrementando la actividad del receptor de
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LDL en dichas células, por lo que los carotenoides suplementados en la dieta pueden actuar

como agentes hipocolesterolémicos moderados, secundarios a su efecto como inhibidores de la

3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzimaA-reductasa (HMGCoA reductasa) macrofagocitaria,

enzima limitante de la síntesis de colesterol (Fuhrman, et al., 1997).

Pacientes con isquemia cardiaca muestran un descenso significativo de la concentración

de peróxidos lipídicos en plasma (determinados por TBARS), tras la suplementación oral diaria

de β-caroteno, junto con vitaminas C y E, durante un periodo de 21 días (Panczenko-

Kresowska, et al., 1998), lo que indica su acción antioxidante.

Tsuchihashi, et al. (1995) observan que, en los compartimentos lipofílicos de las

membranas liposomales, el consumo de β-caroteno es más rápido que el de α-tocoferol,

indicando que el primero es relativamente más favorable al secuesto de radicales libres dentro

de la membrana que el segundo. La actividad antioxidante de β-caroteno resulta menor que la de

α-tocoferol cuando la presión de oxígeno es mayor, posiblemente debido a una autooxidación

de aquél, con la consiguiente formación de polímeros derivados.

Diferentes especies de primates no humanos, normo e hipercolesterolémicos,

alimentados con cantidades definidas de vitamina A en sus dietas, muestran diferencias en sus

niveles circulantes de retinol, que pueden reflejar diferencias intra-grupos en los niveles de éste,

ligado a proteína. Sin embargo, los valores de concentración de colesterol no muestran

diferencias entre los grupos, aunque sí dentro de una misma especie, cuando la dieta es alterada

(Rogers, et al., 1993).

Bowen, et al. (1998) observan en humanos una correlación negativa entre los

incrementos en la concentración de α-tocoferol en LDL y grado de oxidación de la misma,

mientras que dicha relación es positiva cuando determinan los niveles de β-caroteno en la

lipoproteína. Esto sugiere que el β-caroteno participa como pro-oxidante en la degradación

oxidativa de LDL bajo estas condiciones. Puesto que altos niveles de α-tocoferol no mitigan

dicho efecto pro-oxidativo, todo parece indicar que el β-caroteno de LDL puede cancelar las

cualidades protectoras del α-tocoferol. Estos resultados son apoyados por los encontrados en
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cultivos de células endoteliales humanas por Dugas, et al. (1998), en las que el contenido

específico de carotenoides en LDL modula claramente su susceptibilidad a la oxidación,

pudiendo éstos, de manera aislada, inhibir o promover dicha oxidación. Sin embargo, Fontham,

et al. (1995)  no observan efectos adversos sobre la concentración de α-tocoferol tras la

suplementación con β-caroteno (30 mg/día), durante dos años. Por otra parte, Kozachenko, et al.

(2000) han indicado recientemente la influencia de ascorbato y de α-tocoferol como

estabilizadores del β-caroteno frente a la oxidación.

La modulación de la oxidación del ácido araquidónico, provocada por β-caroteno y

retinol, y en menor grado por α-tocoferol, al influir éstos en las vías de la ciclooxigenasa y

lipooxigenasa, con descenso en la producción de prostaglandina E2 y ácido

hidroxieicosatetraenoico (HETE), pueden tener implicaciones importantes in vivo en el proceso

aterosclerótico (Halevy and Sklan, 1987).

VITAMINA D

La calcificación vascular es un proceso activo y modificable, implicado en muchas

enfermedades, entre ellas la aterosclerosis. Diversos factores parecen jugar un papel importante

en este sentido, entre los que cabe destacar la vitamina D, pues se han observado lesiones

ateroscleróticas inducidas por la administración de vitamina D2 en humanos (Jahreis and Hesse,

1990; Watson, et al., 1997; Christian and Fitzpatrick, 1999) cerdo (Kunitomo, et al., 1983) o

rata (Okawa, et al., 1982; Yasoshima, et al., 1982; Kitagawa, et al., 1993; Sakono, et al., 1997).

Se han empleado también modelos de calcinosis experimental, inducidos por la

administración de vitamina D3 o hidroxicolecalciferol (25 (OH) D3) (Fleckenstein-Grun, et al.,

1995; Norman, P.E., et al., 1995), que, junto con los desarrollados por la vitamina D2, han hecho

posible el descubrimiento de aspectos importantes de la regulación del metabolismo lipídico y

de lipoproteínas, no sólo a nivel vascular, sino también en diferentes órganos de animales

experimentales, abriendo nuevas posibilidades para el estudio del mecanismo patológico de

algunas manifestaciones de la aterosclerosis (Kvaszova, et al., 1997).
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La inducción de aterosclerosis en conejos y cerdos por hipervitaminosis D (dosis

respectivas de 10,000 y 62,500 IU/kg) muestra un papel clave de la vitamina 25-OH-D3, con un

potente efecto destructivo sobre la integridad de la pared arterial, así como necrosis de células

musculares lisas, causadas posiblemente por incremento en la permeabilidad de la membrana

celular al Ca2+, seguido de incorporación a las mismas de la citada vitamina (Toda, et al., 1983).

El efecto aterogénico de la vitamina D ocurre siempre acompañado de un elevado

contenido de colesterol en la dieta, que aparece como factor contribuyente (junto a otros como

nicotina o deficiencia de Mg) a la potenciación de los efectos adversos de la misma en la

etiología de la aterosclerosis (Kunitomo, et al., 1981; Moon, et al., 1992).

Sin embargo, datos obtenidos acerca de las concentraciones séricas de

dihidroxicolecalciferol (1,25(OH)2D3), calcio y hormona paratiroide (parathormona) muestran

resultados contradictorios en humanos, observando que no existe correlación entre los citados

parámetros y el grado de calcificación coronaria (Arad, et al., 1998). Contraria es la hipótesis

previa propuesta por Norman, et al. (1995), que apuntan a dicha forma activa de la vitamina D

como un posible factor etiológico de la patogénesis del aneurisma aórtico abdominal,

tradicionalmente atribuido a la aterosclerosis (y sin embargo, actualmente en duda), debido a su

papel como inhibidor de la producción de elastina.

Estudios en conejos demuestran que el tratamiento con concentraciones fisiológicas de

(1,25(OH)2D3) incrementa significativamente la síntesis de prostaciclina (PGI2) por células del

músculo liso. A su vez, es inducida la actividad de ciclooxigenasa, sin modificar la actividad

fosfolipasa A2, lo que sugiere que la vitamina D3 sea un agente vasoactivo y pueda jugar un

papel protector en el desarrollo de aterosclerosis (Wakasugi, et al., 1991).

VITAMINA E

El α-tocoferol es el principal antioxidante liposoluble presente en plasma y en las

lipoproteínas humanas. Niveles bajos de este compuesto se han venido asociando con riesgo

incrementado de enfermedad arterio-coronaria, mientras la ingesta aumentada del mismo se ha

mostrado protectora. Además, puede participar en la pared arterial de células críticas, tales como
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monocitos-macrófagos, células del músculo liso, endoteliales o plaquetas, ejerciendo efectos

beneficiosos sobre la misma (Devaraj and Jialal, 1998).

No obstante, estudios realizados en conejos alimentados con colesterol (1%) indican

que, ingestas moderadas de α-tocoferol en la dieta (1,000 IU/kg) preservan, efectivamente, la

función vasodilatadora endotelial, mientras que una dosis mayor (10,000 IU/kg) se asocia con

disfunción del endotelio, así como proliferación incrementada de la íntima, seguida de una

menor resistencia de LDL a la oxidación ex vivo, mediada por cobre (Keaney, et al., 1994).

Trabajos posteriores muestran que el enriquecimiento del tejido vascular en α-tocoferol

protege el endotelio vascular de disfunción mediada por LDL oxidada, al menos en parte, a

través de la inhibición de la actividad protein-kinasa C enzima relacionada con la proliferación

celular), lo que sugiere un potencial mecanismo protector independiente del de LDL (Keaney, et

al., 1996). Estos datos apoyan los resultados previos, obtenidos por Ozer, et al. (1993) que

demuestran inhibición de la actividad protein-kinasa C, así como de la proliferación celular, con

concentraciones fisiológicas de α-tocoferol.

Los resultados de un estudio acerca del papel de la vitamina E sobre el efecto

antiaterosclerótico del aceite de pescado, en conejos con hipercolesterolemia inducida por la

dieta, sugieren que ambos (vitamina E y aceite de pescado), por sí solos o conjuntamente,

atenúan la aterosclerosis en este modelo experimental. Cada uno potencia el efecto del otro,

pero se ha observado que cuando la suplementación de vitamina E es insuficiente, los conejos

muestran una elevación de la actividad creatina-kinasa (Chen, et al., 1999).

Después de 10 semanas de ingesta de una dieta aterogénica, con un 0.4% de colesterol,

los valores plasmáticos de α-tocoferol descienden desde un 5.68 ± 0.30 hasta un 1.27 ± 0.15

µg/ml en hamsters, acompañados de incrementos de la lesión aórtica por formación de células

espumosas derivadas de monocitos-macrófagos. La administración durante otras 10 semanas de

α-tocoferol suprime marcadamente la oxidación ex vivo de LDL e inhibe profundamente la

formación de células espumosas aórticas. Los efectos antioxidantes sobre las lesiones aórticas se

ven atenuados a medida que la concentración de colesterol incrementa en la dieta (0.2, 0.4 o
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0.8%), mientras la oxidación de LDL se mantiene inhibida con la misma eficacia. Existe una

correlación inversa existente entre el tamaño de la lesión y la concentración plasmática de α-

tocoferol. La elevada sensibilidad de la lesión inicial aórtica al α-tocoferol en este modelo

experimental de hipercolesterolemia con depleción de antioxidantes endógenos, demuestra que

el estrés oxidativo puede aparecer como factor causante, aislado de otros, en un modelo in vivo

de aterosclerosis (Parker, et al., 1995).

Se ha observado que los niveles elevados de malondialdehido (MDA), encontrados en

humanos, pueden ser disminuidos por β-caroteno, en presencia o ausencia de α-tocoferol; no

obstante, el α-tocoferol posee una capacidad antioxidante mayor, pudiendo disminuir dichos

niveles, incrementar la resistencia a la oxidación de LDL y la cantidad de autoanticuerpos frente

a la LDL oxidada (Meraji, et al., 1997).

La ausencia de correlación entre el contenido de α-tocoferol en LDL y la resistencia de

dicha lipoproteína a la oxidación, observada en un grupo de sujetos sanos, indica que el α-

tocoferol no es el único parámetro que determina la resistencia a la oxidación de LDL

(Esterbauer, et al., 1991).

Los efectos protectores de la vitamina E, en lo que respecta a la integridad vascular,

parecen deberse a la inhibición de la deposición lipídica y del desarrollo de permeabilidad

anormal, asociada ésta con una distribución irregular de proteoglicanos en la pared vascular, tal

y como ocurre en cobayas alimentados con colesterol (Qiao, et al., 1993).

1.5.2.-OTROS COMPUESTOS ANTIOXIDANTES

VITAMINA C

Estudios en humanos, mayoritariamente epidemiológicos, indican una correlación

negativa entre la ingesta de vitamina C y enfermedad cardiovascular (Sauberlich, 1994). Esta

conexión viene establecida por distintos, aunque interrelacionados mecanismos, al actuar como
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un antioxidante protector de LDL frente a una modificación oxidativa, manteniendo la

integridad vascular, estando también implicada en la síntesis de prostaciclinas vasoactivas.

Thing (1997) muestra una mejora de la vasodilatación dependiente de endotelio tras la

administración de vitamina C, en individuos hipercolesterolémicos. Santillo, et al. (1996)

observan que la administración de ascorbato ejerce, además de una acción directa sobre la

disminución de los lípidos séricos, un papel protector frente al daño peroxidativo de los mismos,

en ratas hipercolesterolémicas.

La ingesta subóptima de vitamina C origina en cobayas niveles menores de actividad

HMG-CoA reductasa, LDL-c y HDL-c, siendo más elevados para la actividad acil-colesterol-

acil-transferasa (ACAT), TG, VLDL/LDL- c. Estos resultados demuestran un patrón de cambio

en el colesterol corporal y en el metabolismo de las lipoproteínas, relacionados con un mayor

riesgo de enfermedad cardiovascular, a consecuencia de la baja ingesta de dicha vitamina

(Montano, et al., 1998).

Carr, et al. (2000) indican diferentes mecanismos por los que las vitaminas

antioxidantes C y E pueden proteger frente a la aterosclerosis, los cuales incluyen inhibición de

la oxidación de LDL e inhibición de la adhesión leucocitaria al endotelio, con la consiguiente

disfunción endotelio-vascular. Al respecto, el ascorbato parece ser más efectivo que el α-

tocoferol en la mitigación de los procesos fisiopatológicos, mayoritariamente a causa de sus

habilidades para capturar eficazmente un amplio rango de especies reactivas de oxígeno y

nitrógeno y para regenerar el α-tocoferol. Este puede actuar como antioxidante o como pro-

oxidante para inhibir o facilitar, respectivamente, la peroxidación lipídica en LDL. No obstante,

dicha actividad pro-oxidante es prevenida por el ascorbato, que actúa como coantioxidante. Así,

una ingesta óptima de vitamina C o su estatus corporal, pueden ayudar a proteger frente a la

aterosclerosis y sus secuelas clínicas.
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COENZIMA Q (CoQ(10))

El coenzima Q10 (CoQ(10)) es un importante componente de la cadena transportadora de

electrones mitocondrial y ha sido postulada su función como un poderoso antioxidante que

protege a la LDL frente al daño oxidativo (van de Vijver, et al., 1999).

La suplementación en la dieta con CoQ10 incrementa sus niveles en la partícula de LDL,

lo que puede en consecuencia, hacerla más resistente a la oxidación. La disminución en la

oxidabilidad no conlleva, sin embargo, efecto significativo sobre la función endotelial en

pacientes con hipercolesterolemia moderada (Raitakari, et al., 2000).

Se ha encontrado que un aporte de CoQ(10) de 5 mg/kg/día en la dieta durante 30 días

incrementa la resistencia a la  insuficiencia isquémica en minicerdos, probablemente por

reducción del estrés oxidativo (Maulik, et al., 2000).

Conejos alimentados con una dieta que aporta 3 mg CoQ10/kg/día, durante 24 semanas

muestran un índice de aterosclerosis menor, así como una reducción en el tamaño de estrías y de

placas ateroscleróticas que los que no ingieren dicha suplementación, lo que sugiere que la

terapia antioxidante con CoQ10 puede ser un tratamiento adjunto benéfico adicional relacionado

con la composición química y calidad del ateroma, independiente de los agentes

hipolipidémicos (Singh, et al., 2000).

La administración de dosis de 90 mg CoQ10 /día parece provocar un descenso en los

niveles de TBARS, en sujetos sanos, alimentados con suplementos de aceite de pescado. La

presencia de la mayoría del CoQ10 plasmático en su forma reducida posiblemente se deba al

papel antioxidante del CoQ frente al estrés oxidativo, observado en estos individuos (Weber, et

al., 1994).

Asimismo, pacientes con enfermedad coronaria aguda muestran una asociación entre la

suplementación de CoQ10 y reducciones significativas de TBARS, MDA y dienos conjugados,

lo que indica un descenso del estrés oxidativo. Paralelamente, los niveles plasmáticos de HDL

colesterol se ven incrementados significativamente y la concentración de Lp(a) desciende
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también, sin afectarse los valores de CT ni de colesterol en LDL con la suplementación de

CoQ10 (Singh, and Niaz, 1999).

El efecto antioxidante del CoQ10 es similar cuando éste se presenta en su forma reducida

(ubiquinol-10) u oxidada (ubiquinona-10), como demuestran Tomasetti, M., et al. (1999), que

observan mayor viabilidad celular y menor cantidad de rupturas en el ADN de linfocitos

humanos enriquecidos con cualquiera de las formas de CoQ10, respecto de las células control.

No obstante, dicha suplementación no parece ser responsable directa en la inhibición de los

cambios en el ADN.

Se ha venido sugiriendo que el CoQ10 podría ser un efectivo antioxidante plasmático

como regenerador de la vitamina E. La suplementación conjunta de CoQ10 (200 mg/día) y de

vitamina E (700 mg/día) no incrementa el efecto antioxidante de ésta última, en sujetos

moderadamente hipercolesterolémicos, lo que indica que su papel como adjunto en la terapia

antioxidante con la citada vitamina no es relevante. Sí se observa un descenso de la forma

oxidada en plasma, ubiquinol-10, tras la administración de vitamina E. La disminución de esta

proporción de ubiquinol plasmático puede representar evidencia in vivo de regeneración de

radicales tocoferil a partir de CoQ10 (Kaikkonen, et al., 2000).

SELENIO

El selenio (Se) es un componente importante del sistema de defensa antioxidante

endógeno, por lo que una deficiencia en el mismo puede incrementar la sensibilidad de un

sistema vivo al estrés oxidativo. Constituye parte integral de la enzima glutation-peroxidasa, que

cataliza la reducción de un amplio número de hidroperóxidos lipídicos y de peróxido de

hidrógeno, formados a partir de lípidos de membrana, sin detrimento de la economía celular. En

la mayoría de estudios de nutrición humana, su ausencia ha mostrado ser la causa de

cardiomiopatía observada en la población de la República de China, conocida como enfermedad

de Keshna, lo que demuestra la esencialidad de este elemento traza para el hombre (Diplock,

1981).
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Jozanov-Stankov, et al. (1998) observan que la suplementación con Se en ratas

expuestas a radiación gamma conlleva un efecto protector frente a la oxidación por la misma,

con una reducción de la exposición de los componentes del sistema antioxidante.

Ahora bien, Coudray, et al. (1996) indican que los niveles plasmáticos de Se no son un

buen índice del estado de éste en el organismo, al menos a altos niveles de dicho elemento.

Además, según estos autores, su suplementación no ocasiona un descenso significativo en los

marcadores de estrés oxidativo, como los evaluados a través del contenido en malondialdehído

(MDA) sanguíneo y tisular, en animales sanos.

Estudios de suplementación combinada de selenio con otros antioxidantes como

vitamina E, parecen indicar que éstos inhiben la aterosclerosis en conejos alimentados con una

dieta aterogénica, por un mecanismo que es en parte independiente de los efectos sobre las

concentraciones de colesterol en plasma y en lipoproteínas (Schwenke and Behr, 1998).

Estudios recientes ponen de manifiesto una relación entre activación de radicales libres

derivados del oxígeno y pancreatitis aguda, demostrando una mejoría en el pronóstico de la

misma tras la suplementación con Se (selenito sódico) (Kuklinski, et al., 1995; Wollschlager, et

al., 1997).
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2.-  MODELOS EXPERIMENTALES Y DIETAS UTILIZADAS

En los últimos años ha incrementado el interés por encontrar modelos animales

apropiados para el estudio de los efectos de la dieta sobre los niveles de lípidos plasmáticos y la

aterosclerosis (Sullivan, et al., 1993). No obstante, el uso de los mismos está asociado a una

serie de desventajas, incluida la ausencia de exactitud con los perfiles lipoproteicos de humanos

y con la actividad de enzimas reguladores del colesterol hepático o del metabolismo

lipoproteico. Con todo ello, se han empleado numerosos modelos experimentales, tanto

humanos como con diversos animales, en el desarrollo e implantación de la hipercolesterolemia

a través de la dieta (Fernández, et al., 1999).

McGill and Kushwaha (1995) indican la existencia de un control genético de las

respuestas lipémicas al colesterol y a la grasa de la dieta en diferentes modelos experimentales,

tanto humanos como de distintas especies animales (conejo, ratón, marsupial, cerdo o mono),

que explica la variabilidad en dichas respuestas. Así pues, el mecanismo que controla la

respuesta a la dieta varía según la especie y, en humanos, según los individuos, de modo que se

identifica un polimorfismo no genético, posiblemente dependiente de la dieta, como responsable

de la variabilidad individual.

El cerdo es aceptado como modelo para estudiar la hipercolesterolemia y la

aterosclerosis, por su similitud con la especie humana en cualquiera de estas dos áreas (Van Tol,

et al., 1991). Junto con el hamster, ha sido enormemente empleado para el estudio de los efectos

de la dieta sobre los niveles de lípidos plasmáticos y los mecanismos implicados (Fernández and

McNamara, 1991). El cobaya transporta la mayoría del colesterol en la fracción LDL

(Fernández and McNamara, 1991), y el hamster desarrolla la aterosclerosis cuando es sometido

a una dieta aterogénica (10% en peso de aceite de coco y 0.05% en peso de colesterol) (Otto, et

al., 1995).

La ingesta de una dieta enriquecida en colesterol (0.3%) durante 4 semanas ocasiona el

desarrollo de hipercolesterolemia en cerdos en periodo de crecimiento, respecto del grupo

control (1.75 vs 0.84 g/l), debido a una elevada concentración de LDL, un aclaramiento
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retardado de vitamina A en plasma, un incremento en el almacenamiento de colesterol en

hígado, una disminución de las actividades hepáticas de los receptores LDL (47%) y de

HMGCoA reductasa (62%), así como una mayor actividad de la colesterol 7-α-hidroxilasa

hepática (x3) y una excreción fecal de esteroles neutros acelerada (x4) (Ferezou, et al., 1997).

Fernandez, et al. (1995) han desarrollado un modelo experimental de

hipercolesterolemia en cobaya por la ingesta de una dieta alta en grasa y con sacarosa, tras

someter a los animales a dos dietas con diferente relación grasa/carbohidratos (2,5/58% o

25:29% en peso), con sacarosa o almidón como fuentes de carbohidratos. La

hipercolesterolemia se asocia a una mayor actividad de la lecitín-colesterol-acil-transferasa

(LCAT), que origina VLDL rica en ésteres de colesterol, la cual, por acción de LPL, puede

convertirse en LDL, a través de un descenso en la regulación de receptores apoB/E hepáticos.

Un estudio comparativo en gerbo, hamster y cobaya, empleados como modelos de

roedores para la hiperlipidemia, muestra que la administración de una dieta alta en grasa y

colesterol (HF/HC) origina un incremento del 370% de la concentración de colesterol total, en

todas las especies. La deprivación de alimento provoca un descenso significativo en los valores

de colesterol total de hamsters y gerbos, previamente alimentados con la dieta HF/HC, pero no

tiene efecto en animales alimentados con la dieta estándar. Los autores apuestan, a la luz de sus

resultados, por el cobaya como el modelo más apropiado para el estudio de la

hipercolesterolemia, por su moderada respuesta en colesterol plasmático frente a una dieta

HF/HC (Sullivan, et al., 1993).

No existían datos acerca del empleo del gato como modelo experimental en el estudio

de la aterosclerosis, a excepción de un artículo publicado en 1970, hasta que Ginzinger, et al.

(1997) sometieron a un grupo de gatos domésticos, deficientes en lipoproteinlipasa (LPL), a una

dieta moderadamente alta en grasa (30%) y enriquecida en colesterol (3%), durante un periodo

de 2-8 meses. Observaron lesiones ateroscleróticas en la pared de los vasos sanguíneos entre el

2º y 4º mes de ingerir dicha dieta, las cuales se mostraron altamente correlacionadas con los

niveles de lípidos sanguíneos, entre ellos CT, HDL-c y LDL-c. Este estudio puede proporcionar

la base para la evaluación de la susceptibilidad a la aterosclerosis inducida por la dieta, en estos

animales.
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En ratas sometidas a una dieta con un 25% en peso de aceite de coco, junto a un 1% de

colesterol, durante un periodo de 26 días ocasiona niveles elevados de colesterol total en hígado,

y de colesterol total y de colesterol en LDL séricos, mientras la concentración de HDL

colesterol muestra valores más bajos. Las alteraciones encontradas en lípidos y lipoproteínas

séricas recuerdan una situación semejante a la hiperlipidemia tipo IIa en humanos (Zulet, et al.,

1999). También se ha observado el desarrollo de hiperlipoproteinemia tipo IIa en ratas, con una

dieta enriquecida con aceite de coco (25%) y colesterol (1%) durante un periodo de 42 días

(Zulet, et al.,1999).

La ingesta de una dieta elevada en colesterol durante 45 días provoca

hipercolesterolemia en ratas, transcurrido este tiempo, junto a niveles elevados de LDL y VLDL

colesterol plasmático, así como de LDL oxidada (Bennani, et al., 1999). Asimismo, la ingesta de

una dieta alta en colesterol (3%) provoca hipercolesterolemia asociada e infiltración paralela de

macrófagos en riñón, en ratas susceptibles al daño glomerular por lípidos (Hattori, et al., 1999).

No obstante, el uso de ratas para el estudio de la aterosclerosis ha declinado, a causa de

que se han observado diferencias considerables entre esta especie animal y el modelo humano,

entre otras, en respuesta a la dieta, así como en la existencia de más colesterol transportado en

HDL en rata, así como por su resistencia a esta enfermedad (Francis, et al., 1999).

Todas las especies de ratón son altamente resistentes a la aterosclerosis. A pesar de ello,

se han podido desarrollar líneas de ratón susceptibles a esta enfermedad, a través de mutaciones

genéticas inducidas. Por ejemplo, ratones deficientes en apolipoproteína E desarrollan lesiones

ateroscleróticas semejantes a las observadas en humanos. Estas son mayores cuando el ratón es

alimentado con una dieta elevada en colesterol y en grasa, tipo occidental. Otros modelos

prometedores son ratones deficientes en receptores LDL, así como ratones transgénicos, que

expresan apolipoproteína B humana y formas mutantes transdominantes de apolipoproteína E.

Actualmente, estos modelos son empleados para estudiar la influencia de factores genéticos y

ambientales, así como de hormonas y drogas, sobre la patogénesis y el desarrollo de las lesiones

ateroscleróticas (Breslow, 1996).
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También se ha asociado una ingesta elevada de carbohidratos simples con menores

concentraciones de la HDL, en niños hipercolesterolémicos alimentados con dietas bajas en

lípidos (Starc, et al., 1998).

 Otro modelo experimental empleado para el estudio de hipercolesterolemia inducida por

la dieta consiste en administrar un 10% o 20% de aceite de coco en la dieta de pollos de corta

edad (14 días), durante 1 o 2 semanas. El grupo alimentado con un 20% de aceite de coco

incrementa los niveles de colesterol plasmático a la segunda semana, mientras no se observan

diferencias significativas entre los animales que ingieren un 10% de dicho aceite, tras una o dos

semanas. Tampoco se muestran cambios significativos en el contenido de colesterol hepático, ni

en la actividad de la colesterol HMGCoA reductasa hepática (índice colesterogénico). Este

diseño proporciona un modelo perfecto de animales hipercolesterolémicos, sin cambios en su

capacidad colesterogénica (Zafra, et al., 1992).

La codorniz japonesa ha sido empleada como modelo susceptible a la aterosclerosis, a

través del aporte de dietas con dos niveles diferentes de grasa saturada (6% o 12% de sebo de

vaca) y de colesterol (0.05% o 0.5%), durante 9 semanas. Las aves alimentadas con el nivel más

elevado de colesterol, bajo o alto en grasa saturada, desarrollaron hipercolesterolemia (Yuan, et

al., 1998).

El mono macaco, originario de la India, desarrolla hipercolesterolemia a partir de una

dieta alta en grasa y con un contenido elevado en colesterol (0.5%) (Rudel, et al., 1979).

Diversas características del conejo han hecho de él un modelo excelente para el estudio

del metabolismo de las lipoproteínas y de la aterosclerosis (Brousseau and Hoeg, 1999). El

conejo alimentado con colesterol se ha venido empleando como un modelo de aterosclerosis

humana, debido al rápido desarrollo de lesiones ateroscleróticas (Daley, et al., 1994), a pesar de

que este animal transporta la mayoría del colesterol en la fracción VLDL, una situación

diferente a humanos (Badimon, et al., 1990).

El conejo de raza New Zealand posee bajas concentraciones de colesterol total en

plasma, alta actividad de la proteína de transferencia de ésteres de colesterol, baja actividad de
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lipasa hepática y ausencia  de un análogo de la apolipoproteína A-II humana, proporcionando un

sistema único en el que ensayar los efectos de transgenes humanos sobre las lipoproteínas

plasmáticas y la susceptibilidad a la aterosclerosis (Brousseau and Hoeg, 1999).

Animales de esta misma raza, alimentados durante siete semanas con una dieta que

contiene un 95.7% de pienso estándar, 3% de manteca y 1.3% de colesterol, desarrollan

aterosclerosis (Ramírez Tortosa, et al., 1999).

Otro modelo experimental de hipercolesterolemia es viable en conejos a partir de una

dieta enriquecida con un 2% de colesterol, suministrada durante 28 días (Ismail, et al., 1999).

También se desarrolla hipercolesterolemia en conejos tras ser alimentados con una dieta

aterogénica compuesta por un 0.5% colesterol y 3% aceite de coco, administrada durante 8

semanas (Sun, et al., 1997).
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3.- ATEROSCLEROSIS EXPERIMENTAL. MODIFICACIONES EN DISTINTOS

TEJIDOS

Diferentes estudios muestran la implicación de distintos tejidos en el proceso

aterosclerótico. La aterosclerosis es una patología de carácter sistémico, que implica a todas las

arterias del organismo. Generalmente transcurre silencioso, hasta que su progresión afecta a

algún órgano (Marti-Vilalta and Marti-Fabregas, 1999).

Si la insuficiencia endotelial o la acumulación de lipoproteínas en la íntima arterial es el

acontecimiento inicial, la progresión de la enfermedad se caracteriza por cambios en la

neoíntima que favorecen la deposición de lípidos. Las alteraciones en el metabolismo de

lipoproteínas pueden también facilitar el desarrollo del daño endotelial (Moore, 1985). Más

concretamente, cambios proaterogénicos de lipoproteínas, inducidos por citocinas, pueden

contribuir a la relación entre infección/inflamación y aterosclerosis. Estos cambios incluyen

alteraciones de proteínas asociadas con el metabolismo de la HDL, tales como apoA-I, o de la

lipasa hepática (Khovidhunkit, et al., 2000).

Estudios histopatológicos realizados en perros, cuyos análisis bioquímicos en plasma

revelan hipercolesterolemia, indican la presencia de lesiones ateroscleróticas en la aorta, así

como en otras arterias que irrigan distintos órganos, como corazón, pulmón, riñón, bazo,

páncreas, tracto gastrointestinal, órganos urogenitales, ojos, próstata o vejiga urinaria. Estas

lesiones se caracterizan por la deposición de lípidos e infiltración de células espumosas en las

capas íntima y media, formando placas fibrograsas, que contienen material mineralizado,

colesterol y material sudanofílico. El examen inmunohistoquímico con anticuerpos de

apolipoproteína B canina identifica que los lípidos contienen LDL. Dichas características

inmunohistoquímicas e histopatológicas son similares a las encontradas en las lesiones

ateroscleróticas humanas (Kagawa, et al., 1998).

3.1.-MODIFICACIONES EN EL SISTEMA CARDIOVASCULAR

La evidencia de que niveles elevados de LDL-c plasmático constituyen un factor de

riesgo independiente para la enfermedad cardiovascular viene siendo el aspecto considerado
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principalmente en el estudio de factores genéticos y ambientales, implicados en la

hipercolesterolemia. Los datos disponibles revelan correlaciones entre un número de

componentes alimentarios y niveles elevados de colesterol en plasma, principalmente entre

ácidos grasos de la dieta, niveles de colesterol plasmático e incidencia de enfermedad

cardiovascular (McNamara and Howell, 1992).

Las lesiones provocadas en sujetos ateroscleróticos resultan de una respuesta excesiva,

fibroproliferativa-inflamatoria a varias formas de ataque al endotelio y al músculo liso de la

pared arterial. Como se viene indicando, en este proceso participan un gran número de factores

de crecimiento, citocinas y moléculas vasorreguladoras (Ross, 1993).

Estudios realizados en conejos con aterosclerosis muestran incrementos en la síntesis de

tejido conectivo (colágeno y elastina) en diferentes secciones de aorta y de arteria pulmonar,

directamente asociados con el mayor grado de distensión pulsátil, lo que indica que el proceso

aterogénico incluye estimulación de la síntesis de colágeno y elastina (Fischer, et al., 1980). No

obstante, trabajos posteriores indican en primer lugar, que la hipercolesterolemia sérica no causa

un incremento generalizado en la síntesis de colágeno en los diferentes tejidos estudiados

(hígado, aorta y pulmón) en estos animales y en segundo lugar, que la hipercolesterolemia

tisular no siempre incrementa la síntesis de colágeno en dichos tejidos (Langner and Modrak, et

al., 1981).

3.2.-MODIFICACIONES EN EL SISTEMA INMUNE

Existen asimismo trabajos que indican la implicación del sistema inmune en la

aterosclerosis. Por un lado, las lesiones ateroscleróticas frecuentemente contienen linfocitos T

activados, junto con monocitos y macrófagos (Hansson, et al., 1989; Stemme, et al., 1992). Por

otro, las inmunoglobulinas (Ig) están asociadas con las lesiones y, normalmente se presentan

anticuerpos específicos para LDL, tanto en humanos como en modelos animales (Palinski, et al.,

1989). El sistema inmune clásico, aunque no sea esencial en el desarrollo de la estría grasa, sí

puede actuar suprimiendo la progresión de las lesiones (Fyle, et al., 1994). 
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En el transcurso del proceso ateroclerótico, después del daño endotelial, la interacción

célula-célula, y la secreción de factores quimiotácticos y de crecimiento resultantes, inducen el

reclutamiento de monocitos a regiones subíntimas, proliferación de células del músculo liso e

incremento en la síntesis de proteínas de la matriz. Dicho reclutamiento monocitario se

convierte en acumulación de macrófagos, lípidos y, finalmente células espumosas. Se producen,

como se ha citado, cambios en el contenido de linfocitos T, indicadores de la presencia de estría

grasa, un cambio histopatológico precoz, que determina el desarrollo de aterosclerosis. La

progresión de esta lesión aterosclerótica está marcada por la acumulación de capas de células

musculares alternantes con macrófagos cargados de lípidos. Las lesiones avanzadas

comprometen el diámetro luminal y, por ello, reducen el flujo sanguíneo en arterias y,

finalmente participan en los mecanismos que siguen a la oclusión de las arterias implicadas

(Massy and Keane, 1996).

Muldoon, et al. (1997) indican que existen diferencias en el sistema inmune de

individuos hipo e hipercolesterolémicos, al observar cómo el bloqueo de la síntesis de colesterol

hepático por inhibidores de la HMGCoA reductasa (lo que indica niveles de colesterol

plasmáticos más bajos) reduce la proliferación de linfocitos en respuesta a mitógenos, así como

otros aspectos del sistema inmune, tales como la citotoxicidad de las células NK.

3.3.-MODIFICACIONES EN EL SISTEMA RENAL

Las células del músculo liso vascular y las células del mesangio renal están

estrechamente interrelacionadas en cuanto a origen, anatomía microscópica, histoquímica y

contractilidad. Estas relaciones sugieren una similitud entre esclerosis glomerular renal y

aterosclerosis (Otani, et al., 1999).

Las anormalidades en el metabolismo lipídico parecen jugar, por tanto, un papel

patogénico en la enfermedad renal progresiva. Las lipoproteínas son capaces de estimular la

síntesis de ADN en las células mensagiales e incrementar la síntesis de mitógenos y de proteínas

de la matriz (Grone, et al., 1993), por lo que quizá interpreten un papel crítico, mediando el

desarrollo de glomerulosclerosis (Grone, et al., 1994). Las lipoproteínas aterogénicas parecen

inducir procesos mediados por péptidos citorreguladores, implicados en el desarrollo de la
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esclerosis glomerular (Kamanna, et al., 1998). En la mayoría de enfermedades glomerulares

humanas se localizan acúmulos de lipoproteínas que contienen apoB o apoE en glomérulos

dañados estructuralmente, excepto en casos raros de dislipoproteinemias (Lee and Lee, 1993).

En animales, se ha demostrado que la hipercolesterolemia inducida por una dieta

elevada en colesterol puede agravar la progresión de la enfermedad renal en modelos

experimentales de insuficiencia renal crónica. En ratas, la hipercolesterolemia inducida por la

dieta desarrolla inflamación y fibrosis intersticial renal transcurridas varias semanas,

presentándose índices de creatinina en suero elevados, albuminuria, lipoproteínas oxidadas en

células tubulares e intersticiales, incrementos significativos de colágeno, acúmulo de lípidos en

el interior celular, todo ello, seguido del desarrollo de nefritis intersticial (Eddy, 1996).

Estudios clínicos y experimentales han sugerido que la inhibición de la HMG-CoA-

reductasa puede reducir la severidad del fallo renal progresivo, por inhibición de la proliferación

de células mensagiales y de la producción de quimiocinas implicadas en la biología del

macrófago (célula importante en la insuficiencia renal aguda, puesto que estimula la

proliferación de células mensagiales estimulantes y la glomerulosclerosis) (Nikolic-Paterson, et

al., 1994). Estos efectos parecen estar relacionados con una reducción en la producción celular

de precursores del colesterol, por lo que la acción protectora puede ser independiente de la

disminución de lípidos circulantes (Keane, 1994; Keane, 1996).

Extrapolando los datos de estudios experimentales a las enfermedades renales humanas,

se puede asumir que el metabolismo lipídico tiene un impacto significativo sobre la gravedad y

progresión de la enfermedad renal, fundamentalmente insuficiencia renal crónica. El tratamiento

hipolipidémico (Oda and Keane, 1997), con algunos tipos de PUFA, puede ser importante en la

prevención de la progresión de la enfermedad renal (Stevenson and Kaysen, 1999). No obstante,

son necesarios estudios clínicos para aclarar este hecho (Shohat, et al., 1993).

Por el contrario, estudios llevados a cabo en conejos por Carroll, Jet al. (1997) sugieren

que, a pesar de su estado hipercolesterolémico y de aterosclerosis considerable de estos

animales, la ingesta de colesterol no afecta a la vasodilatación inducida por óxido nítrico ni a la
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modulación de la vasoconstricción de angiotensina II (ANG II) en la circulación renal. En

cerdos, la hipercolesterolemia experimental temprana sí disminuye la respuesta vascular al

óxido nítrico (Feldstein, et al., 1999).

3.4.-MODIFICACIONES EN EL SISTEMA NERVIOSO

La aorta se considera la primera arteria alterada, y la que se afecta de forma más severa,

en el proceso aterosclerótico, pudiendo llegar a ocasionar un infarto cerebral de etiología

desconocida (Marti-Vilalta, et al., 1999).

Las lesiones encontradas en la materia blanca cerebral de individuos de edad avanzada

se asocian clínicamente con un empeoramiento cognitivo y demencia, habiéndose encontrado

una relación entre aterosclerosis y las citadas lesiones, a pesar de que el proceso aterosclerótico

es gradual, que comienza pronto en la vida. De-Leeuw, et al. (2000), encuentran que la

aterosclerosis está asociada significativamente con la presencia de lesiones cerebrales

periventriculares, en sujetos de edades comprendidas entre 60 y 90 años, observando un

incremento lineal del riesgo relativo de que se manifiesten dichas lesiones, de acuerdo con la

severidad de la aterosclerosis.

La severidad con que se produce un derrame cerebral se ha correlacionado con un

incremento en los niveles de lípidos y colesterol en las distintas fracciones lipoproteicas,

determinadas de células aisladas de fluido cerebroespinal de pacientes con isquemia cerebral,

poniéndose de manifiesto un perfil aterogénico en dichas células (Honczarenko, et al., 1999).

Walker et al. (1997) observan xantomas cerebrales de varios tamaños, constituídos por

cristales de colesterol, lípidos y células espumosas, en el cerebro de ratones de edad avanzada,

deficientes en apoE, alimentados con dietas altas en grasa y colesterol. Estos resultados indican

que los desórdenes en el metabolismo lipídico pueden inducir cambios patológicos

significativos en el sistema nervioso central de estos animales, lo que podría indicar una

interacción entre los factores genéticos y la dieta, en la modulación de enfermedades como

Alzheimer y otros desórdenes neurodegenerativos, que cursan en humanos con la edad.
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3.5.-MODIFICACIONES EN EL TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo participa fisiológicamente en la respuesta a la hipercolesterolemia en

la rata, con incrementos en el contenido en colesterol del adipocito en su forma esterificada (una

respuesta muy similar a la encontrada en el hígado de dichos animales, pero distinta a la del

músculo esquelético), paralelos a los de colesterol total circulante. No obstante, dicha respuesta

parece depender del estado nutricional o metabólico del animal previo a la ingesta de colesterol

(Krause, et al., 1979).

3.6.-MODIFICACIONES EN EL TEJIDO HEPÁTICO

El metabolismo del colesterol viene regulado principalmente por el hígado, de manera

que los niveles plasmáticos de aquél, ligados a las diferentes lipoproteínas transportadoras del

mismo, están determinados por los receptores de LDL a nivel hepático principalmente, ya que

posibilitan, como sabemos, la captación e internalización de colesterol en hígado.

El grado de producción, así como de captación de LDL-c son parámetros afectados por

una dieta aterogénica. Este mecanismo está influenciado por el tipo de ácidos grasos presentes

en la dieta. Así, los SFA disminuyen la actividad del receptor LDL en células hepáticas de

hamsters, en concreto los ácidos mirístico (14:0) y palmítico (16:0), ya sea por reducción de los

niveles de ARNm del mismo, como se ha demostrado en hamster (Bennet, et al., 1995) o cerdo(

Mustad, et al., 1996) o por reducción de su actividad, sin alterar ni el nivel ni el grado de

transcripción  de su ARNm (Srivastava, et al 1995). El ácido linoleico (C18:2 n-6) sin embargo,

cuando es ingerido en el contexto de una dieta moderada en colesterol (0.25%), parece

incrementar tanto la síntesis como la actividad del citado receptor en hígado de cerdo (Mustad,

et al., 1996). Resultados similares se observan en hepatocitos de hamster, al comparar los

efectos del ácido linoleico con los del oleico (Session and Salter, 1995). Los PUFA n-3 ejercen

diferentes efectos sobre los receptores de LDL-c, según el conjunto de lípidos aportados en la

dieta y según la especie. Así, en hamsters alimentados con dietas libres de colesterol y de grasa

saturada, estos ácidos grasos no ejercen efecto alguno, mientras que la ingesta elevada de SFA y

colesterol, junto a la de PUFA n-3, provoca un descenso en la actividad del receptor de LDL a
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nivel pretraslacional. Esta misma dieta incrementa en ratas la captación de LDL vía receptor, sin

afectar a su ARNm (Spady, et al., 1995).

La ingesta continuada de una dieta aterogénica genera un hígado graso. Del Moral, et al.

(1997) muestran resultados histológicos y bioquímicos de esteatosis hepática en ratas

alimentadas con una dieta alta en grasa, ya sea ésta procedente de aceite de oliva o de girasol.

En el cobaya, la calidad de la grasa de la dieta ejerce un claro efecto sobre los niveles de

colesterol total y libre hepáticos, tanto a bajos (7.5%) como a altos (15%) niveles de grasa total

en la misma, que se presentan mayores, aunque con bajas ingestas no se observan diferencias

significativas, y sí se encuentra significación estadística para altos niveles de aceite de oliva y de

maíz, en un 39 y 28% respectivamente. Los ésteres de colesterol, se muestran significativamente

menores para altas y bajas ingestas de grasa en el grupo alimentado con manteca de cerdo.

Además, la cantidad de grasa afecta los niveles de colesterol libre, con incrementos

significativos para los grupos oliva y maíz que ingieren un 15% de grasa total (Fernández and

McNamara, 1991)

En este mismo estudio se observa un mayor número uniones de LDL a las membranas

hepáticas, mediadas por receptor, tanto a bajos (7.5%) como a altos (15%) niveles de grasa en

su dieta, cuando ingieren aceite de maíz, respecto de animales que ingieren dietas a base de

aceite de oliva o de manteca de cerdo, los cuales muestran entre sí valores similares en dicho

parámetro (Fernández and McNamara, 1991).

El aceite de palma oxidado, altamente aterogénico, induce en humanos organotoxicidad

y toxicidad reproductiva en hígado, así como en riñón, pulmón y corazón (Ebong, et al., 1999).

También se ha observado que la ingesta de dietas con colesterol y elevadas en SFA o en

MUFA provocan mayores acúmulos de ésteres de colesterol en hígado de monos que cuando se

alimentan con dietas altas en PUFA (Rudel, et al., 1997).

Un estudio en hamsters muestra aumentos en los niveles hepáticos de colesterol

esterificado tras la ingesta de ácido oleico, a la vez que se observa una disminución en el
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contenido en LDL-c plasmática, así como una inhibición de su producción (Woollett, et al.,

1994).

La sobreexpresión de apoE hepática puede ser un mecanismo terapeútico frente a la

aterosclerosis, tal y como se demuestra en ratones deficientes en el receptor de LDL

(Tsukamoto, et al., 2000).

En el conejo se muestran resultados que indican que los PUFA del aceite de pescado

pueden ser hepatotóxicos. Incrementos en la dieta de los niveles de dicha fuente grasa provocan

un mayor daño hepático, junto a un incremento en la superficie de la placa aórtica (Ritskes-

Hoitinga, et al., 1998).

Estudios recientes con conejos alimentados a base de una dieta alta en grasa saturada

(3% manteca de cerdo) y colesterol (1.3%), desarrollan aterosclerosis experimental (Aguilera,

1999). Como consecuencia, se observan modificaciones, entre otras, a nivel hepático:

- La dieta aterogénica provoca incremento significativo en el peso hepático, así como en

la relación peso hepático/peso corporal, respecto del grupo control, que recibe una dieta

estándar de laboratorio.

-  Todas las fracciones de componentes lipídicos estudiadas (CT, CL, CE, FL y TG)

aumentan de manera significativa respecto del grupo sano.

- El perfil de ácidos grasos muestra índices SFA y PUFA significativamente menores y

mayores de MUFA, respecto del grupo control.

- A nivel microsomal, el contenido en colesterol incrementa significativamente en

conejos enfermos, al igual que ocurre con la relación colesterol/fosfolípidos (C/FL) y con

el índice SFA y el porcentaje de 16:0, que concurre paralelo al descenso, también

significativo, de PUFA 18:2 (n-6) y 18:3 (n-3).

- En mitocondrias, el contenido en colesterol tiende al incremento en el grupo

aterogénico, paralelo al aumento en la relación C/FL. Las cantidades de CoQ10 , retinol y

α-tocoferol disminuyen con la enfermedad. La formación de hidroperóxidos inducidos se

muestra significativamente superior en animales enfermos, a la vez que se observa una
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respuesta variada del sistema enzimático de defensa antioxidante, al incrementar

significativamente algunas de ellas, ejercer el efecto contrario otras o no ocasionar cambio

alguno las restantes. El perfil de ácidos grasos mitocondriales se muestra opuesto al

encontrado en microsomas .

- Los análisis histopatológicos muestran acúmulos lipídicos intracitoplasmáticos (macro y

microvacuolas) progresivos desde el área perivenular hasta el área periportal del

hepatocito, a consecuencia de la ingesta de la dieta aterogénica, con claras diferencias

significativas respecto de los animales sanos. También se observa desarrollo de

esteatohepatitis, con la presencia de neutrófilos perimorfonucleares a consecuencia de la

enfermedad. La hepatotoxicidad, manifestada por la presencia de atipia celular, bilis

intrahepatocitaria e intracanalicular y proliferación ductular, es mayor con la ingesta de la

dieta aterogénica. Finalmente se observan macrófagos intimales en vasos de pequeño

calibre, aunque las diferencias respecto del grupo sano no se muestran significativas.

Otro estudio, realizado en ratas alimentadas con aceite de oliva (MUFA) y de coco

(SFA) presenta mayor protección frente a la peroxidación lipídica en microsomas hapáticos,

respecto del grupo  que ingiere aceite de soja (PUFA) (Nardini, et al., 1992). Esto es debido al

efecto de los distintos ácidos grasos de la dieta sobre el sistema antioxidante en hígado.

La ingesta de una dieta alta en grasa provoca un aumento en los índices de oxidación

mayores, medidos por hidroperóxidos, dienos conjugados o TBARS, en mitocondrias hepáticas,

paralelos al descenso en CoQ10 y vitamina E, en conejos ateroscleróticos (Ramírez, et al., 1997;

Quiles, et al., 1998).

Diferentes modelos de aterosclerosis experimental, desarrollados en ratones y en

conejos, muestran valores distintos en la disminución de las diferentes actividades antioxidantes

hepáticas (catalasa, superóxido-dismutasa, glutation-peroxidasa, glutation-reductasa y glutation-

transferasa) según sean los niveles y tipo de ácidos grasos presentes en la dieta (Chen, 1993) así

como los de colesterol (Irizar and Ioannides, 1998).

Así pues, los PUFA procedentes de la dieta provocan un incremento de las citadas

actividades enzimáticas en conejos (De Craemer, D., 1993;  Nanji, et al., 1995; Crhiston, et al.,
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1995). Estudios comparativos acerca de los efectos de PUFA n-3 y n-6, indican que los

primeros ejercen un incremento mayor de dichas actividades, concretamente sobre la expresión

de genes que codifican para las mismas (Venkatraman, et al., 1994; Van Noorden, 1995;

Venkatraman, et al., 1998).

3.7.-MODIFICACIONES EN EL SISTEMA BILIAR

Un gran número de estudios en animales y humanos han puesto de manifiesto los

efectos de la grasa de la dieta sobre el metabolismo del colesterol y de los ácidos biliares (AB)

(Campbell, et al., 1972; Turley and Dietschy, 1979; Redinger, et al., 1973; Turley, et al., 1983),

pero existe escasa información acerca de la capacidad que poseen la cantidad y el tipo de grasa

alimentaria sobre la formación de bilis y la colestasis. El metabolismo de los ácidos biliares

puede verse alterado a consecuencia de irregularidades en el funcionamiento hepático, debidas

éstas, entre otras, a la hipercolesterolemia y al estado aterosclerótico, pudiendo ocasionar la

formación de piedras o cálculos en la vesícula biliar (Sternby, et al., 1968; Kern, et al., 1983,

Cohen, et al., 1992; Trautwein, et al., 1993).

En general, los animales alimentados con una dieta libre de grasa muestran un marcado

descenso del flujo biliar y de la bilis canalicular (Turley, et al., 1983; Sarfeh, et al., 1974). La

ingesta de dietas altas en grasa, particularmente de las que contienen PUFA, incrementa el flujo

de bilis y la producción de ácidos biliares (Campbell, et al., 1972; Redinger, et al., 1973;

Ramesha, et al., 1980; Balasubramaniam, et al., 1985; Knox, et al., 1991), atribuyendo dicho

incremento de flujo a un mayor tamaño del pool de ácidos biliares. Los PUFA de la serie n-3 se

comportan de manera semejante en primates (Scobey, et al., 1991), humanos (Berr, et al., 1992)

y hamsters (Berr, et al., 1993), mientras la rata muestra resultados opuestos (Balasubramaniam,

et al., 1985; Ballesta, et al., 1992; Smit, et al., 1994), en cuanto a su efecto sobre el contenido y

secreción biliar, desconociéndose en conejos de qué manera afectan estos ácidos grasos a la

excreción de ácidos biliares. Sí se ha demostrado que el porcentaje molar de ácidos biliares en

conejos ateroscleróticos, alimentados con aceite de pescado, es menor al observado con la

ingesta de aceites de oliva (virgen y refinado) o de girasol (Aguilera, 1999). La administración

de niveles elevados de colesterol también incrementa el flujo biliar (Smit, et al., 1993; Monte
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and Jiménez, 1993). Aguilera (1999) indica, sin embargo, un descenso en el porcentaje molar de

ácidos biliares en conejos que ingieren una dieta aterogénica.

No existen datos definitivos acerca del efecto de la grasa saturada sobre los diferentes

parámetros lipídicos biliares, aunque se apuntan cambios tanto en el contenido como en la

secreción de bilis. Así, en hamsters, la indicencia en la formación de cálculos biliares en la

vesícula parece ser mayor, aunque sin diferencias significativas, tras la ingesta de aceite de

palma, al ser comparada con los grupos oliva, girasol, mantequilla, coco o colza (Trautwein, et

al., 1997). Bravo, et al. (1998) observan en ratas que la eliminación de colesterol vía biliar es

menor en animales alimentados con SFA que los que ingieren UFA; asimismo, demuestran una

mayor actividad colesterol-7-alfa-hidroxilasa en este último grupo. La expresión del gen que

codififca para esta enzima, cyp 7, se ve modificada En ratones de forma distinta tras la adicción

de colesterol a la dieta, según sea ésta alta en PUFA o en MUFA (Cheema, et al., 1997).

El tipo de ácido graso presente en la grasa alimentaria también ejerce un efecto

importante en la formación de bilis (litogénesis), de modo que los SFA (12:0, 14:0 y 16:0)

provocan un incremento mayor en su síntesis que el MUFA 18:1(n-9), en hamsters alimentados

con colesterol (0.4%) (Jonnalagadda, et al., 1995).

En conejos ateroscleróticos, el índice litogénico es significativamente mayor (2.52%) al

encontrado en animales sanos (<1%). La ingesta de aceites de oliva (virgen y refinado)

disminuye dicho valor, aproximándose al grupo control, mientras que la ingesta de aceites de

girasol y de pescado provocan valores de 1.35 y 2.12% respectivamente, mostrando, por ello, el

grupo alimentado con aceite de pescado, diferencias significativas frente al grupo sano

(Aguilera, 1999).

3.8.-MODIFICACIONES EN EL TEJIDO PANCREÁTICO

Los estudios existentes acerca del papel de la aterosclerosis inducida por la dieta sobre

los cambios sufridos en la estructura y funcionalidad de la glándula pancreática son muy

escasos.  No obstante, más adelante se trata con mayor detalle este aspecto.
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Al respecto, cabe citar los trabajos realizados por López, et al. (1996), pues sugieren que

las concentraciones elevadas de colesterol sérico y el incremento en la actividad de la lipasa

pancreática pueden causar acumulación de ésteres de colesterol en las células acinares. La

acumulación de grasa en el páncreas puede ser responsable de efectos citotóxicos sobre las

células acinares a nivel de membrana celular.

3.9.-FENÓMENOS DE PROLIFERACION CELULAR (CÁNCER) ASOCIADOS A LA

COLESTEROLEMIA

La relación entre los niveles de colesterol plasmático y el desarrollo de enfermedad es

más compleja de lo que parece. La cantidad y tipo de grasa, así como la densidad energética

aportadas en la dieta, pueden influir en la incidencia de tumor. Mientras el papel patogénico de

la hipercolesterolemia en la isquemia cardiaca es indiscutible, el efecto deletéreo de la

hipocolesterolemia inducida por la dieta, principalmente sobre la mortalidad por cáncer es

objeto de controversia (Schlienger, et al., 1998). Behar, et al. (1997) apuntan al cáncer como

causa más frecuente de muerte no cardiaca, asociada con bajos niveles de colesterol sérico. No

obstante, la hipocolesterolemia no parece ser un factor causal. Estudios poblacionales en ambos

sexos refuerzan la idea anterior, indicando que una baja colesterolemia parece ser un marcador

para la predisposición o bien el resultado, aunque no la causa, de cáncer (Guize, et al., 1998).

Igualmente, Julinson, et al. (1995) indican que, en pacientes con leucemia, el tratamiento de esta

enfermedad revierte la hipocolesterolemia, lo que sugiere que el estado hipocolesterolémico es

ocasionado a consecuencia de esta enfermedad.

Trieu and Uckun (1999) corroboran la hipótesis previa de que la hipercolesterolemia

puede ser protectora frente al cáncer, al observar que la acumulación de LDL suprime el

crecimiento o desarrollo del tumor, en ratones hipercolesterolémicos. Los resultados obtenidos

por Forones, et al. (1998) demuestran una asociación entre los niveles de colesterol plasmático y

la incidencia de cáncer colorrectal. Ahora bien, el papel de la grasa de la dieta como promotor

de cáncer puede ser modificado por otros componentes nutricionales. Lo correcto, en lo que

concierne al tratamiento de la misma, sería un abordaje prudente de la hipercolesterolemia, pero

sin alteraciones especiales de las recomendaciones recientes (Schlienger, et al., 1998).
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4.- GRASA DE LA DIETA Y MEMBRANAS BIOLÓGICAS

Numerosos estudios demuestran, como se verá más adelante, la capacidad adaptativa de

las membranas celulares a la grasa ingerida a través de la dieta. Dicha propiedad es asociada con

la naturaleza estructural y funcional de las mismas, que permite cambios de composición y, en

consecuencia, repercusiones en su funcionamiento, pudiendo explicar así la aparición de

mecanismos fisiopatológicos relacionados con la grasa de la dieta.

4.1.-COMPOSICIÓN DE LAS MEMBRANAS CELULARES

La membrana plasmática es una estructura dinámica, constituida principalmente por

moléculas lipídicas, que conforman una bicapa, y proteínas, así como carbohidratos, ligados a

ellas mediante enlaces covalentes y otras moléculas liposolubles (vitamina E, CoQ,

carotenoides, etc).

4.1.1.-BICAPA LIPÍDICA

En 1925, Gorter y Grendel, tras estudios realizados en membranas de eritrocito,

sugirieron que la membrana era lipídica y consistía en una doble capa de lípidos. A finales de

1950, Roberton logró las primeras micrografías electrónicas, que mostraron la membrana

plasmática como una estructura de tres capas, compuesta por dos capas de color oscuro,

orientadas hacia fuera y en medio una capa de color claro. Todas las membranas que se

examinaron con detalle, ya fueran plasmáticas, nucleares o citoplasmáticas, así como las

tomadas de las plantas, animales o microorganismos, mostraron esta misma ultraestructura.

La bicapa lipídica está firmemente establecida como base universal de la estructura de

la membrana celular. A través de microscopía electrónica se puede observar rápidamente,

aunque se requieren técnicas especializadas, tales como difracción de rayos X y microscopía

electrónica de fractura congelada para revelar los detalles de dicha organización.
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La presencia de moléculas lipídicas en la bicapa tiene consecuencias en la estructura y

funcionamiento de la célula, puesto que las propiedades fisiológicas de la membrana se van a

ver determinadas por aquéllas.

Los lípidos pueden estar lateralmente distribuidos de manera heterogénea a través de la

membrana, de modo que, cambios en esta distribución pueden ser responsables de los efectos

sobre las proteínas. También existe una evidencia creciente de que las interacciones específicas

entre moléculas individuales y proteínas de membrana pueden modular la función de éstas

(Smith and Stubbs, 1987).

Los lípidos de membrana más abundantes son los fosfolípidos o fosfoglicéridos, más

concretamente diglicéridos, constituidos por un esqueleto de glicerol, dos ácidos grasos ligados

a dos grupos hidroxilo (OH) y un grupo fosfato ligado al tercer OH. En función del grupo

hidrófilo adicional que se una al fosfato, ya sea serina, etanolamina, colina o esfingosina, los

fosfoglicéridos serán fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina o esfingomielina,

respectivamente (Figura 2).

Figura 2: Representación de los cuatro principales fosfolípidos
constituyentes de las membranas plasmáticas de mamíferos:
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilcolina y esfingomielina Los
grupos situados en las cabezas, que son diferentes, se representan con
símbolos distintos.
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Esta estructura en bicapa se caracteriza: (a) por su asimetría, puesto que la composición

de fosfolípidos y glucolípidos de una monocapa difiere considerablemente de la composición de

la otra monocapa, lo que condiciona su aspecto interno y externo (Figura 3);  dicha asimetría se

genera con la síntesis de la misma, a partir del retículo endoplásmico, y (b) por su

impermeabilidad selectiva, lo que significa que en su papel como barrera de control frente al

intercambio de sustancias, no es igualmente permeable a todo tipo de solutos (Bruce, et al.,

1999). La velocidad con que se lleva a cabo el transporte transmembrana es dependiente, entre

otros factores, del tamaño y solubilidad de las sustancias.

Figura 3: Distribución asimétrica de fosfolípidos y glicolípidos en la bicapa
lipídica de células de eritrocito humano. Los símbolos empleados para los
fosfolípidos son los introducidos también en la figura 2. Los glicolípidos se
representan en azul, con una cabeza polar hexagonal. El colesterol (no
representado) está distribuido de igual  manera en ambas monocapas.

El mantenimiento del grado de fluidez de la membrana, esto es, de la facilidad de

movimiento de los lípidos dentro de la misma, es importante para su funcionalidad, y depende

de dos factores relacionados entre sí, temperatura y composición en ácidos grasos de sus

fosfolípidos. La presencia de componentes lipídicos como los esteroles, y en concreto el

colesterol, también afecta a la fluidez de membrana (Karp, 1996).

A su vez, esa composición en ácidos grasos viene determinada por el grado de

insaturación de los mismos, esto es, depende del contenido en dobles enlaces, concretamente en

posición cis. Un ácido graso de la membrana puede estar completamente saturado (carece de

dobles enlaces), monoinsaturado (un solo doble enlace) o poliinsaturado (más de un doble
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enlace). A menudo los diglicéridos contienen una cadena de ácido graso insaturada y otra

saturada. Las moléculas de fosfolípido con cadenas saturadas presentan una compactación más

firme que las que poseen cadenas insaturadas, por lo que a mayor grado de insaturación de los

ácidos grasos de la bicapa, menor será la temperatura necesaria para obtenerla en estado de gel

(punto de fusión más bajo) (Tabla 2).

Ácido graso Número dobles enlaces Punto fusión (ºC)

Esteárico
Oleico
α-linoleico
Linolénico

0
1
2
3

70
13
-9

-17

Tabla 2: Punto de fusión de distintos ácidos grasos en función del
número de dobles enlaces

Una disminución de temperatura incrementa la relación de ácidos grasos

insaturados/saturados de la membrana, con objeto de mantener su estado fluido. Su regulación

se trata de un mecanismo de homeostasis a nivel celular, como se ha podido demostrar en

diferentes tipos de organismos (mamíferos en estado de hibernación, peces con variación de la

temperatura nocturna, plantas resistentes al frío o bacterias que viven en aguas termales). En

ellos se producen una serie de modificaciones en determinados ácidos grasos, por desaturación

de enlaces simples para obtener dobles enlaces. La introducción de dobles enlaces en los ácidos

grasos de las células animales es llevada a cabo por un equipo enzimático constituido por

desaturasas, en las posiciones ∆4, ∆5, ∆6 y ∆9, que dan nombre a las mismas.

No obstante, cuando la temperatura se eleva considerablemente, se deprime la actividad

de las citadas enzimas. Asimismo, si la fluidez aumenta por encima de los niveles óptimos, la

actividad de estas desaturasas disminuye (Kasai, et al., 1976).



                                                                                           Antecedentes Bibliográficos  87      

La síntesis de MUFA, se realiza a partir de SFA en distintos tejidos. El sistema

enzimático ∆9 desaturasa, localizado en el retículo endoplasmático, cataliza la conversión de

palmítico y esteárico a palmitoleico y oleico respectivamente. Los ácidos grasos saturados de la

dieta parecen potenciar el efecto de esta enzima (Seiquer, et al., 1995), mientras que el ácido

linoleico lo disminuye (Kouba and Mourot, 1998). Existen diversos trabajos que muestran un

control del gen que codifica para ∆9 , por parte de la grasa de la dieta (Douaire, et al., 1992).

Trabajos posteriores demuestran un mayor grado de cambio a nivel transcripcional que en la

actividad de dicho enzima (Lochsen, et al., 1999).

La ∆6 desaturasa interviene sobre los ácidos linolénico, linoleico y oleico, por orden

creciente de afinidad respectivamente, su regulación corre a cargo, por una parte, del producto

final (que suelen ser ácidos grasos de cadena larga) y por otra, por saturación de sustrato. Así

pues, se ha comprobado un descenso en su actividad por la presencia de niveles elevados de

PUFA de la serie n-3 (Schrijver and Privett, 1982), siendo inhibida por DHA (Actis Dato and

Brenner, 1970).

La disminución de ácido araquidónico a nivel de membrana de eritrocito en perros,

cuando el aporte exógeno de ácido linoleico es elevado, probablemente sea debido a la

inhibición de la enzima ∆6 desaturasa (o ∆5 desaturasa) y/o de su correspondiente elongasa

(Girón, et al., 1989).

Los ácidos grasos de las series n-3 y n-6 compiten por la enzima, de modo que distintos

autores indican una inhibición del desarrollo de la serie n-3 cuando lo hace la enzima, debido a

un aporte de aceite de girasol como fuente grasa alimentaria. Sin embargo, Brenner (1981)

indica mayor afinidad enzimática por el ácido α-linolénico.

La ∆5 desaturasa sintetiza los ácidos araquidónico, eicosapentaenoico y eicosatrienoico,

a partir de los compuestos originados por la ∆6 desaturasa. Su actividad parece estar reducida

por el contenido graso del cuerpo, al contrario de lo que ocurre con la ∆9 desaturasa (Pan, et al.,

1994) y por los PUFA de la dieta (Keelan, et al., 1997). La ∆4 desaturasa utiliza los productos
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formados a partir de la ∆5 desaturasa, sintetizando los ácidos docosahexaenoico y

docosapentanoico.

Por otra parte, las membranas plasmáticas eucariotas contienen cantidades considerables

de colesterol que, en determinadas células animales, puede constituir hasta un 50% de las

moléculas lipídicas de la membrana plasmática (las células vegetales y de bacterias carecen de

ella). Su tamaño es menor que el de los demás lípidos de membrana, y, a su vez, menos

anfipático.

Figura 4: Estructura del colesterol. El colesterol está
representado por una fórmula en (A), por un esquema gráfico
en (B) y como un modelo molecular empaquetado en el espacio
en (C).

Por ser una molécula de naturaleza enormemente hidrófoba, el colesterol no puede, por

sí solo, constituir una estructura laminar, de manera que se intercala entre los fosfolípidos,

disponiendo su grupo esteroide enfrentado a las cadenas de ácidos grasos (Figura 4),

interaccionando con ellos e inmovilizándolos. Su grupo hidrófilo se dispone hacia la superficie

de la membrana, en contacto con la solución acuosa, cercano a las cabezas polares de los

fosfolípidos y su extremo hidrófobo integrado en la bicapa (Figura 5).
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Figura 5: Disposición de la molécula de colesterol en
una bicapa lipídica. Esquema gráfico de una molécula
de colesterol interaccionando con dos moléculas de
fosfolípidos en una mitad (monocapa) de la bicapa
lipídica.

Las moléculas de colesterol obstaculizan las propiedades de permeabilidad de dicha

bicapa, haciéndola menos deformable en su región. Aunque tienda a disminuir la fluidez de la

misma, a las concentraciones tan elevadas en que se encuentra en las membranas eucariotas, el

colesterol también previene a las cadenas hidrocarbonadas de reunirse y cristalizar, alterando la

compactación de las mismas.

A partir de células nucleadas animales se han podido aislar y caracterizar

bioquímicamente alrededor de diez clases de membranas, presentando todas un mismo patrón

de organización molecular, aunque con diferente composición de lípidos y proteínas, de acuerdo

con sus diversas procedencias y funciones. Así pues, las membranas del retículo

endoplasmático, complejo de Golgi, mitocondrias y demás orgánulos subcelulares, mantienen

características diferenciales de composición y función entre sí. Estas membranas internas actúan

mucho más que como barrera: sutiles diferencias entre ellas, especialmente en cuanto a las

moléculas proteicas que las forman, son las principales responsables de otorgar a cada orgánulo

su carácter diferencial (Bruce, et al., 1994).

En la Tabla 3 se muestra la composición lipídica de varias membranas celulares,

procedentes de distintos órganos en el ser humano, así como de E. coli.
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PPOORRCCEENNTTAAJJEE  DDEE  LLÍÍPPIIDDOOSS  TTOOTTAALLEESS  PPOORR  PPEESSOO

LÍPIDO
Membrana

plasmática Hígado
Membrana

plasmática Eritrocito Mielina

Mitocondria
(membrana interna y

otras)
Retículo

Endoplásmico E. coli

Colesterol 17 23 2 3 6 0

Fosfatidiletanol
amina

7 18 15 35 17 70

Fosfatidilserina 4 7 9 2 5 traza
Fosfatidilcolina 24 17 10 39 40 0
Esfingomilelina 19 18 8 0 5 0
Glicolipidos 7 3 28 traza Traza 0
Otras 22 13 8 21 27 30

   Tabla 3: Composición lipídica aproximada de diferentes membranas celulares

4.1.2.-PROTEÍNAS DE MEMBRANA

La mayor parte de las funciones específicas que se llevan a cabo en la membrana

plasmática las realizan las proteínas de membrana. Este aspecto ha sido estudiado también en la

membrana de la célula acinar pancreática, como veremos más detalladamente en el capítulo

dedicado a la misma.

Las moléculas proteicas constituyen aproximadamente el 50 % de la masa total de la

mayoría de membranas, el otro 50 % corresponde a los lípidos, incorporándose en cantidades

relativamente pequeñas los carbohidratos. Su tamaño es bastante mayor que el de las moléculas

lipídicas, por lo que la membrana estará constituida por una relación proteína/lípido de 1/50.

En función del grado de relación con la bicapa, estas proteínas se clasifican como:

(a) Proteínas integrales de membrana o proteínas transmembrana: Penetran en la

bicapa de lípidos, atravesándola por completo, por lo que presentan dominios que sobresalen a

ambos lados de la membrana. Pueden atravesarla como hélices α sencillas, hélices α múltiples o

láminas β cerradas. Estas proteínas presentan dos regiones, una hidrofóbica y otra hidrofílica.

(b) Proteínas periféricas de membrana: Se caracterizan por ser solubles en soluciones

acuosas y se unen a la membrana de manera directa (por interacciones con los grupos de las
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cabezas polares de los lípidos) o indirectamente (por interacciones con proteínas integrales de

membrana, mediante enlaces covalentes).

(c) Proteínas ancladas a lípidos: Localizadas completamente fuera de la bicapa lipídica,

pero unidas a ella a través de uno o más enlaces covalentes con grupos lipídicos situados en el

interior de la bicapa.

Figura 6: Representación esquemática de una membrana plasmática

4.2.-FUNCIONES DE LAS MEMBRANAS CELULARES

Han sido atribuidas distintas funciones a las membranas celulares, entre ellas:

a.- Compartimentalización, pues alberga contenidos intracelulares en los que se llevan

a cabo funciones específicas.

b.- Barreras selectivamente permeables, en función de la naturaleza de los compuestos

que las atraviesan.

c.- Transporte de solutos, generalmente por gradiente de concentración.

d.- Lugar de actividades bioquímicas, proporcionando el medio adecuado para ellas.



92   Mª Alba Martínez Burgos

         e.- Transducción de energía, por su intervención en mecanismos de conversión de un

tipo de energía en otro, tal como ocurre en la transformación de energía química de grasas y

carbohidratos en ATP.

f.- Interacción intercelular, como mediadoras en procesos de intercambio, adhesión,

información y reconocimiento celular.

g.- Transducción de señales. Se trata de una función de respuesta celular frente a

estímulos que recibe del exterior. Esto es posible gracias a la presencia en las membranas de

moléculas con estructura específica (receptores), que se unirán a otras (ligandos), con

estructura complementaria. Puede ocurrir que la interacción ligando-receptor incite a la

membrana a generar una señal de estimulación o de inhibición de actividades en el interior de la

célula. Este aspecto lo consideramos más precisamente en el apartado correspondiente a las

membranas acinares del páncreas exocrino.

4.3.-ADAPTACIÓN DE LAS MEMBRANAS CELULARES A LA GRASA DE LA

DIETA

4.3.1.-ADAPTACIÓN DE LAS MEMBRANAS A LA CANTIDAD DE GRASA DE LA

DIETA

Los estudios existentes acerca del efecto que la cantidad de grasa ingerida ejerce sobre

las membranas celulares no clarifican del todo este hecho. Resultados obtenidos por Gupta, et

al. (1993) sugieren que, cantidades elevadas de grasa en la dieta afectan a la composición

lipídica de las membranas de ratones adultos.

Otros estudios demuestran que la ingesta de dietas libres de grasa (<1%), en las que ésta

es sustituida por carbohidratos, y con la relación recomendada de SFA/UFA, induce cambios en

la composición de ácidos grasos de membranas de cerebro, corazón, hígado y eritrocito de rata.

Las diferencias más pronunciadas se observan en tejido hepático. Como consecuencia de este

tipo de dieta, los lípidos totales presentan un menor contenido en ácido linoleico y otros ácidos
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grasos poliinsaturados (araquidónico, AA, C20:4 n-6; eicosapentaenoico, EPA, C20:5 n-3;

docosahexaenoico, DHA, C22:6 n-3). Paralelamente incrementan los niveles de ácidos grasos

monoinsaturados sintetizados endógenamente (palmitoleico, 16:1 n-9 y oleico, 18:1 n-9), a partir

de los saturados (Delas, et al., 1999). Estos resultados corroboran los obtenidos previamente por

Dannenberg and Zakim (1992) en membranas microsomales de rata, que demuestran igualmente

la asociación de una dieta libre de grasa con niveles menores de los ácidos araquidónico y

linoleico, y mayores de palmitoleico y oleico, entre otros. Ambos trabajos demuestran que las

células compensan la ausencia de ácidos grasos esenciales por síntesis endógena, para aminorar

los efectos de la ingesta insuficiente de los mismos y de grasa total.

Sin embargo, Lewis, et al. (1981) observan que, ni la ingesta de una dieta elevada en

grasa ni el ayuno, causan cambios detectables en la composición lipídica y proteica de la

membrana plasmática de adipocito, en ratas.

4.3.2.-ADAPTACIÓN DE LAS MEMBRANAS AL COLESTEROL DE LA DIETA

Se ha observado que las membranas eritrocitarias enriquecidas en colesterol requieren

un tiempo significativamente menor para el paso de sustancias a través de los microporos, que

aquéllas con valores normales de colesterol, observándose una deformación de estos microporos

bajo condiciones in vivo e in vitro (Kanakaraj and Singh, 1989); esto indica una respuesta

adaptativa de dichas membranas al colesterol alimentario.

La hipercolesterolemia inducida en conejos por ingesta de una dieta rica en colesterol

(0.5%) durante 60 días ocasiona un cambio en la composición de ácidos grasos de membranas

de plaquetas, concretamente un aumento en el porcentaje de SFA de cadena larga (C16:0 y

C18:0), que justifica la menor relación PUFA/SFA encontrada en animales hiperlipémicos

(Badimon, et al., 1999).

Los posibles mecanismos implicados en el desarrollo de aterosclerosis experimental en

conejos alimentados con colesterol, incluyen entre otros, una reestructuración de las membranas

celulares enriquecidas en colesterol, modificándose los canales de calcio. Esto demuestra una

adaptación de las mismas al colesterol de la dieta (Nayler, 1999).
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Los cambios en el contenido de colesterol y ácidos grasos de la dieta son asociados con

alteraciones en los constituyentes de fosfatidilcolina (FC) y fosfatidiletanolamina (FE) de

membrana del borde en cepillo de enterocito de rata (Keelan, et al., 1994). Por otra parte, se han

obtenido resultados de un estudio efectuado en ratas jóvenes y de edad avanzada, que ponen de

manifiesto que la ingesta elevada de colesterol puede promover cambios en la membrana del

borde en cepillo, relacionados con la edad (Tokura, et al., 1999).

Un estudio realizado en ratas alimentadas con un 10 % de grasa, como aceite de oliva

(MUFA) o de prímula (PUFA n-6) y con colesterol añadido (1%), muestran un aumento en el

contenido de este componente alimentario en fosfatidilcolina (FC), elevándose la relación

colesterol/FL, en membranas de microsomas hepáticos, respecto de los grupos no

suplementados con colesterol (Muriana, et al., 1992), lo que indica que las membranas

microsomales también se adaptan al colesterol de la dieta.

4.3.3.-ADAPTACIÓN DE LAS MEMBRANAS AL TIPO DE  GRASA DE LA DIETA

Como bien postularon Clandinin, et al. (1983), tanto la estructura como la función de las

membranas celulares pueden estar moduladas por el tipo de grasa ingerida. Este fenómeno de

adaptación de las mismas al perfil de ácidos grasos de la dieta ha sido demostrado por

numerosos autores, a través de estudios en humanos y con distintas especies animales. No

obstante, la mayoría de datos disponibles son de membranas eritrocitarias, plaquetarias y de

enterocito, así como endomembranas de orgánulos hepáticos, siendo prácticamente inexistentes

los estudios realizados en membranas de células pancreáticas.

El empleo de dietas con diferente composición en ácidos grasos sobre el contenido de

fosfolípidos de mitocondria y microsomas de hígado, corazón y cerebro de rata, muestra que

cada uno de los órganos posee su propia composición peculiar en ácidos grasos, resultando el

cerebro el más resistente, pero esta composición puede ser profundamente influenciada por la

dieta, aunque en distinto grado para los diferentes orgánulos. Los cambios observados en esta

especie son bastante rápidos, comenzando generalmente tras un máximo de tres semanas de

tratamiento. Ahora bien, no existe un paralelismo estricto entre la composición de ácidos grasos
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de las dietas y los cambios observados en los orgánulos, y probablemente esté influenciado

(como parece ocurrir también en respuesta a la cantidad de grasa alimentaria) por la

competencia metabólica entre los ácidos oleico, linoleico y linolénico. Otros ácidos grasos

inusuales, tales como erúcido, trans-oleico y trans-linoleico pueden asimismo incorporarse

dentro de las membranas celulares de estos orgánulos (Tahin, et al., 1981).

La membrana de eritrocito, ampliamente estudiada, parece ser la que mejor y más

claramente muestra la capacidad adaptativa al tipo de grasa de la dieta. Así, se ha observado que

la suplementación con AA (20:4 n-6) y DHA (22:6 n-3) determina la concentración de ácidos

grasos poliinsaturados de las series n-6 y n-3, respectivamente, en las membranas eritrocitarias

de ratas recién nacidas, alimentadas con dietas que difieren en su contenido en dichos ácidos

grasos (Suarez, et al., 1996).

Escudero, et al. (1998) observan niveles mayores de MUFA en membranas eritrocitarias

de ratas alimentadas con aceite de oliva, de los ácidos linoleico y araquidónico en el grupo que

ingiere aceite de girasol y de PUFA n-3 en animales alimentados con aceite de pescado. Los

menores niveles de ácido araquidónico se encuentran en animales del grupo pescado,

observándose valores mínimos de PUFA n-3 en el grupo que ingiere girasol. Resultados

similares son obtenidos por Menchaca, et al. (1998).

Los efectos de la sustitución de aceite de coco en un 50-100% por distintos aceites,

cuyos ácidos grasos varían en su longitud de cadena, posición y número de dobles enlaces, se

reflejan en la composición de membranas de eritrocitos de rata, con una concentración menor de

SFA y mayor de MUFA en las membranas del grupo alimentado con aceite de oliva

(Kirchgessner, et al., 1994).

También existen trabajos que ponen de manifiesto la adaptación de las membranas

plasmáticas y endomembranas de músculo esquelético al tipo de grasa ingerida. As, la ingesta

de dietas que contienen un 10% de grasa procedente de aceite de pescado, de girasol o manteca

de cerdo, durante un periodo experimental de 40 días, altera la composición en ácidos grasos de

fosfolípidos, en sarcolema de conejos recién nacidos (Giillis, et al., 1992). Por otro lado, Quiles,

et al. (1999) observan modificaciones en el perfil lipídico de la membrana mitocondrial de
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músculo esquelético de ratas alimentadas con un 8% de aceite de oliva o girasol, sometidas a

ejercicio físico durante un periodo de ocho semanas.

El hígado es un órgano cuyas membranas celulares presentan una gran capacidad

adaptativa a la calidad de grasa de la dieta. La administración de cuatro dietas sintéticas,

diferentes en cuanto al tipo de grasa empleada (aceites de pescado, coco, maíz o mantequilla) y

suplementadas todas con un 10% de aceite de maíz, con objeto de prevenir deficiencias en

ácidos grasos esenciales, provocan diferencias significativas en cuanto a la composición de

ácidos grasos saturados, poliinsaturados y monoinsaturados, así como en la relación

colesterol/fosfolípidos, en membranas de hepatocito de rata, tras un periodo experimental de

cinco semanas. Estos resultados soportan la hipótesis de que los lípidos de la dieta pueden

modificar tanto la composición química como la organización lateral, y con ella, la fluidez de

dichas membranas (Clamp, et al., 1997).

La incorporación de oleico, linoleico o linolénico, procedentes de la dieta, en

fosfolípidos de membrana hepática de pollo resulta muy eficientemente durante la primera

semana de vida de estos animales, aumentando la insaturación de dicha membrana con las

distintas dietas en el orden linolénico>linoleico>oleico (Fuhrmann and Sallmann, 1996).

Los datos disponibles acerca del comportamiento de las membranas cerebrales no son

concluyentes. Unos estudios indican ausencia de adaptación, mientras otros demuestran la

capacidad adaptativa de la membrana de cerebro a la calidad de grasa de la dieta.

La ingesta de una dieta basal, suplementada con un 10% de grasa procedente de aceite

de oliva, girasol o coco, no modifica el contenido de ácidos grasos saturados ni

monoinsaturados en membranas plasmáticas de cerebro de rata, ya que los ácidos grasos

poliinsaturados más abundantes son el araquidónico (20:4 n-6) y el docosahexaenoico (22:6 n-3)

con cualquiera de los aceites. Por tanto, no se muestra efecto alguno de la dieta sobre la

composición lipídica de dichas membranas, después de la administración a corto plazo de estos

lípidos (Girón, et al., 1995). Sin embargo, Clandinin, et al. (1983) muestran, en estudios previos,

que la dieta altera el perfil de fosfolípidos observado en membrana sinaptosomal de cerebro de

rata.
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La ingesta de aceite de soja (rico en PUFA n-6) o de sebo de buey (alto en SFA) afecta

a la composición en ácidos grasos de membrana de neurona y retina, en ratones jóvenes

alimentados durante ocho semanas, aunque no se observan cambios en el índice de insaturación,

ni en la relación n-6/n-3.  Sin embargo, cuando los ratones son alimentados con cualquiera de

las dos dietas a lo largo de toda su vida, se detectan menos diferencias en la composición de

ácidos grasos de fosfolípidos, sugiriendo que el efecto de la dieta es mitigado por la edad (Mc

Gee, et al., 1994).

La membrana del borde en cepillo muestra asimismo adaptación a la calidad de la grasa

de la dieta en distintas especies (Stenson, et al., 1989; Keelan, et al., 1990; Daveloose, et al.,

1993; Muriana, et al., 1993; Houpe, et al., 1997) de modo que, los animales alimentados con

aceite de pescado manifiestan mayor porcentaje de PUFA (n-3), y menores de MUFA y PUFA

(n-6) de la misma que las ratas que ingieren mantequilla en su dieta (Brasitus, et al., 1989).

Los análisis de composición de las membranas plasmáticas de la mucosa intestinal de

ratas, alimentadas con dietas que difieren en la composición de sus ácidos grasos, establecen

una alteración en la composición lipídica estructural de las mismas (Clandinin, et al., 1983). Kit,

et al. (1999) observan en humanos una influencia indirecta de los cambios en la grasa de la dieta

sobre la composición de ácidos grasos de membrana intestinal.

Estudios realizados por Wang, et al. (1996) con ratas neonatas, alimentadas con

distintas fuentes grasas, demuestran que, tanto los triglicéridos de cadena media (TCM) como

los de cadena larga afectan rápidamente a la composición de ácidos grasos de la membrana del

borde en cepillo. No obstante, los cambios en las actividades hidrolasas, asociados con cambios

en la composición lipídica de membranas, son pasajeros, puesto que las modificaciones

observadas a corto plazo (40 horas) en dichas actividades enzimáticas remiten al final del

periodo experimental (33 días).

En cerdos alimentados mediante nutrición parenteral (TCM) durante tres semanas

también se han encontrado diferencias en cuanto a la composición de ácidos grasos de

fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina de las membranas que constituyen las células del borde

en cepillo intestinal, así como de la membrana microsomal del enterocito. Estos cambios se
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manifiestan distintos según el segmento de intestino considerado, dependiendo también del tipo

de membrana: yeyuno e íleon presentan mecanismos de control distintos para modificar sus

lípidos de membrana en respuesta a la nutrición parenteral. Se ha puesto de manifiesto una

modificación postmicrosomal de los lípidos entre ambas membranas (van Aerde, et al., 1997).

No obstante, aún queda por establecer si el contenido lipídico de las membranas de otros

órganos, entre ellos el páncreas, y, en consecuencia su función, son modificados por la

composición de lípidos infundidos vía parenteral.

Adaptación de las membranas a los SFA de la dieta

La ingesta de ácidos grasos saturados modifica tanto la composición como el grado

insaturación en las membranas celulares. Así, se observan cambios rápidos en las relaciones

SFA/UFA y SFA/PUFA, en membranas mitocondriales hepáticas de pollos alimentados con un

20% de aceite de coco durante 14 días. La mayoría de los parámetros mitocondriales medidos

tienden a recuperar los valores control tras 5-14 días de suspender el aporte de las citadas dietas

(Gil-Villarino, et al., 1997).

En ratones alimentados con este mismo tipo de grasa, los fosfolípidos de las membranas

hepáticas se muestran enriquecidos en SFA, pero también en MUFA, posiblemente para

mantener la fluidez de dichas membranas (Burns, et al., 1983). Resultados similares obtienen

Awad and Chattopadhay (1983) en membranas de mucosa de colon, de ratones alimentados con

dietas altas en grasa saturada y oleico, frente al grupo de animales que ingieren aceite de

cártamo (rico en PUFA). La composición en ácidos grasos de fosfatidilcolina muestra

alteraciones similares en membrana de sarcolema perteneciente a músculo cardiaco de rata, con

aumento en el contenido de MUFA y disminución en los niveles de PUFA, como resultado de la

ingesta de coco en la dieta (Awad, A.B. and Chattopadhyay, 1983). Dubois, et al. (1992)

observan una disminución significativa del nivel de ácidos grasos no esterificados en membrana

cardiaca de ratas alimentadas con un 8% de aceite de coco en la dieta.

La adición de cantidades elevadas de aceite de palma a la dieta de corderos en periodo

de crecimiento causa cambios en la deposición de ácidos grasos y en el metabolismo del



                                                                                           Antecedentes Bibliográficos  99      

colesterol, con un incremento en los SFA totales de membranas de tejido adiposo, siendo el

ácido palmítico el responsable de la mayor parte de dicho incremento (Solomon, et al., 1992).

La composición de membranas de glóbulos grasos lácteos, segregados por vacas en

estado de lactancia, los cuales derivan directamente de la membrana plasmática de células

epiteliales de la glándula mamaria, reflejan la composición de los ácidos grasos ingeridos a

través de la dieta. Así, el ácido palmítico de la dieta incrementa su concentración en las citadas

membranas, poniendo de manifiesto una adaptación de las mismas a los ácidos grasos saturados

de la dieta (Palmquist and Schanbacher, 1991).

Adaptación de las membranas a los MUFA de la dieta

La mayoría de estudios existentes acerca de la capacidad adaptativa de las membranas

celulares a los ácidos grasos monoinsaturados de la dieta se han realizado en eritrocito. La

composición en ácidos grasos de las membranas de células sanguíneas y plaquetarias se ha

venido empleando como índice de la composición en ácidos grasos de la dieta.

En sujetos sanos, el aporte de aceite de oliva en la dieta incrementa la concentración de

MUFA y desciende el contenido total de SFA, en fosfolípidos de membrana, tanto de plaquetas

como de eritrocito, respecto de una dieta basal. El ácido palmítico (C16:0) disminuye

significativamente transcurridos 42 días después de la ingesta, en ambos tipos de membranas.

En plaquetas se observa además un incremento del 29% en oleico (C18:1 n-9), viéndose

reducidos marcadamente los niveles de araquidónico (AA) (C20:4 n-6) (Vicario, et al., 1998).

La ingesta de aceite de oliva rico en ácido oleico origina cambios en la composición de

ácidos grasos de la membrana eritrocitaria de mujeres hipertensas, respecto del grupo que

ingiere una dieta basal, de manera que se incrementan los niveles de esteárico (13.6%), oleico

(7.2%), araquidónico (12.9%), docosapentaenoico (88.0%) y docosahexaenoico (21.2%),

descendiendo la proporción de mirístico (82.2%), linoleico (21.8%) y araquídico (35.7%),

PUFA totales (7.2%), PUFA n-3 (22.2%) y relación PUFA/SFA (9.3%). La ingesta de una

variedad de aceite de girasol, rico en ácido oleico, incrementa los valores de ácido eicosaenoico

(33.3%), oleico (8.6%), araquidónico (6.2%) y docosapentaenoico (56.0%) de manera

significativa, respecto de la dieta control, mientras el ácido linoleico disminuye en un 21.8%.
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Los niveles de MUFA totales aumentan en un 7.8%, descendiendo sin embargo los de PUFA

totales (5.8%), PUFA n-6 (6.5%) y la relación PUFA/SFA (6.5%), reflejando la adaptación al

tipo de grasa de la dieta (Ruiz-Gutierrez, et al., 1997). Un patrón adaptativo similar para los

distintos índices es encontrado en membrana de eritrocito de mini-cerdos alimentados durante

12 meses con un 9% de grasa procedente de aceite de oliva (Seiquer, et al., 1996).

En membranas de glóbulos rojos sanguíneos, de sujetos alimentados con productos de

origen animal (derivados lácteos de cabra), se observan niveles superiores de ácidos grasos de

cadena corta, al ser comparados con el grupo alimentado con aceite de oliva, aunque el

contenido de colesterol se muestra similar en cualquiera de las membranas estudiadas (Berra, et

al., 1997).

Se ha observado una modificación en la composición de ácidos grasos de membranas

mitocondriales cardiacas, en ratas alimentadas con un 15% de grasa procedente de distintas

fuentes (manteca de cerdo, aceite de maíz, de soja parcialmente hidrogenado o de girasol), todas

ellas ricas en oleico, mostrando la adaptación de las mismas a este ácido graso monoinsaturado

(Royce and Holmes, 1984). Asimismo, en conejos alimentados con dietas altas en ácido oleico,

se observan valores elevados de MUFA en dicho tipo de membranas  (Ochoa, et al., 1999).

Ogawa, et al. (1988) demuestran un efecto adaptativo similar en la composición de

ácidos grasos libres de la membrana mitocondrial de cerebro de rata, tras la ingesta de ácido

oleico, indicando en este caso la adaptación de la membrana cerebral al tipo de grasa de la dieta.

En esta especie, las membranas pulmonares disminuyen la relación

fosfatidilcolina/lisofosfatidilcolina, cuando se aporta este ácido graso en la dieta (Casals, et al.,

1990). Neelands and Clandinin (1983) indican también aumentos de MUFA en las membranas

microsomales hepáticas, en estudios realizados asimismo en ratas.

Adaptación de las membranas a los PUFA de la dieta

Los aceites de maíz (deficiente en PUFA n-3), hígado de bacalao (deficiente en PUFA

n-6), palma parcialmente hidrogenado (deficiente en PUFA totales) o mezcla de aceite de colza
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y de cacahuete (grupo control, sin deficiencias en PUFA) ocasionan distintos efectos sobre la

composición de ácidos grasos de membrana cerebral de ratas alimentadas con un 5% de grasa

en sus dietas. La deficiencia en PUFA totales manifiesta valores inferiores de colesterol y

fosfolípidos, mientras el grupo deficiente en PUFA n-6 muestra niveles superiores de estos

lípidos, al compararlos con el grupo control. Fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina son

mutuamente sustituidas en animales alimentados con dietas deficientes en PUFA n-3 y PUFA n-

6, constituyendo ambos tipos de fosfolípidos alrededor de un 77% de los fosfolípidos totales de

membrana. Así, la composición en ácidos grasos de fosfolípidos de membrana de cerebro se

muestra significativamente modificada por las dietas estudiadas. A la luz de éstos y otros

resultados, anteriormente expuestos, a pesar de que el cerebro se caracteriza como un órgano

altamente protegido, su composición en ácidos grasos puede ser extensamente modulada por los

PUFA de la dieta (Angulo-Guerrero and Oliart, 1998).

A nivel intestinal también se ha observado cómo la grasa poliinsaturada de la dieta

altera la composición lipídica de la membrana en ratas, de manera que la ingesta de una relación

elevada de PUFA/SFA incrementa el contenido en PUFA de fosfolípidos de células de mucosa.

Dicho incremento se acompaña de un descenso en el contenido de MUFA de dichas células,

mientras el contenido de SFA no se ve afectado por la dieta (Turini, et al., 1991). Clandinin, et

al. (1983) observan asimismo en rata que la ingesta de altos niveles de PUFA/SFA durante 7

días modifica la composición de ácidos grasos de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,

esfinomielina y monoglucosilceramida en este tipo de membranas.

Adaptación de las membranas a los PUFA n-3 de la dieta

Los aceites de pescado son ricos en PUFA n-3 y en ácidos eicosapentaenoico (20:5 n-3)

y docosahexaenoico (22:6 n-3). Su consumo conlleva la sustitución de ácido araquidónico por

eicosapentaenoico en las membranas celulares. Este cambio a nivel celular altera positivamente

el balance de eicosaenoides derivados del ácido araquidónico (n-6), como prostaglandina E2,

que son proinflamatorios y regulan la función de las células del sistema inmune (Calder, 1998).

Así pues, la ingesta de dietas a base de pescado, aceite de pescado y aceite rico en DHA

incrementa los niveles de PUFA (n-3) y disminuye los de PUFA (n-6) en las membranas
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plasmáticas de plaquetas y eritrocitos humanos, observándose una correlación positiva entre el

total de PUFA n-3, DHA y EPA ingeridos y el incremento en el contenido de estos ácidos

grasos en las fracciones lipídicas totales analizadas; el DHA es preferentemente incorporado en

fosfolípidos (FL) y triglicéridos (TG), mientras EPA lo hace preferentemente en FL y ésteres de

colesterol (EC) (Vidgren, et al., 1997).

El empleo de aceite de lino como fuente vegetal de PUFA n-3 (α-linolénico) revela una

influencia pronunciada del mismo sobre los lípidos de membrana eritrocitaria de pacientes con

cardiopatía isquémica, hiperlipemia y presión sanguínea elevada, observándose un incremento

en los niveles de linolénico, EPA y DHA, frente a una reducción en el nivel de ácido linoleico

(Rozanova, et al., 1997). Sin embargo, Lund, et al. (1999) indican que los PUFA n-3

procedentes de aceite de pescado influyen en la composición de membranas de eritrocito

humano (a niveles relativamente bajos de suplementación), debido a un mecanismo que no

implica necesariamente un incremento en el nivel de EPA o de DHA en estas membranas.

En membranas de adipocito de rata, la ingesta de un 22% grasa a base de aceite de

pescado (PUFA n-3) provoca un aumento significativo de glicerofosfolípidos, de la relación

fosfatidilcolina/esfingomielina y en la proporción de especies moleculares con ácidos grasos

poliinsaturados, sin ocasionar modificaciones en el contenido de fosfolípidos o de colesterol

total (Parrish, et al., 1997).

Adaptación de las membranas a los PUFA n-6 de la dieta

Diversos estudios ponen de manifiesto que la proporción de ácido linoleico (PUFA n-6)

presente en las membranas se correlaciona con la cantidad de ácido linoleico, así como con la

relación PUFA/SFA presentes en la dieta (Charnock, et al., 1984; Gibson, et al., 1984; Glatz, et

al., 1989).

La ingesta de un 20% de grasa como aceite de girasol (PUFA n-6) provoca un aumento

significativo del contenido en PUFA de fosfolípidos y del contenido en ácidos grasos de cadena

larga de esfingolípidos, en la membrana plasmática de adipocitos de ratas, respecto de una dieta
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a base de manteca de cerdo como fuente grasa, lo que indica una adaptación de estas

membranas celulares a los PUFA n-6 de la dieta (Zsigmond, et al., 1990).

El suplemento de 5 g de aceite de soja/100 g de dieta incrementa la concentración de

ácido linoleico (n-6) y de 18:1 trans en membranas plasmáticas de adipocitos de oveja.

Paralelamente, descienden las concentraciones de los ácidos mirístico (14:0), araquidónico (20:4

n-6) y heptadecanoico (17:0) (Jenkis, et al., 1994).

En la oca, la sobreingesta de maíz (rico en PUFA n-6), provoca un hígado graso, con un

aumento en la relación colesterol/fosfolípidos de membrana. Los cambios en la composición de

ácidos grasos de dichas membranas reflejan un aumento superior al doble en el porcentaje de

ácido oleico y en el contenido en los ácidos laúrico, palmítico y palmitoleico (aunque menor).

De forma paralela, se observa un descenso en la proporción de ácido esteárico, así como un

aumento en la relación SFA/PUFA, que se relaciona con un descenso significativo en el

contenido de PUFA. También se observa un defecto en la incorporación de ácido linoleico y

PUFA derivados, a pesar de la alta proporción de estos ácidos grasos esenciales en la dieta.

Solamente el porcentaje en ácido eicosatrienoico (20:3 n-9) muestra un aumento por la

esteatosis hepática. La sobrealimentación con maíz parece inducir, por tanto, una competencia

entre los ácidos grasos sintetizados de novo y los incorporados a través de la dieta, en estas

membranas, lo que origina una acumulación de MUFA endógenos y de sus derivados en las

mismas. Se demuestra con ello una prevalancia de la lipogénesis hepática sobre la ingesta

lipídica para modular la composición de ácidos grasos en estas membranas (Cazeils, et al.,

1999).

Adaptación de las membranas a los ácidos grasos trans

La hidrogenación industrial de aceites con ácidos grasos poliinsaturados es un proceso

empleado para la producción de margarinas y otras grasas comestibles, que conlleva la

formación de isómeros trans de esos ácidos grasos, los cuales, una vez ingeridos a través de la

dieta, son incorporados en determinadas membranas celulares, ocasionando cambios en la

composición lipídica de las mismas. Dicha incorporación es cuantitativa y depende del grado de

hidrogenación de dichos aceites, de modo que se ha podido observar una relación directa entre
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aumentos de MUFA y descensos de PUFA tisulares y el grado de hidrogenación de la grasa de

la dieta. Así, los tejidos de animales alimentados con aceite de pescado parcialmente

hidrogenado muestran cantidades significativas de ácidos grasos trans (Morgado, et al., 1999)

Resultados previos, obtenidos por Schrock and Connor (1975), en conejos alimentados

con ácidos grasos monoinsaturados en posición cis o trans (oleico o elaídico), indican una

incorporación de los mismos en fosfolípidos de tejido adiposo. Esto sugiere que los ácidos

grasos trans de la dieta, contenidos en margarinas, shortenings y aceites hidrogenados, son

fácilmente incorporados en el interior de los lípidos del organismo, incluyendo las estructuras

membranosas.

Sin embargo, la ingesta de ácido elaídico (C18:1n-9  trans) incrementa la incorporación

del mismo en membranas de músculo cardíaco de rata, elevando el contenido en colesterol, pero

sin afectar el perfil de ácidos grasos contenidos en las mismas (Awad and Chattopadhhyay,

1983).

Un estudio realizado en cerdos, para observar los efectos de grasas parcialmente

hidrogenadas, sometidas o no a tratamiento químico (calor), sobre el perfil de ácidos grasos de

membrana de mucosa ileal y de tejido subcutáneo, sugiere: 1) un menor efecto de los ácidos

grasos trans sobre la regulación de la grasa intraluminal, al ser comparada con ácidos grasos

poliinsaturados cis y saturados y 2) mayor incorporación de ácidos grasos trans en membranas,

tras la ingesta de grasas tratadas químicamente, con repercusiones en el desarrollo de lesiones

epiteliales en íleon, por ingestión de las mismas (Buhner, et al., 1995).

4.4.-MODIFICACIONES DE LA FUNCIONALIDAD DE LAS MEMBRANAS

CELULARES POR CAMBIOS EN SU COMPOSICIÓN LIPÍDICA

Los lípidos no sólo se presentan como determinantes de la estructura de membrana, sino

también como potentes moduladores de las funciones celulares asociadas a la misma, actuando

como ligandos de receptores de superficie celular, segundos mensajeros, etc. Algunas de estas

funciones implican a los lípidos complejos, como es el caso de los gangliósidos, que provocan la
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alteración de receptores. Otras ocasionan división de lípidos de membrana hasta sus productos,

tales como (a) ácidos grasos insaturados, que son convertidos a prostaciclinas, prostaglandinas,

tromboxanos y otros componentes; (b) diacilglicéridos, que activan la proteín-kinasa-C (PKC);

(c) inositoles-fosfato, que estimulan la liberación de calcio desde los almacenes intracelulares o

(d) lisoalkilfosfatidilcolina, que es convertida a factor activador de plaquetas. Constantemente

están apareciendo nuevos papeles para los lípidos de membrana, como la inhibición de PKC por

esfingomiosina o la liberación de proteínas ligadas a fosfatidilinositol en respuesta a hormonas.

Según Thomson (1982), los cambios en la composición de los lípidos de la dieta ejercen un

efecto complejo sobre la función de la membrana (concretamente la memrana intestinal) y

pueden afectar a transportes tanto activos como pasivos a través de la misma. Estas

modificaciones a través de la dieta pueden tener importantes implicaciones para la función

celular normal y para la enfermedad (Merrill 1989).

4.4.1.-EFECTO DE LA CANTIDAD DE GRASA DE LA DIETA

Algunos de los cambios funcionales que ocurren en las membranas, como consecuencia

de los efectos de la grasa de la dieta sobre la composición lipídica de las mismas, se traducen,

entre otras, en modificaciones de actividades enzimáticas específicas, ligadas a membrana e

implicadas en procesos relacionados con el metabolismo celular.

La ingesta de dietas ricas en grasa disminuye la absorción de colesterol in vivo y la

captación del mismo in vitro, a través de la membrana del borde en cepillo (MBC) (Reynier, et

al., 1988). Takase (1994) indica que la ingesta de dietas altas en grasa (70%) puede provocar

cambios, a nivel de membrana, en la estructura de las microvellosidades de células epiteliales

del intestino delgado de rata, seguidos de alteraciones en el área de la superficie

digestiva/absortiva de dichas células.

En ratas alimentadas con dietas libres de grasa, Ammouche, et al. (1994) demuestran un

aumento en la actividad específica de la nucleósido trifosfatasa (NTPasa), enzima de la

membrana nuclear implicada en la función del núcleo.
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La ingesta de una dieta alta en grasa durante 28 días provoca niveles elevados de la

proteína de unión a acil-CoA (una enzima de membrana presente en distintos tejidos y

directamente implicada en el metabolismo lipídico) en hígado, corazón y riñón. Se ha observado

que une fragmentos de acil-CoA, y estimula la síntesis de ácidos grasos de cadena media por la

ácido-graso-sintasa. El ayuno desciende dichos niveles tan sólo a nivel hepático (Bhuiyan, et al.,

1995).

Medidas de la actividad UDP-glucuronosiltransferasa, una enzima ligada a la membrana

de microsomas hepáticos, muestran una reducción de hasta el 30% de la misma en ratas

alimentadas con una dieta libre de grasa (Dannenberg and Zakim, 1992).

Podolin, et al. (1998) sugieren que, los cambios ocasionados en la composición de

ácidos grasos y en la fluidez de la membrana, en ratas que ingieren dietas ricas en sacarosa o en

almidón y bajas en grasa, durante 1 o 5 semanas, pueden contribuir al empeoramiento del

metabolismo hepático de la glucosa (y al consiguiente desarrollo de resistencia a insulina). Cabe

recordar que una dieta alta en grasa y azúcar refinado, similar a la típica dieta americana, causa

resistencia a insulina, cuando es comparada con una dieta baja en grasa y con carbohidratos

complejos (Barnard and Youngren, 1992). Kahn and Pedersen (1993) observan el desarrollo de

obesidad inducida por la dieta en ratas, cuando ingieren cantidades elevadas de grasa; este

hecho se asocia a la supresión pretraduccional de la expresión de GLUT4, principal

transportador de glucosa regulable por insulina, en membrana de músculo esquelético.

Kummerow (1983) describe que el flujo de calcio y otros nutrientes al interior de las

células parece ser una de las propiedades más afectadas por los cambios en la composición

lipídica de las membranas y puede ser importante en el desarrollo de la aterosclerosis. En

segmentos de aorta de ratas alimentadas con dietas altas en grasa durante ocho semanas se

observa un descenso en la densidad de movimiento de calcio, así como una inactivación de

canales dependientes de voltaje, mientras aumenta el contenido de ácido araquidónico en

fosfolípidos, lo que indica que se producen modificaciones a nivel de membrana vascular como

consecuencia de su adaptación a un incremento en el contenido de grasa en la dieta (Wilde, et

al., 2000)
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No hemos encontrado estudios acerca del efecto que la cantidad de grasa procedente de

la dieta puede ejercer sobre la funcionalidad de las membranas celulares pancreáticas. En este

sentido, Shinkai, et al. (1997) han puesto de manifiesto que distintos fosfolípidos (esfingosina o

ceramida) inhiben la secreción de amilasa estimulada por carbacol, en acinos pancreáticos de

rata, de manera dosis-dependiente, al actúar como segundos mensajeros, movilizando al Ca2+

intracelular, lo que sugiere que estas membranas se adaptan a cambios lipídicos con

modificaciones en la secreción pancreática exocrina. Por otra parte, existe un estudio que

relaciona el triptófano con la función secretora exocrina, en acinos pancreáticos de ratas. Este

aminoácido inhibe la secreción de amilasa estimulada por CCK-8 y dicho efecto es debido, en

parte, al aumento de la entrada de Ca2+ al interior de la célula, lo que sugiere la existencia de

mecanismos moduladores de canales de Ca2+  a nivel de membrana, siendo este nutriente el

responsable de los mismos (Okutani, et al., 1996). Según esto, podemos pensar que los lípidos

de la dieta, puedan ejercer un efecto similar sobre las membranas acinares, que explicaría los

cambios en la secreción pancreática provocados como consecuencia de la ingesta de los

mismos.

4.4.2.-EFECTO DEL COLESTEROL DE LA DIETA

Se ha progresado bastante en el conocimiento del papel que juega el colesterol a nivel

de membrana celular. Como se ha mencionado, su contenido en las mismas está inversamente

relacionado con el grado de fluidez. La adicción de colesterol a la dieta administrada a ratas

durante 20 días oblitera la asimetría natural de la membrana hepática, con descensos en la

fluidez y modificaciones paralelas en la actividad esfingomiosina-sintasa, negativamente

correlacionada con el contenido en colesterol (Nikolova-Karakashiau, et al., 1992).

Gillies and Robinson (1988) observan lesiones visibles en aortas de conejos que

ingieren colesterol en la dieta; después de un periodo de diez semanas, los animales muestran un

desarrollo extensivo de las lesiones. Con estos resultados se apoya la hipótesis de que la fluidez

de la membrana, negativamente correlacionada con su contenido en colesterol, se ve disminuida

en la aterosclerosis.



108   Mª Alba Martínez Burgos

Determinaciones realizadas en membranas celulares de aorta de conejos con

hiperlipemia hereditaria, a través de un anticuerpo monoclonal recientemente descrito

(ASH1a/256C), demuestran un contenido de hasta dos veces menor de fosfolípidos y 50 veces

mayor de colesterol en las mismas, respecto de las observadas en membranas de animales sanos

(Mori, et al., 1999).

El colesterol regula las bombas iónicas, las cuales en algunos casos muestran una

dependencia absoluta del mismo para su actividad, crucial en funciones esenciales para la

supervivencia celular (Yeagle, 1989). Recientemente, Ademoglu, et al. (2000) han observado

una disminución significativa de las actividades ATPasa Na+ /K+ y ATPasa Ca2+ de membranas

de eritrocito, hepatocito y córtex renal de rata, tras la ingesta de una dieta rica en colesterol. Esto

nos lleva a pensar que también exista la posibilidad de regulación de determinadas enzimas

ligadas a la membrana acinar por el colesterol de la dieta.

Estudios en conejos con aterosclerosis experimental muestran un incremento en la

relación colesterol/fosfolípidos y una disminución en la actividad de ATPasa Na+/K+, en

membrana de eritrocito, asociados ambos con un incremento significativo del nivel de colesterol

plasmático, en animales con manchas lipídicas sencillas en la aorta. En homogenados de aorta,

la actividad ATPasa se correlaciona con la de la membrana eritrocitaria. Los datos pueden

apoyar la hipótesis acerca de la implicación de alteraciones en las células del músculo liso y en

la actividad enzimática de membrana en la aterosclerosis (Torkhovskaia, et al., 1980).

Asimismo, se ha encontrado que un aumento del contenido en colesterol de membranas de

eritrocito, parece disminuir el grado de difusión de oxígeno transmembrana en conejos

hipercolesterolémicos (Menchaca, et al., 1998).

La adicción de colesterol (1%) a dietas que contienen un 10% de aceite de oliva o de

prímula, ingeridas durante 6 semanas, aumenta la actividad delta-9-desaturasa, descendiendo las

de 6 y 5 delta desaturasas, lo que implica una acción reguladora del colesterol sobre dichas

enzimas ligadas a membrana intestinal de rata (Muriana, et al., 1992).
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Tras el aporte de cantidades incrementadas de colesterol a la dieta de conejos

hipersensibles a la hipercolesterolemia se produce una disminución del número de receptores

apoE de membrana hepatocitaria en un 20% respecto a animales hiposensibles, con un

incremento paralelo en las concentraciones de colesterol en dicha membrana (Meijer, et al.,

1992).

También han sido observadas modificaciones funcionales en membranas de vesícula

biliar, tras la administración de una dieta alta en colesterol. La contracción vesicular en

respuesta a CCK-8 disminuye en un 52% en perros de manera paralela a un incremento del 90%

en el contenido en colesterol y en la relación molar C/FL de membrana plasmática. Se

encuentran cambios similares tras la incubación de células de vesículas normales con liposomas

ricos en colesterol durante 2 horas. Estas modificaciones inducidas tanto in vivo como in vitro

revierten tras la incubación de células de la vesícula con liposomas libres de colesterol durante 2

a 6 horas, de lo que se deduce que las membranas de la vesícula biliar pueden incorporar un

exceso de colesterol cuando son expuestas a un ambiente rico en colesterol, empeorando la

contracción vesicular, pero que estos cambios parecen ser reversibles (Yu, et al., 1996).

Un estudio llevado a cabo en cultivos celulares de músculo liso de aorta de conejo

muestra gran sensibilidad de estas membranas al enriquecimiento en colesterol, con el

consiguiente aumento en los niveles de Ca2+ citosólico en estas células, asociado a un descenso

en la fluidez de membrana, lo que implica  mayor movimiento transmembrana de Ca2+

(Gleason, et al., 1991). Según estos datos, pensamos que a nivel pancreático puede existir un

mecanismo en el que también esté implicado el colesterol, en relación con la regulación de la

secreción exocrina.

En ratas, tras la adicción de colesterol en la dieta, se observan resultados similares en

este mismo tipo de células anteriormente citadas, con descensos en la fluidez a temperaturas

comprendidas entre 15-40ºC, acompañados de incrementos del 30 y 90% en la [Ca2+]i

(intracelular) basal y máxima, respectivamente. Se muestra así, que el colesterol puede estar

implicado en el desarrollo de enfermedades vasculares, vía modulación del incremento en la

[Ca2+]i. Sin embargo, la estimulación del intercambio Na+/K+ no se ve afectada en estas células

por el enriquecimiento en colesterol (Sachinidis, et al., 1997).
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La funcionalidad celular del sistema reproductor también parece verse influenciada por

el colesterol presente en las membranas. Así, se ha observado un descenso en la cinética de

reacción del acrosoma de esperma, en conejos con hipercolesterolemia experimental, al parecer,

a consecuencia de un incremento en el nivel de colesterol de las membranas celulares del citado

sistema, o bien por una diferencia en los dominios del mismo, que pueden ocasionar cambios en

la rigidez de membrana, modificando la capacidad de fusión y, consecuentemente, la

funcionalidad de dichas membranas (Diaz-Fontdevila, et al., 1992).

Como hemos descrito en el apartado referente a la cantidad de grasa, es prácticamente

inexistente la información disponible acerca de la influencia que la ingesta de colesterol puede

ejercer a nivel de membrana pancreática. Lo que sí parece claro es que el colesterol presente en

la membrana incide en multitud de señales de transducción (Incardona and Enton, 2000), por lo

que, a pesar de la escasez de estudios al respecto, cabe esperar una modulación también en las

membranas acinares pancreáticas, en las cuales se desencadenan diversas señales de este tipo,

responsables de la secreción pancreática exocrina. Estudios recientes han propuesto que los

microdominios de colesterol-glucoesfingolípidos presentes a nivel de la membrana celular están

implicados en el transporte transmembrana de proteínas ancladas a éstos y en señales de

transducción vía tirosina-kinasas (Kasahara and Sanai, 1999). Schmidt, et al. (2001) han

examinado recientemente el papel de estos microdominios en la salida de enzimas digestivos

desde los gránulos de zimógeno, así como en la formación granular, encontrando que aquéllos

son necesarios para llevar a cabo estos eventos, pues actúan como plataformas de estas proteínas

secretoras, que son liberadas a través de la cara apical celular.

4.4.3.-EFECTO DEL TIPO DE GRASA DE LA DIETA

Los cambios que se producen en la naturaleza de los ácidos grasos de membrana

inducen asimismo modificaciones en diversos aspectos funcionales de la misma. Tal es el caso

de las actividades de enzimas responsables de la síntesis de constituyentes de membrana, de

funciones activadas por hormonas o de la expresión de actividad en el núcleo celular, esto es, a

nivel genético (Clandinin, et al., 1991).
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Empleando modelos animales, se puede demostrar la influencia de un control por parte

de los ácidos grasos de cadena larga de la dieta sobre los principales constituyentes lipídicos de

distintas membranas: membrana mitocondrial de tejido cardiaco, membrana plasmática de

hígado y membrana sinaptosomal de cerebro.

Las alteraciones inducidas por la dieta sobre la composición de membranas son

asociadas con cambios demostrables en la función de proteínas específicas. En este sentido,

Clandinin, et al. (1985) sugireren que la grasa de la dieta modula las funciones enzimáticas in

vivo en membrana hepática de rata, a través de cambios en el ambiente lipídico que rodea a la

misma.

La composición en ácidos grasos de las membranas de músculo esquelético viene

también determinada, entre otros factores, por la dieta. Diversos estudios han mostrado que la

composición en ácidos grasos de los fosfolípidos de estas membranas está estrechamente

relacionada con la sensibilidad a la insulina. Concretamente, un incremento en la saturación de

los ácidos grasos de la membrana y una reducción de la actividad delta-5-desaturasa se han

venido asociando con una resistencia a dicha hormona pancreática. No obstante, los estudios de

intervención controlada de la dieta, realizados en humanos parecen mostrarse negativos

(Vessby, 2000).

La ingesta de distintos aceites insaturados (oliva, girasol, prímula, lino o salmón)

provoca en ratas mayor una fragilidad osmótica en la membrana de eritrocito, con un menor

grado de resistencia a la hemólisis, respecto de una dieta control (rica en SFA procedentes de

aceite de coco) (Kirchgessner, et al., 1994).

Peng and Rhodes (1999) indican que el tipo de lípidos ingeridos en la dieta parece

modular en membranas de cerebro de rata el metabolismo de fosfolípidos y la expresión

diferencial de isoenzimas de la fosfolipasa D (FLD), conocida ésta como una de las principales

enzimas presentes en muchos de los nuevos fenómenos de señales.
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Gillis, et al. (1992) muestran efectos distintos según el tipo de grasa (manteca de cerdo,

aceite de pescado, etc) sobre la conducción y excitabilidad en músculo cardiaco de conejos,

aspectos funcionales asociados a membrana.

Influencia de los SFA de la dieta

Una baja ingesta de ácidos grasos saturados (SFA), en el contexto de una dieta alta en

grasa, puede comprometer la biosíntesis de fosfolípidos en las membranas celulares. Además, la

posición de estos ácidos grasos en la molécula de triglicéridos puede ocasionar una serie de

consecuencias metabólicas en mamíferos jóvenes (Beare-Rogers, 1995).

Es conocido que los SFA de la dieta, especialmente, laúrico, mirístico y palmítico,

(caracterizados por su efecto hipercolesterolémico), influyen en la composición de ácidos grasos

de membrana celular, afectando a la función del receptor de LDL, como ha sido mostrado en

células ováricas de hamsters chinos, dotados de receptores de LDL humanos (Hannah, et al.,

1995).

La unión de LDL es independiente de la fluidez, pero las correlaciones puestas de

manifiesto entre la internalización de la partícula en la célula y dicha propiedad sugieren un

papel de la fluidez (que a su vez, como se ha citado, es función de la composición en ácidos

grasos) como factor que modula el desplazamiento del complejo receptor/LDL a través de la

membrana plasmática de células ováricas, en el hamster (Berlin, et al.,1996).

Baur, et al. (1998) muestran interrelaciones entre el tipo de grasa ingerida, la

composición en ácidos grasos de las membranas de células musculares y la glucorregulación en

niños jóvenes, de modo que la saturación de los ácidos grasos de dichos fosfolípidos puede

jugar un papel en el consiguiente desarrollo de enfermedades asociadas con resistencia a

insulina.

Según un estudio realizado por Dudley, et al. (1994) las actividades de las enzimas

disacaridasas y fosfatasa alcalina se muestran mayores en cerdos alimentados con una dieta

elevada en grasa saturada respecto de otra alta en ácidos grasos insaturados. Puesto que la
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composición en ácidos grasos de las membranas refleja generalmente la composición de la

dieta, los análisis de correlación indican que la composición en ácidos grasos de fosfolípidos, y

en colesterol, de las membranas está asociada con las diferencias observadas en la actividad

hidrolasa, en la membrana del borde en cepillo de mucosa yeyunal, en esta especie .

Se ha observado que la ingesta de una dieta con bajos niveles de ácidos grasos saturados

(alta relación PUFA/SFA) y baja en proteína, es capaz de contrarrestar las anormalidades

lipídicas en pacientes con insuficiencia renal crónica. La normalización de este patrón se asocia

con una mejora significativa de la composición lipídica y presumiblemente, de la actividad

“funcional” de las membranas celulares con un adecuado control de la supuesta “toxicidad de la

lipoproteína renal” (Loschiavo, et al., 1990).

El cultivo de islotes pancreáticos de rata en presencia de palmitato sódico suprime la

liberación de insulina sensible a glucosa, paralela al descenso en el contenido de ATP,

incremento en la respiración y disminución del potencial de membrana mitocondrial de los

islotes. Por tanto, la exposición a ácidos grasos saturados de cadena larga induce

desacoplamiento de la fosforilación oxidativa de células β y esto puede contribuir a una menor

liberación de insulina sensible a glucosa (Carlsson, et al., 1999). Esto parece indicar que se

producen cambios a nivel de endomembranas celulares del páncreas endocrino tras el

enriquecimiento en SFA. No hemos encontrado, por el contrario, estudios al respecto, que

muestren la influencia de estos ácidos grasos sobre el páncreas exocrino.

Influencia de los MUFA de la dieta

Los valores elevados de ácidos grasos monoinsaturados y de colesterol, observados en

membranas de microsomas hepáticos son similares en ratas recién nacidas y tras 5 semanas de

ingesta de aceite de oliva en la dieta, lo que sugiere un mantenimiento adecuado de la

funcionalidad en aquellas membranas ricas en ácidos grasos monoinsaturados (Periago, et al.,

1988).

Una dieta alta en grasa origina descensos en la actividad adenilato-ciclasa hepática,

enzima ligada a la membrana y estimulada por glucagón, que incrementa las concentraciones de
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AMPc intracelular. Los niveles de oleico y de MUFA totales presentes en fosfatidilcolina y

fosfatidiletanolamina, están directamente asociados con la actividad de la citada enzima,

mientras el nivel de PUFA n-6 lo hace de manera inversa y, puesto que dicha composición

lipídica de la membrana refleja el contenido de ácidos grasos en la dieta, se sugiere que la grasa

de la dieta, y en concreto el ácido oleico, influyen en la actividad enzimática mencionada,

mediante modulación de los componentes lipídicos de la membrana (Neelands and Clandinin,

1983). Estos datos sugieren la idea de una acción similar de la citada enzima a nivel de la célula

acinar pancreática, por efecto de la dieta, puesto en este tipo de células también se llevan a cabo

las mismas funciones sobre la liberación de AMPc intracelular y la consiguiente liberación de

enzimas digestivas.

La sustitución de ácidos grasos poliinsaturados por monoinsaturados reduce la

resistencia a la insulina, habiéndose demostrado una correlación significativamente positiva

entre la relación oleico/linoleico de membrana de adipocito y el transporte de glucosa

transmembrana, mediado por insulina, en pacientes con diabetes tipo 2. Asimismo, los MUFA

restauran la vasodilatación dependiente de endotelio, sugiriendo una explicación para los

beneficios antiaterogénicos de la dieta mediterránea (Ryan, et al., 2000).

Diversos estudios en humanos han revelado que la función plaquetaria puede verse

afectada por modificaciones en la dieta (Renaud, et al., 1986; Burri, 1991; Turini, 1994). Como

se sabe, las plaquetas juegan un papel clave en la aterogénesis, a través de su interacción con la

pared vasal, y la consiguiente formación de trombos (Ross, 1986). En sujetos sanos, la ingesta

de aceite de oliva incrementa la concentración de MUFA y desciende la de SFA, en fosfolípidos

de membranas de plaquetas y de eritrocitos. Sin embargo, la importancia fisiológica de estos

cambios no ha sido aún establecida (Vicario, et al., 1998). No obstante, estudios en membranas

de plaquetas bovinas sugieren que la inhibición de la agregación plaquetaria por ácidos

monoinsaturados cis es debida a la perturbación de la capa lipídica de las mismas (Kitagawa, et

al., 1985).

El nivel de ácido araquidónico incorporado en fosfolípidos de plaquetas ha sido

consistentemente asociado con la función plaquetaria (Renaud, et al., 1986; Known, et al., 1991)
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y en este sentido, algunos autores (Barradas, et al., 1990; Wenxun , et al., 1990) soportan la

hipótesis de que el ácido oleico (C18:1 n-9) de la dieta empeora la incorporación de

araquidónico, reduciendo posteriormente la síntesis de tromboxanos proagregantes derivados.

Este mecanismo puede ser similar al propuesto para los aceites de pescado.

El ácido oleico puede proteger frente a la disminución de la actividad ATP-

difosfohidrolasa vascular (ATPDasa) (enzima presente en células endoteliales de aorta y en

células del músculo liso, y que puede jugar un papel regulador clave en la homeostasis y

reactividad de plaquetas, por convertir ATP y ADP extracelulares a AMP). Esta protección

puede llevarse a cabo por un mecanismo que incluye alteraciones de la composición lipídica de

membranas de células endoteliales, que influyen en las respuestas a reacciones de estrés

oxidativo (Robson, et al., 1997).

El incremento en el grado de producción la línea celular HL-60 de pacientes con

leucemia se correlaciona inversamente con los niveles de ácido oleico en fosfolípidos de

membrana (Colome, et al., 1999).

De otra parte, los niveles más bajos de PUFA encontrados en membranas de eritrocito

de mini-cerdos alimentados con dietas elevadas en aceite de oliva, respecto de los que ingieren

aceite de girasol o de pescado, indican también una ventaja desde el punto de vista funcional, al

estar dichos membranas menos accesibles a la peroxidación lipídica (Seiquer, et al., 1996).

Asimismo, la membrana mitocondrial cardiaca de conejos con altos niveles de MUFA genera

niveles bajos de peroxidación lipídica (Ochoa, et al., 1999). En humanos, las membranas de

células endoteliales muestran mayor resistencia a la peroxidación cuando sus fosfolípidos están

enriquecidos en ácido oleico, resultando más susceptibles con alto contenido en linoleico y, en

contra de lo esperado, no así para EPA y DHA (Vossen, et al., 1995).

En la rata, la funcionalidad de la membrana mitocondrial en células de cerebro parece

verse afectada por el ácido oleico de la dieta, al intervenir éste en fenómenos de fosforilación

oxidativa (Ogawa, et al., 1988). El aporte de ácido oleico puede asociarse también a un

metabolismo alterado de la lisofosfatidilcolina en la membrana pulmonar, al incrementar la

actividad fosfolipasa A y disminuir la acilCoA: lisofosfatidilcolina-aciltransferasa, ligadas
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ambas a la misma, aunque esto es discutido (Casals, et al., 1990). Sin embargo, en células

cardíacas, la mitocondria preserva sus propiedades respiratorias, tras el aporte de dicho ácido

graso monoinsaturado, a pesar de que sus membranas se adapten estructuralmente al perfil de

ácidos grasos de la dieta (Royce and Holmes, 1984).

Las células gliales, presentes en la retina, poseen aminopeptidasas, que se localizan en

las membranas plasmáticas; éstas son generalmente Zn-metaloenzimas, que hidrolizan enlaces

peptídicos cerca del extremo N-terminal de péptidos y polipéptidos. La importancia de estas

enzimas se basa en su mayor papel en el metabolismo proteico y en la regulación de hormonas

circulantes y de péptidos biológicamente activos. En la rata, el ácido oleico inhibe las

actividades enzimáticas de Ala-, Cys-, Leu-, y Tyr-aminopeptidasas, sin modificar otras como

Arg- y pGlu-aminopeptidasas. Esta modulación puede estar relacionada con la comunicación

intercelular y con procesos de transporte molecular, en los cuales la función del astrocito esté

implicada. Además, el ácido oleico puede modular la acción de péptidos opioides y de

hormonas esteroides en células astrogliales (Martínez Martos, et al., 1999).

No hemos encontrado trabajos que estudien la influencia de MUFA, y en concreto del

ácido oleico procedente del aceite de oliva, sobre la funcionalidad de membranas acinares,

determinada por la composición lipídica de las mismas.

Influencia de los PUFA de la dieta

El papel de los PUFA de la dieta como reguladores de la función celular puede

relacionarse con la modulación de la fluidez de membrana, puesto que esta propiedad, como se

sabe, es el mayor determinante de muchas funciones asociadas a la misma, tales como la unión

de receptores, la liberación y recaptación de neurotransmisores, el transporte iónico, la

fosforilación de proteínas y la actividad de enzimas ligadas a la membrana (Engelhard, et al.,

1976; Kaur, M., et al., 1996).

Los efectos de los ácidos grasos de las series n-6 y n-3 en la funcionalidad de la

membrana son diferentes, en el contexto de niveles óptimos de éstos en la dieta (Kinsella, et al.,

1990). Las diferencias potenciales en los efectos de los distintos ácidos grasos resultan de
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variaciones en la longitud de cadena y en el número y posiciones de dobles enlaces (Berlin, et

al., 1998).

Muriana, et al. (1992) muestran una actividad mayor de las enzimas delta 5 y 6

desaturasas, en microsomas hepáticos de rata, tras la ingesta de aceite de aceite de pescado

(PUFA) que con la de aceite de oliva (MUFA). En la gamba, los PUFA de cadena larga (EPA),

encontrados en membrana del borde en cepillo de células de hepatopáncreas, parecen estar

relacionados con la citada actividad (Muriana, et al., 1993). Sin embargo, en cerdos alimentados

con dietas deficientes en PUFA, la delta 5 desaturasa se muestra mayor que en animales del

grupo control (Daveloose, et al., 1993). Stenson, et al. (1989) observan en rata incrementos en la

actividad fosfatasa alcalina de membrana de enterocito, tras la ingesta de aceite de pescado.

Las membranas eritrocitarias de mini-cerdos que presentan alto porcentaje en PUFA son

más accesibles a la peroxidación lipídica y el grado de peroxidación está directamente

relacionado con cambios en la funcionalidad de las mismas (Seiquer, et al., 1996). Estas

membranas muestran adaptación a la composición lipídica de la dieta, aunque pueden verse

afectadas por mecanismos homeostáticos de las mismas, lo cual puede afectar de manera

importante a distintos procesos funcionales (Seiquer, 1991).

La ingesta de una dieta alta en PUFA/SFA incrementa la unión de insulina a la

membrana nuclear de hepatocito, en ratones con obesidad genética. El consumo de este tipo de

dieta disminuye los niveles de ARNm para las enzimas ácido graso-sintasa, acetil-coA

carboxilasa, enzima málica y piruvato-kinasa, en animales tanto obesos como normales. La

expresión de ARNm para estos enzimas lipogénicos se manifiesta superior en ratones obesos y

sugiere que éstos pueden ser más resistentes a un control feed back de la expresión génica tras la

ingesta de PUFA (Clandinin, et al., 1996).

En ratas, se observa una velocidad mayor en el transporte de D-glucosa transmembrana,

dependiente de Na+, tras la ingesta de aceite de pescado, respecto del grupo alimentado con

mantequilla (Brasitus, et al., 1989). Keelan, et al. (1990) indican, por el contrario, una reducción

de la captación de D-glucosa tras la ingesta de altos niveles de PUFA y un incremento con el
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aporte de SFA. En monos, dicho transporte de glucosa se ve inhibido por los ácidos grasos no

esterificados de la dieta (Ibrahim and Balasubramanian, 1993).

Los efectos de la administración de ácidos grasos esenciales (AGE), procedentes de

distintos aceites de la dieta, se traducen en una alteración de la actividad superóxido-dismutasa-

Mn+ (SOD-Mn) en membranas de células constituyentes del músculo cardiaco de ratas, lo que

indica que estas membranas se ven afectadas por la composición de ácidos grasos esenciales de

la dieta, con los consiguientes efectos sobre la funcionalidad de las mismas (Phylactos, et al.,

1994).

Influencia de los PUFA n-3

El consumo de aceite de pescado, rico en PUFA (n-3), disminuye la proliferación de

linfocitos, la citotoxicidad mediada por células T y por macrófagos, la actividad de células

natural killer, la quimiotaxis de monocitos y neutrófilos, una mayor histocompatibilidad de la

expresión y presentación de antígenos de clase II, la producción de citocinas y la adhesión de

moléculas de expresión. En animales de laboratorio, la ingesta de este tipo de ácidos grasos

reduce las respuestas inflamatorias agudas y crónicas, mejora  la resistencia a endotoxina, y, en

modelos de autoinmunidad, prolonga la supervivencia de órganos transplantados; también

reduce la respuesta inmune mediada por células, por lo que la suplementación con este tipo de

aceite puede ser clínicamente empleada en condiciones inflamatorias crónicas y agudas y a

continuación de un transplante. Los citados efectos de los PUFA (n-3) pueden ser ejercidos por

modulación de señales de transducción y/o expresión génica en células inflamatorias e inmunes

(Calder, 1998), en los cuales está implicado el ambiente lipídico de la membrana plasmática.

Por otra parte, las membranas ricas en PUFA n-3 ven afectados los procesos de

captación y metabolismo intracelular de ácidos grasos, así como su fluidez, en hepatocitos de

ratas alimentadas durante diez días con suplementos de PUFA n-3 (EPA, DHA o ambos

purificados), respecto de las que ingieren aceite de maíz (PUFA n-6) (Hagve, et al., 1998).

Se han observado también modificaciones mitocondriales, causadas por aumento en los

niveles de DHA mediante manipulación de la dieta, con el consiguiente descenso en el índice de
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control respiratorio. Estos fenómenos han sido atribuidos a incrementos en el movimiento

transmembrana de H+ inducidos por el DHA, paralelos a un aumento en la fluidez de membrana,

así como a cambios en su estructura. No obstante, los efectos deletéreos del envejecimiento

sobre la función bioenergética mitocondrial no parecen revertir con la incorporación de PUFA

n-3 de cadena larga (Stiwell, et al., 1997).

Watkins, et al. (1998) sugieren que el DHA incrementa la producción de oxidantes en

células de adenocarcinoma de colon humano, respecto a cualquiera de los demás ácidos grasos

empleados (oleico, linoleico, araquidónico o EPA) por acumulación de los mismos en

cardiolipinas de membrana, donde su presencia altera la eficacia del transporte de electrones.

El balance entre ácidos grasos poliinsaturados n-3 y n-6 de la dieta influye en la

composición de ácidos grasos de membranas de cerebro, en la actividad fosfatidiletanolamina-

metiltransferasa y en el grado de biosíntesis de fosfatidilcolina, de ratas en periodo de

crecimiento. Estos mecanismos de control biosintético representan una respuesta fisiológica

normal del cerebro, que puede proporcionar un mecanismo para el tratamiento terapéutico de

desórdenes implicados en la degeneración de la estructura lipídica de estas membranas

cerebrales (Clandinin, et al., 1992).

Liu, et al. (1994) sugieren que los ácidos grasos n-3 (y en general los poliinsaturados),

aumentan la unión de insulina a las vesículas de sarcolema, del músculo esquelético de la rata

por modificación de la composición de ácidos grasos de fosfolípidos que rodean el receptor de

insulina en la membrana, elevando el número de receptores, éste puede ser el mecanismo por el

cual los ácidos grasos de la dieta modifican la acción de dicha hormona.

No hemos encontrado estudios que indiquen los efectos de estos ácidos grasos, cuando

son ingeridos a través de la dieta, sobre la funcionalidad de las membranas pancreáticas.

Influencia de los PUFA n-6

Es conocido que ciertos ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-6, como linoleico y

araquidónico, pueden estimular las actividades ATPasa-Na+/K+ y ATPasa- Ca2+, ligadas a la
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membrana, las cuales inducen procesos de absorción en el enterocito duodenal.  HaaG, et al.

(1999) demuestran que los ácidos grasos linoleico y γ-linolénico inhiben en un 30-50% la

actividad de otra enzima, la ATPasa- Mg2+, implicada en la absorción de Mg2+ y Ca2+, así como

en el control de la distribución de fosfolípidos en la membrana, en la membrana basolateral del

enterocito, pudiendo modular diversos procesos de transporte celular.

En ratas alimentadas con dietas ricas en ácido linoleico oxidado durante 4 semanas se

observa un aumento significativo en la fluidez de los microsomas hepáticos, respecto a la

encontrada en las membranas microsomales del grupo control; este hecho parece ser debido a

las profundas diferencias observadas en la composición lipídica de los mismos, junto a un

descenso en la relación molar C/FL y un mayor contenido en ácido araquidónico en FL de las

membranas de las ratas alimentadas con la dieta experimental. Las diferencias en la fluidez se

acompañan por un incremento en la actividad de las enzimas microsomales, aldehido-

deshidrogenasa y NADPH-cit-C-reductasa, estas alteraciones son probablemente asociadas con

un turnover de colesterol mayor, determinado por la mayor excreción del mismo, que se observa

en el grupo experimental (Hochgraf, et al., 1997).

Medidas del metabolismo de HDL, realizads en hamsters alimentados con grasas de

diferentes grados de saturación, ponen de manifiesto el mecanismo, a nivel de membrana, por el

cual la insaturación de la grasa disminuye los niveles de HDL-c, con el consiguiente efecto

colesterolémico. La capacidad de las membranas hepáticas para unir HDL humana es

significativamente superior en hamsters alimentados con aceite de maíz (PUFA n-6), comparado

con el grupo que ingiere aceite de palma (SFA), encontrándose valores intermedios para el

grupo oliva (MUFA). Por tanto, el aceite de maíz ingerido en la dieta, en comparación al de

oliva o de palma, puede disminuir la concentración de HDL por incremento de la unión de HDL

a las membranas celulares de células hepáticas (Terpstra, et al, 2000). En ratas, el aporte de

aceite de girasol incrementa significativamente la capacidad máxima de unión de HDL a la

membrana de adipocito, posiblemente a consecuencia de una alteración en la composición de

fosfolípidos de membrana (Zsigmoud, et al. (1990).
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El envejecimiento viene asociándose con cambios en la composición de las membranas

de las células nerviosas, que incluyen un descenso de su contenido en PUFA, incluido ácido

araquidónico (AA), y un incremento en los niveles de colesterol en la misma. Un debilitamiento

en las interacciones ligando-receptor, tras un cambio en la composición lipídica de la

membrana, puede ser la causa de determinados cambios funcionales relacionados con la misma.

Así, un incremento en la concentración de PUFA de estas membranas se traduce en una

reversión de los cambios experimentados con la edad en el contenido en AA, en la expresión de

interleukina-1 (IL-1), así como en el descenso en la liberación de glutamato (McGahon, et al.,

1998).

Se ha encontrado que las dietas deficientes en ácido linoleico, o que al menos presentan

relaciones inusuales de linoleico/α-linolénico, inducen cambios en la composición de PUFA de

las membranas neuronales y gliales, que se han venido asociando a alteraciones en la función de

cerebro y retina respectivamente. Estos efectos funcionales son presumiblemente el resultado de

las consecuencias bioquímicas de la modificación en el contenido en PUFA, entre otras,

modificaciones en la fluidez de membrana, en las actividades asociadas a membrana, en las

proteínas funcionales (transportadores, receptores, enzimas) y en la producción de importantes

moléculas señal de derivados de los ácidos linoleico oxigenado y α-linolénico. A pesar de que

diversos estudios demuestran que la función del sistema nervioso central cambia cuando la

ingesta de PUFA es alterada, y que, en líneas generales, el contenido de PUFA en membrana

influye en las funciones de ésta, son escasos los trabajos enfocados específicamente sobre retina

y cerebro para revelar las bases bioquímicas de estos efectos (Fernstrom, 1999).

Otro estudio interesante es el realizado en las membranas plasmáticas de neuronas,

obtenidas postmortem, de pacientes esquizofrénicos. Éste pone de manifiesto reducciones de

PUFA y SFA totales, así como cantidades significativamente menores de fosfatidilcolina y

fosfatidiletanolamina. La reducción de PUFA se atribuye a un descenso en los niveles de ácido

araquidónico, y en menor medida, de sus precursores, linoleico y eicosanoides. Estos resultados

sugieren que un déficit de ácido araquidónico en estas membranas puede contribuir a muchos de

los fenómenos biológicos, fisiológicos y clínicos observados en la esquizofrenia (Yao, et al.,

2000).
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El incremento en la prevalencia de enfermedades atópicas ha venido relacionándose

recientemente con el consumo alterado de PUFA. La dieta típica americana contiene cantidades

diez veces mayores de ácido linoleico que de α-linolénico (n-3). Consiguientemente, los

eicosanoides derivados del ácido araquidónico alteran el balance de células T tipo 1 y 2, las

cuales favorecen la producción de Ig E. Los ácidos grasos n-3 de la dieta pueden tener una

marcada influencia sobre las respuestas inmunes específicas y no específicas en la producción

de eicosanoides modificados y sustitución de ácidos grasos n-6 en las membranas celulares. Por

tanto, la manipulación de los PUFA de la dieta puede jugar un papel clave en el mantenimiento

eficaz de la inflamación asociada con enfermedades atópicas, por sus efectos a nivel de

membranas celulares del sistema inmune  (Kankaanpaa, et al., 1999).

La composición en ácidos grasos de fosfolípidos de membranas de linfocitos se ha visto

afectada por la manipulación lipídica en la dieta, en ratas alimentadas con dietas altas (200 g/kg)

o bajas (50 g/kg) en grasa, procedente ésta de aceite de soja (PUFA n-6) o de coco (SFA)

durante un periodo de ocho semanas. Estas diferencias influyen en las funciones del linfocito.

Los efectos inmunosupresores inducidos por los ácidos grasos poliinsaturados pueden ser

debidos a un aumento de ácido linoleico o a un descenso de oleico, que afectan a procesos en

los que intervienen muchos componentes de la membrana plasmática, que están implicados en

la activación de los linfocitos (Moussa, et al., 2000).

El ácido araquidónico disminuye la producción de AMPc a través de una modificación

de proteínas G, a nivel de membrana. Marinero, et al. (2000) indican que dicho ácido graso

inhibe la actividad GTPasa de la familia de proteínas Gi presente en las membranas de las

células de Leydig de rata. De otra parte, mantiene estas proteínas Gi en su estado activo, las

cuales inhiben la adenilato-ciclasa, con el consiguiente descenso en los niveles de AMPc.

También se ha implicado dicho ácido graso en la modulación de varios procesos de

transporte, incluido el de iones cloro a través de las membranas de placenta humana. Riquelme

and Parra (1999) observan una inhibición irreversible de los canales de cloro con

concentraciones micromoleculares bajas de ácido araquidónico; otros UFA como oleico o

linoleico muestran una acción bloqueante similar, dependiendo el grado de inhibición de la
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dosis administrada. Desde un punto de vista funcional, el control de estos canales por el ácido

graso puede ser de gran importancia en las características fisiológicas de la placenta.

Al igual que para la cantidad de grasa, se ha descrito que los PUFA n-6 originan un

aumento en la actividad específica de la nucleósido trifosfatasa (NTPasa), enzima ligada a las

membranas nucleares, que interviene en la función celular (los PUFA n-3 ejercen un efecto

negativo sobre dicha actividad) (Ammouche, et al., 1994).

La ausencia de investigación acerca del efecto de estos ácidos grasos a nivel pancreático

no nos permite aclarar este aspecto. Lo que sí se ha observado es que el ácido araquidónico,

administrado in vitro a acinos pancreáticos, estimula ligeramente la secreción de amilasa

(Pandol, et al., 1991) e incrementa la [Ca2+]i, independientemente del inositol-trifosfato (IP3)

(Stenson and Lobos, 1982; Tsunoda, and Owyang, 1995). No obstante, también han sido

descritos efectos inhibidores de dicha secreción, tras la administración de ácido araqidónico

(Maruyama, 1990).   

Influencia de los ácidos grasos trans de la dieta

El grado de hidrogenación y el contenido en ácidos grasos trans de la grasa de la dieta

afectan también a la cantidad y a la actividad de algunas enzimas asociadas a las membranas, a

través de cambios en la composición de ácidos grasos de las mismas. Por ello, este aspecto no

debe ser ignorado cuando se programan dietas con niveles bajos de ácidos grasos saturados de la

dieta, con objeto de disminuir la LDL en la hipercolesterolemia.

La presencia de niveles elevados de isómeros trans de ácidos monoinsaturados intefiere

en la actividad delta-5-desaturasa de la membrana plasmática de microsomas hepáticos de rata

(Blomstrand, et al., 1985). Otro estudio demuestra que los ácidos grasos trans de la dieta son

diferencialmente incorporados en los lípidos de dichas membranas y que actúan como

inhibidores de las actividades delta 6 y 9 desaturasas. Puesto que la delta 6 desaturasa se

considera una enzima clave en la conversión de ácidos grasos esenciales a araquidónico y

prostaglandinas, los datos indican que la presencia de ácidos grasos trans en la dieta puede

inducir algunos efectos sobre el metabolismo de ácidos grasos esenciales a través de su acción
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sobre las desaturasas (Kurata and Privett, 1980; Mahfouz, 1981; De Schrijver and Privett, 1982;

Holmer, et al., 1982; Thomasen, et al., 1984).

El contenido en citocromo P450, y las actividades de distintas enzimas ligadas a los

microsomas hepáticos de rata dependen del grado de insaturación de la grasa de la dieta, como

ocurre con la aminopirina-N-desmetilasa, por otro lado, la actividad de anilina hidroxilasa se

correlaciona concretamente con el contenido en ácidos grasos trans alimentarios, que a su vez

es reflejado en la composición de ácidos grasos trans de las membranas microsomales. La

actividad UDP-glucuronil-transferasa muestra valores intermedios para los grupos alimentados

con aceite de pescado parcial y totalmente hidrogenado, respecto de los que ingieren aceite de

pescado corriente o de girasol (Morgado, et al., 1998).

Los ácidos grasos trans, combinados con una dieta inadecuada en Mg2+ pueden

incrementar en humanos el riesgo de calcificación de las células endoteliales, al afectar a la

composición lipídica de sus membranas y al flujo de calcio al interior celular (Kummerow, et

al., 1999).

Las alteraciones observadas tras la ingesta de ácido elaídico (C18:1n-9  trans) en la

composición de la membrana de sarcolema, en células cardíacas de rata, sugieren

modificaciones funcionales en dichas membranas (Awad and Chattopadhhyay, 1983).

En lo que respecta al efecto sobre la funcionalidad pancreática ligada a membrana, no

existen estudios que impliquen a este tipo de ácidos grasos.
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5. GRASA DE LA DIETA Y PÁNCREAS EXOCRINO

5.1.-ANATOMÍA PANCREÁTICA

El páncreas es una glándula compuesta, localizada en la región superior de la cavidad

abdominal, tras el estómago, que se extiende de forma oblicua y por encima de duodeno desde

las asas duodenales hasta el bazo, a la altura de las vértebras lumbares I y II (Figura 7).

Figura 7: (A) Localización del páncreas en el hombre. (B) Se puede observar su
relación física con estómago, duodeno, hígado y vesícula biliar, que justifica su
interacción a nivel funcional.

A nivel macroscópico se observa de color rosado y presenta organización lobular. Se

encuentra dividido en cuatro regiones: cabeza, cuello, cuerpo y cola, y está revestido de una

capa muy fina de tejido conectivo laxo, del que confluyen hacia el interior septos que lo dividen

en lóbulos. En el conejo se observa como un órgano difuso, con peso comprendido entre 2 y 5 g

para animales de 2.5 a 3 kg, respectivamente. En otras especies el peso glandular es variable, así

como la consistencia, que se muestra mayor en la rata, el perro o en el hombre.

La irrigación sanguínea del páncreas corre a cargo de las arterias celiaca y mesentérica

superior, las cuales se bifurcan en ramas y éstas a su vez en pequeños vasos sanguíneos que

alcanzan todo el tejido. El drenaje venoso de la glándula tiene lugar a través de las venas

A

B
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esplénica y mesentérica superior que dirigen el flujo al sistema portal, a nivel de la vena porta

(Gorelick and Jamieson, 1987).

El sistema linfático del páncreas drena al linfocentro, que agrupa a los ganglios

esplécnicos y a los ganglios pancreático-duodenales (Sandoval, 1975).

El tejido pancreático se encuentra inervado intrínseca y extrínsecamente:

(a) El sistema nervioso interno lo conforma una serie de ganglios interconectados, que

constituyen plexos, localizados principalmente a nivel del tejido conectivo interlobular (Case

and Argent, 1993), en los cuales desembocan determinadas fibras vagales (preganglionares) y

de los que parten otras (postganglionares). Una serie de neuronas, fundamentalmente

colinérgicas, acompañadas de otras aminérgicas y peptidérgicas, liberan diversos péptidos

relacionados con la secreción exocrina.

(b) La inervación extrínseca la constituyen las divisiones simpática y parasimpática del

sistema nervioso autónomo (SNA), cuya localización principal es a nivel de la cabeza glandular

(Gorelick and Jamielson, 1987). A través del nervio vago llegan fibras parasimpáticas

preganglionares que, atravesando el ganglio celíaco y sin realizar sinapsis, llegan hasta los

ganglios pancreáticos intrínsecos. La inervación simpática corre a cargo de los ganglios

esplácnicos, que se dirigen hasta el ganglio celíaco. Una vez aquí, y tras hacer sinapsis, las

fibras postganglionares se dirigen paralelamente a las arterias mesentérica superior y hepática,

así como a sus ramas, inervando así la red vascular pancreática (Bockman, 1993).

En lo que respecta a su funcionalidad, el páncreas se encuentra diferenciado en una

porción exocrina, que representa la mayor proporción del volumen glandular (84%), y en otra

endocrina, que constituye tan sólo el 2% del tejido. El conjunto de células ductulares y vasos

sanguíneos conforman un 4%, correspondiendo el 10% restante a la matriz extracelular

(Gorelick and Jamielson, 1987). La responsabilidad de la diferenciación funcional de ambas

porciones se atribuye a los distintos tipos de agrupaciones celulares que las constituyen. Así, las

células acinares llevan a cabo la síntesis y secreción de enzimas y las ductulares de jugo
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pancreático (Schulz, 1981; Case and Argent, 1989). La producción de hormonas implicadas en

el metabolismo de carbohidratos, tales como insulina, glucagón, etc, es llevada a cabo por los

distintos tipos de células que componen los islotes de Langherhans, localizados en la porción

endocrina del páncreas y una vez sintetizadas son vertidas al torrente circulatorio (Chey, 1993).

Ambas porciones están íntimamente relacionadas, de modo que los islotes se distribuyen por

todo el tejido pancreático, situándose alrededor las células acinares (Figura 8).

Figura 8: Porciones exocrina (acinos y sistema ductal) y endocrina (islotes
de Langherhans) del páncreas. Se diferencian los conductos pancreáticos:
(a) principal o de Wirsung y (b) accesorio o de Santorini. En el conejo no
existe conducto pancreático accesorio (Hallenbeck, 1967).

5.2.-ORGANIZACIÓN ESTRUCTURAL DEL PÁNCREAS EXOCRINO

Desde el punto de vista estructural, el páncreas exocrino se divide en:

A.- PORCIÓN ACINAR. La subunidad clásica del páncreas exocrino es el acino

pancreático. Se trata de un conjunto de células uniestratificadas, que se disponen alrededor de

un espacio: la luz acinar, y que se rodean de una matriz de tejido conectivo, que continúa y

alberga las células constituyentes del sistema ductal.

Conducto PancreáticoConducto
pancreático
accesorio

Conducto biliar común

Células
acinaresConducto

pancreático

Islote
pancreático

Islote
pancreático
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Conducto
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Glándula
compuesta
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Mediante microscopía óptica, estas células acinares se observan con forma piramidal y

tamaño proporcional a su grado de actividad (Bloom and Fawcet, 1981). Generalmente

presentan un considerable grado de diferenciación, distinguiéndose claramente dos polos: (1)

apical, enfrentado a la luz del acino, donde se localizan el aparato de Golgi así como los

gránulos de zimógeno y las vacuolas intermedias en su proceso de formación (vacuolas de

condensación) y (2) basal  en el que se disponen núcleo, retículo endoplasmático rugoso (RER)

y mitocondrias.

Tradicionalmente se ha venido considerando al páncreas exocrino organizado en

verdaderas unidades acinares constituidas por 20-50 células. Sin embargo, estudios recientes

sugieren un concepto “menos rígido” respecto de la unidad funcional del páncreas (Akao, et al.,

1986), de modo que la comunicación intercelular permite la propagación de señales,

ocasionando una mayor respuesta secretora (Lajas, et al., 1998). Funcionalmente, la célula

acinar se va a encargar, como se ha citado, de la secreción de enzimas pancreáticos.

B.- CÉLULAS CENTROACINARES. Constituyen el comienzo del sistema ductular,

presentándose también, aunque escasamente, en el acino. Su principal característica es la

ausencia de gránulos de zimógeno en citoplasma. Además, destaca el menor número de

cisternas en su retículo endoplasmático (RE), y en general el menor tamaño celular, respecto de

las células acinares (Gorelick and Jamieson, 1987).

Desde el punto de vista funcional, estas células se encargan, junto al sistema de

conductos, de la secreción de la fracción electrolítica, fundamentalmente bicarbonato (Mizuhira,

et al., 1972).

C.- SISTEMA DUCTULAR. Está constituido por una compleja red de conductos

compuestos por células ductulares (Figura 9), las cuales van adquiriendo un progresivo

desarrollo en su calibre, de modo que cada acino es drenado por un conducto pequeño o

intercalar. La unión de una serie de ellos, procedentes de diferentes acinos, drenan en otros

denominados intralobulares. La agrupación de estos acinos y su correspondiente sistema de

drenaje constituyen un lóbulo. De cada lóbulo parten otros conductos, los interlobulares que,



                                                                                           Antecedentes Bibliográficos  129      

como su nombre indica, conectan los diferentes lóbulos. A su vez, de estos últimos parten los

conductos colectores, que finalmente desembocan de manera general en el conducto

pancreático principal, también denominado conducto de Wirsung (colédoco en la rata, Hebel

and Stromberg, 1976). El conducto principal atraviesa el páncreas de cola a cabeza, en

disposición longitudinal, uniéndose, en el límite pancreático o bien ya fuera de él, al conducto

biliar común, para penetrar en duodeno mediante la formación de la ampolla de Vater.

Asimismo, el conducto de Santorini o conducto pancreático accesorio, una ramificación del

principal, situado en el ámbito de la cabeza del páncreas, puede constituir un sistema de drenaje

adicional, cuando la glándula está funcionalmente activa (Figura 8).

Figura 9: Estructura del páncreas: diferenciación de las distintas porciones.

A nivel intracelular, la célula ductular presenta escasas semejanzas con la acinar, como

la presencia de microvellosidades en el polo apical, pero generalmente destacan más sus

diferencias, entre ellas un escaso desarrollo del aparato de Golgi y del RER, así como un gran

número de mitocondrias de gran tamaño, en un citoplasma prácticamente vacío. La membrana

basolateral presenta una serie de interdigitaciones (Kern, 1986).
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5.3.-COMPOSICIÓN DE LA SECRECIÓN PANCREÁTICA EXOCRINA

El jugo pancreático es un fluido acuoso, de viscosidad variable, secretado por el

páncreas exocrino. Sus valores de pH oscilan de unas especies a otras, entre 7-9 y está

constituido por dos fracciones diferentes:

A.- FRACCIÓN ELECTROLÍTICA. Componente en el que se distinguen cationes

como Na+, K+, Ca2+ y Mg2+, entre otros y aniones como CO3H- y Cl-, principalmente, aunque

aparecen otros en cantidades inferiores (fosfatos, sulfatos, azufre, fósforo, zinc) y asociados a

otras moléculas (Ribet, et al., 1985)

Las concentraciones de estos electrolitos suelen ser prácticamente iguales a las

plasmáticas, excepto las de Cl- y las de CO3H- que, en condiciones basales son superiores e

inferiores, respectivamente.

B.- FRACCIÓN ENZIMÁTICA. Constituida por proteínas, mayoritariamente con

actividad enzimática (90%) (Ribet, et al., 1985). La concentración de éstas determina la

densidad del jugo (alrededor de 1 mg/ml), oscilando su volumen durante las 24 horas del día,

según la especie.

Los gránulos de zimógeno de las células acinares son los encargados de sintetizar las

enzimas. La formación de estas proteínas tiene lugar a partir de los polisomas adheridos a la

membrana del retículo endoplásmático rugoso (RER) que, inmediatamente después, son

almacenadas en las cisternas de dicho orgánulo, para, tras diversas modificaciones, desprenderse

en forma de gránulos que son transportados como vesículas hasta el complejo de Golgi. Una vez

allí se unen a su membrana, liberan el contenido enzimático y, tras nuevas modificaciones, se

condensan definitivamente en vacuolas, constituyendo los gránulos de zimógeno (Gorelick and

Jamielson, 1987).

En base al tipo de sustrato sobre el que actúen, las enzimas pancreáticas se clasifican en:
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À Glicolíticas o amilolíticas:

- α-amilasa, encargada de hidrolizar enlaces α (1-4) de moléculas de polisacáridos,

originando maltosa y oligosacáridos pequeños (Roberts and Whelan,  1960).

Á Proteolíticas: Rompen enlaces peptídicos de moléculas proteicas. Se sintetizan como

precursores inactivos (zimógenos), con el fin de evitar la autodigestión del páncreas y para

llevar a cabo su función enzimática han de ser activados, lo que consiguen una vez liberados a la

luz intestinal (Guyton, 1992). La primera en activarse es la tripsina, previa intervención de la

enterokinasa intestinal (Tseng, et al., 1982; Houghton, et al., 1983; Mizoguchi, et al., 1987;

Rickets, et al., 1994) o de la misma tripsina; el resto de precursores se activan en cadena a partir

de la tripsina (Brannon, 1990). En intestino de ratón, existen otros factores activadores, aparte

de la enterokinasa, tal y como indican los análisis electroforéticos de proteasas pancreáticas,

realizados por Isobe and Ogita (1984).

Las enzimas proteolíticas se agrupan en:

a.- Endopeptidasas, que intervienen en sitios específicos de la cadena, presentando un

residuo de serina en su sitio activo (proteasas serínicas). Entre ellas destacan tripsina,

quimiotripsina, elastasa y kalicreína, siendo las dos primeras las que se presentan en mayor

proporción. Ambas poseen formas isómeras diversas, según la especie. La tripsina se encarga de

romper enlaces peptídicos entre aminoácidos básicos y el posterior, mientras la quimiotripsina

lo hace entre un residuo aromático y el siguiente.

b.- Exopeptidasas, las cuales separan aminoácidos amino o carboxilo terminales de la

cadena. Se distinguen las carboxipeptidasas A y B, habiéndose descrito también

aminopeptidasas en jugo pancreático, aunque su origen parece ser lisosomal (Rinderk-Necht,

1993).

Â Lipolíticas: Encargadas de llevar a cabo la digestión de los lípidos, se diferencian en:
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a.- Lipasa: Hidroliza los triglicéridos en las posiciones 1 y 3, originando ácidos grasos y

2-monoglicéridos, como productos finales de la digestión. Van a actuar en la interfase agua-

lípido, por lo que requieren la emulsión del sustrato (formación de micelas). Para este fin han de

intervenir necesariamente las sales biliares, que conceden estabilidad al sustrato, así como un

incremento del área de contacto de la interfase.

Mediante análisis de ADN (Nothern Blot) se ha demostrado que la región codificadora

para la lipasa en conejo consta de 1407 pares de bases, contenidos en un fragmento que codifica

para 469 aminoácidos, incluyendo los 16 que forman el péptido señal. Al comparar con otras

especies, la enzima presenta homología en un 70-80% a nivel de nucleótido, así como en la

secuencia y composición de aminoácidos, con el perro (65%), el cerdo (76%) y la rata (63%).

Dicha homología es mayor en el sitio activo para la serina. Las regiones de homología con otras

especies pueden ayudar a definir los sitios de interacción de la lipasa a su cofactor, la colipasa

(Aleman-Gomez, et al., 1992; Colwell, et al., 1993).

Así pues, la lipasa pancreática requiere para su acción a la colipasa como coenzima. In

vivo, la acción de la lipasa no tiene lugar sin colipasa, debido a la presencia de sales biliares. El

cofactor posibilita el anclaje de lipasa a la interfase agua-lípido. El sistema lipasa-colipasa

constituye un excelente ejemplo de interacción específica (proteína-proteína y proteína-lípido)

(Chapus, et al., 1988).

Existen trabajos de cuantificación de homólogos de ARNm en páncreas de animales

alimentados con dietas altas en grasa que indican una inducción moderada del ARNm de la

colipasa por manipulación nutricional (Wicker and Puigserver, 1990). El mecanismo molecular

de interacción entre ambas hidrolasas no está totalmente descubierto. No obstante, han sido

definidos mecanismos que regulan e influyen en la absorción lipídica. Lipasa y colipasa, cuando

están en solución, forman un complejo molar en relación 1:1. La unión y conformación de

ambas proteínas en el complejo dependen del tipo de lípidos presentes en la dieta. Una región de

8-16 residuos aminoacídicos de colipasa es clave en la interacción de ambas hidrolasas, para

constituir el complejo activo (Rugani, et al., 1992). En términos generales, la acción de la lipasa

está regulada por la acción combinada de la colipasa y del sustrato lipídico (Erlanson-
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Albertsson, 1983). Además, ambas son secretadas en paralelo, tanto in vivo como in vitro,

siendo menor la relación colipasa/lipasa en el jugo que en la glándula, sin saber la razón de esta

diferencia (Erlanson- Albertsson, et al., 1987).

b.- Fosfolipasa A2: Encargada de degradar enlaces ester de fosfolípidos en posición 2,

con la consiguiente formación de ácidos grasos y lisofosfolípidos. Su secreción es en forma de

proenzima (zimógeno).

c.- Carboxil ester hidrolasa: Provoca la hidrólisis de ésteres de colesterol y de retinol,

fundamentalmente, utilizando como cofactores las sales biliares.

Ã Nucleolíticas: Rompen cadenas de nucleótidos a nivel interno (son endonucleasas),

liberando ácidos nucleicos. Se han localizado dos: ribonucleasa y desoxirribonicleasa I (Ribet,

et al., 1985).

5.4.-REGULACIÓN DE LA SECRECIÓN PANCREÁTICA EXOCRINA

El control de la secreción pancreática exocrina está mediado por una serie de

mecanismos nerviosos y hormonales (también denominados primeros mensajeros) coordinados

entre sí, que pueden intervenir como estimuladores o como inhibidores, modulando la secreción

de jugo pancreático. Estos primeros mensajeros interaccionan con receptores de membrana de

las células acinares, tras lo cual se desencadena una serie de procesos conocidos bajo el

concepto de “acoplamiento estímulo-secreción” (Douglas, 1968), provocando finalmente una

respuesta celular.

5.4.1.-REGULACIÓN NERVIOSA

La compleja inervación de la glándula pancreática conlleva una serie de consecuencias

fisiológicas distintas, como son, de una parte, la implicación en procesos inflamatorios y de

carcinógenesis que cursan con dolor y de otra, el control de la secreción pancreática, aspecto

que más nos interesa y que detallamos a continuación.
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Numerosas investigaciones, realizadas acerca de la extensa inervación

enteropancreática, ponen de manifiesto la presencia de neuronas en intestino, que proyectan sus

axones al páncreas y que pueden modificar la actividad pancreática (Kirchgessner and Gershon,

1990). Una serie de técnicas histoquímicas y electrofisiológicas muestran un conjunto de

neuronas pancreáticas que reciben e integran información sináptica de una variedad de nervios

extrínsecos, los cuales proporcionan la inervación predominante en acinos, conductos e islotes

de Langerhans pancreáticos. La estimulación de la citada inervación extrínseca altera por tanto,

de manera marcada, las secreciones exocrina y endocrina del páncreas, pudiendo mediar la

comunicación local entre duodeno y páncreas (Love and Szebeni, 1999 (a,b)).

INERVACIÓN COLINÉRGICA

La estimulación del nervio vago es el principal factor responsable de la regulación

colinérgica del páncreas exocrino, que provoca una secreción rica en enzimas. A diferencia de

otras especies en las que la secreción hidroelectrolítica basal es escasa, en conejo (Seow, et al.,

1991) y hamster (Ali, et al., 1990), la estimulación vagal provoca un volumen considerable de la

misma. En ratas anestesiadas, la respuesta es similar a la producida por estimulación de CCK

(Camello, et al.,1993) o secretina (Widson, et al., 1994). La administración de atropina inhibe la

secreción de bicarbonato (Salido et al., 1982), mientras la liberación de acetilcolina corre

siempre paralela a la activación vagal.

La vagotomía reduce la secreción de proteínas en concentraciones variables, según las

especies. En la rata, el bloqueo de las estructuras colinérgicas a distintos niveles previene el

desarrollo normal de adaptación del páncreas exocrino a la calidad de alimento, en la ontogenia

(Rianskaia, 1990).

Cabe destacar la implicación de distintos tipos de receptores muscarínicos (M1, M2, M3,

M4, M5) localizados en la membrana acinar del páncreas de rata, conejo, perro, cobaya, gato y

humanos (Gardner and Jackson, 1977; Hootman, et al., 1985; Bommeale, et al., 1981; Dehaye,

et al., 1984; Susini, et al., 1986; Peralta, et al., 1987; Barnard, et al., 1988), que indican la
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participación del sistema nervioso parasimpático en el control de la secreción pancreática

exocrina.

INERVACIÓN ADRENÉRGICA

La intervención del sistema nervioso simpático sobre la glándula pancreática, a través

de fibras adrenérgicas (Larsson and Rehfeld, 1979), provoca un efecto inhibidor de la secreción

de fluido y bicarbonato. Algunos agentes catecolaminérgicos (adrenalina, noradrenalina, etc)

ejercen un papel clave en este mecanismo (Messmer, et al., 1993). Esto se ha verificado tras la

estimulación de los nervios esplácnicos, pues se produce una acción inhibidora, mientras que la

sección de los mismos ocasiona efectos contrarios (estimuladores) (Harper, et al., 1978;

Solomon, 1987; Walsh, 1987).

Sin embargo, y de modo excepcional, en conejo se ha mostrado un efecto opuesto de los

factores β y α adrenérgicos, en contra de lo esperado. La acción de los primeros, en concreto del

isoproterenol, provoca una estimulación de la secreción de fluido y bicarbonato de modo dosis-

dependiente, sin alterar la producción de proteínas, ni el flujo sanguíneo (De Dios, et al., 1987).

La fenilefrina, perteneciente al segundo grupo, ejerce el mismo efecto estimulador sobre la

fracción hidroelectrolítica, a la vez que estimula la secreción de proteínas y de amilasa (Calvo,

et al., En prensa).

En términos generales, el efecto inhibidor de los agentes adrenérgicos puede producirse

a diferentes niveles:

a.- Por un control de la liberación de gastrina, a cargo de factores β-adrenérgicos (Stadil

and Rehfeld, 1973).

b.- Directamente, a través de un acoplamiento ligando-receptor, en la membrana de la

célula acinar. Solamente se han localizado receptores adrenérgicos en acinos pancreáticos de

gato (Ribet, et al., 1985).
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c.- Como consecuencia de una disminución en el flujo sanguíneo por vasoconstricción,

la cual va seguida de una vasodilatación. En este sentido se ha puesto de manifiesto la existencia

de receptores adrenérgicos en células del sistema vascular (Barlow, et al., 1974; Mori, et al.,

1979). No obstante, no está claro que esto sea así, pues se han obtenido resultados

contradictorios por un bloqueo de la acción vasoconstrictora con agentes adrenérgicos.

A nivel de páncreas endocrino, el mecanismo a través del receptor α-adrenérgico es el

componente más importante en la estimulación de la secreción de glucagón, a la vez que inhibe

la de insulina, mientras la activación del receptor β estimula la secreción de insulina, inhibiendo

la de glucagón, tal y como se ha demostrado en cordero (Oda, et al., 1988), rata (Hirose, et al.,

1993 (a, b)) o ratón (Gromada, et al., 1997). Sin embargo, Filiponi, et al. (1986) observan en

ratas que, aunque los receptores α están implicados en la inhibición de la liberación de insulina,

inducida por catecolaminas, no se manifiesta un papel esencial en la regulación de la secreción

de glucagón. Resultados similares se han observado en perros, en donde la estimulación de los

receptores α-adrenérgicos incrementa la liberación de somatostatina, insulina y glucagón,

mientras que la estimulación de los β inhibe la liberación de somatostatina y de insulina, sin

provocar un efecto definitivo sobre el glucagón (Boden, et al., 1982).

INERVACIÓN DOPAMINÉRGICA

La dopamina interviene como factor catecolaminérgico, con resultados que manifiestan

efectos dispares interespecies (Solomon, 1987). Así, se han identificado receptores

dopaminérgicos en perro, a través de los cuales se inhibe la secreción estimulada por secretina

(Furuta, et al., 1972), al igual que ocurre en rata (Mori, et al., 1979), gato y conejo (Hashimoto,

et al., 1977), sin observar modificaciones en la secreción enzimática a consecuencia de su

estimulación. En humanos sin embargo, la dopamina ejerce un efecto inhibidor de la secreción

de enzimas pancreáticos estimulada por CCK (Valenzuela, et al., 1979) y no sobre la secreción

basal o estimulada por secretina (Calflish, et al., 1980; Valenzuela, et al., 1979). No obstante, no

se tienen datos acerca de la existencia de células nerviosas con acción dopaminérgica (Vaysse,

et al., 1982).
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INERVACIÓN PEPTIDÉRGICA

Diversos estudios muestran la existencia de fibras peptidérgicas a nivel pancreático,

implicadas en la regulación nerviosa de la secreción, a través de la liberación por parte de las

mismas de una serie de péptidos, tales como encefalina, somastotatina, bombesina, sustancia P y

VIP (polipéptido intestinal vasoactivo), entre otros (Larsson and Rehfeld, 1979):

1) Encefalina. Ejerce una acción inhibidora de la secreción enzimática, por modulación

de los mecanismos colinérgicos (Louie, et al., 1988).

2) Somatostatina. Se caracteriza por su gran potencial inhibidor de la secreción

enzimática in vivo (Singh, et al., 1988), con efectos distintos sobre la secreción

hidroelectrolítica, según las especies. Así pues, en perro (Boden, et al., 1975) provoca una

inhibición competitiva de la secretina, al igual que en humanos (Hanssen, et al., 1977), sin

manifestar efecto alguno en rata ni en gato (Erspamer, et al., 1974). Los resultados obtenidos en

cobaya y en rata verifican que este péptido inhibe parcialmente la acción estimuladora de

secretina y VIP sobre la adenilato ciclasa. Según Jensen, et al. (1989), éste puede ser un efecto

mediado por la activación de una proteína G de membrana.

3) Bombesina. Estimula la secreción pancreática exocrina, fundamentalmente la

fracción enzimática, produciendo un efecto comparable al originado por CCK-8; la estimulación

de la fracción electrolítica es de alrededor de un 10% de la producida por secretina (Shingh and

Webster, 1978). En perro, su acción estimuladora viene mediada por CCK (Solomon, 1987;

Ribet, et al., 1985). La presencia de receptores para bombesina en la membrana de célula acinar

ha sido demostrada en cobaya (May, et al., 1978), interviniendo éstos en mecanismos de

liberación intracelular de Ca2+ y GMPc, por activación de la FLC, con la consiguiente

estimulación de la secreción de enzimas pancreáticas.

4) Sustancia P.  Ejerce distintos efectos sobre la secreción pancreática, según la

especie, de modo que, tanto en cobayas como en ratas procedentes de una línea tumoral

(AR42J) ocasiona la activación de la FLC de membrana (May, et al., 1978; Sjödin, et al., 1980).

Por el contrario, en el perro, la infusión endovenosa del péptido inhibe la secreción pancreática
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inducida por secretina, ceruleína, pH ácido o por la presencia de alimento en duodeno

(Konturek, et al., 1976).

5) Péptido Intestinal Vasoactivo (Vip). A pesar de considerarse inicialmente como un

péptido gastrointestinal, aislado a partir de duodeno porcino (Said and Mutt, 1970) se ha

mostrado, dada su ubicuidad, la presencia adiccional del mismo en el sistema nervioso central y

en el periférico (Laburthe, 1985), donde actúa como neurotransmisor o neuromodulador.

Particularmente, distintas partes del cerebro, así como el tracto gastrointestinal son ricas en este

neuropéptido. También se localiza en páncreas, tractos respiratorio y genitourinario, retina,

corazón, vasos sanguíneos y linfáticos, entre otros.

Mediante técnicas inmunohistoquímicas, se ha localizado en nervios del páncreas de

todas las especies estudiadas, y en particular en la pared del conducto pancreático principal, lo

que proporciona la base morfológica para aceptar la acción del VIP sobre la secreción

pancreática como fisiológica (Sundler, et al., 1978). Estudios en pollos sugieren que las fibras

nerviosas colinérgicas que contienen VIP inervan las células B pancreáticas, mientras la

inervación colinérgica que no contiene VIP lo hace sobre las células D (Hiramatsu and Oshima,

1997).

Asimismo, interviene como péptido endocrino, como observan Fujimiya and Inui

(2000) o como inmunopéptido, implicado en enfermedades autoinmunes e inflamatorias

(Gomariz, et al., 2001).

La vida media de VIP es muy corta (del orden de un minuto en el hombre) y sus niveles

plasmáticos son bajos y relativamente constantes (Said, 1984). No obstante, diversos factores

aparecen implicados en el incremento de los niveles circulantes de VIP, entre los que cabe

destacar la administración intraduodenal de grasa y de HCl, así como la distensión mecánica del

esófago o de la mucosa intestinal. La infusión intravenosa de acetilcolina o de inhibidores de la

acetilcolinesterasa da lugar igualmente a la liberación del péptido. La estimulación eléctrica de

fibras preganglionares colinérgicas en distintos órganos, entre ellos el páncreas, también parece
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ejercer una acción excitadora sobre las neuronas vipérgicas, mientras el empleo de bloqueantes

ganglionares inhibe la liberación de VIP (Fahrenkrug and Ottesen, 1982).

Entre las diversas acciones biológicas ejercidas por el VIP sobre los distintos órganos y

tejidos del organismo, destaca su efecto sobre la relajación de la musculatura lisa (al ejercer una

acción vasodilatadora), así como la estimulación de las secreciones hidroelectrolíticas del tubo

digestivo (intestino y estómago), páncreas y vesícula biliar. A nivel pancreático, interviene

directamente sobre la liberación de insulina, glucagón y somatostatina (Laburthe, 1985; Said,

1984).

Como otros neurotransmisores y hormonas, el VIP actúa por unión a receptores de

membrana acoplados a la AC, a través de una proteína G estimuladora (Gs), dependiente de

guanidil nucleótidos (Rosselin, 1986; Christophe, et al., 1986). A pesar de ser ésta la vía

fundalmental de transducción del péptido, existen datos acerca de la vía de la FLC, aunque esto

ocurre a altas concentraciones del mismo. Su unión a receptores específicos de membrana

incrementa la secreción enzimática del páncreas exocrino, a través del aumento en los niveles de

AMPc intracelular (Williams, et al., 1989; Jensen, 1994; Lajas, et al., 1995; Camello, et al.,

1997).

5.4.2.-REGULACIÓN HORMORAL

Las hormonas gastrointestinales no están concentradas en glándulas específicas, sino

que son secretadas por células irregularmente repartidas por la mucosa gastrointestinal y/o en

los plexos nerviosos mientéricos y submucosos (Muñoz Barragán, 1992). La presencia de un pH

ácido en duodeno provoca la liberación de determinadas hormonas gastrointestinales,

fundamentalmente CCK y secretina (Chey, et al., 1993).

SECRETINA

La secretina es la hormonal intestinal con mayor potencial estimulador de la secreción

de fluido y bicarbonato en todas las especies estudiadas. Es admitido que fundamentalmente

ejerce su acción sobre la célula ductular, como se ha demostrado en conejo (Schulz, et al.,



140   Mª Alba Martínez Burgos

1969), aunque en menor grado también lo hace sobre la célular acinar pancreática, tal y como se

observa a partir de estudios in vivo en rata (Blomfield and Settree, 1983) o en cobaya, con el

consiguiente incremento en los niveles de AMPc (Jensen and Gardner, 1981; Gardner, et al.,

1983). Ambos tipos celulares presentan receptores de membrana distintos (Case, 1978;

Bissonnette, et al., 1984). El citado incremento en AMPc, así como el de FLC, y su efecto sobre

la secreción de enzimas, no es observado en perro, gato ni conejo (Case and Argent, 1986). En

el hombre se acepta una estimulación  de la secreción enzimática, probablemente por acción

directa sobre la célula acinar (Gullo, et al., 1984).

Existen dos formas moleculares de secretina, de 27 y 30 aminoácidos, sintetizadas por

las células S del intestino delgado, principalmente a nivel de duodeno y yeyuno. Asimismo, está

presente en células del sistema nervioso (O´Donohue, et al., 1981).  Ha sido determinada en

diversas especies animales y en humanos, descubriéndose inicialmente en cerdo (Jorpes, et al.,

1962). Su vida media en plasma oscila entre dos y cuatro minutos (Hacki, 1980).

Determinados péptidos que presentan una estructura homóloga se incluyen dentro de la

familia de la secretina, entre los que cabe citar el VIP, péptido histidina-isolucina, GIP,

glucagón y enteroglucagón (Chey and Chang, 1989).

El valor de pH duodenal es un factor clave implicado en la liberación de la secretina, de

modo que ha sido determinado un valor umbral del mismo, tanto para la carga ácida, como para

la porción de intestino delgado acidificado, que determina en mayor o menor medida la

secreción de bicarbonato y la liberación del péptido paralelamente (Meyer, et al., 1970). En

perro, este valor corresponde a 4.5, responsable también de la descarga de agua y bicarbonato

(Chey, et al., 1981).

Por otra parte, la respuesta postprandial conlleva liberación de secretina en perro

(Huertas, et al., 1991), aunque con niveles plasmáticos relativamente pequeños, como se

demuestra también en rata (Sewell and Young, 1975). En herbívoros, tal y como se ha citado, la

respuesta basal es relativamente elevada y menor frente a secretagogos (Case, et al., 1978). No

obstante, existen estudios en conejos anestesiados que demuestran un marcado incremento del
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flujo pancreático en respuesta a secretina, mostrando sensibilidad a esta hormona (Murillo and

López, 1971).

Los ácidos grasos procedentes de la digestión de los triglicéridos de la dieta parecen ser

los únicos nutrientes capaces de estimular la secreción de secretina. Ni la infusión intraduodenal

de los mismos, ni otros componentes alimentarios, como almidón o glucosa, producen

incremento alguno en la secreción de jugo pancreático, ni de bicarbonato (Chey and Chang,

1989).

A pesar de su carácter esencial a la hora de estimular la secreción de fluido y

bicarbonato, este péptido no parece ser el único factor responsable de la respuesta secretora al

alimento en su totalidad, sino que otros secretagogos actúan como potenciadores de la misma de

manera conjunta, entre los que se encuentran CCK y acetilcolina.

La administración conjunta de secretina y CCK ejerce efectos distintos según la especie,

de modo que, en ratas aumenta la secreción al ser comparada con la que producen ambas

hormonas por separado (Singh, et al., 1992; Camello, et al., 1994). En esta especie, la respuesta

secretora tras la interacción hormonal es observada a nivel de movilización de Ca2+ y de Mg2+

intracelulares (Shing, et al., 1992). Resultados similares obtiene Moriyoshi (1989) con dosis

fisiológicas de secretina, las cuales potencian el efecto estimulador de CCK-8 sobre la secreción

pancreática en estos animales. En el cobaya, la simultaneidad en la administración de ambas

hormonas conlleva también una potenciación de sus efectos, que son mediados vía colinérgica a

nivel de tejido, pero no a nivel de célula secretora dispersa (Alcon, et al., 1996).

La administración intravenosa de secretina y CCK estimula distintas fracciones del jugo

pancreático, en perros canulados gástrica y duodenalmente. Ahora bien, la secreción de

secretina se ve abolida en una de las fracciones mediante tratamiento con tripsina y no por

calentamiento, mientras la de fluido y bicarbonato lo hace tras inyección de suero anti-secretina

de conejo, lo que sugiere la presencia de un péptido liberador de secretina en el jugo pancreático

canino, sensible a la tripsina y resistente al calor, que puede jugar un papel importante en la

liberación de secretina y en la regulación de la secreción pancreática exocrina (Li, et al., 2000).
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También se ha puesto de manifiesto un sinergismo entre la estimulación vagal y la de

secretina para la producción de bicarbonato, interviniendo las fibras vagales directamente sobre

la glándula pancreática (Chey and Chang, 1989).

Inicialmente se pensó que la secreción de proteínas enzimáticas, paralela a la de

bicarbonato en respuesta a la liberación de secretina, era debida a un arrastre de aquéllas que se

encontraban a su paso por los conductos. Sin embargo, estudios posteriores (Calpena, et al.,

1987) muestran una estimulación, aunque débil, de la secreción enzimática por secretina,

cuando las dosis empleadas de dicha hormona son superiores a las requeridas para la

estimulación de la fracción hidroelectrolítica. En ratas se observa incremento en el peso de la

glándula, así como en los niveles de ARNm de las enzimas, tras la administración de secretina,

cuando las dosis son mayores a los valores fisiológicos (Solomon, et al., 1978). Chey, et al.

(1979) observan en perros una disminución en la secreción postprandial de ambas fracciones,

por la infusión intravenosa de suero anti-secretina.

Aparte de la acidificación y de la presencia de alimento en la luz duodenal, la bilis es

otro factor que produce una estimulación dosis-dependiente de los niveles séricos de secretina

(Riepl, 1993). Las sales biliares ejercen una acción semejante, ya sea por sí solas o en una

solución similar a la que constituye la bilis humana. Sin embargo, los efectos son nulos cuando

son administradas en una dieta líquida, ya sea ingerida o infundida a nivel gástrico.

De otra parte, la secretina está involucrada en la regulación de la secreción de jugo

pancreático por retroalimentación negativa en perros, en la que están implicadas las proteasas

(Shiratori, et al., 1989; Imamura, et al., 1993).

COLECISTOQUININA (CCK)

A pesar de haber sido descrita, allá por los años veinte, una sustancia en la mucosa

duodenal, responsable de las contracciones en la vesícula biliar, y con posterioridad otra capaz

de estimular la secreción de enzimas pancreáticos, no fue hasta 1973, cuando Jorpes and Mutt

comprobaron que se trataba de la misma hormona, abriendo el camino hacia el conocimiento de
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la colecistoquinina-pancreozimina (CCK-PZ). Poco tiempo después, Polak, et al. (1975) y

Buffa, et al. (1976) identificaron, mediante técnicas inmunocitoquímicas, la localización de las

células secretoras de dicha hormona, situadas en las mucosas duodenal y yeyunal. Este

procedimiento, junto con otros realizados mediante RIA (radioinmunoensayo), consiguieron

determinar las células responsables de su secreción, células I, previamente descritas por Go, et

al. (1978).

La hormona fue aislada como un polipéptido de 33 aminoácidos, aunque son diversos

los tipos moleculares descritos en su forma natural, caracterizados por presentar distinta

longitud de cadena (4, 5, 8, 12, 22, 33, 39 y 58 aminoácidos), siendo todos fragmentos

procedentes de la CCK-58 (Marx, et al., 1987; Rehfeld, 1989). Para su actividad biológica

requiere, como mínimo, la presencia de un tetrapéptido amidado (Trp-Met-Asp-Phe-NH2 ) en su

extremo carboxilo-terminal. Su efecto biológico a niveles fisiológicos requiere un heptapéptido,

también amidado en C-terminal, con la Tyr de la posición 7 sulfatada (Tyr(SO4)-Met-Gly-Trp-

Met-Asp-Phe-NH2). El pentapéptido amidado en C-terminal es análogo al de secretina.

Respecto de su actividad, se ha venido pensando que la CCK-8 era la más potente de

todas las formas moleculares, describiéndose posteriormente similitud con las formas 58 y 33,

en lo que respecta a su acción a nivel acinar (Walsh, 1987).

Experimentos de gastrectomía, vagotomía truncal y colectomía subtotal estimulan el

crecimiento glandular y alteran la composición de enzimas pancreáticos. El patrón de

comportamiento de CCK en estas condiciones indica que éste parece ser el principal candidato

hormonal para promover la respuesta pancreática adaptativa observada (Buchler, et al., 1988).

A nivel pancreático esta hormona es un potente estimulador de la secreción de la

fracción enzimática del páncreas exocrino (Grossman, 1977), así como de la síntesis proteica

(Dagorn, et al., 1984) aunque también ejerce un efecto potenciador sobre la secreción de

bicarbonato (Solomon, 1994). Así, se considera el principal mediador de la fase intestinal de la

secreción pancreática exocrina (Stubbs and Stabile, 1985). Dicho efecto se ve apoyado tras

administrar bloqueantes de receptores de CCK, pues provocan una inhibición en el volumen de
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jugo y en la producción de bicarbonato estimulados previamente con secretina y CCK exógenas

(Cantor et al., 1991).

En perros, se ha observado que el incremento de CCK en plasma va acompañado de

aumentos significativos en la secreción pancreática de enzimas, volumen de jugo y de

bicarbonato y producción de proteína, sin que los niveles plasmáticos de secretina se vean

afectados, atribuyendo por ello a la CCK un papel estimulador sobre la secreción de bicarbonato

(Moriyasu, et al., 1994).

El papel de la CCK como mediador del mecanismo adaptativo queda también reflejado

en ratas, observándose alteraciones en la secreción de amilasa estimulada por CCK, tras la

ingesta de dietas altas o bajas en grasa (Takaori, K., et al., 1995).

Estudios realizados en gránulos de zimógeno pancreáticos de conejo muestran cómo la

CCK induce una liberación selectiva de los más grandes, que contienen mayor porcentaje de

tripsinógeno, con el consiguiente mecanismo “no-paralelo” de secreción enzimática (de Dios, et

al., 1999).

En las células β de islotes pancreáticos de rata se ha localizado inmunorreactividad

ligada a CCK, junto con insulina. Técnicas de amplificación de ADN por PCR muestran, tanto

en islotes como en duodeno, que se trata de un fragmento de 350 nucleótidos (Shimizu, et al.,

1998). La hibridación in situ muestra ARNm de CCK en islotes de ratas adultas, pero no durante

el desarrollo prematuro. A pesar de no detectarse células CCK(+) en islotes pancreáticos fetales

y neonatales, la CCK se expresa en ellos durante y después del nacimiento, así como en la etapa

adulta, indicando que la citada hormona puede ser regulada durante la etapa de desarrollo

(Shimizu, et al., 1999).

A distintos niveles del tracto gastrointestinal, la CCK ejerce diversos efectos,

observándose inducción de la secreción de pepsinógeno, que se lleva a cabo por las células

gástricas y un efecto trófico del páncreas (Lankisch, 1980); también estimula la secreción de
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bicarbonato, a nivel tanto gástrico como duodenoproximal (Konturek, et al., 1985) y la

contracción de la vesícula biliar, por relajación del esfínter de Oddi (Walsh, 1987).

Asimismo, existe amplia evidencia de que la CCK liberada a la circulación durante la

digestión es capaz de regular la ingesta de alimentos y de actuar como integradora de las

funciones intestinales y cerebrales. La administración CCK-8 reduce la cantidad de alimento

ingerido en la rata (Hsiao and Spencer, 1983), ratón (Koopmans, et al., 1972), mono (Falasco, et

al., 1979) o humanos (Kissileff, et al., 1981).

Cuando la CCK-8 y la secretina son administradas conjuntamente en dosis fisiológicas,

potencian cada una la acción estimuladora de la otra sobre la secreción pancreática exocrina en

ratas; dicha acción parece estar modulada vía colinérgica (Haarstad and Petersen, 1988;

Moriyoshi, 1989; Rosch, et al., 1989; Li, et al., 1990; Moriyoshi, et al., 1991; Camello, et al.,

1994).

POLIPÉPTIDO PANCREÁTICO (PP)

Fue aislado inicialmente de páncreas de pollo y con posterioridad en diferentes especies

de mamíferos, a partir de extractos pancreáticos. Se trata de un polipéptido constituido por 36

aminoácidos, que presenta diversidad molecular, atribuída bien a productos de la degradación

del péptido, bien a moléculas precursoras (Walsh, 1987).

Es sintetizado principalmente por las células PP de los islotes de Langerhans, aunque

también se han podido localizar células productoras en la porción exocrina del páncreas. Se ha

sugerido una función paracrina del péptido, tras observarse la presencia de complejos de unión

entre las células PP y células acinares adyacentes.

La totalidad de su acción biológica corre a cargo del hexapéptido C-terminal (Konturek,

et al., 1982), ejerciendo su efecto inhibidor tanto sobre la secreción pancreática exocrina

estimulada, como sobre la basal, y en sus dos fracciones (Taylor, 1979). Beglinger, et al. (1984)

observan una inhibición de la respuesta secretora del páncreas exocrino por PP frente a seis
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estimulantes diferentes, indicando un papel importante del mismo en la regulación de la

secreción pancreática.

El PP inhibe la secreción pancreática in vivo, pero no in vitro, lo que sugiere una acción

indirecta del mismo. Okumura, et al. (1995) hablan de una posible actuación del PP sobre el

núcleo motor dorsal, para modular el tono vagal sobre el páncreas, inhibiendo así la secreción

pancreática en ratas.

Funakoshi, et al. (1988) observan en la rata aumentos en la inmunorreactiviad

plasmática a distintas dosis de PP humano sintético, apoyando la idea de la actividad inhibidora

del péptido. En perros, el PP endógeno juega un papel significativo en la regulación de la

secreción pancreática, tanto en estado interdigestivo como postprandial (Shiratoki, et al., 1988).

La infusión intravenosa de diferentes dosis de PP (las cuales producen incrementos menores en

la concentración de PP plasmático que los observados tras la ingesta) inhibe la secreción de

bicarbonato y de proteína estimuladas por secretina y ceruleina. Esto sugiere que la cantidad de

PP liberado tras una comida es suficiente para inhibir la secreción pancreática (Taylor, et al.,

1979).

El efecto regulador de este péptido se lleva a cabo en las tres de secreción de jugo

pancreático. Su liberación parece estar bajo control colinérgico, al ser inhibida por acción vagal,

así como en respuesta a una comida ficticia (Schwartz, et al., 1976; Taylor, 1979).

A nivel intestinal, se ha descrito la acción estimuladora de los distintos nutrientes

(ácidos grasos, aminoácidos o glucosa) sobre la secreción del péptido, destacando en humanos

la potente acción de los aminoácidos en intestino medio y proximal, aunque no en distal,

seguida del efecto del ácido oleico (Scarpello, et al., 1982). Sin embargo, Yago, et al. (1997) no

observan cambios significativos en los niveles plasmáticos de PP en humanos tras un periodo de

adaptación de 30 días a dietas líquidas con diferente composición en ácidos grasos, procedentes

de aceites de oliva o girasol.

La acción reguladora de los nutrientes sobre este péptido parece ser responsabilidad, de

una parte, del control vagal, tal y como se ha mostrado en humanos (Schwartz, et al., 1983) y en
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perros (Taylor, et al., 1978), y de otra, de la acción de diferentes péptidos gastrointestinales,

como CCK o gastrina, como se ha puesto de manifiesto al ser infundidos vía intravenosa

(Taylor, et al., 1978), destacando el efecto como estimulante fisiológico de CCK, sobre todo de

CCK-8 y CCK-33, en respuesta a ácido oleico (Regan, et al., 1980; Beglinger, et al., 1984;

Fried, et al., 1984; Ahren, et al., 1991). Tanto fenilalanina como triptófano, potentes

estimulantes de la liberación de CCK, causan un incremento substancial de PP en el flujo

sanguíneo periférico (Lonovics, et al., 1981), aunque los autores sugieren un mecanismo

inhibidor de PP directo, no mediado por inhibición de secretina o CCK, cuando es administrado

exógenamente.

PÉPTIDO TIROSINA-TIROSINA (PYY)   

El PYY es un péptido gastrointestinal, localizado en células endocrinas mucosales de

íleon terminal, colon y recto de diferentes especies de mamíferos, incluida la humana. Presenta

gran homología estructural con el polipéptido pancreático (PP) y con el neuropéptido Y (NPY).

Aislado inicialmente en intestino delgado de cerdo, se trata de un péptido de 36 residuos

aminoacídicos, que constituyen una cadena lineal. Su nombre refleja la presencia de dos

residuos terminales de tirosina, uno en el extremo amino y el otro en el extremo carboxilo

(Adrian, et al., 1985).

La distribución y concentración del mismo a lo largo del tubo digestivo varía según la

especie; en humanos se localiza preferentemente en la región distal de colon y recto,

apareciendo escasamente en duodeno o estómago (Lundberg, et al., 1982; Aponte, et al., 1985);

en pollo destaca su presencia en duodeno y yeyuno, y poco frecuente en íleon o colon (El-

Salhy., et al., 1983); tanto la rata (Lundberg, et al., 1982) como el perro (Zhang, et al., 1992)

han mostrado la presencia de células inmunorreactivas PYY a nivel pancreático.

La infusión intravenosa de dosis de 200 y 400 pmol/kg/h de PYY inhibe

significativamente la producción de bicarbonato pancreático estimulado por secretina. En

general, las respuestas secretoras de bicarbonato y proteínas a diferentes secretagogos,

infundidos intravenosa o intraduodenalmente, se ven reducidas significativamente por la acción

de PYY. Sin embargo, la administración intravenosa de atropina no abole la habilidad de PYY
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para inhibir la secreción de bicarbonato, lo que demuestra que PYY puede inhibir la secreción

pancreática exocrina estimulada por nutrientes, hormonas o vagalmente, pero que el mecanismo

de acción parece ser independiente de la inervación colinérgica (Lluis, et al., 1987).

En humanos, la magnitud de la respuesta estimuladora de PYY a la comida depende de

la naturaleza y dimensión de la misma (Adrian, et al., 1985). Lo mismo parece ocurrir en perros,

en los que diferentes concentraciones de oleato sódico infundidas intraduodenalmente provocan

incrementos en la estimulación de PYY directamente relacionados con las mismas (Lluis, et al.,

1988). Greeley, et al. (1989) indican un incremento en los niveles plasmáticos de PYY en esta

especie animal, en el periodo comprendido entre los 15-30 minutos posteriores a la infusión

intraduodenal de ácidos grasos o tras la ingesta de una comida mixta. Estos datos son

posteriormente corroborados por Zhang, et al. (1991) que observan el mismo efecto tras

estimulación vagal, aunque en este caso el PYY ejerce un papel paracrino (Zhang, et al., 1992).

El estímulo nutricional más potente para la liberación del péptido a plasma es la grasa,

como se ha demostrado en perros (Pappas, et al., 1985; Bilski, et al., 1988) y en humanos

(Adrian, et al., 1985). La longitud de cadena de los ácidos grasos no parece influir sobre la

liberación de PYY, al menos en perro, según describen Aponte, et al. (1985). Sin embargo,

Lluis, et al. (1989) describen la necesidad de hidrólisis de los TG para que puedan ejercer su

acción estimuladora sobre PYY, cuando esta especie animal es sometida a diversión del jugo

pancreático.

Los niveles plasmáticos de PYY observados en humanos sometidos a un periodo de

adaptación de 30 días a dietas líquidas con diferente composición en ácidos grasos, parecen

indicar una adaptación, en concreto al alto contenido en ácido oleico en la dieta del grupo que

ingiere aceite de oliva, lo que sugiere que dicho péptido es el responsable del patrón de

respuesta pancreática a la comida observado en este grupo experimental (Yago, et al., 1997).

Investigaciones previas en humanos sugieren una ausencia de efecto del péptido sobre la

secreción pancreática exocrina (Adrian, et al., 1985), no habiéndose demostrado la existencia de

receptores en las membranas de las células pancreáticas. A esto se le añade la incapacidad del
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PYY para inhibir in vitro la secreción pancreática en perro y en rata (Bilski, et al., 1988), lo que

sugiere que el efecto del péptido sobre la misma es indirecto.

La bilis también parece jugar un papel regulador en este sentido, interviniendo como

potenciador de la liberación del péptido estimulada por la grasa de la dieta (Gómez, et al.,

1986).

Se ha descrito un papel inhibidor del PYY sobre la CCK liberada tras la administración

intraduodenal de grasa (Lluis, et al., 1988; Hosotani, et al., 1989), sin ejercer efecto alguno

sobre la secretina liberada en respuesta a dicho estímulo nutricional (Lluis, et al., 1988; Lluis, et

al., 1992).

5.5.-RESPUESTA PANCREÁTICA A LA COMIDA

La secreción pancreática estimulada por la ingesta de alimento se considera la función

más importante del páncreas exocrino. Esta glándula necesita secretar en poco tiempo gran

cantidad de fluido digestivo e hidrolizar las macromoléculas presentes en los alimentos en

pequeñas moléculas capaces de ser absorbidas por la mucosa intestinal. Desde 1910, a partir de

los estudios llevados a cabo por Paulov, con objeto de estudiar las modificaciones de la

actividad enzimática en respuesta a la ingesta de comida, se ha venido estudiando la adaptación

del páncreas exocrino a la dieta. Numerosos trabajos de investigación han puesto de manifiesto

esta capacidad adaptativa del equipo enzimático, presente tanto en jugo como en tejido

pancreático (Bucko and Kopec, 1968; Snook, 1971). Trabajos realizados in vitro e in situ

(Bucko and Zopeck, 1968; Adelson and Rothman, 1974; Felber, et al., 1974; Rothman, 1974;

Adelson and Rothman, 1975; Dick and Felber, 1975; Rothman, 1976; Grendell and Rothman,

1981) sugieren asimismo que la regulación adaptativa de la glándula se produce en respuesta a

una comida aislada.

De cualquier manera, los productos finales de la digestión (aminoácidos,

monosacáridos, ácidos grasos) parecen intervenir como agentes responsables de dichos cambios,

actuando de manera directa sobre la célula secretora o indirectamente provocando la liberación

de hormonas de la mucosa intestinal (Hopman, 1984; Watanabe, et al., 1984; Green, et al.,1986;
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Konturek, et al., 1986; Rhodes, et al., 1988). Este fenómeno varía según las especies,

habiéndose estudiado ampliamente en perro, rata, pollo, cerdo, conejo y en menor medida en

humanos. No obstante, la magnitud de dicha respuesta no alcanza su máxima capacidad

secretora, ni respecto de la secreción enzimática, ni en lo se refiere a la de bicarbonato

(Solomon, 1987).

La respuesta secretora tiene lugar a través de modificaciones en el índice de síntesis,

que a su vez viene determinado por el nivel de ARNm de los diferentes enzimas constituyentes.

Fisiológicamente, el mecanismo adaptativo posiblemente pretenda optimizar la digestión y

absorción de los nutrientes, aunque la producción de enzimas generalmente se realiza en exceso.

La cantidad y naturaleza de cada uno de los componentes de la dieta ejercen un claro efecto

sobre dicho fenómeno. En la actualidad es objeto de estudio el mecanismo inicial por el que

estos constituyentes modifican la expresión de los genes responsables de la síntesis enzimática

(Castro, et al., 1986; Clarke and Abraham, 1992; Consins, 1999; Klurfeld, 1999; Sanderson and

Naik, 2000).

5.5.1.-FASES DE LA SECRECIÓN PANCREÁTICA EXOCRINA

El perfil secretor del páncreas exocrino viene descrito por dos periodos:

a.- Interdigestivo o basal, que se produce una vez finalizados los procesos digestivos y

absortivos, esto es, en condiciones basales. Se caracteriza por ser cuantitativamente importante

en el conejo y demás hervíboros (no así en la mayoria de especies estudiadas, como perro, gato

o humanos).

b.- Digestivo o postprandial, inducido por el alimento, es decir, en condiciones de

estimulación, las cuales se pueden llevar a cabo a partir de mecanismos nerviosos (estimulación

vagal) u hormonales (secretina y CCK fundamentalmente) y es mantenido durante el periodo de

digestión. Esta etapa está constituida por tres fases, fisiológicamente relacionadas entre sí,

aunque expuestas con cierto desfase cronológico:



                                                                                           Antecedentes Bibliográficos  151      

FASE CEFÁLICA

Estímulos como el olor, el sabor, la vista, la masticación o la deglución provocan un

aumento de la secreción escasa en bicarbonato y rica en enzimas, respecto de la basal. Esta se

producirá en mayor o menor grado, dependiendo de las especies, como se ha citado.

Posiblemente, la estimulación sea directa a través del nervio vago o mediada por gastrina y

CCK.

FASE GÁSTRICA

 Se produce como consecuencia de la entrada del bolo alimenticio al estómago. La

secreción puede ser provocada por gastrina, que es liberada a su vez, bien por estimulación

vagal (a través de reflejos gastropancreáticos), bien por la distensión del antro tras la llegada de

moléculas procedentes de la digestión. En esta etapa, la estimulación pancreática se realiza de

forma directa en la glándula, por lo que el contenido en proteínas enzimáticas es más

considerable que el de electrolitos (Blair, et al., 1966; Vagne, et al., 1969).

FASE INTESTINAL

Originada por la presencia de un pH ácido en duodeno, a consecuencia de la llegada del

quimo, cuya composición influirá en la naturaleza de la secreción pancreática, siendo ésta

fundamentalmente rica en bicarbonato, y con una proporción menor de enzimas. El periodo

clave de esta fase se produce cuando el contenido digestivo alcanza la porción proximal del

intestino delgado, con los niveles de secreción cuantitativamente más importantes, considerando

como estímulos previos del páncreas, las dos fases anteriores.

ESTIMULADORES DE LA FASE INTESTINAL

Ácidos. El principal estímulo responsable de la secreción pancreática de fluido y

bicarbonato es el ácido gástrico. La disminución de pH que se origina con su llegada a duodeno

presenta un valor umbral, por encima del cual no se provoca dicha estimulación, y que es
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diferente para cada especie, de manera que en perro es de 4.5 (Meyer, et al., 1970), en cerdo de

1.5 (Fahrenkrug, et al., 1977) y en humanos de 2 a 3 (Fahrenkrug, et al., 1978).

La magnitud de la respuesta secretora de fluido a la comida depende de la porción de

intestino acidificado por debajo del valor umbral, así como el tipo de ácido presente en

duodeno, observando un efecto similar con HCl o con ácidos inorgánicos fuertes como el

fosfórico (Meyer, et al., 1970). Sin embargo, algunos ácidos grasos orgánicos débiles como el

acético o el láctico, ejercen un menor efecto potencial. Inicialmente se atribuyó este hecho a un

menor pKa de estos últimos ácidos, y con ello, a su menor disociación. Estudios posteriores

contradijeron este razonamiento, al observar una falta de correlación entre pKa y potencial, así

como diferencias en las dos fracciones de la secreción pancreática, según el ácido débil en

cuestión (Harada, et al., 1986; Harada and Syuto, 1988), por lo que la razón puede estar más

bien en la influencia del entorno intestinal sobre el efecto disociativo.

Si la acidez adquiere valores muy elevados, la secreción de enzimas acompaña a la de

bicarbonato, llegando a producirse valores secretores hasta del 50% respecto de los obtenidos

por estimulación con CCK exógena (Singer, et al., 1981).

Proteínas y productos de su digestión. Potencian asimismo la secreción de fluido

pancreático rico en electrolitos por el páncreas exocrino (Fink, et al., 1983). La respuesta

secretora varía con las especies, de modo que trabajos realizados en ratas (Schneeman, et al.,

1977; Green and Miyasaka, 1983) indican una estimulación secretora por proteína y no por

aminoácidos ni péptidos. Por el contrario, tanto en perros como en humanos, la respuesta tiene

lugar por la presencia en duodeno de péptidos y aminoácidos, no ocurriendo así con la proteína

tal cual (Konturek, et al., 1973). La perfusión intestinal de este grupo de nutrientes estimula la

secreción pancreática en perros (Shibata, et al., 1988) y en humanos (Brugge, et al., 1987),

mientras que la infusión intravenosa de los mismos no lo hace (Fried, et al., 1982).

En cualquiera de las especies estudiadas, se observa un incremento en los niveles de

CCK por estimulación con proteínas, péptidos o aminoácidos (Liddle, et al., 1986; Brugge, et

al., 1987; Shibata, et al., 1988). No obstante, la máxima respuesta pancreática a péptidos y
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aminoácidos, en perros y en humanos, es inferior a la observada en respuesta a dosis máximas

de CCK (Debas and Grossman, 1973).

Triglicéridos y productos de la digestión de grasas. La grasa es un potente

estimulador de la secreción pancreática exocrina. Meyer and Jones, (1974) observan en el perro

una mayor secreción hidroelectrolítica por ácidos grasos y monoglicéridos que con los

aminoácidos, siendo su efecto similar sobre la secreción enzimática. Solomon (1987) ponen de

manifiesto que la secreción de fluido se ve favorecida por la presencia de ácidos grasos o grasa

neutra en duodeno.

Estudios llevados a cabo en perros (Faichney, et al., 1981; Meyer and Jones, 1974)

muestran que los ácidos grasos con más de 10 átomos de C son los mejores estimuladores de la

secreción pancreática exocrina, destacando el ácido oleico (C18:1 n-9).

El efecto de la presencia de productos de la digestión de la grasa en intestino sobre

diversos péptidos gastrointestinales, reguladores de la secreción pancreática, depende de la

especie. La mayoría de los resultados apoyan la liberación de secretina plasmática en respuesta

al ácido oleico, como muestran diversos estudios en perro (Faichney, et al., 1981; Niebel, et al.,

1983; Watanabe, et al., 1986), rata (Tranberg, et al., 1985) y humanos (Rhodes, et al., 1988),

mientras no se localizan niveles plasmáticos de dicha hormona en cerdo (Fahrenkrug, et al.,

1977). La respuesta en CCK al ácido oleico presenta también variabilidad interespecífica,

desligándose la rata, con ausencia de incrementos en este péptido (Liddle, et al., 1986), mientras

el perro (Konturek, et al., 1983; Watanabe, et al., 1988; Lluis, et al., 1989) y el hombre (Yago,

et al., 1995) si detectan niveles incrementados de CCK. Los niveles de PYY se ven asimismo

incrementados en humanos por la presencia de ácidos grasos, y de forma más acusada si éstos

son procedentes de aceite de oliva (oleico) (Yago, et al., 1995). El VIP es afectado por la

presencia de grasa en duodeno de cerdo y hombre (Schaffalitzky de Muckadell, et al., 1977;

Lygren, et al., 1982).

Carbohidratos y/o oligosacáridos procedentes de su digestión. Ninguna de estas

moléculas parecen tener efecto alguno sobre la estimulación de la secreción pancreática

exocrina (Hanssen, et al., 1980) ni sobre la liberación de péptidos hormonales (Schaffalitzky de
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Muckadell, et al., 1977; Hanssen, et al., 1980; Liddle, et al., 1986). No obstante, se ha

observado un aumento moderado en la secreción enzimática como consecuencia de la ingesta de

una dieta líquida a base de glucosa exclusivamente, pero dicho efecto estimulador parece ser

debido a la distensión más que al efecto de la glucosa (Ekelund and Johansson, 1975).

Estado físico de la comida. El estado físico de la comida también influye en la

respuesta secretora del páncreas exocrino, de manera que la mezcla de alimento sólido y líquido

en la comida ejerce un efecto más mantenido sobre el perfil secretor de la glándula, que si el

aporte de alimento es mediante sonda gástrica y, por lo tanto, homogeneizado (Malagelada, et

al., 1979).

5.6.-MODIFICACIONES EN LAS MEMBRANAS PANCREÁTICAS POR EFECTO DE

LA DIETA

Los estudios encontrados acerca del efecto que los componentes de la dieta ejercen

sobre las membranas de las células pancreáticas son prácticamente inexistentes. No obstante,

algunos trabajos indican cambios en las membranas celulares de los gránulos de zimógeno de

ciertas especies animales estudiadas, como consecuencia de la ingesta, los cuales parecen estar

relacionados, o al menos concurren paralelos, a modificaciones en componentes asociados a

dichas membranas, así como en determinadas actividades enzimáticas ligadas a las mismas. Sin

embargo, se observa ausencia de cambios en otras especies.

Con todo ello, son escasos los datos disponibles acerca del aspecto más relevante para

nuestro interés, que es conocer si los lípidos que constituyen estas membranas son el reflejo

adaptativo de las mismas a la grasa ingerida en la dieta y si, en definitiva, ésta juegan un papel

fisiológico en dichas membranas.

Los gránulos de zimógeno aislados de páncreas de rata liberan enzimas digestivas en

respuesta a una concentración disminuida de las mismas en el medio. Se ha puesto de manifiesto

que ciertos productos de la digestión (aminoácidos y formas fosforiladas de glucosa) ejercen

una acción directa sobre estos gránulos de zimógeno, provocando la liberación selectiva de
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enzimas implicadas en su obtención a partir de sustratos poliméricos (Niederau, et al., 1986). La

evidencia sugiere que la distribución de dichas enzimas entre el gránulo y el medio es el

resultado de un proceso en equilibrio. En 1976, Liebow and Rothman propusieron que las

enzimas digestivas pasaban a través de la membrana granular intacta por un mecanismo

bidireccional, y que existía un pool citoplasmático de enzimas en la célula intacta, en equilibrio

con el contenido del gránulo de zimógeno.

Por otra parte, tras el aislamiento de una fracción de gránulo de zimógeno de páncreas

de rata, y una vez medida su pureza por criterios bioquímicos y morfológicos, se observa que las

actividades específicas de amilasa y quimiotripsina incrementan del orden de 4.6 y 5.2 veces

respectivamente, al comparase con el homogenado. Paralelamente, se localizan diferentes e

importantes actividades enzimáticas ligadas a la membrana, como tiamina pirofosfatasa, ATP-

difosfohidrolasa y bajos niveles de ácido-fosfatasa. Estos resultados pueden indicar que las

modificaciones a nivel de membrana, por ejemplo en determinadas actividades enzimáticas

ligadas a ella, juegan un papel importante en la función secretora del páncreas exocrino (Paquet,

et al., 1982).

Aughsteen and Cope (1987) indican que la ingesta de alimento causa un descenso de los

gránulos mayores preferentemente, los cuales van siendo reemplazados durante la secreción, en

células acinares de rata. Asimismo, la caracterización de los gránulos de zimógeno pancreáticos

en esta especie animal por microscopía electrónica durante los 90 minutos siguientes a la ingesta

muestra una disminución en el número (29±2 por sección celular) y tamaño (55%) de los

mismos, apoyando la hipótesis original de que los gránulos individuales descienden su tamaño

en respuesta a la comida. Se ha sugerido que dichos cambios reflejan la disminución en el

transporte de proteínas a través de la membrana del gránulo de zimógeno, tal y como propone la

hipótesis de equilibrio para la secreción de enzimas digestivos (Ermak and Rothman, 1981).

Estudios realizados acerca de la influencia de la ingesta sobre la ultraestructura de las

células del páncreas exocrino en ranas muestran ausencia de diferencias significativas respecto

al estado de ayuno, en cuanto a la cantidad de membrana que constituye el retículo

endoplasmático rugoso (RER), a partir del cual se originan los gránulos de zimógeno. No

obstante, sí se observan modificaciones en la síntesis proteica, del orden de 5-10 veces mayor
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tras la ingesta (van Venrooij and Poort, 1971). Además, los signos de exocitosis observados en

el estado postprandial son más evidentes que en ayunas, disminuyendo el número de gránulos

secretores por célula a la mitad. Estos datos sugieren que las fluctuaciones observadas en la

producción de proteínas secretoras no vayan acompañadas de degradación y renovación de las

membranas celulares, lo que podría favorecer una respuesta rápida de la célula pancreática

exocrina a la comida en este modelo animal (Slot and Geuze, 1979).

Se ha podido observar que los gránulos secretores del páncreas de rata poseen un

mecanismo de transporte transmembrana de electrolitos que puede contribuir a la producción de

fluido exocrino. En concreto, el transporte de Cl- responde a alteraciones en el ambiente lipídico

de la membrana granular, ejerciendo la fosfolipasa A2 (FLA2) exógena, un papel en el control

del transporte de electrolitos durante el fenómeno de acoplamiento estímulo-secreción, mediante

la estimulación de dicho transporte (193%). Asimismo, los productos de la hidrólisis de dicha

enzima (lisofosfolípidos y ácidos grasos no esterificados) incrementan directamente el grado de

transporte electrolítico. Los resultados apoyan la teoría de que el incremento en la estimulación

del citado transporte, regulado por los ácidos grasos, depende de la longitud de cadena y, en

menor medida, del grado de insaturación de los mismos (Gasser and Holda, 1994).

Un trabajo de gran interés para nosotros es el que llevaron a cabo Begin, et al. (1990).

Los autores estudiaron la influencia de la ingesta de PUFA n-3 y n-6 sobre la composición de

ácidos grasos en gránulos de zimógeno de páncreas procedentes de ratas alimentadas con un 5%

de diferentes aceites (pescado (n-3), girasol (n-6) y prímula (n-6)), administrados solos o

mezclados (girasol/pescado, prímula/pescado) durante seis semanas. Los resultados se

compararon con otro grupo alimentado con la misma proporción (5%) de grasa animal,

procedente de sebo de vacuno hidrogenado (SFA). Las diferencias encontradas en los perfiles de

ácidos grasos pancreáticos fueron relacionadas con la composición de ácidos grasos de las

dietas ingeridas, de modo que, los animales alimentados con aceite de pescado y de prímula,

solos o en combinación, mostraron niveles similares de ácidos grasos n-3 y C20:3 (n-6). Con la

ingesta de girasol/pescado se observaron resultados semejantes. La relación C20:3 (n-3)/C20:4

(n-6) fue superior con las mezclas de aceites. Cuando el aceite de pescado  sustituyó

completamente al aceite vegetal, las proporciones de MUFA y de todos los PUFA (n-3)



                                                                                           Antecedentes Bibliográficos  157      

incrementaron a expensas de los PUFA (n-6),  especialmente C18:2 (n-6) y C22:4 (n-6). El

perfil de ácidos grasos pancreáticos de los animales alimentados con la grasa animal,

parcialmente hidrogenada, se aproximó al encontrado en el grupo de animales alimentados con

aceite de pescado rico en PUFA, excepto para las proporciones de C20:3 (n-6) y de ácidos

grasos n-3 (no de C22:6 n-3), que incrementaron con aceite de pescado más que con la grasa

animal. Los resultados indican diferencias en los perfiles de ácidos grasos pancreáticos

relacionadas con la composición de ácidos grasos de la grasa ingerida, lo que demuestra que las

membranas plasmáticas de las células pancreáticas de rata se adaptan a la composición de la

dieta.

5.7.-CAMBIOS EN EL CONTENIDO EN ENZIMAS

El estudio citado en el apartado anterior, realizado en ratas por Begin, M.E., et al.

(1990), también proporciona resultados interesantes en lo que respecta al contenido enzimático,

encontrando diferencias significativas en el mismo, asociadas al tipo de grasa ingerida. Así, el

aumento en los niveles de amilasa se correlacionan directamente con la ingesta de aceite de

prímula, a la vez que descienden los de proteasas séricas. Los niveles de procarboxipeptidasa se

elevan paralelamente al incremento en los niveles de C18:0, mientras la proporción de lipasa

cambia inversamente a la de C20:3 n-6. Las proporciones de proelastasa y proteasa II se elevan

con la mezcla girasol/pescado. Estos resultados sugieren que los ácidos grasos específicos de la

dieta influyen en la proporción de enzimas digestivos específicos de los gránulos de zimógeno,

lo que significaría que, en la rata, la composición enzimática del páncreas depende de la grasa

ingerida, indicando una vez más la capacidad adaptativa de la glándula pancreática a la dieta.

A la luz de los datos aportados por estos autores, cabe plantearse la posibilidad de que el

mecanismo de adaptación pancreática a la calidad de grasa ingerida en la dieta pueda estar

ocasionado por cambios en la composición de ácidos grasos de la membrana plasmática de la

célula acinar, lo que justificaría nuestra hipótesis acerca de una relación composición-función de

membrana, que sería la responsable de modificaciones en la actividad secretora del páncreas

exocrino en respuesta al tipo de grasa dietética.
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5.8.-ADAPTACIÓN PANCREÁTICA A LA COMPOSICIÓN DE LA DIETA

Son numerosos los trabajos publicados que ponen de manifiesto la capacidad adaptativa

del páncreas exocrino a la composición de la dieta. Dicha adaptación varía en las distintas

especies estudiadas: rata (Hara, et al.; 1995; Justice, et al, 1989; Sabb, et al., 1986; Snook, et al.,

1971; Wicker, et al., 1987; Wicker, et al., 1990), perro (Ballesta, et al., 1990; Mañas, et al.,

1996; Yago, et al., 1997 (a)) o cerdo (Low, 1982; Partridge, et al., 1982; Simoes-Nunes, 1985),

entre otros, siendo más escasa la literatura acerca de dicho mecanismo en humanos (Emde, et

al., 1985; Boivin, et al., 1990; Yago, et al., 1997(b)).

Las proporciones de las diferentes enzimas digestivas del jugo pancreático no están

constitutivamente programadas, sino que tanto los tratamientos hormonales como las

manipulaciones a través de la dieta, inducen cambios importantes en las actividades específicas

de las proteínas enzimáticas más relevantes (Wormsley and Goldberg, 1972). Uno de estos

mecanismos reguladores, conocido como “adaptación pancreática a la dieta” y que apunta hacia

una optimización de la digestión, fue descrito por Paulov (1898). Desde entonces, y como

hemos citado en el capítulo correspondiente a la respuesta del páncreas exocrino a la comida,

existe abundante y firme documentación acerca de los cambios provocados en el páncreas

exocrino, seguidos de alteraciones a corto plazo del contenido en proteínas, carbohidratos y

grasas de la dieta (Reboud et al., 1962; Christophe et al., 1971; Dagorn and Lahaie, 1981;

Deschodt-Lanckman, et al. 1971; Snook, 1971; Gidez, 1973). Según Sommer and Kasper

(1981), la adaptación pancreática a la comida es debida más bien a los cambios en el propio

órgano que a una estimulación hormonal alterada.

Robberecht, et al. (1971) indican que, en términos generales, dentro de un periodo de

dos días de incrementos en la cantidad de un determinado sustrato ingerido, la actividad de

enzimas pancreáticos requeridos para su digestión también aumenta. Estos autores demuestran

que un incremento o descenso en la abundancia de un determinado componente de la dieta

(proteína, carbohidrato o grasa) induce, respectivamente, un aumento o disminución paralela y

proporcional en la cantidad de sus correspondientes enzimas, que son secretados. En ratas

conscientes, la perfusión intraduodenal de almidón causa principalmente un incremento en la
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secreción de amilasa, el aceite de soja lo hace en la de lipasa y los aminoácidos en la secreción

de proteasas. No obstante, la ingesta de dietas altas en proteína incrementa las actividades de

lipasa, así como de enzimas proteolíticas, y una dieta rica en lípidos aumenta las actividades de

tripsina y quimiotripsina, junto a la de lipasa pancreática (Snook, 1971).

Existe cierta controversia acerca de la magnitud del cambio en la actividad de una

enzima tras la modificación de la cantidad de su correspondiente sustrato en la dieta, y más aún,

en lo que respecta al comportamiento de otras enzimas no implicadas en la digestión de dicho

sustrato (Yago, et al., 2000). El significado fisiológico de la adaptación pancreática a la dieta

debería ser, como se cita anteriormente, el de optimizar la digestión y utilización de su sustrato,

pero el páncreas exocrino normalmente sintetiza un exceso de enzimas digestivos. Conviene

recordar que la función económica del páncreas exocrino está basada en la síntesis, transporte y

secreción no paralela de enzimas pancreáticas durante el estado basal y postprandial y que la

capacidad de reserva de las células acinares también se ve incrementada por la adaptación a la

dieta (Pap and Marosi, 1992).

    

Brannon (1990) observa en ratas aumentos del 70 y del 50% en la síntesis de

quimiotripsinógeno y tripsinógeno respectivamente tras 24 horas de administración de una dieta

alta en proteínas, a la vez que descienden los niveles de síntesis de amilasa en un 25%. Cuando

la dieta es modificada a favor de carbohidratos, la síntesis de amilasa se ve incrementada en un

15% a las 24 horas de la ingesta, continuando su incremento (200%) hasta el tercer día, mientras

la síntesis de quimiotripsinógeno y tripsinógeno desciende hasta un 25% y continúa hasta el 5º

día (50%). La ingesta de una dieta alta en grasa ocasiona, transcurridas esas 24 horas, un

incremento en la síntesis de lipasa del 36%, continuando su incremento durante 5 días más hasta

un 217%; la síntesis de amilasa desciende hasta un 17% y continúa disminuyendo (61%) hasta

el 5º día (100%).

En sujetos alimentados con una dieta alta en proteína, se han observado aumentos

significativos en la actividad quimiotrípsica y mayores que en la de tripsina (Bucko, et al.,

1982). Este incremento en los niveles de quimiotripsina con dietas altas en proteína es

observado también en ratas por Bourdel (1983).
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Ahora bien, el patrón de adaptación a las proteínas de la dieta se ve modificado con

dietas libres de proteínas o de nitrógeno, al observar siempre un descenso en el porcentaje de

proteasas, amilasa y lipasa. No obstante, el grado de cambio varía según las especies, de manera

que en ratas, la ausencia de nitrógeno en la dieta reduce el contenido de quimiotripsinógeno en

un 75%, de tripsinógeno en un 50% y de amilasa en un 72%. La misma dieta provoca en cerdos

un descenso en el nivel de quimiotripsinógeno de un 30%, pero no de tripsinógeno, de amilasa

en un 35% y de lipasa en un 23% (Brannon, 1990).

Así pues, el patrón adaptativo se muestra diferente si los cambios en el aporte de la dieta

son a expensas de proteína o de carbohidratos, de modo que las dietas hipoproteicas inducen

síntesis proporcionalmente inversas al porcentaje de sus correspondientes sustratos (Schick, et

al., 1984). Lo mismo se observa cuando se trata de una dieta proteopriva, con el posible objetivo

de proporcionar un aporte de proteasas para hidrolizar las proteínas que posteriormente lleguen

al espacio luminar (Dakka, et al., 1988).

Por otra parte, se ha constatado que la calidad de la proteína ingerida afecta a la

adaptación pancreática. La proteína de alta calidad incrementa la proporción de

quimiotripsinógeno, no ocurriendo así con otras de baja calidad. De hecho, un requerimiento

fundamental para la adaptación pancreática es la disponibilidad suficiente de aminoácidos

esenciales. Los oligopéptidos procedentes de proteínas hidrolizadas afectan al contenido y

síntesis de proteasas pancreáticas del mismo modo que las proteínas intactas en la rata, no

ocurriendo así para los aminoácidos (Brannon, 1990).

En cerdos alimentados con distintas fuentes proteicas, la secreción de enzimas

pancreáticas es sensible a la naturaleza o tipo de proteína ingerida (Valette, et al., 1992). Le-

Drean, et al. (1995) observan en ternero una ligera influencia de la calidad de proteína empleada

sobre las actividades proteolíticas, así como sobre los niveles de sus ARNm específicos.

La cantidad de carbohidratos afecta también al contenido de su correspondiente enzima

digestiva, la amilasa pancreática, siempre y cuando el contenido de proteína de la dieta sea el

adecuado. Así, se han encontrado aumentos en el contenido de dicha enzima del 50-500% en

ratas cuando el contenido en carbohidratos de sus dietas se eleva hasta un 65-73%, observando
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la máxima respuesta de amilasa cuando el aporte deeste nutriente es del 58-71% (Brannon,

1990). Los niveles de ARNm de amilasa incrementan en ratas de forma paralela al contenido de

esta enzima, cuando ingieren dietas con niveles altos (75%), intermedios (20%) o bajos (11%)

en carbohidratos, lo que indica que: (a) las modificaciones producidas en la composición de la

dieta alteran la expresión de genes que codifican para la síntesis de amilasa, como consecuencia

de cambios en el nivel de su trancriptor, y (b) que la producción de amilasa pancreática es

mayoritariamente regulada a nivel pre-traduccional (Giorgi, et al., 1984).

En cerdos alimentados durante periodos de 7 y 30 días con dietas altas en carbohidratos

se observa un aumento en las actividad específica de amilasa, con un patrón adaptativo similar

al encontrado en ratas (Flores, et al., 1988). Justice, et al. (1989) aportan resultados semejantes

en cultivos acinares de rata, tras 7 días de ingesta elevada de carbohidratos.

Estudios recientes indican que la ingesta de una dieta rica en energía y carbohidratos

provoca una tendencia al incremento en el contenido y actividad de la amilasa pancreática en

corderos, aunque el ARNm de la misma tiende a disminuir. Los datos parecen indicar que la

regulación de la expresión de la misma en rumiantes es compleja y probablemente esté

controlada por eventos transcripcionales y postranscripcionales (Swanson, et al., 2000). Los

resultados obtenidos previamente por nuestro laboratorio parecen confirmar una regulación

nutricional de la actividad de la amilasa pancreática, que depende de la cantidad de su

correspondiente sustrato en la dieta, similar a lo descrito en no rumiantes (Lopez-Palomo, et al.,

1997).

Curiosamente, un estudio realizado en humanos pone de manifiesto que la mayor

secreción de amilasa se produce con ingestas elevadas de grasa (40%), más que de

carbohidratos (50-80%) (Boivin, et al., 1990). Liehr, et al. (1989) demuestran una ausencia de

adaptación a corto plazo en humanos, tras la ingesta de una dieta con un 60% en carbohidratos

durante 7 días y de un 76% durante otros 7 días más, de modo que no se observan cambios

significativos en el grado de secreción de amilasa.

El tipo de carbohidratos (polisacáridos, disacáridos y monosacáridos) también afecta a

los niveles de amilasa pancreática. En ratas, el almidón y la glucosa aumentan el contenido de
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amilasa de forma similar, mientras que la sacarosa y la fructosa lo hacen en menor grado que el

almidón. La lactosa y la galactosa no ejercen efecto (Brannon, 1990). El cerdo muestra también

adaptación pancreática  a corto plazo en respuesta a la glucosa y a la maltosa, cuando se

administran vía oral (Nunes and Corring, 1979), aunque no se observa lo mismo cuando la

glucosa es administrada endovenosamente (Simoes Nunes and Corring, 1981).

La ingesta de fibra provoca un incremento en el volumen de jugo pancreático secretado,

así como en el contenido y actividad de amilasa, con descensos paralelos en los de lipasa

pancreática en cerdo (Corring, et al., 1986), rata (Sommer and Kasper, 1984), perro (Stock-

Damge, et al., 1983) y humanos (Dutta and Hlasko, 1985; Hendrick, et al., 1992; Mosenthin and

Sauer, 1993).

5.8.1.-CINÉTICA DE ADAPTACIÓN PANCREÁTICA

Como se ha mencionado, los constituyentes de la dieta activan mecanismos neuronales

específicos y liberación de péptidos gastrointestinales que operan sobre la síntesis y secreción

de enzimas pancreáticas. La cinética de esta adaptación del páncreas exocrino parece seguir una

tendencia exponencial, de modo que, el periodo comprendido entre “estimulación” y

“respuesta” en la secreción de dichas enzimas, es de tan sólo unas pocas horas, y tras una

primera fase de cambio rápido en la secreción durante las primeras 5 horas, el incremento

posterior resulta más suave hasta conseguir estabilizarse después de 18-22 horas. Estos datos

aportan una descripción formal de adaptación pancreática a corto plazo frente a estímulos

nutricionales, sin clarificar los mecanismos implicados en ella (Bozkurt and Haberich, 1985).

Lo que sí parece estar claro es que la magnitud del cambio adaptativo es similar cuando ésta se

expresa como actividad enzimática por páncreas, gramo de páncreas o miligramo de proteína

total pancreática.

Los estudios de adaptación del páncreas a la dieta se han venido centrando en los

efectos de la cantidad y naturaleza de los componentes principales presentes en ella, siendo más

desconocidos los mecanismos por los que estos nutrientes modifican la expresión de los genes

que codifican la síntesis de enzimas pancreáticas, así como la de mediadores hormonales y
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nutricionales de dicha adaptación. Esta expresión puede verse alterada, teóricamente, bien a

nivel del gen, esto es, de transcripción, bien en su ARNm (procesamiento, transporte

extranuclear o estabilidad citoplasmática) (Giorgi, et al., 1985; Justice, et al., 1989; Wicker, et

al., 1988) o a nivel de su traduccción a proteína. A pesar de que la mayoría de los estudios

apoyan un mecanismo pretraduccional (Dakka, et al., 1988; Wicker and Puigserver, 1990;

Brannon, 1990), no se descarta la posibilidad de un control traduccional (Yago, et al., 2000).

Los cambios observados en el contenido de enzimas pancreáticas en la rata, dentro de

las 24 horas posteriores a la modificación en la dieta, indican una adaptación pancreática rápida,

que se mantiene durante 5-7 días más hasta alcanzar un estado estable. Asimismo, se observan

cambios en el grado de síntesis de dichos enzimas en las primeras horas posteriores a las

modificaciones en la dieta, prolongándose, aunque en menor grado, de 3-9 días más hasta

estabilizarse (Lahaie, et al., 1981; Wicker, et al., 1989). No obstante, el fenómeno de adaptación

rápida a la composición de la dieta se ha demostrado que sólo existe en ratas (Deschodt-

Lanckman, et al., 1971; Wicker, et al., 1988; Puigserver, et al., 1985). Los estudios realizados

con perros en nuestro laboratorio, tras someterlos a dietas altas en carbohidratos o en grasas

durante 8 días, no muestran diferencias significativas en el jugo pancreático secretado, ni

tampoco en la actividad/producción enzimática, ni durante el ayuno, ni en el periodo

postprandial (Mañas, et al., 1996). De todos modos, esto no significa que no exista adaptación

pancreática a la composición de la dieta en esta especie a largo plazo, como también hemos

demostrado anteriormente (Ballesta, et al., 1990).

Las modificaciones observadas en la secreción pancreática de ratas, tras 6 meses de

ingestas altas en proteína o en grasa, son similares a las encontradas en estudios a corto plazo, lo

que apunta que la adaptación se mantiene a largo plazo. Entre los 6 y 9 meses, tanto el volumen

como la actividad de amilasa descienden en el grupo alimentado con la dieta alta en proteína.

Las dietas altas en carbohidratos incrementan las cantidades de amilasa y disminuyen las de

tripsina, en homogenados y en secreciones, de manera similar a como lo hacen en estudios a

corto plazo. Por otra parte, la actividad lipásica en las secreciones pancreáticas disminuye con la

ingesta elevada de carbohidratos, pero se ve incrementada en homogenados, encontrando

niveles semejantes a los observados tras la ingesta a corto plazo (Houghton, et al., 1983).
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En general, las diferencias observadas en las cinéticas de adaptación a dietas altas en

carbohidratos o en proteínas (20 y 60% respectivamente) sugieren mecanismos distintos

implicados en la regulación de la síntesis de proteínas enzimáticas (Lahaie and Dagorn, 1981).

5.8.2.-ADAPTACIÓN PANCREÁTICA A LA GRASA DE LA DIETA

La cantidad y el tipo de triglicéridos de la dieta regulan la lipasa pancreática, sin estar

totalmente establecido el mecanismo responsable de dicha regulación. Está establecido que la

ingesta de dietas elevadas en grasa, siempre que éstas sean normoproteicas, estimula tanto el

contenido (Deschodt-Lanckman, et al., 1971; Snook, 1971; Bazin and Lavau, 1979; Sabb, et al.,

1986; Wicker and Puigserver, 1987) como la síntesis (Wicker and Puigserver, 1987) de lipasa

pancreática, independientemente de que la cantidad de grasa aportada sea a expensas de

proteínas (Deschodt-Lanckman, et al., 1971) o de carbohidratos (Sabb, et al., 1986; Simoes-

Nunes, 1985). Todo parece indicar una modulación pre-traduccional, pues los aumentos en el

contenido en grasa de la dieta, bien sea saturada (manteca de cerdo) o insaturada (aceite de

girasol), provoca cambios paralelos en los niveles de ARNm de los genes rPL-1 y rPL-3, que

codifican para la lipasa pancreática. El tipo de grasa, sin embargo, puede regular esta enzima a

otros niveles, bien traduccional o post-traduccional, ya que el incremento del 212% observado

en los niveles de ARNm de rPL-3, en ratas alimentadas con cantidades moderadas, respecto de

las que ingirieron bajos niveles de grasa saturada, no ocasiona incrementos en la actividad lipasa

pancreática (Ricketts and Brannon, 1994).

La sustitución de un 15% de almidón por un 15% de aceite de cánola en la dieta

disminuye significativamente la secreción de la amilasa e incrementa la de la lipasa pancreática.

Cuando se incluye una grasa oxidada en esta dieta, se produce un aumento adicional en la

actividad total de la lipasa. Estos resultados apoyan la idea de que la célula acinar es capaz de

adaptarse a variaciones no sólo en el nivel, sino también en el tipo de lípidos aportados en la

dieta (Ozimek, et al., 1995).
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ADAPTACIÓN A LA CANTIDAD DE GRASA

El aporte de dietas isocalóricas e isoproteicas durante 10 días, pero con distintos niveles

de grasa: 7.5 (grupo control), 25, 62 y 74% (grupos experimentales), a expensas de cambios

inversos en las cantidades de carbohidratos, ocasiona modificaciones paralelas en los niveles de

ARNm de lipasa y amilasa, en ratas, que se ven correlacionados con los niveles de actividad de

las citadas enzimas, de modo que se muestra un mecanismo adaptativo del páncreas al

contenido en grasa de la dieta mediante modificaciones en los niveles de ARNm de lipasa. Esto

indica que el grado de síntesis de proteínas específicas refleja más acentuadamente los estados

adaptativos pancreáticos que los niveles tisulares enzimáticos (Wicker, et al., 1988).

Estudios posteriores ponen de manifiesto que las dietas hiperlipídicas estimulan tanto la

síntesis como la actividad lipasa, pero ejercen un efecto de demora de la síntesis de

procarboxipeptidasa y proteasa sérica. De manera similar, la inducción inmediata de ARNm

para la lipasa pancreática por la grasa de la dieta, seguido por otro incremento unos días

después, sugiere que al menos son dos los mecanismos implicados en la inducción de ARNm

para esta enzima (Wicker and Puigserver, 1989).

Las medidas del grado de transcripción para la lipasa, realizadas sobre el núcleo aislado

de tejido pancreático en ratas alimentadas con una dieta alta en grasa, indican que la

concentración inicial de la enzima transcrita se correlaciona con una regulación transcripcional

de la expresión del gen correspondiente que la codifica (Wicker and Puigsever, 1990).

Haberich and Bozkurt (1984) describen aumentos lineales de la actividad lipásica en

ratas con aportes crecientes de grasa en la dieta (0-38%). Kuznetsova, et al. (1991) muestran

incrementos en el nivel de secreción pancreática y en el de actividad lipásica, con una dieta

hiperlipémica (59% de grasa), mientras que las actividades de la amilasa y de las proteasas

descienden. Hirschi, et al. (1991) encuentran que la actividad lipásica es significativamente

superior en células pancreáticas de ratas alimentadas con una dieta alta en grasa, a las 24 y a las

48 horas.



166   Mª Alba Martínez Burgos

Spannagel, et al. (1996) demuestran que la rata se adapta a un aumento en el contenido

de grasa de la dieta, con aumentos en la respuesta secretora pancreática a la grasa intraduodenal

y en la actividad lipolítica en intestino delgado, paralelos a los aumentos en la liberación de

CCK. La secreción pancreática exocrina en respuesta a un 20% de grasa es significativamente

superior que la respuesta secretora observada en ratas que ingieren un contenido menor de grasa

alimentaria (5%), es decir, el incremento se observa lineal.

Sin embargo, otro estudio realizado en ratas neonatas, en el que la cantidad de grasa

varía entre un 11 y un 75%, demuestra que el incremento en la actividad enzimática no ocurre

de manera lineal, ya que por debajo del 47% de grasa no se observa estimulación en la actividad

lipásica, mientras que la ingesta de un 54 o 67% de grasa provoca valores máximos de la

misma, lo que sugiere que, a pesar de que esta enzima se adapta a niveles crecientes de grasa en

la dieta, puede existir un valor límite o umbral de la misma, por debajo del cual la adaptación es

pequeña, y por encima del que se manifiesta significativa (Sabb, et al., 1986). Diversas

investigaciones apoyan este hecho, aunque los resultados son difíciles de comparar, debido en

unos casos, al empleo de fuentes grasas diferentes y en otros, a que las dietas no son isocalóricas

(Saraux, et al., 1982; Wicker and Puigserver, 1987).

Por otro lado, los estudios llevados a cabo en ratas alimentadas durante 2 meses con

dietas ricas en grasa (20%), procedente de TG o de FL, muestran incrementos respectivos en las

actividades lipásica y fosfolipásica A2, tanto en tejido como en jugo pancreático; sin embargo,

las citadas enzimas muestran los menores valores de actividad con un aporte de grasa mayor

(40%), transcurridos 7 días de administración de la dieta (Belleville, et al., 1978).

Brannon (1990) indican que el contenido en lipasa se ve incrementado entre un 170-

800% en ratas, con dietas que aportan entre un 41-75% de grasa. Parecer ser que la adaptación

de la lipasa al incremento en los niveles de grasa de la dieta puede determinar en esta especie

animal una medida del contenido en grasa de la misma, marcando una pequeña adaptación en lo

que respecta a su incremento, y una adaptación significativa su descenso.
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El aporte un 12% de grasa durante 2 semanas ocasiona en conejos un incremento de la

actividad de la lipasa pancreática, sin observar diferencias en la misma con aportes del 2.7% o

del 6% de grasa (Borel, et al., 1991). Por el contrario, un aporte cuantitativamente similar de

grasa en humanos (10%), considerado bajo, y elevado en carbohidratos (76%), durante un

periodo de 10 días, no ocasiona cambios en los grados de secreción de lipasa y de amilasa

pancreáticas, aunque sí se observan incrementos en la secreción de tripsina y quimiotripsina

(Emde, et al., 1985).

Los resultados obtenidos en perros adultos, alimentados con dietas elevadas en grasa

durante un periodo de 8 días, no muestran diferencias significativas en los parámetros medidos

en relación a la secreción pancreática exocrina (actividades y producción de amilasa y lipasa,

flujo y contenido proteico), respecto de otro grupo experimental que ingiere un alto contenido

de carbohidratos en su dieta. Los datos indican ausencia de adaptación rápida del páncreas a la

cantidad de grasa de la dieta a corto plazo. No obstante, no se descarta un mecanismo adaptativo

en el perro a largo plazo (Mañas, et al., 1996).

Ozimek, et al. (1995) demuestran la capacidad del páncreas exocrino porcino para

adaptarse a variaciones en el contenido lipídico de la dieta, tras someter a cerdos en periodo de

crecimiento a dietas isocalóricas e isoproteicas, con distintos niveles de aceite de cánola como

fuente grasa, observando incrementos en la actividad lipasa.

Como se ha mencionado, la lipasa requiere para su acción la actuación de la colipasa,

que interviene como cofactor. Las regiones de homología y conservación entre ambas moléculas

pueden ayudar a definir los sitios de interacción (Colwell, et al., 1993). Se ha demostrado que la

colipasa se une a un fragmento de lipasa de 5 kDa, identificado como el extremo C-terminal del

extremo de la cadena, que va desde el residuo 403 hasta el mismo (Cys 449) y el sitio de unión

está localizado en un área de contacto restringida. En todas las especies estudiadas, aparece

implicado el residuo Glu 440 (Chaillan, et al., 1992).

Diversos trabajos muestran una adaptación de colipasa pancreática a niveles crecientes

de grasa en la dieta (Saraux, et al., 1982; Wicker and Puigserver, 1987), pero la respuesta parece

ser más débil que en el caso de la lipasa (Wicker and Puigserver, 1987). Estudios posteriores
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ponen de manifiesto una específica, aunque moderada inducción de ARNm de colipasa por

manipulación nutricional, en ratas alimentadas con una dieta alta en grasa (Wicker and

Puigserver, 1990). Cuando estos animales son alimentados con dietas con alto contenido en

proteínas, incluso cuando éstas son pobres en lípidos (2% de manteca de cerdo), la colipasa

muestra una respuesta a la ingesta proteica, indicando ser particularmente sensible a dicho

nutriente, quizá más que a la ingesta de grasa (Ouagued, et al., 1980).

ADAPTACIÓN AL TIPO DE GRASA DE LA DIETA: ASPECTOS CUALITATIVOS.

En contraste con el consenso existente sobre el papel de la cantidad de la grasa, existe

cierta controversia acerca del efecto del tipo o calidad de la misma aportada en la dieta, esto es,

de su longitud de cadena y grado de instauración, sobre la adaptación pancreática, determinada

por el contenido y síntesis de lipasa. Deschodt-Lanckman, et al. (1971) observan en ratas una

respuesta doble de lipasa ante la grasa insaturada ingerida que con la saturada, aunque ambos

tipos de ácidos grasos incrementan el contenido de lipasa, cuando el contenido de los mismos en

la dieta es alto, respecto de una dieta con niveles bajos de grasa. Estos autores indican asimismo

una reducción en la actividad amilásica con cualquiera de las dietas empleadas, todas ellas altas

en grasa (0% de carbohidratos), encontrando valores mínimos de dicha actividad en el grupo

alimentado con una dieta enriquecida en aceite de oliva. También observan diferencias en los

niveles de proteasas, según la fuente grasa empleada, aunque Ricketts and Brannon (1994) no

corroboran este hecho en estudios posteriores en ratas, pues indican que la actividad proteásica

es similar en cualquiera de los grupos de animales adaptados a dietas con grasas de diferentes

grados de saturación.

EFECTO DE LA LONGITUD DE CADENA DE LOS ÁCIDOS GRASOS

Los datos disponibles acerca del papel modulador que la longitud de cadena de los

ácidos grasos aportados en la dieta ejerce sobre la adaptación del páncreas exocrino varían

según la especie considerada, resultando en ocasiones contradictorios para una misma especie.
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Demol and Sarles (1978) indican un efecto potenciador sobre la secreción pancreática

para la longitud de cadena, comparable al ejercido por CCK-PZ, de modo que el ácido oleico

(C18:1 n-9) posee un efecto mayor, moderado el caprílico (C8:0) y ausencia del mismo el

butírico (C4:0).

La administración de pequeñas cantidades de TG (2.5 ml) procedentes de diversas

fuentes, cuya única diferencia radica en la longitud de cadena de sus ácidos grasos (aceite de

maíz, sebo de buey, aceite de pescado o aceite con TCM) incrementan significativamente los

niveles de CCK en rata, respecto de la administración de suero salino, con el consiguiente efecto

sobre la secreción pancreática exocrina. Las cuatro fuentes grasas provocan una liberación

significativa de CCK, siendo el aceite con TCM el más potente estimulador de la secreción de

CCK (Douglas, et al., 1990).

En pollos alimentados con diferentes tipos de TG, según la longitud de cadena de sus

ácidos grasos (TCL en aceite de maíz; TCM en glicerol tricaprato y ácidos grasos de cadena

corta mediante glicerol tricaprilato), a razón de 200g/kg dieta, se observan concentraciones de

CCK significativamente menores para el grupo que ingireren TCL, respecto de TCM. Estos

datos indican que los TCM son estimuladores más potentes de la secreción de CCK que TCL en

estos animales (Mabayo, et al., 1992). Estudios más recientes corroboran estos resultados e

indican, además, que los TCL no son capaces de estimular la secreción de gastrina (Furuse,

1999).

Por el contrario, la infusión de TCM provoca en cerdos un cambio, respecto del grupo

control, en el volumen de secreción de jugo pancreático, así como en la producción proteica,

contenido y producción de lipasa, y en la producción de tripsina y colipasa pancreáticas,

manifestándose diferencias entre TCM y TCL para las producciones de proteína, lipasa y

colipasa. En concreto, los niveles plasmáticos de CCK resultan menores con el aporte de TCM

que con TCL, lo que sugiere una inmediata y distinta respuesta del páncreas exocrino a grasas

que difieren en la longitud de cadena (Jacob, et al., 2000).

Del mismo modo, la ingestión de TCL induce en el hombre un incremento significativo

en los niveles de CCK plasmática de 2.8±0.5 a 6.5±0.7 pmol/l y descensos también
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significativos en el volumen de bilis en la vesícula biliar desde 33.4±5.9 hasta 13.2±4.2 cm3. Sin

embargo, no se encuentran diferencias significativas en los niveles de CCK plasmática ni en el

volumen de contenido vesicular tras la ingesta de TCM, lo que indica que, al contrario que

ocurre con los TCL, los TCM no inducen liberación de CCK ni contracción de la vesícula biliar

(Hopman, et al., 1984). Isaacs, et al. (1987) observan en sujetos sanos que la CCK plasmática

incrementa sus niveles tras la ingesta de TCM, sin verse afectados otros péptidos como gastrina,

motilina, PP y GIP. La ingesta de TCL estimula tanto la contracción de la vesícula biliar, como

el incremento en los niveles de los citados péptidos.

Vu, et al. (1999) indican que los TCM intraduodenales aceleran el tránsito intestinal,

pero no estimulan la liberación de CCK, aunque sí la de hormonas gastrointestinales distales

(PYY), en un grupo de voluntarios sanos, lo que sugiere que dicho tipo de grasa no es absorbida

rápidamente en intestino proximal, pero probablemente alcance la región iloecolónica y

estimule la liberación de PYY.

Estudios de Maas, et al. (1996) en humanos demuestran que los TCM inhiben la

secreción de ácido gástrico, aunque en menor grado que los TCL; la infusión de altas

concentraciones de CCK no suprime esta secreción ácida, por lo que se demuestra una ausencia

de responsabilidad atribuible a la CCK en este sentido.

La administración de fórmulas enriquecidas en ácidos grasos de cadena larga (fórmula

experimental) provoca un aumento significativo de la actividad lipásica, en el aspirado duodenal

recogido de infantes pretérmino, frente a otra fórmula estándar, sin mostrar cambios respecto

del grupo que ingiere leche materna. Esto sugiere que la composición de la grasa alimentaria

influye en el desarrollo postnatal de la actividad de la lipasa duodenal, en este grupo

experimental (Boehm, et al., 1995).

de Jong, et al. (1985) observan un aumento significativo de PP tras la ingesta de TCL,

respecto de MCT y de suero salino, sugiriendo un papel atribuible a la longitud de cadena de los

ácidos grasos ingeridos como responsable de la secreción de PP.
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Los ácidos grasos libres pueden reactivar el complejo lipasa-colipasa, gracias a la

formación de un complejo de alta afinidad entre ambas enzimas. Así, laúrico, oleico y linoleico

son los reactivadores más potentes de la actividad lipasa-colipasa, mientras que los ácidos

grasos de cadena corta no ejercen efecto y los SFA de cadena larga la inhiben (Larsson and

Erlanson-Albertsson, 1986). Guimbaud, et al. (1997) demuestran que los ácidos grasos libres, en

mayor medida que los triglicéridos, estimulan la liberación de CCK y la contracción de la

vesícula biliar, cuando están presentes en duodeno, pudiendo incrementar la secreción

enzimática residual en pacientes con insuficiencia pancreática moderada.

La perfusión intravenosa de oleato (ácido graso de cadena larga), propionato (ácido

graso de cadena corta) y grasa neutra (intralipídica) provoca efectos diferentes sobre la

estimulación de las fracciones hidroelectrolítica y enzimática de la secreción pancreática

exocrina en conejos, de manera que la primera se ve favorecida tanto por la grasa neutral como

por los ácidos grasos de cadena larga, siendo una respuesta no mediada por secretina, mientras

la segunda incrementa con mayor efectividad por la perfusión de ácidos grasos de cadena corta,

así como de grasa neutra. El conejo muestra, por tanto, distinta capacidad adaptativa al tipo de

grasa, determinada en este caso, por la longitud de cadena de los ácidos grasos presentes en la

dieta (Navas, et al., 1993).

EFECTO DEL GRADO DE INSATURACIÓN DE LA GRASA

Los datos disponibles acerca de la influencia del grado de insaturación de la dieta sobre

el mecanismo adaptativo del páncreas exocrino son escasos. Con el propósito de estudiar este

efecto Beaudoin, et al. (1989) alimentaron a cuatro grupos de ratas con dietas que contenían un

5% de distintas fuentes grasas (aceite de pescado, aceite de prímula, sebo de vaca hidrogenado y

mezcla de aceite de pescado y prímula) durante un periodo de 6 semanas. En condiciones

basales, las ratas alimentadas con grasa animal mostraron proporciones diferentes de amilasa,

lipasa y proteasas séricas, al compararlas con las que ingirieron lípidos insaturados. La respuesta

secretora a la estimulación con ceruleína no provocó diferencias significativas en los porcentajes

relativos de las enzimas pancreáticas, en ninguno de los grupos alimentados con los aceites

insaturados, pero sí aumentó hasta un 49% la secreción enzimática en el grupo que ingirió grasa
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de origen animal, rica en ácidos grasos saturados. Por ello, se atribuye una función reguladora

sobre la secreción pancreática exocrina al grado de insaturación de la grasa de la dieta.

En ratas alimentadas con dietas bajas (10%), moderadas (40%) o altas (67%) en grasa,

procedentes de distintas fuentes (aceite de maíz, oliva, girasol, coco, mantequilla o manteca de

cerdo) se pone de manifiesto una adaptación pancreática paralela al contenido en grasa de la

dieta, de modo que la actividad lipásica aumenta (180%) con todas las dietas altas en grasa,

independientemente del grado de instauración de ésta. Con ingestas moderadas de grasa,

solamente el aceite de girasol, altamente insaturado, incrementa lal actividad de la lipasa

(162%) en comparación con la dieta baja en lípidos. Con ingestas de distintos niveles de aceite

de maíz, no se muestra estimulación de dicha actividad si los niveles son inferiores al 47% de

grasa, mostrándose los valores máximos de estimulación con ingestas del 57-67% de grasa. Se

sugiere con ello, que esta enzima lipolítica se adapta principalmente a la cantidad de grasa de la

dieta, respondiendo al tipo de grasa únicamente por debajo de un nivel límite de grasa en la

dieta (47%) (Sabb, et al., 1986).

La liberación de CCK en respuesta a la grasa de la dieta es distinta, tanto para

triglicéridos como para ácidos grasos libres, en función del grado de instauración de la misma.

Los UFA son estimuladores más potentes de la misma que los SFA, con el consiguiente efecto

sobre la secreción de enzimas pancreáticos (Beardshall, et al., 1989).

Los efectos del oleato sódico sobre la secreción pancreática en rata, uando éste es

infundido, son diferentes en función del segmento intestinal al que se realice la infusión. La

infusión intraduodenal incrementa significativamente la secreción pancreática (flujo,

bicarbonato y proteínas); sin embargo, la infusión intraileal no ejerce efecto alguno sobre la

secreción enzimática, disminuyendo el flujo de bicarbonato (Miyasaka and Kitani, 1988). Son

datos que apoyan otras investigaciones anteriores realizadas en perros por Faichney, et al.

(1981), que sugieren además, un papel para la secretina endógena como mediador principal del

efecto estimulador del oleato sódico intraduodenal sobre la secreción del páncreas exocrino.
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La ingesta de dietas líquidas enriquecidas con 200 ml de ácido oleico (MUFA)

procedente de aceite de oliva, o de linoleico (PUFA n-6) a partir de aceite de girasol durante 30

días, produce efectos adaptativos diferentes en el páncreas exocrino humano, de manera que el

aceite de oliva se asocia, por una parte, con una disminución de pH más atenuada y prolongada,

lo que se viene relacionando con la supresión de gastrina sérica y por otra, con niveles mayores

de PYY (Serrano, et al., 1997).

Respecto de los cambios ocasionados por estas mismas dietas, administradas durante el

mismo periodo de tiempo, en las actividades enzimáticas de pacientes colecistectomizados,

Yago, et al. (1997) indican que no se revelan modificaciones en el periodo postprandial, excepto

para la actividad lipásica, que se muestra mayor en el grupo alimentado con aceite de oliva, lo

que se relaciona con toda probabilidad, con las concentraciones de CCK plasmáticas superiores

observadas en este grupo. Debido a la ausencia de datos de producción enzimática, no debe ser

excluída la posibilidad de que el tipo de grasa de la dieta pueda afectar a la secreción

pancreática humana en mayor grado al reflejado en este estudio, a través de un efecto mediado

por flujo, como ha sido demostrado en perros (Yago, et al., 1997).

Ballesta, et al. (1990) observan adaptación de la secreción pancreática a la grasa de la

dieta, en perros alimentados durante 9 meses con dietas a base de aceites de oliva y de girasol

como fuentes grasas. Las secreciones de bicarbonato, amilasa y lipasa pancreáticas son

menores, y la de tripsina igual, para el grupo oliva, al compararlos con el grupo girasol. No

obstante, se observa adaptación de la lipasa, independientemente del grado de insaturación de

los ácidos grasos presentes en la dieta.

Estudios realizados en cerdos alimentados con aceites de diferente composición en

ácidos grasos (aceite de pescado, de colza o de coco) manifiestan que, a nivel ileal, la

digestibilidad (un aspecto estrechamente relacionado con la función lipolítica de los enzimas

pancreáticos) no difiere para los ácidos grasos totales, saturados o monoinsaturados con el tipo

de dieta, mostrándose elevada para todos ellos. No obstante, la digestibilidad de los PUFA

procedentes de los aceites de pescado y de colza se muestra significativamente superior a la

observada tras la ingesta del aceite de coco, con el consiguiente efecto potencial sobre la

funcionalidad pancreática (Jorgensen, et al., 2000).
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5.8.3.-MEDIADORES DE LA SECRECIÓN PANCREÁTICA EXOCRINA

Como hemos explicado, una serie de mecanismos neuronales específicos, así como de

péptidos gastrointestinales son activados y liberados respectivamente por los constituyentes de

la dieta, operando sobre la síntesis y secreción de jugo pancreático (Malfertheiner, et al., 1988).

Hormonas, enzimas y bilis son factores que, de igual modo, regulan la secreción pancreática

exocrina.

PAPEL MODULADOR DE DISTINTOS PÉPTIDOS

Adaptación a los carbohidratos de la dieta

La insulina ha sido propuesta como mediadora de la adaptación pancreática a los

carbohidratos de la dieta. En ratas diabéticas se observan niveles menores en el contenido,

síntesis y ARNm de amilasa, restableciéndose los valores tras la administración de insulina

(Brannon, 1990). A su vez, la insulina depende de la disponibilidad de glucosa, ya que altos

niveles de este nutriente provocan un aumento en la liberación de la citada hormona (Bazin and

Lavau, 1979). Por tanto, ambos componentes, glucosa e insulina, parecen influir en la liberación

de amilasa, como respuesta adaptativa de la glándula pancreática a los carbohidratos de la dieta.

Adaptación a la proteína de la dieta

La liberación de las enzimas proteolíticas está regulada por CCK (Green, et al., 1986),

ya que los niveles circulantes de esta hormona, así como los de ceruleína, incrementan tras la

ingesta de dietas ricas en proteínas, con el consiguiente aumento en la síntesis y contenido de

proteasas en el páncreas (Stockmann and Soling, 1981; Renaud, et al., 1986).

Distintos grados de infusión intrayeyunal de una dieta elemental (12.5, 25 y 50 ml/30

min), con un contenido determinado en aminoácidos, provocan en humanos incrementos

significativos en la concentración de CCK plasmática, dependiente de la dosis, sin modificar las

concentraciones de secretina y de gastrina. Asimismo, se observan aumentos significativos en la
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secreción de amilasa, proteína y bicarbonato, lo que indica que la dosis de aminoácidos

contenida en la dieta elemental, recomendada para uso clínico, puede estimular

significativamente la liberación de CCK en intestino delgado. Dicho nivel de CCK plasmática

es capaz de provocar un significativo incremento de la secreción pancreática exocrina

(Watanabe, et al., 1986).

Adaptación a la grasa de la dieta

La ingestión oral de triglicéridos o de ácidos grasos estimula la liberación de secretina

(Rhodes, et al., 1988), cuya presencia en la luz intestinal provoca la secreción de la lipasa

pancreática (Rausch, et al., 1986), considerándose por tanto, la secretina como principal

regulador de la respuesta pancreática a la grasa de la dieta.

La grasa intraluminal, al igual que los aminoácidos son conocidos como potentes

estimuladores de la secreción pancreática exocrina, por mecanismos que implican la liberación

de CCK, aunque también liberan cantidades significativas de glucagón, somatostatina y

polipéptido pancreático (PP), péptidos que poseen gran capacidad inhibidora pancreática

(Ohneda, et al., 1975; Wilson, et al., 1978).

PAPEL MODULADOR DE LAS ENZIMAS

El papel de las proteasas pancreáticas en la modulación de la secreción de las enzimas

pancreáticas, como inhibidores de la misma (regulación por retroalimentación), se ha puesto de

manifiesto en diferentes estudios. Tanto la tripsina como la quimiotripsina intestinales median la

secreción pancreática exocrina en rata y cerdo, mediante un mecanismo de regulación feed-back

negativo. Tal mecanismo ha sido observado posteriormente en humanos, en los cules la

presencia de estos enzimas en intestino delgado suprime la secreción pancreática de enzimas,

mientras su retirada la incrementa (Fushiki and Iwai, 1989). En ratas quirúrgicamente

preparadas con fístula pancreático-biliar, la infusión duodenal de tripsina disminuye el volumen

secretor pancreático, así como la producción de proteínas y de tripsinógeno. Dichos efectos

revierten al añadir un inhibidor de tripsina. La infusión de amilasa y lipasa pancreáticas, no
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ejerce efecto alguno sobre los citados parámetros secretores, al igual que ocurre con la bilis,

infundida también a nivel duodenal (Lilja, 1980).

Experimentos realizados con ratas, para conocer los efectos de distintos tipos de dietas

sobre las actividades de carbohidrasas pancreáticas e intestinales sugieren que la adaptación de

ambos sistemas enzimáticos a la composición de la dieta debe ser considerada como una

reacción integrada (Iezuitova, et al., 1983). Así, se ha observado que las ratas alimentadas

durante 4, 15 y 30 días con cantidades incrementadas de proteínas, lípidos y carbohidratos

muestran cambios en la actividad de las correspondientes enzimas pancreáticas (proteasas,

lipasa y amilasa) y carbohidrasas de intestino delgado (γ-amilasa, maltasa, invertasa, etc). Los

análisis sugieren una estrecha correlación entre los cambios adaptativos en los sistemas

enzimáticos encargados de mantener el lumen y las distintas membranas de los orgánulos que

intervienen en la digestión. Los cambios se deben interpretar como una respuesta adaptativa

integrada de ambos sistemas enzimáticos frente a alteraciones en la composición de la dieta

(Flores, et al., 1988).

PAPEL MODULADOR DE LA BILIS

Cabe diferenciar efectos distintos llevados a cabo por la bilis sobre la secreción

pancreática exocrina, según distintas situaciones:

a) Condiciones basales o tras estimulación hormonal

Bajo condiciones basales, la infusión intraduodenal de bilis y de sales biliares influye en

los niveles plasmáticos de diversos péptidos gastrointestinales, de modo que algunos son

liberados con efecto estimulador sobre la secreción pancreática exocrina, mientras otros lo

hacen con función inhibidora o sin efecto alguno. Asimismo, son activados mecanismos

nerviosos colinérgicos y peptidérgicos (Riepl and Lehnert, 1993).

En humanos, la infusión intraduodenal de bilis con alta concentración de ácidos biliares

provoca incrementos en el flujo y en la secreción de bicarbonato en tres casos estudiados. A
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concentraciones menores de ácidos biliares, no se observan cambios obvios en dos de los casos,

lo que indica que la bilis puede jugar un papel en la regulación de la secreción pancreática

exocrina de agua y de bicarbonato en el hombre, atribuyéndole a las sales biliares la

responsabilidad de este papel  (Osnes, 1981).

Ahora bien, en términos generales, los efectos son diferentes según la especie de sal

biliar considerada, en función de la solubilidad y carga administrada de la misma (Riepl and

Lehnert, 1992), de modo que taurocolato y tauroquenodeoxicolato inhiben la secreción

pancreática y la liberación de CCK en ratas, mientras otras producen un incremento de la

misma, vía liberación de secretina y CCK (Miyasaka, et al., 1992).

En la mayoría de las especies, la producción y liberación de CCK, así como la secreción

estimulada de enzimas pancreáticas aumentan en ausencia y se inhiben en presencia de ácidos

biliares luminales. La relevancia fisiológica de estos ácidos biliares en dicho control es

escasamente conocida. En humanos, la retirada de ácidos biliares por supresión de la

contracción vesicular desenmascara dicha supresión, con el consiguiente y drástico incremento

de los niveles plasmáticos de CCK; con tan sólo una tercera parte de los ácidos biliares

liberados se revierte completamente este efecto, lo que indica que los ácidos biliares son los

reguladores luminales más importantes de la liberación de CCK en humanos (Koop, et al.,

1996).

Los resultados obtenidos en ratas por Green and Nasset (1980) indican un control de la

bilis presente en el intestino sobre el grado de desaparición de actividad de la tripsina y la

quimiotripsina luminales, probablemente por inhibición de su autodigestión in vivo. Estudios

previos llevaron a los autores a mostrar un descenso en ambas actividades a nivel intestinal,

como consecuencia del ligamiento del conducto biliar, incrementándose sin embargo la

secreción de enzimas pancreáticas.

b) Secreción estimulada por nutrientes

La secreción pancreática estimulada por la grasa dietética no se ve influenciada por la

administración de dosis de sales biliares, administradas en cantidades cercanas a la

concentración micelar crítica, y si lo hace es inhibiéndose por efecto de las mismas. Lo mismo
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ocurre cuando la secreción es estimulada por fenilalanina (Riepl and Lehnert, 1992). Estudios

posteriores muestran que ni la bilis ni las sales biliares ejercen efecto inhibidor sobre la

secreción de enzimas pancreáticas cuando ésta es estimulada por nutrientes intraluminales

(Riepl and Lehnert, 1993).

Ahora bien, la liberación de CCK estimulada por grasa parece disminuir cuando hay un

exceso de sales biliares (Gómez, et al., 1986). Por otra parte, la secreción de tripsina disminuye

tras derivación de la bilis en perros colecistoyeyunotectomizados que ingieren una comida

líquida (Davies, et al., 1985). Se han observado resultados contradictorios en humanos y en

perros, después de administrar intraduodenalmente colestiramina, con la consiguiente elevación

dosis-dependiente de proteasas pancreáticas, estimuladas por aminoácidos intraduodenales

(Gómez, et al., 1988).
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6.-PÁNCREAS Y ATEROSCLEROSIS: INFLUENCIA DE LA

HIPERCOLESTEROLEMIA SOBRE LA FUNCIONALIDAD PANCREÁTICA

La aterosclerosis es un proceso sistémico que implica a todas las arterias del organismo;

generalmente transcurre silencioso, hasta que su progresión afecta a algún órgano (Marti-Vilalta

and Marti-Fabregas, 1999). La relación dieta-aterosclerosis deriva de la influencia que la ingesta

de grasa ejerce sobre la composición de las lipoproteínas plasmáticas, de modo que el riesgo de

aterosclerosis puede incrementarse, no sólo por un aumento de LDL-c, sino también por un

exceso de lipoproteínas ricas en TG, así como por niveles elevados de Lp(a) y disminuidos de

HDL-c (Stone, 1994).

La hipertrigliceridemia engloba a un grupo heterogéneo de desórdenes lipoproteicos,

que varía con respecto a su etiología, patrón lipoproteico y sus principales secuelas clínicas,

que, entre otras, son la aterosclerosis y la pancreatitis (Geurian, et al., 1992; Foger and Patsch,

1994; Kimura and Mossner, 1996). No obstante, el papel de los TG plasmáticos como factor de

riesgo en la aterosclerosis y enfermedades relacionas ha sido objeto de controversia durante

muchos años. Los estudios más recientes apoyan esta teoría e indican que el riesgo de

desarrollar esta patología depende de los niveles plasmáticos de TG, de manera que presenta

valores umbrales a partir de los cuales aumenta su capacidad como factor deriesgo, paralelo al

aumento del riesgo de pancreatitis (Stalehhoef, 1999). Garrido, et al. (1998) consideran, como

principal objetivo para el tratamiento de las dislipemias, prevenir el desarrollo de aterosclerosis

y sus manifestaciones clínicas, además de eliminar la pancreatitis aguda en casos de fuerte

hipertrigliceridemia.

Estudios recientes en humanos ponen de manifiesto que el páncreas es un órgano que

tiende particularmente al desarrollo de daño aterosclerótico (Rosso, et al., 2001). En términos

generales, la mayoría de los trabajos han sido enfocados hacia el conocimiento de la relación

existente entre estados anormales de lípidos plasmáticos y pancreatitis (Chebli, et al., 1999;

Holynsky, et al., 2000; Yoshinaga, et al., 2000). Ésta es una enfermedad en la que el páncreas

aparece inflamado, provocándose el daño de la glándula cuando las enzimas digestivas son

activadas, bien por lesión acinar o por una activación prematura de proenzimas en los conductos

pancreáticos, comenzando a atacar el propio páncreas; en casos severos llegan a provocarse
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hemorragias internas, daños tisulares, infección y quistes. Las enzimas y toxinas pueden entrar

en la corriente sanguínea y lesionar seriamente a otros órganos como corazón, riñón o pulmón.

La enfermedad se puede manifestar de dos formas: (a) aguda, que ocurre repentinamente y

puede ser mortal, aunque lo normal es una recuperación; ahora bien, si la lesión continúa, se

puede desarrollar la forma (b) crónica, que conduce a fuertes dolores y funcionalidad

disminuída del páncreas (Gordon Uretsky, et al., 1999).

Parece existir cierto control genético de la enfermedad, pues se han encontrado genes

que expresan ARNm para las proteínas I y III, en intestino delgado de ratas, asociados a

pancreatitis. Ahora bien, dichos genes de expresión están regulados de manera coordinada

mediante manipulaciones tanto hormonales como nutricionales (Sansonetti, et al., 1995).

También se ha venido considerando la quilomicronemia como otra posible causa de

pancreatitis aguda, a la vista de los datos obtenidos por van de Vrie, et al. (1996) en pacientes

enfermos con hiperlipemia combinada, que presentan niveles seriamente elevados de

triglicéridos y de colesterol. Este hecho es apoyado por estudios realizados por Pschierer, et al.

(1995), que indican cómo la quilomicronemia, debido a disturbios en la microcirculación, puede

causar pancreatitis aguda como una de las complicaciones clínicas más severas. Tras la

administración a largo plazo de n-3 en la dieta, procedente de aceite de pescado, se pone de

manifiesto cierta recuperación en estos pacientes (por disminución de la apoB-48 en LDL),

aunque las concentraciones de colesterol total, HDL o LDL colesterol, Lp(a) o fibrinógeno no se

ven modificadas.

Tanaka, et al. (1988) describen una afectación del páncreas, con obstrucción pancreática

incompleta y desarrollo de pancreatitis crónica, a consecuencia de una isquemia crónica.

Histológicamente se observa: descenso del parénquima, reemplazo de grasa, infiltración celular

inflamatoria severa, fibrosis extensiva y complejos tubulares, asemejándose dicho modelo al de

pancreatitis crónica humana.

Uchida, et al. (1988) observan fibrosis inter e intralobular con infiltración de linfocitos,

cambios degenerativos acinares, proliferación ductular y dilataciones de los conductos pequeños
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de las arterias pancreáticas en conejos, idénticas a las que se producen en los casos de

pancreatitis crónica humana. Dichos sucesos se observan en áreas discretas claramente

demarcadas del parénquima pancreático normal y adheridas al parénquima necrotizado. Estas

áreas se desarrollan junto a las regiones periféricas de obstrucción inflamatoria o necrótica del

conducto pancreático, que pueden haber sido causadas por la necrosis parenquimal, debida a

una isquemia severa. Las alteraciones vasculares y la isquemia secundaria en el páncreas es uno

de los factores más importantes implicados en las lesiones pancreáticas que se presentan en este

modelo de hiperlipemia.

Las consecuencias que la hipercolesterolemia pueden tener a nivel pancreático son poco

conocidas, debido a la escasez de investigación realizada al respecto. En pacientes

hipercolesterolémicos se ha observado una respuesta integrada de diferentes péptidos

hormonales, reconocidos como reguladores de la secreción de enzimas pancreáticas,

concretamente un aumento en los niveles de motilina y de CCK, y un descenso en los de PP. No

obstante, no se encuentran diferencias significativas respecto al grupo control para otros

péptidos determinados como gastrina, GIP, neurotensina, enteroglucagón, insulina o glucagón

pancreáticos (Allen, et al., 1983).

Estudios histopatológicos en perros que presentan hipercolesterolemia e

hipertrigliceridemia manifiestan el carácter sistémico de la aterosclerosis, al mostrar lesiones

ateroscleróticas en aorta y arterias musculares de diversos órganos, entre ellos el páncreas.

Dichas lesiones se caracterizan por la deposición de lípidos e infiltración de células espumosas

cargadas de grasa en la íntima y media de la túnica, constituyendo placas fibrograsas, que

contienen acúmulos de colesterol y de material sudanofílico y mineralizado. El examen

histoquímico con anticuerpos de apoB-100 caninos identifican LDL. Estas observaciones son

similares a las encontradas en las lesiones ateroscleróticas humanas (Kagawa, et al., 1998).

Moolenaar and Lamers (1996) sugieren que la pancreatitis puede ser la consecuencia de

una embolización por cristales de colesterol en la glándula, observada en ancianos con historial

de enfermedad vascular aterosclerótica, lo que apoya nuevamente la idea de que la

aterosclerosis sea un factor desencadenante de pancreatitis. Justrabo, et al. (1982) observan

cantidades considerables de colesterol en focos ateroscleróticos, que inducen la obstrucción de
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pequeñas arterias pancreáticas. Datos más recientes muestran resultados contradictorios acerca

del efecto de los niveles de colesterol plasmáticos sobre la aparición de esta enfermedad en

pacientes de edad avanzada, en los que el estado hipocolesterolémico parece ser, en este caso,

causa de pancreatitis aguda (Gang, et al., 1999).

6.1.-EFECTO DE LA ATEROSCLEROSIS SOBRE LA ACTIVIDAD Y SECRECIÓN

DE ENZIMAS PANCREÁTICAS

La implicación de determinadas enzimas pancreáticas en el transcurso de la

aterosclerosis sugiere la idea de que se producen cambios adaptativos de la glándula en este

estado patológico (Steiner and Williams, 2000). Las medidas bioquímicas determinadas en

suero de perros con pancreatitis aguda demuestran un aumento en los niveles de actividad

enzimática en páncreas, junto a la aparición de hipercolesterolemia y lipemia (Hess, et al.,

1998).

Caillol, et al. (1997) han detectado que la actividad de la lipasa pancreática en suero

aumenta significativamente cuando lo hacen los niveles de la LDL-c, apo B-100 y apo A-I, en

sujetos normolipémicos. La asociación entre dicha enzima lipolítica y la LDL, es en parte

debida a una interacción específica con apo B100.

Los ácidos grasos no esterificados, liberados al intersticio pancreático por la lipasa,

poseen la capacidad de actuar como detergentes de las membranas acinares, en el transcurso de

la pancreatitis aguda, pudiendo promover necrosis pancreática (Schmidt, et al., 1978; Lee, et al.,

1979). Paye, et al. (1996) no encuentran modificaciones en los niveles de ácidos grasos en el

tejido pancreático de ratas con pancreatitis aguda, respecto de los valores encontrados en

animales control, tras la infusión de VLDL humana. Estudios posteriores han puesto de

manifiesto en ratas que la peroxidación lipídica de la membrana en la célula acinar, que se

origina tras la liberación de ácidos grasos, es un factor importante en la insufiencia pancreática

(pancreatitis) inducida por hiperlipemia (Morita, et al., 1998).
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La aterosclerosis tiene una base alimentaria, sin un mecanismo molecular comprobado

para la absorción del colesterol. López-Candales, et al. (1996) investigan el papel del páncreas

en este proceso y su interacción con las dos formas de colesterol presentes en la dieta, libre y

esterificado, e indican que los ésteres de colesterol presentes en la dieta contribuyen con una

desproporcionada, a la vez que elevada, fracción del colesterol absorbido de la dieta, o sea, que

esta fracción de colesterol es absorbida en una proporción muy elevada. Por otro lado, este

grado de absorción de colesterol a nivel intestinal se correlaciona con la actividad de colesterol

esterasa pancreática, que, a su vez incrementa el transporte de colesterol libre en las células

intestinales humanas cultivadas en un 300%. Asimismo, la inducción de la síntesis de ARNm

específico para dicha enzima es mayor con los ésteres de colesterol, mostrándose dicha

inducción reversible. Los datos implican a esta enzima como pieza fundamental de un giro

metabólico, bajo control feed back positivo, para la absorción del colesterol de la dieta, tanto

libre como esterificado, con la consiguiente respuesta colesterolémica.

Un estudio previo, realizado en ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y

colesterol, muestra un aumento en los niveles de ARNm de colesterol esterasa pancreática

paralelos a los observados en los de ARNm de lipasa pancreática. La regulación coordinada de

ambas enzimas sugiere un papel importante de las mismas en la absorción de lípidos de la dieta

a través del tracto gastrointestinal (Brodt-Eppley and Hui, 1994).

La presencia de elastasa pancreática II y de tripsinógeno catiónico en aorta abdominal

afectada de aneurisma, observada mediante el empleo de técnicas específicas de RIA, sugiere

una correlación entre esta fisiopatología y las proteasas pancreáticas circulantes (Dubick, et al.,

1988).

La aterosclerosis parece estar indirectamente relacionada también con anormalidades en

la función de la lipoproteínlipasa (LPL), enzima de la familia de las lipasas (Murthy, et al.,

1996). Savel’ev, et al. (1995) hablan de una interrelación causa-efecto entre dislipoproteinemia

y pancreonecrosis, poniendo de manifiesto que, debido a un fenómeno de toxemia

pancreatogénica, los pacientes desarrollan dislipoproteinemia y, como consecuencia, daños

ateroscleróticos tempranos en distintas arterias.
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6.2.-EFECTO DE LA ATEROSCLEROSIS SOBRE EL PANCREAS ENDOCRINO

La funcionalidad del páncreas endocrino también parece verse afectada por el proceso

aterosclerótico, a la luz de los datos existentes al respecto. Esto sugiere, junto con los escasos

trabajos publicados acerca del páncreas exocrino, que el páncreas puede ocasionar una respuesta

adaptativa al proceso aterosclerótico.

La porción endocrina del páncreas parece responder al estado hiperlipémico a través de

un incremento en la secreción de insulina, como se ha observado en humanos con

hipertrigliceridemia (Gama, et al., 1995).  Por el contrario, la ingesta de una dieta aterogénica

provoca en monos una respuesta endocrina del páncreasdistinta, con aumentos significativos

(80%) en el volumen de células secretoras de glucagón (α) y el consiguiente descenso en el de

células secretoras de insulina (β) (Louw, et al., 1997).

Se ha observado que los sujetos diabéticos son particularmente propensos a la

enfermedad vascular. Una alteración metabólica secundaria a la diabetes, como es la

hiperglucemia, puede provocar modificaciones en las lipoproteinas, oxidándolas, de manera que

éstas promuevan la aterogénesis (Kawamura, et al., 1994). Nair, et al. (1997) hablan de un

“triángulo enigmático” cuando estudian la interrelación: diabetes, hiperlipemia y pancreatitis

aguda. Dixon, et al. (1999) muestran un aumento significativo en el contenido de estrías grasas

arteriales en cerdos diabéticos, sin observar modificaciones en respuesta a la grasa de la dieta.

6.3.-PAPEL DEL ÓXIDO NÍTRICO EN LA ATEROSCLEROSIS

El factor de relajación vascular dependiente del endotelio, reconocido como óxido

nítrico, media la acción de algunos vasodilatadores (Palmer, et al., 1987) y es rápidamente

destruido por sistemas generadores de radical superóxido, como xantina/xantina-oxidasa

(Rubanyi and Vanhoutte, 1986), protegiéndose por otros como la superóxido-dismutasa (SOD)

(Gryglewski, et al., 1986). Distintos estudios ponen de manifiesto un empeoramiento de la

relajación endotelial en relación con hipercolesterolemia y aterosclerosis (Jayakody, et al., 1985;

Freiman, et al., 1986). Investigaciones posteriores han mostrado que la producción de óxidos de
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nitrógeno en aorta de conejos hipercolesterolémicos y ateroscleróticos está marcadamente

incrementada, más que empeorada (Minor, et al., 1990), lo que indica una ausencia de efecto de

la hipercolesterolemia en este sentido. Mügge, et al. (1991, (a)) observan que la inhibición de la

superóxido-dismutasa provoca un efecto negativo sobre la liberación de los factores implicados

en la relajación vascular. La administración de dicha enzima restaura el estado de relajación en

los vasos sanguíneos de dichos animales (Mügge, et al., 1991(b)). Ohara, et al. (1993)

confirman que el exceso de producción de iones superóxido en esta misma especie puede

inactivar al óxido nítrico y proporcionar una fuente para otros radicales de oxígeno, los cuales

contribuyen al proceso aterosclerótico.

Estudios más recientes ponen de manifiesto que el óxido nítrico ejerce un efecto

beneficioso sobre la formación de edema en la pancreatitis aguda; a pesar de ejercer una leve

acción directa sobre la microcirculación, su efecto en esta enfermedad sugiere una acción

indirecta sobre los leucocitos circulantes, potenciadores de insuficiencia tisular. No obstante, se

le confiere mayor importancia a su acción protectora sobre la actividad de tripsinógeno,

proenzima correlacionada con necrosis e inflamación glandular, que conlleven a la mortalidad

(Werner, et al., 1997).

6.4.-ÓXIDO NÍTRICO Y SECRECIÓN PANCREÁTICA EXOCRINA

Enlazando con este aspecto, existen estudios acerca del papel del óxido nítrico sobre el

control de la secreción pancreática, tanto endocrina como exocrina, en humanos y en diferentes

especies animales. En el perro, la estimulación pancreática se encuentra mediada, al menos en

parte, vía óxido nítrico Bilski, et al. (1995(a)). Este componente regula asimismo la

estimulación colinérgico-vagal de la secreción y la respuesta a la infusión duodenal de

nutrientes en estos animales (Bilski, et al., 1995 (b)).

En humanos, la supresión de la óxido nítrico-sintasa (enzima responsable de la síntesis

de óxido nítrico) reduce la secreción pancreática, así como los niveles de PP e insulina

plasmáticos, sugiriendo que el óxido nítrico endógeno afecta a las secreciones endocrina y

exocrina de la glándula pancreática (Konturek, et al., 1997). En corderos, la inhibición de la
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secreción pancreática exocrina por un inhibidor de la óxido-nítrico-sintasa está presumible y

parcialmente mediada por un efecto contráctil sobre el duodeno (Onaga, et al., 2000).

Konturek, et al. (1993) apuntan hacia la probabilidad de que el óxido nítrico endógeno

afecte a la secreción pancreática a través de cambios en la pared vascular. Datos recientes

demuestran el papel del óxido nítrico endógeno en la regulación de la secreción pancreática

exocrina estimulada por la acción conjunta de secretina y CCK, sin observarse modificaciones

en la liberación de secretina o CCK por separado, ni de VIP (Jyotheeswaran, S., et al., 2000).

Kisfalvi, K., et al. (1996) describen al óxido nítrico como uno de los factores

implicados, junto con las prostaglandinas, en los mecanismos de defensa de las células

endoteliales y acinares, en el transcurso de la pancreatitis aguda.

Estudios en nuestro laboratorio han revelado recientemente la habilidad del óxido

nítrico para controlar la liberación de neurotransmisores endógenos en el páncreas y, en

consecuencia, la secreción enzimática controlada por mecanismos nerviosos (Yago, et al.,

2001).
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7.- PÁNCREAS EXOCRINO Y MEMBRANAS CELULARES

7.1.-ASPECTOS ESTRUCTURALES DE LAS MEMBRANAS PANCREÁTICAS Y

REPERCUSIONES FUNCIONALES

Tal y como se ha indicado en el capítulo que relaciona la grasa de la dieta y las

membranas celulares, es prácticamente inexistente la investigación acerca del potencial efecto

de los lípidos sobre la composición de la membrana acinar pancreática. Asimismo, se desconoce

si los cambios esperados en dicha estructura o en sus componentes ocasionan, en consecuencia,

mecanismos que modifiquen la funcionalidad de la misma.

La escasa bibliografía encontrada, previamente citada, pone de manifiesto únicamente

que la naturaleza de la grasa ingerida a través de la dieta provoca alteraciones en la composición

de la membrana acinar del páncreas de rata, afectando al patrón de enzimas digestivas

específicas almacenadas en los gránulos de zimógeno (Begin, et al., 1990). Lo que, sin embargo,

no se ha clarificado, es la manera en que ambos eventos pudieran estar relacionados.

Una primera sugerencia, asociada al fenómeno adaptativo, es que los cambios en la

composición de la dieta alteran la función celular a través de modificaciones en los mecanismos

de activación hormona-receptor, tal y como ha sido confirmado en el caso de la unión de

insulina a la membrana plasmática del adipocito (Field, et al., 1990).

Un segundo aspecto a considerar es el hecho de que los cambios ocasionados en la

membrana por variaciones en la composición de los lípidos de la dieta sean capaces de alterar la

expresión de la función nuclear, bien a nivel de síntesis génica de determinados componentes,

bien por modificaciones en el transporte de los mismos fuera del núcleo.

Ambos razonamientos nos parecen acertados, puesto que la mayoría de los mecanismos

de regulación metabólica ocurren en sitios localizados a nivel de la membrana celular.

La membrana del gránulo de zimógeno pancreático participa de manera importante en la

secuencia de almacenaje, transporte y exocitosis de las enzimas digestivas. En concreto, las
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proteínas localizadas en la superficie celular del gránulo de zimógeno juegan un papel principal

en el fenómeno de exocitosis del páncreas exocrino (LeBel and Beattie, 1984). Estas

membranas reflejan el dinamismo necesario para llevar a cabo las citadas funciones, ya que son

permeables a las proteínas secretoras contenidas en los mismos (Rothman and Liebow, et al.,

1985). La secreción de proteínas pancreáticas (como proenzimas) se lleva a cabo a través de

esos procesos de exocitosis de los gránulos de zimógeno, que fusionan con la membrana

plasmática pancreática.

Son numerosos los trabajos que describen la existencia de diversos componenrtes de

naturaleza proteica asociados a las membranas de la célula acinar, con papeles importantes

asociados a los procesos de fusión y exocitosis. Así, se ha descrito una estimulación de la fusión

de los gránulos de zimógeno con la membrana plasmática de la célula acinar, por GTP

(guanosina 5´trifosfato) y más potentemente por GTP(S) (guanosina 5´-gamma-tio-fosfato)

(MacLean and Edwardson, 1992). Por otra parte, se han conseguido clonar proteínas de

membrana del gránulo de zimógeno (GP-2 y G-P 3) e identificar otras ligadas a GTP, sin

haberse descubierto su papel a nivel molecular (Wagner and Williams, 1994). Posteriormente,

Soriani, et al. (1995) demuestran la existencia de una glicoproteína de 92 kd, probablemente una

forma de GP-2, que modula la actividad nucleósido-fosfatasa de las membranas de gránulos de

zimógeno pancreáticos, lo que indica un control de los citados componentes protteicos de

membrana sobre los procesos de fusión y exocitosis pancreáticos.

Asimismo, los agentes fisiológicos que ejercen sus efectos sobre la secreción

pancreática exocrina interaccionan en principio con sus receptores localizados en la membrana

celular (Williams, et al., 1989). Distintas proteínas G están implicadas en el acoplamiento, desde

el punto de vista funcional, de los receptores de membrana de CCK y de Ach, ligados a

movimientos de Ca2+, a la FLC, para la activación de fosfoinositoles (Matozaki, et al., 1988).

Todos estos componentes de membrana posiblemente se vean afectados por

modificaciones en el ambiente lipídico que los rodea, tal y como se ha descrito que ocurre en

otros tipos celulares. De hecho, la determinación in vitro de la ultraestructura de la membrana

de gránulos de zimógeno de rata, muestra la presencia de alteraciones de determinados dominios
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de membrana, que ocurren durante la lisis granular, en la que aparecen determinados tipos de

fosfoinositoles (Cabana, et al., 1988).

Incluso se ha observado una posible relación de procesos de ruptura y fusión de

membranas con patologías pancreáticas. Estudios en sujetos con pancreatitis aguda indican una

disrrupción de las membranas de los gránulos de zimógeno y la consiguiente fusión con cuerpos

lisosomales, que pueden contribuir a la patogénesis de esta enfermedad (Willemer, et al., 1989).

Estudios recientes, llevados a cabo en ratas con diferentes estados de pancreatitis aguda,

inducida por obstrucción del conducto pancreático, ponen de manifiesto alteraciones

progresivas en determinados componentes de membrana plasmática de las células pancreáticas

(Pinto, et al., 2000).

Por otra parte, se ha descrito que, en el tejido pancreático de sujetos con pancreatitis

aguda, la hidrólisis de fosfolípidos de membrana y la consiguiente liberación de ácido

araquidónico de los mismos para la síntesis de prostaglandinas, pueden ser funciones asociadas

a la reacción inflamatoria que tiene lugar en el transcurso de esta enfermedad (Nevalainen, et

al., 2000). Otros autores indican que los mecanismos de defensa celular en el transcurso de

pancreatitis incluyen la reparación de las membranas celulares acinares y endoteliales (Kisfalvi,

et al., 1996).

En términos generales, podemos asegurar que tanto las membranas como

endomembranas pancreáticas poseen cierta homología en sus constituyentes, respecto al resto de

células y órganos descritos, los cuales parecen ejercer funciones de vital importancia para la

célula acinar a nivel secretor. Esto nos lleva a pensar que, la funcionalidad de estas membranas

se vea igualmente afectada por cambios en su composición, concretamente en el ambiente

lipídico que las rodea, el cual sirve de soporte para la proteínas funcionales. La fluidez de las

membranas de estas células, potencialmente modificada por los lípidos, ejercería un papel clave

en dicha funcionalidad, como se ha demostrado que ocurre en diversas células, procedentes de

otros tejidos.
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7.2.-MECANISMOS DE ACOPLAMIENTO ESTÍMULO-SECRECIÓN EN LAS
CÉLULAS ACINARES

En relación a estos hechos, hemos considerado preciso detenernos en los procesos de

acoplamiento estímulo-secreción que tienen lugar en la célula acinar pancreática, pues, a pesar

de que éstos son desencadenados por diferentes vías, en todas ellas es necesario que se activen

señales transmembrana, las cuales actúan como intermediarios entre las señales extracelulares o

primeros mensajeros y la generación de componentes en el interior celular, conocidos como

segundos mensajeros, que a su vez desencadenan una respuesta, tras intervenir sobre los

denominados efectores. Dichas señales transmembrana son de naturaleza proteica, destacando:

(a) proteínas G, también conocidas como “GTP binding proteins”, constituidas por tres

subunidades diferentes α, β y δ, apareciendo las dos últimas en forma de complejo βδ (Simon,

et al., 1991); (b) adenilato ciclasa (AC), responsable del incremento en la actividad secretora de

las células acinares, a través de la vía del AMPc, estimulada por péptidos de la familia de la

secretina (Robberecht, et al., 1982; Hootman and Williams, 1987) y (c) fosfolipasa C (FLC), de

origen citoplasmático (Yule and Williams, 1994), pero que se debe unir a la membrana acinar

para posibilitar la hidrólisis de fosfolípidos de inositol, un tipo de fosfolípidos de membrana,

con papeles específicos como moléculas mensajeras.

Algunas proteínas G de membrana incrementan la [AMPc] a través de receptores de

membrana; otras ejercen un efecto inhibidor sobre esta vía, por lo que se han clasificado en

proteínas G estimuladoras (Gs) e inhibidoras (Gi), según presenten un tipo u otro de subunidad

(Simon, et al., 1991) Spiegel, et al. (1990) las clasifican desde un punto de vista funcional (Gt,

Go, Gp, etc) y Kaziro (1990) lo hace en base a los distintos cambios sufridos por estas

subunidades. Generalmente se acepta que la subunidad α es la que activa al efector (Yule and

Williams, 1994). En las células acinares existen 15 formas diferentes de la subunidad α

(Schnefel, et al., 1990), lo que sugiere la presencia de distintas vías para la transducción de

señales en estas células pancreáticas, mediadas por proteínas G.
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También existen receptores de CCK que estimulan diferentes proteínas G, según estén

en estado de alta o baja afinidad. Por lo tanto, son un conjunto de proteínas G  las que integran y

regulan la respuesta secretora frente a los distintos secretagogos (Lajas, 1998).

Se conocen cuatro subunidades diferentes que contituyen el equipo enzimático conocido

como FLC: α, β, γ y δ (Meldrum, et al., 1991). Esta enzima interviene hidrolizando moléculas

de IP4, PIP2 e IP (Hokin and Dixon, 1990), generando DG e IP3.

Al respecto, cabe destacar la influencia que la dieta parece tener a estos niveles. Así,

Leli, et al. (1990) indican que ésta puede provocar lesiones en la membrana acinar de páncreas

de ratón, bien directamente sobre la FLC, bien a través de proteína G. Otros autores han

propuesto la participación de los ácidos grasos insaturados, entre otros factores, como

activadores de la FLC (Martin, 1989).

7.2.1.-PRINCIPALES VÍAS DE TRANSDUCCIÓN EN LOS MECANISMOS DE

ACOPLAMIENTO ESTÍMULO-SECRECIÓN DEL PÁNCREAS EXOCRINO

Se han venido aceptando generalmente dos vías distintas de actuación de los principales

secretagogos pancreáticos (secretina y CCK) en los mecanismos de acoplamiento estímulo-

secreción. Por una parte, la secretina y sus análogos (VIP y glucagón) intervienen activando la

adenilato-ciclasa (AC), enzima situada en la membrana acinar, provocando el consiguiente

incremento de AMPc intracelular, como hemos citado anteriormente. Por otro lado, la CCK,

principal estímulo hormonal de la secreción de enzimas pancreáticas, y la acetilcolina (Ach),

neurotransmisor liberado a través del sistema nervioso parasimpático y estimulador asimismo de

la secreción enzimática del páncreas exocrino, intervienen como secretagogos, provocando la

hidrólisis de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (4,5-IP2), y la posterior formación de diacilglicerol

(DG), inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e inositol 1,3,4,5-tetrafosfato (IP4) (Figura 10), así como

productos de la reacción (Berridge, 1987; Yule and Williams, 1994). El DG es el activador

endógeno de la PKC dependiente de Ca2+ (Berridge, 1987; Nishizuka, 1988), un compuesto que

juega un papel importante en la regulación del tipo y cantidad de secreción iniciada por un

secretagogo (Ederveen, et al., 1990; Francis, et al., 1990). Dichas reacciones se desencadenan

tras mecanismos de acoplamiento hormona-receptor, en la membrana.
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El IP4  media, en parte, la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular (Berrigde and

Irvine, 1989), mientras que IP3 actúa movilizando el Ca2+ intracelular almacenado en el retículo

endoplasmático rugoso (RER) (Streb, et al., 1983) (Figura 11).

Esta liberación inicial de Ca2+ provoca un vaciamiento de almacenes adyacentes, a

través de la activación de los denominados receptores de rianodina (pool insensible a IP3)

(Wakni, et al., 1990).

El incremento de Ca2+ total a nivel intracelular está íntimamente ligado a la activación

de calmodulina dependiente de Ca2+, que, como en el caso de la PKC, se trata de una proteína

fosforilada, asociada a la membrana de los gránulos de zimógeno; esto origina un aumento en el

tamaño de los gránulos, migración y acoplamiento, fusión con la membrana luminal, exocitosis

y consiguiente secreción de enzimas digestivos (Petersen and Gallacher, 1988; Schulz, et al.,

1986).

IP2                                        DG + IP3  + IP4

     +

CCK, Ach
+

PKC dep Ca2+

Figura 10: Vía de transducción de hidrólisis de fosfoinositoles,
estimulada por CCK y Ach, que desencadenan la movilización
de Ca2+ intracelular.

IP3 Ca2+ intracelular

IP4   Ca2+extracelular+

+

Figura 11: Movilización de Ca2+ intra y extracelular,
mediado por IP3 e IP4 respectivamente.
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La creciente convicción de que el Ca2+ juega un papel vital como mensajero intracelular

ha dejado de lado el estudio del Mg2+. Sin embargo, éste se localiza en muchos tipos de células

y está implicado en diversos procesos fisiológicos y bioquímicos, durante la homeostasis

celular, incluidos la síntesis de proteína, la estabilización de membranas y el movimiento

transmembrana de iones, la regulación de las actividades de los canales iónicos, la síntesis y

replicación de ADN y ARN y la secreción de enzimas y hormonas. Además, es un importante

cofactor de alrededor de 300 enzimas. La activación de PKC, por ejemplo, es modulada por

cationes mono y divalentes, entre ellos el Mg2+ (Trudell, et al., 1989).

En lo que concierne a la célula acinar pancreática, las investigaciones de la mayoría de

autores se han centrado en las relaciones existentes entre señales de Ca2+ y de Mg2+, en el

proceso de acoplamiento estímulo-secreción. De manera importante, una perturbación de la

[Mg2+] extracelular se ha visto que tiene un profundo efecto sobre la secreción pancreática

estimulada por secretagogos. En concreto, incrementos en la [Mg2+] extracelular, posteriores al

incremento en la [Mg2+] libre intracelular, inhiben la respuesta secretora inducida por

secretagogos, mientras que la disminución de la [Mg2+] extracelular ejerce el efecto opuesto

(Juma, et al., 1996; Wisdom, et al., 1996).

Existe evidencia de que este efecto del Mg2+ está fuertemente ligado con la

movilización de Ca2+  desde los almacenes celulares al medio extracelular, a través de distintos

mecanismos (Singh and Wisdom, 1995; Wisdom, et al., 1995; Mooren, et al., 2001), entre ellos

el control del metabolismo de IP3 vía modulación de la actividad del enzima responsable de su

hidrólisis: la 5-fosfatasa dependiente de Mg2+ (Shears, 1989).

Ambas vías han sido consideradas las más importantes a nivel de páncreas exocrino

(Yule and Williams, 1994).

Más recientemente ha sido descrito un tercer mecanismo, en el que intervienen las

proteínas tirosina cinasas (Duan and Williams, 1994). Estas se agrupan en dos tipos diferentes,

según se localicen ligadas a receptores de membrana o a nivel citoplasmático. Las dos

participan en la transducción de señales, con efectos importantes sobre el crecimiento y la
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proliferación celular (Campbell, et al., 1992). Las primeras, de mayor interés para nosotros, son

activadas por insulina y factores de crecimiento. Estos factores de crecimiento intervienen

mediante su unión a receptores específicos de membrana. Las distintas familias de receptores de

estos factores se distinguen entre sí por su acoplamiento con diferentes mecanismos de señales

intracelulares, que prosiguen al proceso de unión al receptor (Nishizuka, 1992). En base a sus

homologías estructurales, destacan: a) la familia del factor de crecimiento epidermal (EGF), b)

del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), c) del factor de crecimiento transformante β

(TGFβ) y d) la del denominado “insuline-like growth factor” (factor de crecimiento ligado a

insulina) (IGF). Los miembros de una misma familia comparten, además de características

funcionales, sus receptores, siendo éstos total o parcialmente intercambiables (Podolsky, 1994).

Diversos trabajos realizados in vivo e in vitro muestran resultados contradictorios acerca

del papel de los factores de crecimiento sobre el páncreas exocrino. En unos casos muestran un

papel modulador de los mismos y en otros ausencia de efecto (Morisset, et al., 1989; Jaworek

and Konturek, 1990; Dembinski, et al., 1982; Logsdon and Williams, 1983 (a),(b); Lajas, 1998).

Por otra parte, se han realizado numerosos estudios que ponen de manifiesto la relación

entre estas proteínas cinasas y los procesos secretores, a través de la activación de receptores de

membrana acoplados a proteínas G. Dicha estimulación ocasiona la fosforilación en cascada de

residuos de tirosina (Lutz, et al., 1993; Duan, et al., 1994;  Rozengurt, 1995), que posiblemente

represente una vía de transducción de la señales de secreción (Cox, et al., 1996; Dallas, et al.,

1996; Kinoshita, et al., 1996).

En la célula acinar pancreática se han obtenido resultados poco aclaratorios al respecto.

Unos han mostrado estimulación de la secreción enzimática inducida (Jena, et al., 1991; Lutz, et

al., 1993; Piiper, et al., 1994), mientras otros indican ausencia de efecto, tras tratamiento con

inhibidores de estas tirosina cinasas (Duan, et al., 1994). Los estudios más recientes apuntan un

efecto de dichas proteínas sobre el movimiento de Ca2+ intracelular, como principal responsable

de la regulación de la secreción de amilasa pancreática (Lutz, et al., 1993; Duan, et al., 1994;

Yule, et al., 1994).
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Lajas (1998) indica que la activación directa de proteínas cinasas ligadas al receptor del

bFGF ejerce un papel modulador sobre la secreción pancreática, inhibiendo la respuesta

pancreática estimulada por CCK. La inhibición de dichas proteínas promueve la movilización

de Ca2+ intracelular, asociada generalmente a un patrón secretor de enzimas digestivas.

7.2.2.-REGULACIÓN DE LAS SEÑALES DE TRANSDUCCIÓN POR LOS LÍPIDOS DE

MEMBRANA

Los mecanismos por los que la grasa de la dieta puede afectar a los procesos biológicos

son muchos y variados. Las investigaciones actuales indican que, aunque la síntesis de

fosfolípidos ocurre por ensamblaje de membranas, en algunos casos también son sintetizados y

modificados extensamente in situ, para proporcionarle un papel como segundos mensajeros, en

respuesta a estímulos específicos (regulación de PKC por DG) y tal vez para proporcionar

especies moleculares para objetivos concretos. Esto nos hace pensar que nuestros hallazgos

previos, realizados in vivo  en perros después de un periodo de adaptación a distintas grasas de

la dieta (Ballesta, et al., 1990), puedan ser debidos a un efecto directo a nivel de metabolismo,

concentración y acción de diferentes mediadores intracelulares, entre otros los fosfolípidos de

membrana. Este fascinante área ha sido, como decíamos, escasamente explorada, y en nuestro

grupo de trabajo estos experimentos están en progreso para caracterizar los mecanismos que

actúan en el fenómeno de adaptación pancreática a la grasa de la dieta.                  

ÁCIDOS GRASOS DE MEMBRANA Y SEÑALES DE TRANSDUCCIÓN

Los ácidos grasos que constituyen los fosfolípidos de membrana son importantes

moléculas señal en la célula, ya que pueden actuar como segundos mensajeros en la

transducción de señales externas (Sumida, et al., 1993). Así, sustituyen a los clásicos mensajeros

de fosfoinositol e intervienen en los fenómenos de transducción de señales de AMPc.

También intervienen como moduladores, ya que actúan de manera reversible y precisa,

a nivel intracelular, para amplificar, atenuar o desviar una señal en un periodo muy corto de

tiempo. Así, modifican las actividades de fosforilasas, proteinkinasas, proteínas G, adenilato y

guanilato ciclasas, así como canales iónicos, receptores de membrana y otros procesos
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bioquímicos, implicados en los mecanismos de acoplamiento estímulo-secreción. Estudios de la

alteración de los componentes de membrana que contienen receptores para Ach (observada por

el empleo de polietilenglicol) ponen de manifiesto el papel potencial de los lípidos de membrana

en la regulación de la función de los citados receptores (Zabrecky and Raftery, 1985). La

mayoría de las funciones biológicas de los ácidos grasos insaturados se deben a su habilidad

para actuar en este sentido.

La acción de los ácidos grasos sobre los fenómenos de transducción de señales puede

ser directa o indirecta (por ejemplo, por conversión catabólica de ácido araquidónico a

eicosanoides, los cuales ejercen dicha acción). No obstante, una serie de estudios muestran que

los ácidos grasos per sé son mensajeros y moduladores, mediando respuestas celulares a señales

extracelulares (Graber, et al., 1994). El ácido araquidónico, en particular, actúa como 2º

mensajero en las señales de transducción, por interacciones ligando-receptor, siendo un buen

ejemplo de ello la activación por el mismo de la PKC (McPhail, et al., 1984), esta enzima, como

hemos mencionado, funciona como transductor de un segundo mensajero, el diacilglicerol y

puede ejercer su acción directamente o a través de Ca2+, provocando un efecto regulador

(activador o inhibidor), sobre las actividades de las enzimas fosforiladas por esta kinasa, por

ejemplo, la calmodulina (Schulz, et al., 1986; Petersen and Gallacher, 1988). Son procesos que

han abierto nuevas perspectivas en la regulación de la comunicación intra e intercelular

(Farooqui, et al., 1988).

Los receptores de CCK de alta afinidad son acoplados por la vía ácido araquidónico-

fosfolipasa A2  para mediar las oscilaciones de Ca2+ y la secreción de amilasa, en células

acinares pancreáticas de rata (Mizuno, et al., 2000), lo que indica un papel del ácido

araquidónico en este sentido. Han, et al. (1999) han mostrado que diversos monoglicéridos,

sintetizados a partir de glicerol, muestran actividad en relación a la liberación de Ca2+ en las

célula acinar pancreática.
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COLESTEROL DE MEMBRANA Y SEÑALES DE TRANSDUCCIÓN

Estudios recientes apoyan la intervención del colesterol de membrana en las señales de

transducción, en distintas vías (Incardona and Eaton, 2000). El flujo y transporte de colesterol

en lipoproteínas a través de la membrana es uno de los principales procesos implicados en la

homeostasis del colesterol celular. La regulación intracelular del transporte de colesterol no sólo

está mediada por la concentración extracelular de lipoproteínas y por respuestas

transcripcionales a alteraciones en el contenido en colesterol libre intracelular. También parece

existir un mecanismo regulador a cargo de productos sintetizados tras la activación de señales

de transducción que tienen lugar en la membrana celular (Pomerantz, K.B., et al., 1995).

Yokoyama (1998) también indica que la movilización de colesterol intracelular para la

generación de HDL es un fenómeno mediado por señales de transducción celular.

Se ha demostrado que existe una relación directa entre el incremento del contenido en

colesterol y el aumento de Ca2+ intracelular, en células del músculo liso arterial, viéndose

disminuída la actividad ATPasa Ca2+/Mg2+. Estos datos sugieren que la acumulación de Ca2+

intracelular se debe al efecto alterante del colesterol insertado en la membrana, así como a

interacciones directas entre colesterol y proteínas ligadas ala misma, tales como la del canal de

Ca2+ y la ATPasa Ca2+/Mg2+ (Zhou, et al., 1991). Estos resultados nos sugieren que en la célula

acinar pueda ocurrir lo mismo, por modificaciones en el contenido en colesterol de la

membrana.

Estudios recientes han sugerido que los microdominios constituidos por colesterol y

esfingolípidos, presentes  en las membranas celulares, pueden funcionar como plataformas para

determinadas proteínas modificadas por lípidos, como aquéllas ancladas a fosfoinositoles y a

tirosina cinasas. Se ha propuesto que estos microdominios están implicados en el transporte de

dichas proteínas ligadas a fosfoinositoles y en las señales de transducción, vía tirosina cinasas

(Kasahara and Sanai, 1999).

Schmidt, et al. (2001) han examinado recientemente el papel del colesterol y de los

glicoesfingolípidos de membranas: (a) en la salida de las enzimas digestivas de los gránulos de
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zimógeno pancreáticos y (b) en la propia formación del gránulo, observando que ambos

componentes son requeridos para dichos procesos.

IMPLICACIÓN DE OTROS LÍPIDOS DE MEMBRANA EN LAS SEÑALES DE

TRANSDUCCIÓN

Otros estudios demuestran que, en las membranas, los productos resultantes de la

hidrólisis de esfingomielina, tales como esfingosina o ceramida, intervienen como segundos

mensajeros en determinadas acciones biológicas. A nivel pancreático, se ha comprobado que

ambos componentes inhiben la secreción de las enzimas digestivas inducida por CCK-8 o por

carbacol, en acinos de rata, y que este efecto es dosis-dependiente. Sin embargo, ninguno de los

dos afecta a la secreción basal de amilasa desde el acino. Por otro lado, ha sido constatada una

acción inhibidora de la ceramida sobre la secreción de amilasa inducida por ionóforos de Ca2+,

lo que indica que el proceso secretor se ve afectado por este lípido de membrana, en páncreas

exocrino de rata (Shinkai, et al., 1997).     

7.2.3.-OTROS ASPECTOS RELACIONADOS CON LA MEMBRANA ACINAR

Se ha demostrado que las señales de Ca2+ en la célula acinar requieren la existencia de

gradientes de pH subcelular (Gonzalez, et al., 1997). Tsunoda (1993) sugiere una entrada de

Ca2+ extracelular como consecuencia de la bajada de pH intracelular, pero si el pH ácido es el

extracelular, parece inhibirse dicha entrada. O sea, que la apertura de canales transmembrana

para Ca2+, que se produce en el mecanismo de acoplamiento estímulo-secreción, parece

depender de la [H+] en la cara externa de la membrana. De hecho, se ha propuesto la existencia

de un canal de membrana para Ca2+ sensible al pH (Kremmer, et al., 1987).

La secreción de las enzimas digestivas pancreáticas requiere Cl- y K+ citosólicos y es

inhibida por bloqueantes de los canales de dichos elementos. Así pues, los canales iónicos de las

membranas de los gránulos de zimógeno pancreáticos son elementos esenciales en la exocitosis

pancreática (Thevenod, et al., 2000).
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La entrada de iones a través de la membrana plasmática vendrá determinada por la

apertura de sus canales transportadores localizados en dicha membrana. En este sentido,

pensamos que la apertura de estos canales puede ser debida a cambios conformacionales de los

constituyentes asociados a la membrana, pudiendo ejercer los lípidos que, procedentes de la

dieta, son insertados en la misma, un papel importante. Pues bien, al igual que ocurre en el resto

de tipos celulares estudiados, los cambios conformacionales, y en consecuencia funcionales, que

se produzcan en estos componentes de membrana posiblemente sean ocasionados por las

modificaciones, entre otras, en el ambiente lipídico de la membrana. En este sentido, sugerimos

una vez más, que los ácidos grasos ingeridos a través de la dieta pueden provocar cambios

estructurales y funcionales en estos canales ligados a membrana, modificando así la entrada de

los citados iones y, en consecuencia, provocando gradientes de pH responsables de la

movilización de Ca2+ intracelular, con el consiguiente efecto sobre la secreción enzimática.
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1.-MATERIAL DE LABORATORIO

1.1.-MATERIAL QUIRÚRGICO

En la siguiente Tabla 4 se expone el material empleado para el sacrificio de los animales

y para la extracción del tejido pancreático de los mismos.

MATERIAL QUIRÚRGICO

Tijeras de cirugía rectas
Tijeras de cirugía curvas
Tijeras Mayo
Pinzas para disección: rectas y curvas (punta fina y punta roma)
Pinzas hemostáticas (mosquito) (rectas)
Pinzas de laboratorio (punta fina y curva)
Catéter e hilo para canulación

Tabla 4: Listado de material quirúrgico empleado en el proceso de sacrificio y
obtención  de órganos de conejos experimentales.

1.2.-MATERIAL DE VIDRIO

Se muestra en la Tabla 5:

MATERIAL DE VIDRIO

Termómetros de varilla (contenido de mercurio)
Pipetas Pasteur
Pipetas graduadas (0.1, 0.5, 1, 2.5, 5 y 10 ml)
Embudos de rama corta
Vasos de precipitado graduados (de 10, 25, 50, 100, 250, 400, 600, 800 y
1000 ml)
Probetas graduadas (de 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 ml)
Matraces aforados (de 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 ml)
Frascos topacio con tapón a rosca (de 250, 500 y 1000 ml)
Tubos con tapón a rosca (de 5 y 10 ml)
Microviales  para Cromatografía de Gases

      Tabla 5: Listado de material de vidrio empleado en las diferentes técnicas analíticas
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1.3.-MATERIAL GENERAL

El material de laboratorio de uso general, empleado habitualmente en las diferentes

técnicas analíticas, se adjunta en la Tabla 6:

MATERIAL GENERAL

Puntas de pipetas desechables
Imanes para agitador magnético (revestidos de teflón)
Mechero Bunsen
Espátulas y microespátulas
Gradillas para tubos
Pipeteador electrónico
Tubos eppendof
Frascos polipropileno

Tabla 6: Listado de material general de laboratorio

2.-APARATOS

2.1.-APARATOS DE USO GENERAL

La conservación de las muestras del tejido pancreático, así como de las alícuotas

obtenidas a partir de las distintas disoluciones, empleadas posteriormente en las determinaciones

analíticas, se llevó a cabo en un congelador de –80 ºC, modelo REVCO (VLT-1786-5-VUA).

Las diferentes soluciones tampón, y en general las soluciones que debían mantenerse

refrigeradas, se guardaron en frascos de plástico, a 4 ºC, en un frigorífico modelo LIEBHERR.

La pesada de muestras y de reactivos sólidos se realizó mediante el empleo de una

balanza de precisión SCALTEC, Serie STANDARD, modelo SBA-32  (Scaltec Instruments

Gmbh, Heiligenstadt, Alemania).

El pH de las soluciones tampón se determinó con un electrodo combinado de pH

perteneciente al Sistema de Titración CRISON micro TT 2050 (CRISON, Instruments, S.A.,
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Alella, Barcelona). Previo a cada medida, se realizó un calibrado de dicho electrodo, para lo

cual se utilizaron dos soluciones de pH conocidas (4,00 y 7,02), elaboradas también por la casa

comercial citada anteriormente. Dicho calibrado se consigue de manera automática, en función

de la temperatura ambiental.

La agitación de los tubos utilizados en las distintas técnicas analíticas se realizó

empleando un agitador manual, modelo STUART SCIENTIFIC, AUTOVORTEX MIXER,

S.A. (Made in UK).

Las soluciones reactivas, preparadas en matraces aforados y vasos de precipitado, se

disolvieron por agitación en un magnetoagitador SELECTA, modelo Agimatic-E (Barcelona,

España).

La manipulación y homogeneización de las muestras fueron llevadas a cabo en todo

momento bajo condiciones adecuadas, para lo cual se conservaron en hielo picado. Éste se

generó en una máquina específica, modelo Scotsman, AF-10 (Milán, Italia).

En los ensayos analíticos se emplearon varias pipetas automáticas BIOHIT OY (Biohit

Proline Pipette, Helsinki, Finland) de 50-200 µl, 200-1000µl, 1-5 ml. Tanto las muestras, como

la solución madre de cada una de las curvas patrón fueron adicionadas con microjeringas

Hamilton (Bonaduz, Suiza).

            Los baños de incubación utilizados fueron de dos tipos:

1.- Baño de incubación (SELECTA, modelo Tectron 3000543, PACISA), con cubeta de

reacción acoplada, 5 litros de capacidad y 67 ºC de temperatura máxima, en el cual se realizaron

los ensayos analíticos por titrimetría, a pH y temperatura constantes.

2.- Baño de incubación de capacidad mayor (12 litros) y máximo de temperatura a 110

ºC (MEMMERT), en el que se incubaron las soluciones reactivas correspondientes a la
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determinación de la actividad amilásica, y de la extracción de ácidos grasos de las membranas

celulares y subcelulares pancreáticas.

Para la limpieza y desecación del material de laboratorio empleado, se hizo uso de :

a) Lavavajillas (SMEG, GW 3000 Slassware washer)

b) Estufa de desecación (MEMMERT, 854 Schwbach, W-Germany)

respectivamente.

2.2.-APARATOS DE USO ESPECÍFICO

2.2.1.-HOMOGENEIZACIÓN

Los homogenados del tejido pancreático se obtuvieron utilizando un sistema de

homogeneización, compuesto de una cuchilla automática, modelo PT 10-35 (POLYTRON),

gracias a la cual las muestras quedaron troceadas en minúsculas fracciones, y de un

homogenizador mecánico, constituido por un pistilo de teflón (HEIDOLPH RZR1, Colonia,

Alemania) y un Potter-Eveljheim de vidrio, de 5 ml de capacidad (AFORA. Madrid, España).

2.2.2.-CENTRIFUGACIÓN

Una vez homogenadas, todas las muestras fueron sometidas a un proceso de

centrifugación, para el posterior desarrollo de cada técnica analítica. Las centrífugas empleadas

para dicho fín fueron una centrífuga de mesa refrigerada, modelo GS-6R, BECKMAN,

Fullerton, CA, USA), y una ultracentrífuga también refrigerada, modelo L8-M, BECKMAN)

con rotor vertical de ángulo fijo VTI 50.

2.2.3.-ESPECTROFOTOMETRÍA

La actividad enzimática de amilasa, así como la concentración de proteínas totales y el

contenido en colesterol total de la glándula pancreática, fueron determinadas mediante el
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empleo de un espectrofotómetro PERKIN ELMER UV-VIS Lambda 16, que llevaba integrado

un paquete de software diseñado para el análisis espectrofotométrico.

2.2.4.-CROMATOGRAFÍA DE GASES

Para la determinación de la composición en ácidos grasos de las membranas celulares y

subcelulares del tejido pancreático, se utilizó un cromatógrafo de gases HP (Hewlett Packard),

modelo 5890 A (Philadelphia, PA, USA), provisto de un inyector automático, HP 7673 A, un

integrador HP 3393 A, un detector de ionización de llama y una columna capilar fused silica

(sílice fundida), modelo SP™ 2330, SUPELCO, de 60 m de longitud, 0.32 mm de diámetro

interno (i.d.), 0.20 mm de espesor de fase estacionaria y 0.20 µm de tamaño de partícula.

2.2.5.-TITRIMETRÍA

La determinación de las actividades enzimáticas tripsina, quimiotripsina, lipasa y

colipasa se llevó a cabo mediante Titrimetría a pH constante, para lo cual fue empleado un

sistema de titración CRISON micro TT 2050 (CRISON INSTRUMENTS, S.A.), versión ST

(titrador estándar) (Figura 12).

Figura 12: Sistema de titración CRISON micro TT 2050 ST
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El equipo se compone de una serie de elementos configuradores:

ë Módulo micro TT 2050, con software ST

ë Bureta automática microBU 2030 con jeringa de 10 ml

ë Agitador magnético micro ST 2038

ì Vaso de titración con tapadera

ë Electrodo de pH combinado

ì Compensador de temperatura automático

ì Impresora gráfica completa

Está controlado por un procesador de 16 bits y presenta una capacidad de memoria para

20 programas y realiza además, otras funciones:

Figura 13: Esquema de funciones del sistema de titración (modelo CRISON micro TT 2050)
empleado en la determinación de diferentes actividades de enzimas pancreáticas. 

Descripción del Test de Titración:

Consiste en una titración potenciométrica ácido-base. La aplicación principal de este

sistema en nuestro estudio es la obtención de información acerca de la cinética de reacción de

Ejecución de titraciones    Funciones de pH-metro       Calibrado de electrodo
 y dispensaciones

  <1> EJECUTAR                  <2> MEDIR                     <3> CAL pH
  <4> PROGRAMAR                   <5> IMPRIMIR               <6> AUX

 Programación de    Impresión de programas    Funciones auxiliares:
           Titraciones      - Carga de reactivo

-  Limpieza de bureta
-  Limpieza “fin de sesión”
-  Programación interfases
RS
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las distintas enzimas pancreáticas, por neutralización de los H+ liberados a partir de la hidrólisis 

del sustrato en cuestión con los OH- del reactivo titrante. La programación del tipo de titración 

STAT (pH fijo) consiste en mantener un valor de pH o mV constante en el transcurso de la 

reacción, obteniéndose así un estudio de la cinética del sistema, por extracción del consumo de 

reactivo en función del tiempo. 

 

 La Tabla 7 muestra el resultado gráfico (obtenido por impresión) de la actividad 

lipásica, determinada por titrimetría a pH constante (7.50), de una muestra de homogenado 

pancreático de conejo.  Los resultados imprimidos incluyen: tabla de datos de la titración, 

resultados y gráfica: 

 
TIEMPO 

(hhh:mm:ss) 
LECTURA 

pH 
LECTURA 

Ta 
VOLUMEN 
(ml NaOH) 

ADICIÓN 
(ml NaOH) 

DERIV 
(ml/min) 

      
000:00:00 7,50 27,0 0,000   
000:00:30 7,50 27,0 0,128 0,128 0,256 
000:01:00 7,50 27,0 0,344 0,216 0,432 
000:01:30 7,50 27,0 0,652 0,308 0,616 
000:02:00 7,50 27,0 1,012 0,36 0,72 
000:02:30 7,50 27,0 1,420 0,408 0,816 
000:03:00 7,50 27,0 1,888 0,468 0,936 
000:03:30 7,50 27,0 2,384 0,496 0,992 
000:04:00 7,50 27,0 2,916 0,532 1,064 

 
Tabla 7: Potenciometría ácido-base. Plantilla de resultados obtenidos por titrimetría a pH constante, 
para el cálculo de actividadenzimática.  
 

   

R ESU LTA D OS T IT R IM ETR ÍA  A C TIV IDA D  LIPA SA  

0
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7
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10

0 0, 5 1 1, 5 2 2, 5 3 3, 5 4

t  ( mi n)

  CRISON 
Figura 14: Representación gráfica del volumen de 
reactivo titrante (ml NaOH) gastado por unidad de tiempo 
(min.) (Determinación de actividad lipásica pancreática). 
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3.-MATERIAL BIOLÓGICO

3.1.-ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN

Para la realización del trabajo experimental se emplearon conejos de raza New Zealand,

del mismo sexo (machos), y con pesos corporales comprendidos entre 3 y 3.5 Kg (Fotografía 1).

Fotografía 1: Conejo de la raza New Zealand,
de peso aproximado 3-3.5 kg, empleado en el
diseño experimental.

El alojamiento de los mismos corrió a

cargo del Centro de Instrumentación Científica,

de la Universidad de Granada, que dispone de

un animalario, donde se les llevó a cabo un

estricto control, a cargo del personal

veterinario.

Los animales fueron alojados en jaulas

individuales, disponiendo de acceso libre, tanto

al agua como a la comida (Fotografía 2). La

habitación en la que se ubicaron las jaulas

estaba termorregulada a 22 ± 1ºC, y sometida a

un fotoperiodo de 12 horas de luz (8.00-20.00)

y 12 horas de oscuridad (20.00-8.00), así como

a un ambiente de humedad relativa del 60 %.  Fotografía 2: Equipo de jaulas empleadas para
la ubicación de los animales, los cuales
estuvieron sometidos a un estricto control
veterinario.



                                    Material y Métodos 

                                                                         

211

Diariamente les fue administrada la cantidad

de 150 g de dieta y agua “ad libitum”.  Se realizó un

control diario de la ingesta a cada conejo, pesando

los restos de comida no consumida. A continuación,

éstos eran desechados. Asimismo, los animales

fueron sometidos a un control de peso semanal

(Fotografía 3).

3.2.-DIETAS

3.2.1.-DIETA ESTÁNDAR

Suministrada por la casa comercial

Panlab (Barcelona), estaba constituida

exclusivamente por pienso de

mantenimiento para conejos (2500

kcal/kg). En la Tabla 8 se indican los

componentes de la misma, así como las

cantidades de vitaminas A, D y E

adicionadas.

Tabla 8: Composición y vitaminas adicionadas en la
dieta de mantenimiento.

Fotografía 3: Control de peso de los
animales.

NUTRIENTES % EN PESO

PPrrootteeíínnaa  bbrruuttaa  13.3
MMaatteerriiaa  ggrraassaa  bbrruuttaa  3.1
FFiibbrraa  bbrruuttaa  15.4
CCeenniizzaass  bbrruuttaass  7
Glúcidos  50.2
CCaallcciioo  0.97
HHuummeeddaadd  11
SSooddiioo   0.20

VITAMINAS ADICIONADAS UI/Kg

VViittaammiinnaa  AA 9350
Vitamina D 1030
VViittaammiinnaa  EE  ((mmgg))  26
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3.2.2.-DIETA ATEROGÉNICA

Presentó en su composición un 95 % de la dieta estándar, un 3.5 % de manteca de cerdo

(alto contenido en ácidos grasos saturados) y un 1.5 % de colesterol. El contenido en grasa total

de la misma fue de un 7.90 % (% en peso).

DIETA ESTÁNDAR DIETA ATEROGÉNICA

C12:0
C14:0
C15:0
C15:1
C16:0
C16:1 (n-9)
C17:0
C17:1 (n-9)
C18:0
C18:1 (n-9)
C18:2 (n-6)
C20:0
C18:3 (n-3)
C20:1 (n-9)
C21:0
C20:2 (n-6)
C20:4 (n-6)
C20:3 (n-3)
C20:5 (n-3)
C24:0
C24:1
C22:4 (n-6)
C22:6 (n-3)
SFA
MUFA
PUFA
PUFA (n-6)
PUFA>18C (n-6)
PUFA (n-3)
PUFA>18C (n-3)

0.20
0.34
0.21
0.19

21.64
1.08
0.18
1.48
3.26

27.74
34.33
0.69
2.66
1.10
0.56
0.26
0.00
0.17
0.58
0.32
0.00
0.63
0.57

28.02
32.79
39.19
34.95
0.63
3.98
1.32

0.18
1.04
0.17
0.13

22.71
1.35
0.33
0.69
9.28

30.04
28.45
0.44
2.25
0.80
0.37
0.38
0.14
0.12
0.00
0.47
0.09
0.00
0.32

35.18
33.15
31.66
28.60
0.14
2.68
0.44

Tabla 9: Perfil de ácidos grasos de las dietas estándar y aterogénica.
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3.2.3.-DIETAS DE RECUPERACIÓN

Compuestas por un 98.25 % de dieta estándar (de mantenimiento) y un 1.75 % de aceite

de recuperación, diferente para cada grupo. Así, se emplearon aceites de oliva virgen, oliva

refinado, girasol y pescado, para los grupos experimentales oliva virgen (V), oliva (O), girasol

(G) y pescado (P), respectivamente. La composición en grasa total para esta dieta fue del 4.79 %

(% en peso).

Todas las dietas fueron elaboradas a partir del preparado estándar comercial, en el

Departamento I + D, de Abbot Laboratories.

Los aceites vegetales llevaban en su composición cantidades variables de α-tocoferol,

que se muestran en la Tabla 10:

Tabla 10: Contenido en α-tocoferol de los
distintos aceites vegetales empleados.

El aceite de pescado se estabilizó con la adicción de 1000 mg/Kg de vitamina E, con

objeto de evitar un proceso de autooxidación de sus ácidos grasos.

Se realizó asimismo un acidograma del perfil de ácidos grasos de los distintos aceites

empleados, que se recoge en la Tabla 11:

ACEIT
EACEITE mg/Kg

OO lliivvaa vviirrggeenn 440044

OO lliivvaa rreeffiinnaaddoo 220099

GG iirraassooll 11442200
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ÁÁCCIIDDOOSS  GGRRAASSOOSS Oliva virgen

AACCEEIITTEESS

Oliva Girasol Pescado

16:0
16:1 (n-9)
18:0
18:1 (n-9)
18:2 (n-6)
18:3 (n-3)
20:1 (n-9)
20:2 (n-6)
20:5 (n-3)
22:6 (n-3)
SFA
MUFA
PUFA
PUFA>18C (n-6)
PUFA>18C (n-3)

9.81
0.63
3.96

76.75
6.81
0.66
0.28
0.19
0.03
0.05

14.02
77.67
8.31
0.36
0.08

9.66
0.73
3.73

78.08
5.43
0.64
0.27
0.61
0.02
0.05

13.64
79.07
7.29
0.77
0.07

6.35
0.12
4.37

31.19
55.92
0.07
0.17
0.09
0.03
0.12

10.87
31.48
57.65
0.96
0.15

19.01
11.13
5.11

12.42
4.25
0.11
2.23
3.31

15.94
6.68

36.81
30.14
33.12
3.75

24.28

Tabla 11: Composición en ácidos grasos de los distintos aceites empleados. Los datos se expresan
en porcentajes. Índices: ácidos grasos saturados totales (SFA); ácidos grasos monoinsaturados
totales (MUFA); ácidos grasos poliinsaturados totales (PUFA); ácidos grasos poliinsaturados
mayores de 18 átomos de carbono de la serie n-6 (PUFA >18 C n-6); ácidos grasos poliinsaturados
mayores de 18 átomos de carbono de la serie n-3 (PUFA >18 C n-3).

4.-DISEÑO EXPERIMENTAL

Se realizó una distribución al azar de 30 conejos macho, de raza New Zealand y con

peso aproximado de 3.5 Kg en 5 grupos (n=6). A todos les fue suministrada una dieta

aterogénica, rica en grasa saturada y colesterol, durante un periodo de 50 días. Una vez

finalizado dicho periodo experimental, fue sacrificado un grupo de 6 conejos.

A continuación, y durante 30 días más, los 4 grupos restantes fueron alimentados con

distintas dietas, que se diferenciaban entre sí en el perfil de ácidos grasos de las distintas fuentes

grasas empleadas.

Paralelamente, y a lo largo de todo el periodo experimental, se suministró una dieta

estándar a un grupo control sano (n=6) (Figura 15).
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Los diferentes grupos experimentales quedaron configurados de la siguiente manera:

a) Grupo Aterogénico (A) (n=6): Constituido por conejos alimentados con una dieta

aterogénica, rica en grasa saturada y colesterol, durante un periodo experimental de

50 días.

b) Grupo Oliva Virgen (V) (n=6): Constituido por conejos alimentados con una dieta

aterogénica, rica en grasa saturada y colesterol, durante un periodo experimental de

50 días. A lo largo de los siguientes 30 días, los animales consumieron una dieta de

recuperación, que consistió en una dieta estándar suplementada con un 1.75 % de

aceite de oliva virgen.

c) Grupo Oliva (O) (n=6): Constituido por conejos alimentados con una dieta

aterogénica, rica en grasa saturada y colesterol, durante un periodo experimental de

50 días. A lo largo de los siguientes 30 días, los animales consumieron una dieta de

recuperación, que consistió en una dieta estándar suplementada con un 1.75 % de

aceite de oliva refinado.

d) Grupo Girasol (G) (n=6): Constituido por conejos alimentados con una dieta

aterogénica, rica en grasa saturada y colesterol, durante un periodo experimental de

50 días. A lo largo de los siguientes 30 días, los animales consumieron una dieta de

recuperación, que consistió en una dieta estándar suplementada con un 1.75 % de

aceite de girasol.

e) Grupo Pescado (P) (n=6): Constituido por conejos alimentados con una dieta

aterogénica, rica en grasa saturada y colesterol, durante un periodo experimental de

50 días. A lo largo de los siguientes 30 días, los animales consumieron una dieta de

recuperación, que consistió en una dieta estándar suplementada con un 1.75 % de

aceite de pescado.
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f) Grupo Control Sano (C) (n=6): Constituido por conejos alimentados con una dieta

estándar durante todo el periodo experimental (80 días).



Figura 15: Diseño experimental

3.5 kg
n=30

GRUPO
ATEROGÉNICO

n=6

GRUPO
OLIVA VIRGEN

n=6

GRUPO
PESCADO

n=6

GRUPO
GIRASOL

n=6

GRUPO
OLIVA

n=6

3.5 kg
n=6

GRUPO
CONTROL

n=6
80 DÍAS

DIETA DE MANTENIMIENTO

DIETA ATEROGÉNICA

95 % pienso estándar
1.5 % colesterol
3.5 % manteca de cerdo

DIETAS DE RECUPERACIÓN

98.25 % pienso estándar
1.75 % aceite de recuperación

30 DÍAS50 DÍAS
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5.-SACRIFICIO DE ANIMALES Y OBTENCIÓN DE ÓRGANOS

Una vez finalizado el periodo experimental, los animales de cada grupo fueron

anestesiados con pentotal sódico, en cantidades aproximadas a 10 ml, de una disolución 1/100

(≅1 mg/Kg,). Las dosis se inyectaron a través de la vena marginal de la oreja izquierda

(Fotografía 4).

Posteriormente, cada animal fue sacrificado por desangrado, para lo cual se llevó a cabo

la separación del nervio vago de la arteria carótica primitiva (Fotografía 5) y la posterior

canulación de la misma (Fotografía 6). A continuación, una vez desangrado, se procedió al

afeitado del campo operatorio, la colocación del animal en posición decúbito supino, fijándose a

la mesa de operaciones, y la extracción final del páncreas, para lo cual:

- Se procedió al abordaje de la cavidad abdominal y sección del peritoneo (Fotografía

7).

- Se accedió al páncreas, que se separó del bazo, de la curvatura mayor del estómago,

del colon transverso y del duodeno, mediante extracción del tejido conectivo laxo,

que engloba al tejido pancreático y lo adhiere al resto de órganos adyacentes

(Fotografía 8, 9, 10). Una vez extraido fue limpiado de tejido conectivo y grasa,

lavándolo finalmente con suero fisiológico (ClNa al 0.9%) (Fotografía 11). Por

último, fue pesado, dividido en varios trozos de pesos similares y guardado bajo

congelación a -80 ºC, para su posterior utilización en diversas determinaciones

analíticas.

Fotografía 4: Inyección de
anestesia, a través de la vena
marginal de la oreja en conejo.
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Fotografía 6: Canulación de
la arteria carótida (previa al
desangrado del animal).

Fotografía 7: Abordaje de la
cavidad abdominal y sección
peritoneal

Fotografía 9: Separación del tejido
pancreático de bazo, estómago y
duodeno.

Fotografía 8: Tejido pancreático,
que en conejo es difuso. Se
encuentra inervado, irrigado y
rodeado de tejido conectivo laxo.

Fotografía 10: Páncreas extraído, junto
con tejido conectivo y graso (previo a
su limpieza).

Fotografía 5: Separación del
nervio vago de la arteria
carótida, previa a su
canulación.

Fotografía 11: Tejido pancreático
limpio de grasa y de tejido conectivo,
lavado con suero fisiológico (ClNa al
0.9%).
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6.-LISTADO DE REACTIVOS EMPLEADOS

A continuación se adjuntan los reactivos utilizados en las diferentes técnicas analíticas,

indicando para cada uno de ellos, la casa comercial por la que fueron suministrados:

6.1.-ACTIVIDAD AMILÁSICA

Fosfato di-sódico anhidro (Na2HPO4); ref. 131679, PANREAC QUÍMICA, S.A. (Barcelona,

España)

Fosfato monosódico, cristalizado (purísimo) (NaH2PO4.2H2O); ref. 141677, PANREAC

Cloruro sódico al 99 % (NaCl); ref. S-7653, SIGMA CHEMICAL CO (St Louis MO, EEUU)

Hidróxido sódico en pastillas (NaOH); ref. 131687, PANREAC

3,5-ácido dinitrosalicílico (C7H4N2O7); ref. D-0550, SIGMA

Tartrato sódico-potásico al 99 % (C4H4KNaO64H2O);  ref. S-6170, SIGMA

Almidón soluble (de patata); ref. S-2630, SIGMA

Maltosa monohidratada (min. 99%); ref. M-5885, SIGMA

6.2.-ACTIVIDAD TRÍPSICA

Trizma Base (Tris hydroxymethyl amino methane) (C4H11NO3); ref. T-6791, SIGMA

Cloruro sódico al 99 % (NaCl); ref. S-7653, SIGMA

Cloruro cálcico dihidrato al 99 % (CaCl2.2H2O); ref. C-5080, SIGMA

Hidróxido sódico (0.1 N) en ampollas (Titrisol); ref. 109959, MERCK (Darmdstat, Alemania)

BAEE (N-benzoil-L-arginina etil éster); ref. B-4500, SIGMA

Enterokinasa de páncreas porcino (EC 3.4.21.9); ref. E-0632, SIGMA

6.3.-ACTIVIDAD QUIMIOTRÍPSICA

Fosfato potásico dihidrógeno (KH2PO4); ref. 104873, MERCK

Potasio fosfato dibásico (purísimo) (K2HPO4); ref. 121512, PANREAC

Trizma Base (Tris hydroxymethyl amino methane) (C4H11NO3); ref. T-6791, SIGMA
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Cloruro sódico al 99 % (NaCl); ref. S-7653, SIGMA

Hidróxido sódico en ampollas (0.1 N); ref. 109959, MERCK

ATEE (N-acetil-L-tirosina etil éster); ref. A-6751, SIGMA

Tripsina de páncreas porcino (EC 3.4.21.4); ref. T-7418, SIGMA

6.4.-ACTIVIDADES LIPÁSICA Y COLIPÁSICA

Tris Maleato (C4H11NO3C4H4O4); ref. T-3128, SIGMA

Cloruro sódico al 99 % (NaCl); ref. S-7653, SIGMA

Cloruro cálcico dihidrato (CaCl2.2H2O); ref. C-5080, SIGMA

Taurodeoxicolato sódico (NaTDC), min. 97%; ref. T-0875, SIGMA

Tributirina (Tributyrylglycerol o glyceryl tributirate, aprox. 99%) (C15H26O6); ref. T-8626,

SIGMA

Lipasa de páncreas porcino (EC 3.1.1.3); ref. L-0382, SIGMA

Colipasa de páncreas porcino; ref. C-3028, SIGMA

6.5.-PROTEÍNA TOTAL

Hidróxido sódico en ampollas (0.1 N); ref. 109959, MERCK

Carbonato sódico anhidro (purísimo) (CNa2O3); ref. 106398, MERCK

Sulfato de cobre pentahidratado (SO4Cu2..5H2O); ref. 131270, PANREAC

Tartrato sódico (C4H4Na3O6); ref. 121720, PANREAC

Reactivo comercial de Folin-Ciocalteu; ref. 251567, PANREAC

Albúmina sérica bovina; ref. A-7906, SIGMA

6.6.-TRANSESTERIFICACIÓN Y METILACIÓN DE ÁCIDOS GRASOS

Trizma Base (Tris hydroxymethyl amino methane) (C4H11NO3); ref. T-6791, SIGMA

Cloruro sódico al 99 % (NaCl); ref. S-7653, SIGMA

Metanol (para análisis) (CH3OH); ref. 221091, PANREAC

Benceno (para análisis) (C6H6); ref. 131192, PANREAC
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Cloruro de acetilo (CH3COCl); ref. 100031, MERCK

Carbonato potásico (purísimo) (K2CO3); ref. 141490, PANREAC

Nitrógeno  industrial (B50); AL AIR LIQUIDE ESPAÑA, S.A. (Madrid, España)

n-Hexano (CH3(CH2)4CH3); ref. 142063, PANREAC

6.7.-COLESTEROL TOTAL

Kit enzimático-colorimétrico MPR 1 (ref 1 442 341) 10 x 32 ml, MPR 2 (ref 1 442 350) 10 x

100 ml, MPR 3 (ref 236 691) 4 x 500 ml. BOEHRINGER MANNHEIM (Alemania).

7.-DETERMINACIONES ANALÍTICAS

Fueron realizadas en los homogenados de tejido pancreático, empleando para cada

actividad enzimática el tampón correspondiente. La concentración final de estos homogenados

fue de 60 mg/ml.

7.1.-ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS

7.1.1.-AMILASA (EC 3.2.1.1.)

El procedimiento correspondiente a la determinación de la actividad de esta enzima

consiste en la hidrólisis de un sustrato de almidón soluble, llevada a cabo por dicha enzima, y

posterior valoración de la maltosa liberada, según la técnica descrita por NOELTING Y

BERNFIELD (1948), y modificada por HICKSON (1970). Los resultados se expresan en

unidades de actividad amilásica, según el último autor. En la Tabla 12 se detalla la composición

del tampón empleado para la determinación de la citada actividad enzimática:
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TAMPÓN FOSFATO SÓDICO 0.2 M; 0.0067 M ClNa, pH 7.05

Solución 1: Na2HPO4 /H2O bidestilada 28,41/hasta 1000

Solución 2: NaH2PO4.2H2O/H2O 31,206/hasta 1000

Solución 3: NaCl/H2O 3,916/hasta 100

Solución 4: Solución 1 + Solución 3/H2O 100+10/hasta 1000

Solución 5: Solución 2 + Solución 3/H2O 100 + 10/hasta 1000

Solución final: Solución 4 + Solución 5 1000 + ml necesarios hasta ajustar pH

Tabla 12:  Composición de tampón fosfato sódico 0.2 M; 0.0067 M de ClNa, pH 7.05
(determinación de ACTIVIDAD AMILÁSICA).

7.1.2.-TRIPSINA (EC 3.4.21.4.) Y QUIMIOTRIPSINA (EC 3.4.21.1.)

Previo al desarrollo de la técnica para la determinación de las actividades de tripsina y

quimiotripsina, se llevó a cabo la activación de las mismas, ya que en tejido pancreático se

encuentran como proenzimas o zimógenos, esto es, como precursores inactivos (tripsinógeno y

quimiotripsinógeno, respectivamente).

El proceso de activación del tripsinógeno contenido en la muestra se realizó por

incubación de la misma con enterokinasa de páncreas porcino. Se partió, como hemos citado, de

100 µl de homogenado de muestra, a una concentración de 60 mg/ml, preparado a partir de 0.3

g de tejido pancreático en 5 ml de tampón fosfato potásico 0.2 M, pH 7.60, que se incubó a 37

ºC y durante 30 min con 200 µl de enterokinasa de páncreas porcino (EC 3.4.21.9), a una

concentración de 2.5 mg/ml, en buffer TRIS, 0.005 M; NaCl 0.04; pH 7.90.

Para la activación del quimiotripsinógeno se partió igualmente de 100 µl de

homogenado de muestra preparada asimismo a partir de 0.3 g de tejido pancreático en 5 ml de

tampón fosfato potásico, 0.2 M; pH 7.60, incubándose a 37 ºC y durante 30 min con 200 µl de

tripsina de páncreas porcino  (EC. 3.4.21.4), preparada a una concentración de 2 mg/ml, en

buffer TRIS, 0.005 M; NaCl 0.04; pH 7.90.
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Tras varias pruebas, basadas en diferentes trabajos (Tseng, et al., 1982; Houghton, et al.,

1983; Mizoguchi and Imamichi, 1986; Ricketts and Brannon, 1994) se eligieron las

concentraciones indicadas de enterokinasa y de tripsina, así como los tiempos de incubación de

las mismas empleados, por ser los más óptimos para los objetivos que pretendíamos con el

tejido y la cantidad utilizados.

Una vez activadas las enzimas, se procedió a la determinación de sus actividades,

mediante el método descrito por REBOUD et al. (1962), realizada por titrimetría a pH constante

(7.90) y 27 ºC de temperatura, con NaOH 0.005 N, valorándose los H+ liberados, para lo cual se

empleó el Titrador micro TT 2050 CRISON, expuesto en el apartado correspondiente al

material de laboratorio.

En el ensayo de la actividad de quimiotripsina, el volumen final de la reacción contenía:

O 15 ml de tampón TRIS (0.005 M), NaCl (0.04 M), pH 7.90. 

O 0.5 ml de sustrato preparado a partir de una solución de ATEE (N-acetil-L-tirosina

etil éster), en una mezcla de agua-metanol (50 % v/v), a una concentración de 251 mg/10 ml.

O 0.1 ml de homogenado de muestra, a una concentración de 60 mg/ml de tampón

fosfato potásico 0.2 M, pH 7.60.

Las unidades de expresión de actividad quimiotrípsica vienen definidas como

micromoles de ATEE hidrolizados por minuto y ml de muestra, a 27 ºC.

En la Tabla 13 se refleja la composición de los tampones TRIS y Fosfato, empleados en

la determinación de quimiotripsina:

TAMPÓN TRIS 0.005 M; 0.004 M
ClNa; pH  7.90

TAMPÓN FOSFATO POTÁSICO
0.2 M; pH 7.60

TRIZMA BASE                       0,6055 g
NaCl                                            2,34 g
H20 bidestilada                         1000 ml

K2HPO4 (anhidro)                  34,036 g
KH2PO4                                          27,836 g
H20 bidestilada                        1000 ml

Tabla 13: Composición de los tampones empleados en la determinación de la
ACTIVIDAD QUIMIOTRÍPSICA
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Para la determinación de la actividad de tripsina, la solución final de ensayo contenía:

O 10 ml de tampón TRIS (0.005 M), Na Cl (0.04 M), CaCl2 (0.02 M), pH 7.90

O 10 ml de sustrato: solución de BAEE (N-α-benzoil-L-arginina etil éster), en agua

bidestilada, a una concentración de 0.0686 g/100 ml.

O 0.1 ml  de muestra, cuyo homogenado se preparó en condiciones semejantes a las

empleadas para la determinación de la actividad quimiotrípsica.

  Las unidades de actividad trípsica vienen definidas como micromoles de BAEE

hidrolizados por minuto y ml de muestra, a 27 ºC.

La Tabla  14 refleja la composición del tampón TRIS empleado para la determinación

de la actividad trípsica:

TAMPÓN TRIS 0.005 M; 0.04 M ClNa; 0.02 M Cl2Ca, pH  7.90

TRIZMA BASE                                                         0,6055 g
NaCl                                                                           2,34 g
Cl2Ca.2H2O                                                                2,942 g
H20 bidestilada                                                           1000 ml

Tabla 14: Composición del tampón empleado para la determinación
de la ACTIVIDAD TRÍPSICA.

7.1.3.-LIPASA (EC 3.1.1.3.) Y COLIPASA

Ambas actividades fueron determinadas según la técnica de ERLANSON-

ALBERTSSON et al. (1987), basada en una titrimetría a pH constante (7.50) y 27 ºC de

temperatura, con NaOH 0.005 N, y utilizando tributirina como sustrato. Se valoraron los H+

liberados (Titrador micro TT 2050, CRISON).

La reacción que determinó la actividad lipásica se llevó a cabo a partir de:
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O 15 ml de tampón TRIS-Maleato (2 Mm), NaCl (150 Mm), CaCl2 (1 mM) y

taurodeoxicolato sódico (4 mM).

O 0.5 ml de sustrato: tributirina (C4:O) (SIGMA).

O 10 µg de colipasa de páncreas porcino (SIGMA).

O 0.1 ml de homogenado de muestra en buffer TRIS-Maleato,  a 60 mg/ml de

concentración.

La actividad colipásica fue determinada partiendo de las mismas cantidades de tampón

y de sustrato empleados para la lipasa, diferenciándose sin embargo en la posterior adicción

simultánea de 0.1 ml de muestra y de 40 U de lipasa de páncreas porcino.

Las unidades de actividad de ambas enzimas, lipasa y colipasa, se definen como

micromoles de ácidos grasos liberados por minuto y por ml de muestra, a 27ºC.

En la Tabla 15 se indica la composición del tampón empleado en la determinación de

las actividades lipasa y colipasa:

TAMPÓN TRIS /Maleato 2 mM; 150 mM NaCl; 1 mM CaCl2 y
4 mM NaTDC; pH 7.50

TRIS/Maleato                                                                 0,4744 g
NaCl                                                                                8,775 g
Cl2Ca.2H2O                                                                     0,147 g
NaTDC                                                                            2,0868 g
H20 bidestilada                                                                1000 ml

Tabla 15: Composición del tampón empleado para la determinación
de las ACTIVIDADES DE LIPASA  Y COLIPASA.

Puesto que la actividad lipásica valora la cantidad de ácidos grasos libres desde una

emulsión de tributirina o trioleína, se suelen emplear ácidos biliares con objeto de lograr

cinéticas de orden cero. Cuando la concentración micelar de las sales biliares es superior a su

concentración micelar crítica, provocan una fuerte inhibición de la lipasa pancreática. En este

sentido, la colipasa interviene como cofactor, liberando a la lipasa de dicha inhibición. Es por

ello que diversos autores recomiendan la determinación de la actividad lipásica en presencia de
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sales biliares y con un exceso de colipasa (Rathelot, et al, 1975; Lairon, et al., 1987; Wicker and

Puigserver, 1987).

7.1.4.-PROTEÍNA TOTAL

La concentración de proteína total se determinó por la técnica de Lowry et al (1951),

basada en dos reacciones complementarias:

a.- BIURET, característica de grupos NH3 y que da color violeta.

b.- FOLIN, típica de grupos OH reductores (grupos fenólicos) y que da color

azul.

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado y la marcha analítica fue la

siguiente:

4 0,995 ml agua bidestilada

 4 0,005 ml muestra bien agitada

 4 5 ml de reactivo de Biuret. Agitar todo y dejar incubar 15 minutos a Tª

ambiente

4 0,5 ml de reactivo comercial de Folin diluído a la mitad. Agitar y dejar

incubar durante de 20 a 30 minutos, a Tª ambiente y en la oscuridad.

       4 Lectura de la absorbancia a 640 nm, por espectrofotometría, empleando

cubetas de 1 cm de espesor.

Los resultados se expresaron en mg/ml de muestra ensayada.

7.2.-CONTENIDO EN COLESTEROL TOTAL

El análisis de colesterol total se realizó mediante el empleo de kits comerciales

enzimático- colorimétricos (CHO-PAP), basados en el método descrito por Siedel, et al. (1983),

Kattermann, et al., (1984) y Trinder (1969). Las muestras se obtuvieron, como en el resto de

determinaciones analíticas, a partir de homogenados de tejido pancreático (60 mg/ml).
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Las reacciones que tienen lugar son las reflejadas en la Figura 16:

Figura 16: Reacciones enzimático-colorimétricas que tienen lugar en la determinación de
colesterol total, mediante kit comercial.

A las soluciones reactivas se les añadieron diferentes cantidades de muestra, ajustadas a

cada caso. A continuación fueron incubadas a 37 ºC durante 5 minutos en un baño de agua, con

agitación constante, midiendo posteriormente la absorbancia por espectrofotometría, a 500 nm

de longitud de onda, empleando cubetas de 1 cm de espesor.

Los valores de concentración de colesterol se determinaron por extrapolación de datos

de rectas patrón construidas a partir de una solución estándar de colesterol. Los resultados se

expresaron  como mmol/l.

A continuación se detallan los valores de colesterol y TG, expresados en mg/dl y en

mmol/l, que determinan un trastorno lipídico, según las Recomendaciones de la Sociedad

Europea de Aterosclerosis (1987) (Tabla 16).

Colesterolesterasa

Esteres de colesterol + H2O          Colesterol + R-COOH

Colesteroloxidasa
Colesterol + O2                    ∆

4 colesterona + H2O2

Peroxidasa
2H2O2 + 4-aminofenazona + Fenol      4- (p-benzoquinona-

                                                                                        monoimino) –

fenazona + 2H2O

+ HCl
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Trastornos lipídicos

Colesterol                                < 200 mg/dl
Triglicéridos                           < 200 mg/dl

NO

Colesterol                             200-300 mg/dl SÍ
con HDL-colesterol < 35 mg/dl

Colesterol                                > 300 mg/dl
Triglicéridos                           > 200 mg/dl

SÍ

Colesterol
35 mg/dl = 0.9 mmol/l

200 mg/dl = 5.2 mmol/l
300 mg/dl = 7.8 mmol/l

Triglicéridos
200 mg/dl = 2.3 mmol/l

Tabla 16: Interpretación clínica de los trastornos lipídicos (según Recomendaciones de la
Sociedad Europea de Aterosclerosis, 1987).

7.3.-PERFIL LIPÍDICO DE MEMBRANAS PANCREÁTICAS

7.3.1.-OBTENCIÓN DE FRACCIONES CELULARES

Para la obtención de las distintas fracciones celulares, se empleó el método de Fleischer,

S., et al. (1979). A partir del homogenado pancreático se procedió a una primera centrifugación,

a 1750 x g y a 4ºC, durante 10 minutos. El precipitado obtenido, que contiene membranas

plasmáticas celulares y endomembranas, fundamentalmente nucleares y mitocondriales, fue

resuspendido en 0.5 ml de tampón TRIS 0.005 M, 0.004 M ClNa (pH 7.90), empleado para la

determinación de actividad quimiotrípsica. Dicho precipitado se guardó en tubos eppendorff y

se congeló a –80ºC, para su posterior utilización. El sobrenadante obtenido fue filtrado, con

objeto de eliminar restos de grasa y tejido, centrifugándolo a continuación a 5000 x g y 4ºC,

durante 20 minutos, separando y eliminando el precipitado. El sobrenadante resultante de esta

segunda centrifugación fue sometido a una tercera, a 8000 x g y 4ºC, durante 10 minutos, tras lo

cual se separó el sobrenadante, que fue centrifugado en ultracentrífuga, a 82000 x g y 4ºC,

durante 45 minutos, de la cual se obtuvieron las fracciones citosólica (sobrenadante), que fue
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eliminada, y microsomal (precipitado). Esta última fue resuspendida en 0.5 ml de tampón y

guardada en viales eppendorff, a –80ºC, para su posterior utilización.

7.3.2.-EXTRACCIÓN LIPÍDICA Y METILACIÓN DE ÁCIDOS GRASOS

Para la determinación del perfil lipídico correspondiente a las membranas celulares y

subcelulares del tejido pancreático, se siguió el método descrito por Lepage y Roy (1986), a

través del cual se llevaron a cabo los procesos de extracción lipídica y transesterificación de

ácidos grasos, en una única etapa. Se emplearon las siguientes soluciones reactivas:

1) Mezcla metanol-benceno, en proporción 4:1 (v/v)

2) Carbonato potásico (K2CO3) al 6% en H2O bidestilada

3) Estándar interno: ácido pentadecanoico (C15:0), 0.4 mg/ml de hexano

4) Estándar externo: solución patrón de diversos ácidos grasos, incluyendo

desde 14:0 hasta 22:6n-3

Descripción del método seguido:

A 100 µl de muestra se añadieron 4 ml de la mezcla metanol-benceno (que van

a provocar la extracción de ácidos grasos), agitando a continuación, durante 30 seg.

Posteriormente se adiccionaron, bajo campana de extracción de gases, lentamente y en agitación

constante, 200 µl de cloruro de acetilo. Seguidamente, los tubos se cerraron herméticamente y

fueron introducidos en un baño de agua, donde permanecieron en incubación, a 100 ºC, durante

1 hora. Transcurrido ese tiempo, se introdujeron en hielo picado hasta conseguir su

enfriamiento, tras lo cual se añadieron 2 ml de K2CO3 al 6 %, (solución empleada con objeto de

detener la reacción y de neutralizar la mezcla) y se agitó nuevamente durante 1 min. El paso

siguiente fue una centrifugación a 1700 x g, a 4 ºC y durante 10 min. A continuación, y

utilizando pipetas Pasteur fue recogida la fase bencénica, en la que permanecen los ésteres

metílicos de los ácidos grasos. Se llevaron a otros tubos de vidrio y se sometieron a evaporación

con N2.
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7.3.3.-CROMATOGRAFÍA DE GASES DE LOS ÉSTERES METÍLICOS DE LOS ÁCIDOS

GRASOS

Una vez evaporadas las muestras bajo N2, fueron resuspendidas en 100 µl de hexano y

guardadas en microviales. A partir de ellas se realizó la cuantificación de los ésteres metílicos

de los ácidos grasos por cromatografía de gases.

Se inyectaron 2 µl de muestra resuspendida en un cromatógrafo HP (Hewlett Packard),

modelo 5890 A(Philadelphia, PA, USA), provisto del siguiente equipamiento y con las

características analíticas detalladas en la Tabla 17:

a) Inyector automático HP 7673 A

b) Detector de ionización de llama

c) Columna capilar sílice fundida, modelo SP™ 2330, SUPELCO, de 60 m de

longitud, 0.32 mm de diámetro interno(i.d.), 0.20 mm de espesor de fase

estacionaria y 0.20 µm de tamaño de partícula.

d) Integrador HP 3393 A.

CCAARRAACCTTEERRÍÍSSTTIICCAASS  AANNAALLÍÍTTIICCAASS CROMATOGRAFÍA DE GASES

FLUJO GAS DETECTOR
Hidrógeno                              30 ml/min
Aire (oxígeno)                      400 ml/min
Nitrógeno                                 4 ml/min

FLUJO GAS PORTADOR
Flujo entrada                         60 ml/min

Flujo columna                         1 ml/min                             

PROGRAMACIÓN DE TEMPERATURAS
(duración total:  40 minutos)

5 min hasta 160 ºC
6 min hasta 195 ºC
6 min hasta 220 ºC
6 min hasta 230 ºC
12 min hasta 230 ºC
 5 min hasta 160 ºC

Tabla 17: Características analíticas del cromatógrafo empleado en la cuantificación de los
ésteres metílicos de los ácidos grasos, de las  membranas pancreáticas.
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La identificación cromatográfica de los ácidos grasos se determinó comparativamente, a

partir de los tiempos de retención de los ésteres metílicos de los ácidos grasos de la

solución patrón empleada en cada uno (estándar externo). La Figura 16 representa un

cromatograma de los ácidos grasos presentes en una muestra de membrana de microsomas

de acino pancreático. Los resultados se expresaron como porcentajes normalizados. 

8.-TRATAMIENTO ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS

En general, todas las determinaciones se realizaron por duplicado, correspondiendo el

valor final a la media ± error estándar de la media (X ± EEM). Se realizó en primer lugar una

estadística descriptiva básica para cada uno de los grupos. A continuación se aplicó un  test de

varianza para averiguar si existían diferencias significativas intergrupos (ANOVA de un factor),

realizando comparaciones múltiples mediante pruebas post hoc (DMS y Bonferroni). El nivel de

significación considerado ha sido del 95 %.

Figura 17: Cromatograma correspondiente a los ácidos grasos presentes en una
muestra de membrana, de microsomas pancreáticos. El perfil lipídico viene
determinado por los tiempos de retención.
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1.-MODIFICACIONES PONDERALES POR EFECTO DE LA DIETA

En la Tabla 18 se adjuntan los resultados de los pesos corporales de los distintos grupos

experimentales. Están reflejados los valores obtenidos al inicio del periodo experimental (día 0),

a los 50 días (punto de sacrificio de un grupo aterogénico y cambio de dietas) y los

correspondientes al final del mismo (80 días).

DÍA 0 50 DÍAS 80 DÍAS

CONTROL 3375±132.1 3760±151.9 3849±260.7

ATEROGÉNICO 3521±35.9
                       +

3494±80.2 -

OLIVA VIRGEN 3521±35.9
                       +

3494±80.2 3636±72.3

OLIVA 3521±35.9
                       +

3494±80.2 3685±56.7

GIRASOL 3521±35.9
                       +

3494±80.2 3552±129.7

PESCADO 3521±35.9
                       +

3494±80.2 3906±58.4

Tabla 18: Pesos corporales al inicio del experimento (0 días), a los 50 días (sacrificio
grupo A y cambio de dietas) y al final del periodo experimental (80 días) (expresado en
gramos) de los diferentes grupos experimentales: (C) control (n=6), (A) aterogénico
(n=4), (V) oliva virgen (n=6), (O) oliva (n=6), (G) girasol (n=6) y (P) pescado (n=6).
Los valores expresan el valor de la media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*)
grupos V, O, G y P vs A;  medias con letras distintas indican diferencias significativas
entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.

  
No se observan diferencias significativas intergrupos para los pesos iniciales, aunque,

puesto que partimos de dos lotes distintos de animales (grupos C y A), la media ponderal del

grupo control es inferior a la del grupo aterogénico (3375±132.1 vs 3521±35.9). Transcurridos

50 días encontramos valores significativamente mayores en el peso de los animales del grupo C

(3760±151.9) respecto al resto de animales, todos ellos alimentados con la dieta aterogénica

(3494±80.2).

En lo que respecta a los datos obtenidos al finalizar el periodo experimental (80 días),

previo al sacrificio de los animales, tanto el grupo C como los grupos alimentados con los
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distintos aceites incrementan su peso, al compararlo con el valor de partida. No obstante, no se

muestran cambios significativos entre ninguno de los grupos experimentales, encontrando los

valores más elevados en el grupo P y los más bajos en el G.

La Tabla 19 refleja el incremento de peso a lo largo del tiempo, para cada grupo

experimental.

CONTROL ATERO-
GÉNICO

OLIVA
VIRGEN

OLIVA GIRASOL PESCADO

INCREMENTO-
A
(0-50 DÍAS)

                     α
385.6±92.12 −27.7±35.89 −27.7±35.89 −27.7±35.89 −27.7±35.89 −27.7±35.89

INCREMENTO-
B
(50-80 DÍAS)

88.5±152.15 _ 142.5±72.32
                    β
190.8±56.67 58.7±129.68

                    β
412.7±58.43

INCREMENTO-
C
(0-80 DÍAS)

                       γ
474.1±196.68 _ _ _ _ _

Tabla 19: Incremento de peso (expresado en gramos) en los periodos comprendidos entre el día 0 hasta el
50 (incremento A), 50 y 80 (incremento B) y 0 y 80 (incremento C) de los diferentes grupos experimentales:
(C) control (n=6), (A) aterogénico (n=4), (V) oliva virgen (n=6), (O) oliva (n=6), (G) girasol (n=6) y (P)
pescado (n=6). Los valores expresan el valor de la media ± EEM. Indican diferencias significativas a lo
largo del tiempo, dentro de cada grupo experimental; (α) entre los días 0 y 50; (β) entre los días 50 y 80; (γ)
entre los días 0 y 80. p<0.05.

  
La evolución ponderal en el tiempo para el grupo control muestra un incremento

significativo (385.6±92.12) entre el inicio del periodo experimental y los 50 días. Sin embargo,

no se encuentran diferencias significativas entre el día 50 y el final del periodo experimental

(88.5±152.15). No obstante, se sigue produciendo un incremento ponderal, aunque leve. Este

hecho parece indicar una estabilización del peso corporal de estos animales durante estos 30

últimos días de ingesta de la dieta estándar. Como es lógico, las diferencias encontradas entre el

inicio y final del periodo experimental también se muestran estadísticamente significativas

(474.1±196.68).
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No encontramos diferencias significativas en el incremento ponderal a lo largo de los 50

días para el grupo aterogénico, aunque éste es negativo (-27.7±35.89), pues como hemos

mencionado, se produce un descenso en el mismo, tras la ingesta de la dieta aterogénica, en este

grupo experimental.

Durante los últimos 30 días (periodo comprendido entre los días 30 y 80), los grupos

que ingieren los distintos aceites muestran un aumento de peso, que sólo se hace significativo en

los grupos oliva y pescado.

En la Tabla 20 se indican los pesos del páncreas y la relación pancreosomática (peso

páncreas/peso corporal) de cada uno de los grupos experimentales.

PESO PÁNCREAS (g) RELACIÓN PANCREOSOMÁTICA
(Peso Páncreas / Peso Corporal)

CONTROL 2.8± 0.46 7.7e-04± 1.42e-04

ATEROGÉNICO 3.0± 0.41 10.3e-04± 2.11e-04

OLIVA VIRGEN 3.5±0.34 9.7e-04±1.15e-04

OLIVA 3.5± 0.34 9.5e-04±0.82e-04

GIRASOL 2.7± 0.36 7.7e-04±1.14e-04

PESCADO 3.5±0.22 8.9e-04±0.56e-04

Tabla 20: Pesos de páncreas al sacrificio (expresado en gramos) y relación
pancreosomática (peso páncreas/pesocorporal) de los diferentes grupos
experimentales: (C) control (n=6), (A) aterogénico (n=4), (V) oliva virgen (n=6),
(O) oliva (n=6), (G) girasol (n=6) y (P) pescado (n=6). Los valores expresan el valor
de la media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos V, O, G y P vs A;
medias con letras distintas indican diferencias significativas entre los grupos V, O, G
y P. p<0.05.

No hemos encontrado diferencias significativas entre los distintos grupos

experimentales, en lo que respecta al peso del páncreas de estos animales. Tampoco se observan

cambios significativos intergrupos en la relación pancreosomática (peso páncreas/peso

corporal).
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2.-ACTIVIDAD DE ENZIMAS PANCREÁTICAS

2.1.-ACTIVIDAD (U/g páncreas)

AMILASA

La actividad de amilasa no presenta diferencias significativas entre los grupos C y A,

siendo más baja para este último (Tabla 21). Tampoco se observan cambios significativos al

comparar ambos grupos con cualquiera de los grupos tratados con los distintos aceites.

Sí se muestran valores significativamente menores de los grupos O y G frente a los

grupos V y P, acercándose estos dos últimos a los niveles del grupo C (Figura 18).

LIPASA

Los datos mostrados en la Tabla 21 indican valores significativamente mayores de

actividad de lipasa para el grupo A frente al C. El grupo G presenta los niveles más elevados de

actividad, con cambios significativos frente a todos los grupos experimentales, excepto frente a

Figura 18: Actividad de amilasa (U/ g páncreas) de los
diferentes grupos experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y
(P) pescado. Los valores expresan la media ± EEM. (+)
grupos A, V, O, G y P vs C; (*) C, V, O, G y P vs A;
letras distintas indican diferencias significativas entre
los grupos V, O, G y P. P<0.05.
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O. Este último muestra también incrementos significativos frente al grupo C. El grupo V

presenta los valores más bajos de actividad, acercándose al grupo C (Figura 19).

RELACIÓN LIPASA/AMILASA

 

Figura 19: Actividad de lipasa (U/ g páncreas) de los
diferentes grupos experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y
(P) pescado. Los valores expresan la media ± EEM. (+)
grupos A, V, O, G y P vs C; (*) C, V, O, G y P vs A;
letras distintas indican diferencias significativas entre
los grupos V, O, G y P. P<0.05.
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Figura 20: Relación lipasa/amilasa (U/ g páncreas) de
los diferentes grupos experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y
(P) pescado. Los valores expresan la media ± EEM. (+)
grupos A, V, O, G y P vs C; (*) C, V, O, G y P vs A;
letras distintas indican diferencias significativas entre
los grupos V, O, G y P. P<0.05.
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La relación lipasa/amilasa se

muestra significativamente diferente entre

los distintos grupos experimentales (Tabla

21). Los mayores niveles se encuentran en

el grupo A, que presenta diferencias

significativas frente a los grupos C y V.

El grupo C es el que presenta los valores

mínimos, con diferencias significativas

también frente a G. Lo mismo ocurre con

el grupo V, que se desmarca del grupo  G,

con valores significativamente menores

(Figura 20).
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COLIPASA

El patrón de comportamiento observado para esta actividad enzimática es muy similar al

encontrado en la actividad de lipasa. Se muestran pues, diferencias significativas entre los

grupos C y A, con niveles mayores en este último grupo (Figura 21).

TRIPSINA

No observamos cambios significativos entre los grupos C y A, aunque se presentan

valores más elevados en el grupo A (Tabla 21).

El grupo alimentado con aceite de pescado, manifiesta cambios significativos frente al

grupo C, al mostrar los mayores niveles de actividad.

Ninguno de los grupos tratados con los distintos aceites provoca cambios significativos

frente al grupo A. No obstante, cualquiera de ellos, a excepción del V, aumenta sus niveles

En el grupo alimentado con aceite

de girasol se observan los niveles más

elevados de actividad, con cambios

significativos frente al resto de los grupos.

Se manifiesta asimismo que los

grupos V y P son los más próximos al

grupo C, presentando los niveles más

bajos de actividad (Tabla 21).Figura 21: Actividad de colipasa (U/ g páncreas) de
los diferentes grupos experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y
(P) pescado. Los valores expresan la media ± EEM.
(+) grupos A, V, O, G y Pvs C; (*) C, V, O, G y P vs
A; letras distintas indican diferencias significativas
entre los grupos V, O, G y P. P<0.05.

0

20
40

60

80

100
120

140

C A V O G P

DIETA

A
C

T
IV

ID
A

D
 D

E
 C

O
L

IP
A

S
A

(U
/g

 p
án

cr
ea

s)

+
a

a

+*b

a



                                                                                                                    Resultados    243

respecto a dicho grupo A. Así, en el grupo V se produce un descenso en la actividad,

aproximándose a los niveles del grupo C (Figura 22).

Se observan cambios significativos entre los grupos alimentados con aceite de oliva

virgen y con aceite de pescado.

QUIMIOTRIPSINA

Como indica la Tabla 21, los grupos C y A muestran cambios significativos entre sí para

la actividad de quimiotripsina, con niveles más elevados para A.

Los grupos tratados con los distintos aceites no presentan diferencias significativas

frente al grupo A. Sí se observan incrementos significativos de actividad en los grupos O, G y P

frente a C.

En el grupo G se encuentran los niveles más elevados, con diferencias significativas

frente a V; éste se acerca al grupo C, presentando los niveles más bajos de actividad (Figura 23).

Figura 22: Actividad de tripsina (U/ g páncreas) de
los diferentes grupos experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y
(P) pescado. Los valores expresan la media ± EEM.
(+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) C, V, O, G y P vs
A; letras distintas indican diferencias significativas
entre los grupos V, O, G y P. P<0.05.
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2.2.-ACTIVIDAD TOTAL (U/páncreas)

AMILASA

El grupo A es el que presenta los niveles más bajos de actividad de amilasa total. No

encontramos cambios significativos de éste frente al grupo C (Tabla 22).

Figura 23: Actividad de quimiotripsina (U/ g
páncreas) de los diferentes grupos experimentales:
(C) control, (A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O)
oliva, (G) girasol y (P) pescado. Los valores
expresan la media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y
P vs C; (*) C, V, O, G y P vs A; letras distintas
indican diferencias significativas entre los grupos V,
O, G y P. P<0.05.

Figura 24: Actividad de amilasa total (U/ páncreas)
de los diferentes grupos experimentales: (C) control,
(A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la media
± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) C, V, O,
G y P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P. P<0.05.

El grupo V muestra los niveles más

elevados de actividad y, junto con el grupo

P, presenta diferencias significativas frente

a los grupos C y A.

Los grupos O y G siguen una

tendencia similar entre sí, con niveles

significativamente menores de actividad

frente a V y a P. Además, los grupos O y G

se acercan respectivamente a C y a A

(Figura 24).
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LIPASA  

 

El grupo C presenta los valores más bajos de actividad de lipasa total, mostrando 

diferencias significativas frente al grupo A (Tabla 22). Asimismo, los grupos tratados con los 

distintos aceites, excepto V, incrementan significativamente la actividad frente al grupo C.  

 

El grupo G presenta además, cambios significativos frente a A, con los mayores niveles 

de actividad observados (Figura 25). Los valores del grupo V son los que más se acercan a los 

del grupo A. El grupo V muestra niveles menores respecto a O, G y P, presentando diferencias 

significativas frente a O y G. 

       

 

 

 

 

 

 

 

          

   

 

          

  

RELACIÓN LIPASA/AMILASA  

 

El patrón de comportamiento de los distintos grupos es similar al encontrado para 

actividad por gramo de páncreas (Tabla 22). Las únicas diferencias son observadas en el grupo 

P,  que para la actividad total  muestra cambios significativos frente a los grupos A y G, con 

valores menores respecto a éstos (Figura 26). 

 

 

Figura 25: Actividad de lipasa total (U/ páncreas) de 
los diferentes grupos experimentales: (C) control, (A) 
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y 
(P) pescado. Los valores expresan la media ± EEM. 
(+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) C, V, O, G y P vs 
A; letras distintas indican diferencias significativas 
entre los grupos V, O, G y P. P<0.05.  
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COLIPASA  

 

Los datos de actividad de colipasa total muestran cierta similitud con los de actividad de 

lipasa. Así, podemos observar niveles significativamente mayores en el grupo A frente a C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

Los grupos O y G también 

muestran incrementos significativos 

frente a C (Figura 27).  

 

El grupo G muestra los niveles 

más elevados, también para esta 

actividad. Estos cambios son 

significativos frente a V y a P. El grupo 

P manifiesta los niveles más bajos, 

mostrándose más cercano al grupo C 

(Tabla 22).   
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Figura 27: Actividad de colipasa total (U/ páncreas)
de los diferentes grupos experimentales: (C) control,
(A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la media
± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) C, V, O,
G y P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P. P<0.05.  

Figura 26: Relación lipasa/amilasa total (U/ páncreas) 
de los diferentes grupos experimentales: (C) control, 
(A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G) 
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la media ± 
EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) C, V, O, G 
y P vs A; letras distintas indican diferencias 
significativas entre los grupos V, O, G y P. P<0.05.  
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TRIPSINA

Tampoco se muestran niveles significativamente diferentes en ninguno de los grupos

tratados con los distintos aceites frente al grupo A. No obstante, en los grupos O y P dichos

valores incrementan.

No encontramos cambios significativos entre los cuatro grupos que ingieren los aceites,

mostrando el grupo P el mayor nivel de actividad y el G el más bajo.

QUIMIOTRIPSINA

Se observa un alto grado de similitud entre los valores de actividad total de tripsina y

quimiotripsina total; para esta última, encontramos niveles mayores en el grupo A, aunque en

este caso sí se manifiestan cambios significativos frente al grupo C (Tabla 22).

Asimismo, se muestran incrementos de actividad con cualquiera de los aceites

empleados frente al grupo C, siendo éste el que presenta los valores más bajos encontrados.

Dichos cambios son significativos en O, G y P.

Figura 28: Actividad de tripsina total (U/ páncreas)
de los diferentes grupos experimentales: (C) control,
(A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la media
± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) C, V, O,
G y P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P. P<0.05.

No se observan diferencias

significativas en los niveles de actividad

de tripsina total entre los grupos C y A, a

pesar de ser mayores en este último grupo

(Tabla 22).

Por el contrario, los grupos O y P

sí presentan niveles significativamente

superiores frente a C (Figura 28).
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Se indica un descenso de la actividad en los grupos V y G respecto a A, sin mostrar

diferencias significativas (Figura 29).

.

Tal y como ocurre para la actividad de tripsina total, no se observan cambios

significativos entre estos cuatro grupos citados. Los mayores valores encontrados corresponden

al grupo P.

2.3.-ACTIVIDAD ESPECÍFICA (U/mg proteína)

AMILASA

Los datos de actividad de amilasa específica, mostrados en la Tabla 23, indican ausencia

de cambios significativos entre los grupos C y A, siendo ligeramente menores en este último

grupo.

Cualquiera de los grupos tratados con los distintos aceites, con excepción del grupo G,

incrementa su actividad respecto a C y a A. Además, en el grupo V estos cambios se

manifiestan significativos frente a ambos.

Figura 29: Actividad de quimiotripsina total (U/
páncreas) de los diferentes grupos experimentales: (C)
control, (A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva,
(G) girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) C,
V, O, G y P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P. P<0.05.
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Los grupos V y P muestran incrementos frente a C. En el caso del grupo V, dichas

modificaciones son asimismo significativas (Figura 30).

Al comparar los cuatro grupos tratados con los distintos aceites, observamos que el

grupo V presenta los valores más elevados de actividad, con cambios significativos frente O y

G. El grupo G muestra los niveles más bajos, con modificaciones significativas también frente

al grupo P.

LIPASA

El grupo A presenta valores significativamente mayores de actividad específica de

lipasa que el grupo C (Tabla 23).

El grupo C es el que más bajos niveles presenta. El grupo G muestra los valores más

elevados observados y, junto con O, manifiestan incrementos significativos respecto al grupo C.

Además, el grupo G se desliga del A, mostrando valores significativamente mayores.

Figura 30: Actividad específica de amilasa (U/ mg
proteína) de los diferentes grupos experimentales: (C)
control, (A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva,
(G) girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) C,
V, O, G y P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P. P<0.05.
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Cuando se comparan los efectos de los diferentes aceites, se pone de manifiesto que el 

grupo G muestra cambios significativos frente a los grupos V y P. Ambos se muestran menores 

que A (Figura 31). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RELACIÓN LIPASA/AMILASA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31: Actividad específica de lipasa (U/ mg 
proteína) de los diferentes grupos experimentales: 
(C) control, (A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O) 
oliva, (G) girasol y (P) pescado. Los valores 
expresan la media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y 
P vs C; (*) C, V, O, G y P vs A; letras distintas 
indican diferencias significativas entre los grupos 
V, O, G y P. P<0.05. 
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El patrón de comportamiento 

encontrado en todos los grupos experimentales 

es exactamente igual que el observado para 

actividad (U/g páncreas), con las mismas 

diferencias significativas. 

 

 

 
Figura 32: Relación lipasa/amilasa específica (U/ 
mg proteína) de los diferentes grupos 
experimentales: (C) control, (A) aterogénico, (V) 
oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y (P) pescado. 
Los valores expresan la media ± EEM. (+) grupos A, 
V, O, G y P vs C; (*) C, V, O, G y P vs A; letras 
distintas indican diferencias significativas entre los 
grupos V, O, G y P. P<0.05.  
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COLIPASA 

 

Al igual que observamos para la actividad lipasa, los valores de actividad específica de 

colipasa muestran niveles significativamente superiores en el grupo A que en el grupo C (Tabla 

23). Observamos cómo el grupo G presenta incrementos significativos frente a C (Figura 33). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

.  

 

 

 

 

Ninguno de los grupos tratados con los aceites manifiesta diferencias significativas 

frente al grupo A. No obstante, cualquiera de ellos, excepto G, muestra descensos en dicha 

actividad. El grupo G es el que mayores niveles presenta, siendo significativamente diferente a 

los grupos V y P. El grupo P manifiesta los valores más cercanos al grupo C.  

 

TRIPSINA 

 

No observamos cambios estadísticamente significativos entre C y A, presentando el 

grupo C los valores más bajos de actividad específica de tripsina (Tabla 23). 

 

Con cualquiera de los aceites empleados, la actividad se ve incrementada frente a la 

observada en el grupo C. Se muestran diferencias significativas sólo con los grupos O y P. El 

Figura 33: Actividad específica de colipasa (U/ mg 
proteína) de los diferentes grupos experimentales: (C) 
control, (A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, 
(G) girasol y (P) pescado. Los valores expresan la 
media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) C; 
V, O, G y P vs A; letras distintas indican diferencias 
significativas entre los grupos V, O, G y P. P<0.05.  
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El grupo A se desmarca de cualquiera de los grupos tratados con los aceites, aunque sin

diferencias significativas frente a ninguno de ellos.

Tampoco se encuentran diferencias significativas entre los cuatro grupos que ingieren

los aceites (Figura 34).

QUIMIOTRIPSINA

Figura 34: Actividad específica de tripsina (U/ mg
proteína) de los diferentes grupos experimentales: (C)
control, (A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva,
(G) girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) C,
V, O, G y P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P. P<0.05.

Los valores mínimos de actividad

específica de quimiotripsina se observan en

el grupo C, con diferencias significativas

frente al resto de grupos experimentales

(Tabla 23).

El empleo de distintos aceites

ocasiona incrementos en la actividad frente

al grupo A. No obstante, no se presentan

cambios significativos con ninguno de

ellos (Figura 35).
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Figura 35: Actividad específica de quimiotripsina (U/
mg proteína) de los diferentes grupos experimentales:
(C) control, (A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O)
oliva, (G) girasol y (P) pescado. Los valores expresan
la media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*)
C, V, O, G y P vs A; letras distintas indican
diferencias significativas entre los grupos V, O, G y P.
P<0.05.
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Tampoco hemos encontrado diferencias significativas entre los cuatro grupos tratados

con estos aceites. Los niveles más elevados de actividad se corresponden con el grupo G y los

mínimos con el grupo O, acercándose éste al grupo A.

Con cualquiera de las tres formas diferentes de expresión de actividad enzimática

empleadas (U/g páncreas, U/páncreas, U/mg proteína) observamos el mismo patrón de

comportamiento, al comparar los grupos C y A. Así, encontramos cambios significativos entre

ambos grupos experimentales para las actividades: lipasa, relación lipasa/amilasa, colipasa y

quimiotripsina, sin que se muestren diferencias significativas ni para amilasa ni para tripsina.

2.4.-PROTEÍNA TOTAL (mg/g páncreas)

Los datos mostrados en la Tabla 23 indican ausencia de diferencias significativas entre

los grupos C y A, aunque se presentan ligeramente más bajos en el grupo A. El grupo V es el

que muestra el menor contenido proteico, con descensos significativos frente al grupo C. No se

muestran cambios significativos entre los grupos que ingieren los distintos aceites.             

3.-COLESTEROL TOTAL (mg/g páncreas)

Figura 36: Contenido en colesterol total en
tejido pancreático (mg/g páncreas) de los
diferentes grupos experimentales: (C) control
(A), aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) A, V, O, G y P vs C; (*) C, V,
O, G y P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas para los grupos V, O, G y P.
p<0.05.
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Los resultados del contenido en

colesterol total presente en tejido pancreático,

expresados como mg colesterol/g páncreas

vienen representados gráficamente en la

Figura 36. Se observan los valores más

elevados en el grupo A, que muestra

diferencias significativas frente al resto de

grupos experimentales.  El grupo que

presenta menor contenido en colesterol total

es el grupo O. No se muestran cambios

significativos entre ninguno de los grupos

alimentados con los distintos aceites, ni

tampoco de estos grupos frente al grupo C.





AMILASA LIPASA LIP/AMIL COLIPASA TRIPSINA QUIMIOTRIPSINA

CONTROL 9.45±1.038 10.14±2.859 1.11±0.286 17.82±3.692 73.71±11.463 69.97±5.681
n 6 6 6 6 6 6

ATEROGÉNICA 7.69±2.897
                         +

38.54±4.577
                        +

14.77±8.718
                         +

46.61±0.305 95.74±22.438
                            +

122.22±9.774
n 4 4 4 4 4 4

OLIVA VIRGEN
                         b

12.09±1.665
                         a

25.18±5.781
                        *a

2.26±0.581
                        a

27.58±7.318
                           a

79.45±10.272
                           a

91.76±18.123
n 6 6 6 6 6 6

OLIVA
                       a

7.15±1.057
                        +ab

57.15±12.837
                          ab

10.24±2.832
                         a

47.41±12.991
                          ab

105.58±5.546
                              +ab

113.12±16.031
n 6 6 6 6 6 6

GIRASOL
                       a

5.19±0.641
                        +*b

87.17±25.941
                          +b

14.37±4.295
                        +*b

100.17±34.543
                          ab

100.68±5.920
                              +b

139.19±19.271
n 6 6 6 6 6 6

PESCADO
                        b

12.11±2.065
                         a

31.40±3.783
                         ab

3.66±1.230
                         a

24.15±4.138
                          +b

119.57±21.633
                              +ab

120.52±9.636
n 6 6 6 6 6 6

n total 34 34 34 34 34 34

Tabla 21: Actividad (U/g páncreas) de enzimas determinadas en tejido pancreático, de los diferentes grupos experimentales: control (C), aterogénico (A)
(n=4), oliva virgen (V), oliva (O), girasol (G) y pescado (P). Los valores expresan la media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos V, O, G y
P vs A;  medias con letras distintas indican diferencias significativas entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.
  



AMILASA LIPASA LIP/AMIL COLIPASA TRIPSINA QUIMIOTRIPSINA

CONTROL 26.39±4.406 27.45±8.528 1.11±0.286 45.74±11.512 202.57±39.453 200.15±32.358
n 6 6 6 6 6 6

ATEROGÉNICO 15.22±6.023
                          +

95.34±20.443
                           +

18.72±10.990
                            +

124.19±15.183 277.67±108.804
                             +

376.75±78.388
n 4 4 4 4 4 4

OLIVA VIRGEN
                        +*b

42.82±7.228
                          a

83.47±21.648
                        *a

2.26±0.581
                          a

95.34±24.110
                            a

275.78±39.701
                              a

303.75±46.499
n 6 6 6 6 6 6

OLIVA
                         a

24.69±3.848
                          +b

181.07±34.882
                          b

10.24±2.832
                        +ab

150.97±37.125
                          +a

369.98±42.705
                             a

384.97±56.084
n 6 6 6 6 6 6

GIRASOL
                          a

13.90±2.590
                        +*b

191.66±47.243
                          +b

14.37±4.295
                          +b

214.85±63.688
                            a

270.05±33.670
                             a

353.27±44.219
n 6 6 6 6 6 6

PESCADO
                        +*b

42.10±7.080
                        +ab

111.21±19.916
                         *a

3.66±1.230
                          a

88.10±17.875
                          +a

429.55±91.856
                             a

422.73±42.616
n 6 6 6 6 6 6

n total 34 34 34 34 34 34

Tabla 22: Actividad total (U/páncreas) de enzimas determinadas en tejido pancreático de los distintos grupos experimentales: control (C), aterogénico (A),
oliva virgen (V), oliva (O), girasol (G) y pescado (P). Los valores expresan la media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (R) grupos V, O, G y P vs A;
medias con letras distintas indican diferencias significativas entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.



AMILASA LIPASA LIP/AMIL COLIPASA TRIPSINA QUIMIOTRIPSINA PROTEÍNA
TOTAL

CONTROL 1.36±0.271 1.40±0.460 1.11±0.286 2.36±0.512 9.65±1.125 9.69±1.363 7.75±0.855
n 6 6 6 6 6 6 6

ATEROGÉNICO 1.28±0.587
                     +

6.46±0.948
                     +
14.77±8.718

                     +
8.93±2.138 15.26±5.614

                          +
18.54±3.125 7.29±1.229

n 4 4 4 4 4 4 4

OLIVA VIRGEN
               +*b
2.85±0.687

                     a
5.26±1.804

                   *a
2.26±0.581

                     a
5.97±1.758

                     a
17.45±3.675

                           +a
19.90±4.172

                          +a
5.12±0.757

n 6 6 6 6 6 6 6

OLIVA
                  ac
1.30±0.211

                 +ab
9.54±1.959

                   ab
10.24±2.832

                   ab
8.03±2.027

                   +a
19.12±1.130

                           +a
19.75±2.117

                        a
5.69±0.607

n 6 6 6 6 6 6 6

GIRASOL
                   a
0.83±0.109

                 +*b
13.82±4.184

                   +b
14.37±4.295

                   +b
15.82±5.453

                     a
17.17±1.504

                            +a
24.78±3.130

                       a
6.11±0.221

n 6 6 6 6 6 6 6

PESCADO
                 bc
2.33±0.495

                     a
5.07±0.647

                   ab
3.66±1.230

                     a
3.77±0.505

                   +a
18.09±2.972

                           +a
20.83±3.364

                       a
6.14±0.522

n 6 6 6 6 6 6 6

n total 34 34 34 34 34 34 34

Tabla 23: Actividad específica (U/ mg proteína) de enzimas determinadas en tejido pancreático, de conejos alimentados con las diferentes dietas.
Asimismo, se adjuntan los resultados de concentración de proteína total (mg/g páncreas) a los cuales se hace referencia para el cálculo de dicha actividad.
Grupos:  control (C), aterogénico (A), oliva virgen (V), oliva (O), girasol (G) y pescado (P). Los valores expresan la media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G
y P vs C; (*) grupos V, O, G y P vs A;  medias con letras distintas indican diferencias significativas entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.
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4.-PERFIL DE ÁCIDOS GRASOS EN MEMBRANAS PLASMÁTICAS Y

MITOCONDRIALES PANCREÁTICAS

1.-Mirístico (C14:0)

No se observan cambios significativos en el porcentaje de ácido mirístico entre los

grupos C y A, presentándose algo más bajos en este último grupo (Tabla 24). Ambos grupos

presentan valores significativamente superiores a los grupos V, O y G. El grupo P muestra

niveles significativamente más elevados que el resto de grupos que ingieren los diferentes

aceites (Figura 37).

2.- Palmítico (C16:0)

Se observan valores significativamente más elevados en el porcentaje de este ácido

graso para el grupo C frente a los demás grupos experimentales (Tabla 24).

No se ponen de manifiesto cambios significativos entre el grupo A y el resto de grupos,

ni entre los cuatro grupos tratados con los distintos aceites. El porcentaje más bajo, no obstante,

se asocia al grupo O (Figura 38).

3.- Esteárico (C18:0)

El mayor porcentaje de este ácido graso se asocia al grupo A, pero no muestra

diferencias significativas frente al grupo C (Figura 39). Sí presenta valores significativamente

distintos respecto a los grupos P y O. Este último manifiesta los valores más bajos, con cambios

significativos también frente al grupo G (Tabla 24).
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Figura 39: Porcentaje de ácido esteárico (C18:0)
de membranas plasmáticas y mitocondriales, de
los diferentes grupos experimentales: (C)
control, (A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O)
oliva, (G) girasol y (P) pescado. Los valores
expresan la media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G
y P vs C; (*) grupos C, V, O, G y P vs A; letras
distintas indican diferencias significativas entre
los grupos V, O, G y P. p<0.05.
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Figura 37: Porcentaje de ácido mirístico
(C14:0) de membranas plasmáticas y
mitocondriales, de los diferentes grupos
experimentales: (C) control, (A) aterogénico,
(V) oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y (P)
pescado. Los valores expresan la media ±
EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*)
grupos C, V, O, G y P vs A; letras distintas
indican diferencias significativas entre los
grupos V, O, G y P. p<0.05.

Figura 38: Porcentaje de ácido palmítico
(C16:0) de membranas plasmáticas y
mitocondriales, de los diferentes grupos
experimentales: (C) control, (A) aterogénico, (V)
oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y (P) pescado.
Los valores expresan la media ± EEM. (+)
grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O,
G y P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P.
p<0.05.
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4.- Miristoleico (C14:1 n-9)

El grupo C presenta el porcentaje más elevado de ácido palmitoleico, que muestra

diferencias significativas frente a los grupos A, V y O (Tabla 25).

La ingesta de cualquiera de los aceites no modifica significativamente los valores de

este ácido graso respecto al grupo A. De éstos, el grupo P es el que manifiesta los niveles más

elevados, y por tanto, más próximos al grupo C; dicho grupo muestra diferencias significativas

frente al grupo O (este último grupo es el que presenta los niveles más bajos de ácido

miristoleico) (Figura 40).

5.- Palmitoleico (C16:1 n-9)

El porcentaje más elevado para este ácido graso se observa  en el grupo C. Dicho valor

es significativamente diferente al encontrado en el grupo A (Tabla 25).

La ingesta de los distintos aceites incrementa este porcentaje frente al grupo A, pero sin

mostrar diferencias significativas entre ninguno de ellos.

Tampoco observamos cambios significativos al comparar los cuatro grupos tratados con

los aceites entre sí. Los valores más bajos corresponden al grupo O y los más elevados al grupo

P, aproximándose así al grupo C (Figura 41).

6.- Oleico (C18:1 n-9)

El grupo C es el que presenta el porcentaje más bajo de ácido oleico, con diferencias

significativas frente a todos los grupos experimentales, excepto a G (Tabla 25). Este último

grupo es el que muestra los valores más bajos, mostrando significacición estadística frente a V y

O. Los niveles más elevados corresponden al grupo O, que muestra cambios significativos

además frente a P (Figura 42).
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Figura 40: Porcentaje de ácido miristoleico
(C14:1 n-9) de membranas plasmáticas y
mitocondriales, de los diferentes grupos
experimentales: (C) control, (A) aterogénico, (V)
oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y (P) pescado.
Los valores expresan la media ± EEM. (+)
grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O,
G y P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P.
p<0.05.
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Figura 41: Porcentaje de ácido palmitoleico
(C16:1 n-9) de membranas plasmáticas y
mitocondriales, de los diferentes grupos
experimentales: (C) control, (A) aterogénico, (V)
oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y (P) pescado.
Los valores expresan la media ± EEM. (+)
grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O,
G y P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P.
p<0.05.
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Figura 42: Porcentaje de ácido oleico (C18:1 n-9)
de membranas plasmáticas y mitocondriales, de los
diferentes grupos experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol
y (P) pescado. Los valores expresan la media ±
EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C,
V, O, G y P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.
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7.- Linoleico (C18:2 n6)

El porcentaje de ácido linoleico se presenta más bajo en el grupo C, pero sólo muestra

diferencias significativas frente al grupo G. A este grupo corresponde el valor más elevado, que

muestra diferencias significativas frente a todos los grupos experimentales (Figura 43). El resto

de grupos no manifiestan diferencias significativas entre sí. El grupo V es el que más se

aproxima al grupo C, con valores menores (Tabla 26).

8.- Araquidónico (C20:4 n-6)

No observamos cambios significativos en el porcentaje de ácido araquidónico entre los

grupos C y A, presentándose mayores en este último grupo (Tabla 26).

Encontramos los valores más elevados asociados al grupo G, que se muestra

significativamente distinto a todos los grupos experimentales, excepto a V. Los niveles más

bajos corresponden al grupo O, con diferencias significativas frente a V y G (Figura 44).
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Figura 43: Porcentaje de ácido linoleico (C18:2
n-6) de membranas plasmáticas y
mitocondriales, de los diferentes grupos
experimentales: (C) control, (A) aterogénico,
(V) oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y (P)
pescado. Los valores expresan la media ± EEM.
(+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V,
O, G y P vs A; letras distintas indican
diferencias significativas entre los grupos V, O,
G y P. p<0.05.

Figura 44: Porcentaje de ácido araquidónico
(C20:4 n-6) de membranas plasmáticas y
mitocondriales, de los diferentes grupos
experimentales: (C) control, (A) aterogénico, (V)
oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y (P)
pescado. Los valores expresan la media ± EEM.
(+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V,
O, G y P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P.
p<0.05.
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9.-PUFA (n-6)

El porcentaje de ácidos grasos poliinsaturados totales de la serie n-6 (PUFA (n-6))

muestra los valores más elevados en el grupo G, con diferencias significativas frente al resto de

grupos experimentales (Tabla 27).

No se observan cambios significativos entre ningún otro grupo, encontrando los valores

más bajos en el grupo C (Figura 45).

10.-PUFA >18 C (n-6)

El porcentaje de ácidos grasos poliinsaturados totales de la serie n-6 mayores de 18

átomos de C ( PUFA >18 C (n-6)), no muestra diferencias significativas entre los grupos C y A,

siendo mayores en este último grupo (Tabla 27).

Cualquiera de los grupos alimentados con los aceites muestra descensos en el porcentaje

de estos ácidos grasos cuando se comparan con el grupo A, excepto el grupo G, para el que se

presentan los valores más elevados. En el caso del grupo O, estos descensos son significativos

también frente a C.

El estudio comparativo de los cuatro grupos tratados con los distintos aceites manifiesta

niveles más elevados en el grupo G, significativamente distintos frente a O (Figura 46).
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11.-Linolénico (C18:3 n-3)

Los grupos C y A muestran diferencias significativas entre sí, respecto al porcentaje en

ácido linolénico. Este es mayor para el grupo C, que además manifiesta valores

significativamente superiores a los grupos V y G (Tabla 28).

El grupo A presenta el porcentaje menor de ácido linolénico frente al resto de grupos

experimentales, mostrando diferencias significativas sólo frente al grupo P.

No se observan cambios significativos entre los grupos tratados con los distintos aceites.

De éstos, los valores más altos corresponden al grupo P y los menores al grupo V (Figura 47).
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Figura 45: Porcentaje de ácidos grasos
poliinsaturados de la serie n-6 (PUFA n-6)
de membranas plasmáticas y
mitocondriales, de los diferentes grupos
experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva,
(G) girasol y (P) pescado. Los valores
expresan la media ± EEM. (+) grupos A,
V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O, G y
P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P.
p<0.05.

0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4

C A V O G P

DIETA

P
U

FA
>1

8 
C

 (n
-6

) (
%

)

*b

+*a

b
*ab

Figura 46: Porcentaje de ácidos grasos
poliinsaturados mayores de 18 átomos de
carbono de la serie n-6 (PUFA>18C n-6) de
membranas plasmáticas y mitocondriales, de
los diferentes grupos experimentales: (C)
control, (A) aterogénico, (V) oliva virgen,
(O) oliva, (G) girasol y (P) pescado. Los
valores expresan la media ± EEM. (+) grupos
A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O, G y
P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P.
p<0.05.
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12.-EPA (Ácido Eicosapentaenoico) (C20:5 n-3)

No se muestran cambios significativos en el porcentaje de ácido eicosapentaenoico

(EPA) entre los grupos C y A, siendo prácticamente semejantes (Figura 48).

El grupo P muestra el valor más elevado en el porcentaje de ácido eicosapentaenoico

(EPA), mostrando diferencias frente al resto de grupos experimentales. Los valores más bajos

son observados en el grupo O (Tabla 28).

13.- DHA (Ácido Docosahexaenoico) (C22:6 n-3)

No se observan cambios significativos en el porcentaje de ácido docosahexaenoico

(DHA) entre los grupos C y A, mostrándose menores en este último grupo (Tabla 28).

El mayor porcentaje de ácido docosahexaenoico (DHA) se presenta en el grupo P, que

muestra diferencias significativas frente al resto de grupos experimentales, excepto V. Los

valores más bajos corresponden al grupo G (Figura 49).

14.- PUFA (n-3)

Los valores más bajos en el porcentaje de ácidos grasos poliinsaturados totales de la

serie n-3 (PUFA (n-3)) son asociados al grupo A, mostrándose significativamente distintos

frente a C y a P. Este último grupo es el que presenta un mayor porcentaje de PUFA (n-3)

(Figura 50). Dichos valores son estadísticamente significativos frente al resto de grupos

experimentales (Tabla 29).

15.- PUFA>18C (n-3)

No encontramos cambios en el porcentaje de ácidos grasos poliinsaturados totales de la

serie n-3 mayores de 18 átomos de C (PUFA>18C (n-3) entre los grupos C y A, siendo algo

menores en este último grupo (Tabla 29).
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Los valores más elevados se presentan en el grupo P, que muestra diferencias

significativas frente al resto de grupos. Los datos más bajos corresponden al grupo O (Figura

51).

Figura 49: Porcentaje de ácido docosahexaenoico
(DHA) (C20:5 n-3) de membranas plasmáticas y
mitocondriales, de los diferentes grupos
experimentales: (C) control, (A) aterogénico, (V)
oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y (P) pescado.
Los valores expresan la media ± EEM. (+) grupos A,
V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O, G y P vs A;
letras distintas indican diferencias significativas
entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.

0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8

C A V O G P
DIETA

D
H

A
 (C

22
:6

 n
-3

) (
%

)

a a a

+*b

Figura 47: Porcentaje de ácido linolénico
(C18:3 n-3) de membranas plasmáticas y
mitocondriales, de los diferentes grupos
experimentales: (C) control, (A) aterogénico, (V)
oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y (P) pescado.
Los valores expresan la media ± EEM. (+)
grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O,
G y P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P.
p<0.05.

Figura 48: Porcentaje de ácido
eicosapentaenoico (EPA) (C20:5 n-3) de
membranas plasmáticas y mitocondriales, de los
diferentes grupos experimentales: (C) control,
(A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C;
(*) grupos C, V, O, G y P vs A; letras distintas
indican diferencias significativas entre los grupos
V, O, G y P. p<0.05.
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16.-SFA (Ácidos grasos saturados totales)

Encontramos un porcentaje de SFA significativamente superior en el grupo C frente al

resto de grupos experimentales.

El grupo A muestra valores significativamente distintos al grupo O. Este último es el

que menor contenido en ácidos grasos saturados totales presenta (Tabla 30).

No observamos cambios significativos en el porcentaje de estos ácidos grasos entre los

grupos tratados con los distintos aceites (Figura 52).
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Figura 50: Porcentaje de ácidos grasos
poliinsaturados de la serie n-3 (PUFA n-3) de
membranas plasmáticas y mitocondriales, de los
diferentes grupos experimentales: (C) control,
(A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C;
(*) grupos C, V, O, G y P vs A; letras distintas
indican diferencias significativas entre los
grupos V, O, G y P. p<0.05.
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Figura 51: Porcentaje de ácidos grasos
poliinsaturados mayores de 18 átomos de carbono
de la serie n-3 (PUFA>18C n-3) de membranas
plasmáticas y mitocondriales, de los diferentes
grupos experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C;
(*) grupos C, V, O, G y P vs A; letras distintas
indican diferencias significativas entre los grupos
V, O, G y P. p<0.05.
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17.- MUFA (Ácidos grasos monoinsaturados totales)

Como se indica en la Tabla 30, el grupo C muestra el porcentaje de ácidos grasos

monoinsaturados totales más bajo, siendo estadísticamente significativo frente al resto de grupos

estudiados, excepto a G.

No encontramos cambios significativos entre el grupo A y los distintos grupos tratados

con los aceites.

Observamos que el grupo G presenta los valores más bajos de MUFA,

significativamente distintos frente a V y a O.

El grupo O es el que mayor contenido en estos ácidos grasos muestra (Figura 53).

18.- PUFA (Ácidos grasos poliinsaturados totales)

Figura 52: Porcentaje de ácidos grasos saturados
totales (SFA) de membranas plasmáticas y
mitocondriales, de los diferentes grupos
experimentales: (C) control, (A) aterogénico, (V)
oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y (P) pescado.
Los valores expresan la media ± EEM. (+)
grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O,
G y P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P.
p<0.05.

Figura 53: Porcentaje de ácidos grasos
monoinsaturados totales (MUFA) de membranas
plasmáticas y mitocondriales, de los diferentes
grupos experimentales: (C) control, (A) aterogénico,
(V) oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y (P)
pescado. Los valores expresan la media ± EEM. (+)
grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O, G y
P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.
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18.- PUFA (Ácidos grasos poliinsaturados totales)

No hemos observado cambios significativos en el porcentaje de ácidos grasos

poliinsaturados totales entre los grupos A y C, aunque para éste último grupo se han encontrado

los valores más bajos (Tabla 30).

El grupo G es el que muestra los valores más elevados, siendo significativamente

diferentes al resto de grupos experimentales (Figura 54).

Figura 54: Porcentaje de ácidos grasos
poliinsaturados totales (PUFA) de membranas
plasmáticas y mitocondriales, de los diferentes
grupos experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*)
grupos C, V, O, G y P vs A; letras distintas indican
diferencias significativas entre los grupos V, O, G
y P. p<0.05.

19.- SFA/MUFA

El grupo C presenta un índice SFA/MUFA significativamente superior al resto de

grupos experimentales (Tabla 31).

El grupo A también muestra valores significativamente mayores al grupo O. Este grupo

manifiesta el menor índice SFA/MUFA, con diferencias significativas además frente a G

(Figura 55).
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20.- SFA/PUFA

También para este índice encontramos que el grupo C es el que presenta los valores más

altos, diferenciándose significativamente del resto de grupos experimentales (Tabla 31).

El grupo A se desmarca de los grupos V y O, con diferencias significativas frente a

ambos.

Los valores más bajos se encuentran en el grupo G que, junto con P, muestran cambios

significativos frente a V y O. Además, P y G se aproximan al grupo A (Figura 56).

Figura 55: Índice SFA/MUFA de membranas
plasmáticas y mitocondriales, de los diferentes
grupos experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C;
(*) grupos C, V, O, G y P vs A; letras distintas
indican diferencias significativas entre los
grupos V, O, G y P. p<0.05.
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Figura 56: Índice SFA/PUFA de membranas
plasmáticas y mitocondriales, de los diferentes
grupos experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C;
(*) grupos C, V, O, G y P vs A; letras distintas
indican diferencias significativas entre los
grupos V, O, G y P. p<0.05.
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21.- UI (Índice de insaturación)

No se observan diferencias significativas en el índice de insaturación entre los grupos A

y C. No obstante, éste muestra valores inferiores (Tabla 31).

Cualquiera de los grupos tratados con los distintos aceites incrementan este índice de

manera significativa respecto al grupo C. Los grupos O y G además, lo hacen frente al grupo A.

No hemos encontrado cambios significativos entre los cuatro grupos que ingieren los

aceites. Los niveles más elevados se asocian al grupo O (Figura 57).
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Figura 57: Índice de insaturación (UI) de
membranas plasmáticas y mitocondriales, de
los diferentes grupos experimentales: (C)
control, (A) aterogénico, (V) oliva virgen,
(O) oliva, (G) girasol y (P) pescado. Los
valores expresan la media ± EEM. (+)
grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V,
O, G y P vs A; letras distintas indican
diferencias significativas entre los grupos V,
O, G y P. p<0.05.



Mirístico (C14:0) Palmítico (C16:0) Esteárico (C18:0)

CONTROL 3.02±0.172 34.85±1.410 6.87±0.342

n 6 6 6

ATEROGÉNICO 2.98±0.105
                          +

30.71±0.906 7.32±0.244

n 4 4 4

OLIVA VIRGEN
                               +*a

2.42±0.207
                            +a

30.35±0.617
                         ab

6.79±0.238

n 6 6 6

OLIVA
                               +*a

2.49±0.136
                            +a

29.69±1.067
                         *a

5.94±0.169

n 6 6 6

GIRASOL
                               +*a

2.35±0.136
                            +a

30.09±1.018
                        b

7.13±0.438

n 6 6 6

PESCADO
                             b

3.11±0.095
                            +a

31.34±0.551
                         *a

6.17±0.201

n 6 6 6

n total 34 34 34

Tabla 24: Porcentaje de ácidos grasos saturados (mirístico: C14:0,  palmítico: C16:0 y esteárico: C18:0) de
membranas plasmáticas y mitocondriales pancreáticas, de los diferentes grupos experimentales: control (C),
aterogénico (A), aceite de oliva virgen (V), aceite de oliva (O), aceite de girasol (G) y aceite de pescado (P).
Los valores expresan la media ± SEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O, G y P vs A; medias
con letras distintas indican diferencias significativas entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.



Miristoleico (C14:1 n9) Palmitoleico (C16:1 n9) Oleico (C18:1 n9)

CONTROL 0.42± 0.016 5.79± 0.491 26.99± 0.597

n 6 6 6

ATEROGÉNICO
                        +

0.30± 0.046
                        +

4.43± 0.529
                          +

31.32±0.479

n 4 4 4

OLIVA VIRGEN
                            +ab

0.29± 0.030
                        a

4.82± 0.242
                             +bc

31.65± 0.958

n 6 6 6

OLIVA
                          +a

0.23± 0.059
                       a

4.71± 0.314
                            +c

33.77± 0.986

n 6 6 6

GIRASOL
                          ab

0.33± 0.029
                        a

4.76± 0.298
                         a

29.20± 0.981

n 6 6 6

PESCADO
                        b

0.36± 0.030
                        a

5.25± 0.244
                             +ab

30.91± 0.821

n 6 6 6

n total 34 34 34

Tabla 25: Porcentajes de ácidos grasos monoinsaturados (palmitoleico: C18:1 n-9 y oleico: C18:1 n-9) de
membranas plasmáticas y mitocondriales pancreáticas, de los diferentes grupos experimentales: control (C),
aterogénico (A), aceite de oliva virgen (V), aceite de oliva (O), aceite de girasol (G) y aceite de pescado (P).
Los valores expresan la media ± SEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O, G y P vs A; medias
con letras distintas indican diferencias significativas entre los grupos V, O, G y P.  p<0.05.



Linoleico (C18:2 n-6) Araquidónico (C20:4 n-6)

CONTROL 14.45±1.746 0.56±0.047

n 6 6

ATEROGÉNICO 16.15±0.800 0.70±0.098

n 4 4

OLIVA VIRGEN
                        a

15.24±0.782
                         b

0.76±0.127

n 6 6

OLIVA
                        a

17.13±0.378
                       a

0.41±0.101

n 6 6

GIRASOL
                             +*b

20.27±0.802
                             +*b

0.94±0.143

n 6 6

PESCADO
                           a

15.80±1.237
                          a

0.56±0.127

n 6 6

n total 34 34

Tabla 26: Porcentajes de ácidos grasos poliinsaturados de la serie n6 (linoleico: C18:2 n-6 y
araquidónico: C20:4 n-6) de membranas plasmáticas y mitocondriales pancreáticas, de los
diferentes grupos experimentales: control (C), aterogénico (A), aceite de oliva virgen (V), aceite
de oliva (O), aceite de girasol (G) y aceite de pescado (P). Los valores expresan la media ± SEM.
(+) grupos A, V, O, G y P ves C; (*) grupos C, V, O, G y P vs A; medias con letras distintas
indican diferencias significativas entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.



PUFA (n-6) PUFA>18C (n-6)

CONTROL 16.24±1.774 0.79±0.068

n 6 6

ATEROGÉNICO 17.12±0.857 1.05±0.123

n 4 4

OLIVA VIRGEN
                         a

17.44±0.679
                         *b

0.65±0.121

n 6 6

OLIVA
                          a

17.79±0.347
                            +*a

0.31±0.055

n 6 6

GIRASOL
                             +*b

20.82±0.815
                          b

0.80±0.139

n 6 6

PESCADO
                          a

16.60±1.187
                          *ab

0.55±0.090

n 6 6

n total 34 34

Tabla 27: Porcentajes de ácidos grasos PUFA de la serie n-6 y PUFA>18 C de la serie n-6, de
membranas plasmáticas y mitocondriales pancreáticas, de los diferentes grupos experimentales:
control (C), aterogénico (A), aceite de oliva virgen (V), aceite de oliva (O), aceite de girasol (G) y
aceite de pescado (P). Los valores expresan la media ± SEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*)
grupos C, V, O, G y P vs A; medias con letras distintas indican diferencias significativas entre los
grupos V, O, G y P. p<0.05.



Linolénico (C18:3 n3) EPA (C20:5 n3) DHA (C22:6 n3)

CONTROL 1.23±0.247 0.05±0.012 0.08±0.011

n 6 6 6

ATEROGÉNICO
                         +

0.74±0.083 0.05±0.006 0.07±0.006

n 4 4 4

OLIVA VIRGEN
                          +a

0.87±0.078
                       a

0.04±0.013
                        a

0.06±0.014

n 6 6 6

OLIVA
                        a

1.04±0.035
                       a

0.03±0.004
                         a

0.05±0.004

n 6 6 6

GIRASOL
                          +a

0.89±0.116
                       a

0.04±0.009
                          a

0.05±0.010

n 6 6 6

PESCADO
                           *a

1.14±0.075
                           +*b

0.43±0.072
                            +*b

0.60±0.128

n 6 6 6

n total 34 34 34

Tabla 28: Porcentajes de ácidos grasos poliinsaturados de la serie n3 (linolénico: C18:3 n-3, eicosapentaenoico,
EPA: C20:5 n-3 y docosahexaenoico, DHA: C22:6 n-3) de membranas plasmáticas y mitocondriales
pancreáticas, de los diferentes grupos experimentales: control (C), aterogénico (A), aceite de oliva virgen (V),
aceite de oliva (O), aceite de girasol (G) y aceite de pescado (P). Los valores expresan la media±SEM.
Diferencias significativas: (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O, G y P vs A; medias con letras
distintas indican diferencias significativas entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.



PUFA (n-3) PUFA>18C(n-3)

CONTROL 1.46±0.226 0.22±0.026

n 6 6

ATEROGÉNICO
                          +

0.96±0.067 0.21±0.023

n 4 4

OLIVA VIRGEN
                       a

1.18±0.108
                        a

0.16±0.027

n 6 6

OLIVA
                       a

1.18±0.048
                         a

0.13±0.016

n 6 6

GIRASOL
                       a

1.06±0.115
                        a

0.17±0.033

n 6 6

PESCADO
                            +*b

2.26±0.272
                            +*b

1.11±0.209

n 6 6

n total 34 34

Tabla 29: Porcentajes de ácidos grasos PUFA de la serie n-3 y PUFA>18 C de la serie n-3, de
membranas plasmáticas y mitocondriales pancreáticas, de los diferentes grupos experimentales:
control (C), aterogénico (A), aceite de oliva virgen (V), aceite de oliva (O), aceite de girasol (G) y
aceite de pescado (P). Los valores expresan la media ± SEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*)
grupos C, V, O, G y P vs A; medias con letras distintas indican diferencias significativas entre los
grupos V, O, G y P. p<0.05.



SFA MUFA PUFA

CONTROL 47.54±1.774 34.47±0.679 17.99±1.963

n 6 6 6

ATEROGÉNICO
                         +

44.04±0.808
                         +

37.51±0.269 18.46±0.855

n 4 4 4

OLIVA VIRGEN
                             +a

42.37±0.657
                           +b

38.33±0.704
                         a

19.30±0.922

n 6 6 6

OLIVA
                              +*a

40.41±0.980
                            +b

40.12±0.824
                         a

19.47±0.339

n 6 6 6

GIRASOL
                            +a

41.85±1.223
                          a

35.49±1.240
                              +*b

22.65±0.926

n 6 6 6

PESCADO
                             +a

42.84±0.677
                              +ab

37.96±1.046
                          a

19.20±1.180

n 6 6 6

n total 34 34 34

Tabla 30: Porcentaje de SFA (ácidos grasos saturados totales), MUFA (ácidos grasos monoinsaturados totales)
y PUFA (ácidos grasos poliinsaturados totales) de membranas plasmáticas y mitocondriales pancreáticas, de los
diferentes grupos experimentales: control (C), aterogénico (A), aceite de oliva virgen (V), aceite de oliva (O),
aceite de girasol (G) y aceite de pescado (P). Los valores expresan la media ± SEM. (+) grupos A, V, O, G y P
vs C; (*) grupos C, V, O, G y P vs A; medias con letras distintas indican diferencias significativas entre los
grupos V, O, G y P. p<0.05.



SFA/MUFA SFA/PUFA UI

CONTROL 1.38±0.056 2.98±0.497 1.56±0.134

n 6 6 6

ATEROGÉNICO
                          +

1.17±0.023
                       +

0.88±0.016 1.72±0.066

n 4 4 4

OLIVA VIRGEN
                             +ab

1.11±0.028
                            +*b

2.23±0.136
                         +a

1.90±0.089

n 6 6 6

OLIVA
                            +*a

1.01±0.046
                             +*b

2.08±0.078
                             +*a

2.02±0.074

n 6 6 6

GIRASOL
                           +b

1.19±0.073
                            +a

0.84±0.024
                            +*a

1.98±0.104

n 6 6 6

PESCADO
                            +ab

1.13±0.037
                          +a

0.86±0.014
                         +a

1.89±0.061

n 6 6 6

n total 34 34 34

Tabla 31: Porcentajes de índices de SFA/MUFA (ácidos grasos saturados/ácidos grasos monoinsaturados),
SFA/PUFA (ácidos grasos saturados/ácidos grasos poliinsaturados) y UI (índice de insaturación) de membranas
plasmáticas y mitocondriales pancreáticas, de los diferentes grupos experimentales: control (C), aterogénico (A),
aceite de oliva virgen (V), aceite de oliva (O), aceite de girasol (G) y aceite de pescado (P). Los valores expresan
la media ± SEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O, G y P vs A; medias con letras distintas
indican diferencias significativas entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.
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5.-PERFIL DE ÁCIDOS GRASOS EN MICROSOMAS PANCREÁTICOS

1.- Mirístico (C14:0)

No se observan diferencias significativas en el porcentaje de este ácido graso entre los

grupos C y A, mostrándose ligeramente mayores en este último grupo experimental (Tabla 32).

Tampoco se manifiestan cambios significativos entre los grupos experimentales tratados

con los distintos aceites, ni de éstos frente a C. Sí observamos un descenso significativo en los

grupos V y G frente a A.

El estudio comparativo entre los citados grupos tratados con los aceites manifiesta los

niveles más bajos de este ácido graso en el grupo G. El más elevado corresponde al grupo P,

aproximándose así al grupo C (Figura 58).

2.- Palmítico (C16:0)

Se observa un patrón de comportamiento para este ácido graso similar al encontrado

para el mirístico, en lo que respecta a los grupos C y A. Así, no encontramos cambios

significativos entre ambos grupos experimentales, aunque el grupo A presenta valores mayores

(Tabla 32).

Cualquiera de los grupos tratados con los distintos aceites disminuye el porcentaje de

ácido mirístico frente al grupo A, haciéndose significativo en el grupo G.

Por otro lado se observan valores significativamente distintos entre los grupos V y G,

aproximándose éste, con valores menores, al grupo C (Figura 59).
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3.- Esteárico (C18:0)

Al igual que hemos descrito para los dos ácidos grasos anteriores, no se observan

diferencias significativas entre los grupos A y C. No obstante, los datos mayores corresponden

al grupo C (Tabla 32).

Del mismo modo, no encontramos cambios significativos entre los cuatro grupos

tratados con los aceites, ni de éstos frente a los grupos A ó C. Solamente el grupo O muestra

valores significativamente menores al grupo A. El grupo V muestra niveles de esteárico

próximos al grupo C y el grupo O presenta los más bajos (Figura 60).
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Figura 58: Porcentaje de ácido mirístico
(C14:0) de membranas microsomales, de
los diferentes grupos experimentales: (C)
control, (A) aterogénico, (V) oliva virgen,
(O) oliva, (G) girasol y (P) pescado. Los
valores expresan la media ± EEM. (+)
grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C,
V, O, G y P vs A; letras distintas indican
diferencias significativas entre los grupos
V, O, G y P. p<0.05.
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Figura 59: Porcentaje de ácido palmítico
(C16:0) de membranas microsomales, de
los diferentes grupos experimentales: (C)
control, (A) aterogénico, (V) oliva virgen,
(O) oliva, (G) girasol y (P) pescado. Los
valores expresan la media ± EEM. (+)
grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C,
V, O, G y P vs A; letras distintas indican
diferencias significativas entre los grupos
V, O, G y P. p<0.05.
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4.- Miristoleico (C14:1 n9)

No se observan diferencias significativas entre ninguno de los grupos experimentales

estudiados, en lo que respecta al porcentaje de este ácido graso (Tabla 33, Figura 61).

5.- Palmitoleico (C16:1 n9)

El grupo C es el que presenta el porcentaje de ácido palmitoleico más elevado de todos

los grupos experimentales, con diferencias significativas frente al grupo V. Los valores más

bajos corresponden al grupo A, pero sin mostrar diferencias significativas frente a ningún grupo

(Figura 62).

Tampoco se observan cambios significativos entre los grupos tratados con los aceites.

De éstos, el grupo O muestra los niveles más elevados de ácido palmitoleico (Tabla 33).
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Figura 60: Porcentaje de ácido esteárico
(C18:0) de membranas microsomales, de los
diferentes grupos experimentales: (C) control,
(A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva,
(G) girasol y (P) pescado. Los valores expresan
la media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs
C; (*) grupos C, V, O, G y P vs A; letras
distintas indican diferencias significativas entre
los grupos V, O, G y P. p<0.05.
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6.- Oleico (C18:1 n9)

No se manifiestan cambios significativos en el contenido en ácido oleico entre los

grupos C y A, siendo algo mayores para este último grupo (Tabla 33). El grupo O es el que

presenta el porcentaje más elevado, que muestra diferencias significativas frente al resto de

grupos tratados con los aceites. El grupo G muestra niveles más próximos a C (Figura 63).

Figura 63: Porcentaje de ácido oleico (C18:1 n-
9) de membranas microsomales, de los diferentes
grupos experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C;
(*) grupos C, V, O, G y P vs A; letras distintas
indican diferencias significativas entre los grupos
V, O, G y P. p<0.05.
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Figura 61: Porcentaje de ácido miristoleico
(C14:1 n-9) de membranas microsomales, de los
diferentes grupos experimentales: (C) control,
(A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C;
(*) grupos C, V, O, G y P vs A; letras distintas
indican diferencias significativas entre los grupos
V, O, G y P. p<0.05.
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Figura 62: Porcentaje de ácido palmitoleico
(C16:1 n-9) de membranas microsomales, de los
diferentes grupos experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*)
grupos C, V, O, G y P vs A; letras distintas indican
diferencias significativas entre los grupos V, O, G
y P. p<0.05.
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7.- Linoleico (C18:2 n6)

No encontramos diferencias significativas en el porcentaje de ácido linoleico entre los

grupos C y A, siendo menores para este último grupo experimental (Figura 64).

Los niveles más elevados de este ácido graso corresponden al grupo G, que se desmarca

significativamente del resto de grupos experimentales. Los valores más bajos se presentan en el

grupo V (Tabla 34).

8.- Araquidónico (C20:4 n6)

No se observan cambios significativos en el porcentaje de ácido araquidónico entre los

grupos C y A, que presentan valores muy similares, ni de ninguno de ellos frente a los grupos

que ingieren los distintos aceites (Tabla 34).

El grupo G muestra los niveles más elevados, que muestran diferencias significativas

frente al grupo O (Figura 65).
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Figura 64: Porcentaje de ácido linoleico
(C18:2 n-6) de membranas microsomales, de
los diferentes grupos experimentales: (C)
control, (A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O)
oliva, (G) girasol y (P) pescado. Los valores
expresan la media ± EEM. (+) grupos A, V, O,
G y P vs C; (*) grupos C, V, O, G y P vs A;
letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P.
p<0.05.

Figura 65: Porcentaje de ácido araquidónico
(C20:4 n-6) de membranas microsomales, de
los diferentes grupos experimentales: (C)
control, (A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O)
oliva, (G) girasol y (P) pescado. Los valores
expresan la media ± EEM. (+) grupos A, V,
O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O, G y P vs A;
letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P.
p<0.05.
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9.- PUFA (n-6)

No se presentan diferencias significativas entre los grupos C y A, mostrándose algo

menores en este último grupo (Tabla 35).

La ingesta de aceite de girasol provoca el porcentaje más elevado de PUFA (n-6). Este

incremento es significativo frente al resto de grupos experimentales. El grupo V presenta los

valores más bajos (Figura 66).

10.- PUFA>18C (n-6)

No encontramos cambios significativos en el porcentaje de ácidos grasos

poliinsaturados de la serie n6 entre los grupos C y A, presentándose más bajos en este último

grupo (Tabla 35).

El grupo que ingiere aceite de girasol presenta niveles superiores al resto de grupos

tratados con los aceites, con diferencias significativas frente a todos, excepto a V. Los grupos O

0

5

10

15

20

25

30

C A V O G P
DIETA

P
U

FA
 (

n-
6)

 (
%

)

a a
+*b

a

Figura 66: Porcentaje de ácidos grasos
poliinsaturados de la serie n-6 (PUFA n-6) de
membranas microsomales, de los diferentes
grupos experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs
C; (*) grupos C, V, O, G y P vs A; letras
distintas indican diferencias significativas
entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.
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y G son significativamente más bajos que los del grupo C. Este es el que mayor porcentaje de

estos ácidos grasos presenta (Figura 67).

11.- Linolénico (C18:3 n3)

Los resultados que se exponen en la Tabla 36 indican que el grupo C muestra el

porcentaje más elevado de ácido linolénico, por encima incluso, del grupo P. Estos valores son

significativos frente a los grupos A y O.

El grupo A no muestra diferencias significativas frente a ninguno de los grupos tratados

con los aceites.

El grupo O es el que presenta los niveles más bajos de este ácido graso. Dichos valores

son significativamente distintos frente a cualquiera de los grupos tratados con el resto de aceites

(Figura 68).
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Figura 67: Porcentaje de ácidos grasos
poliinsaturados mayores de 18 átomos de
carbono de la serie n-6 (PUFA>18C n-6) de
membranas microsomales, de los diferentes
grupos experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C;
(*) grupos C, V, O, G y P vs A; letras distintas
indican diferencias significativas entre los
grupos V, O, G y P. p<0.05.
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  12.- EPA (Ácido Eicosapentaenoico) (C20: 5 n3)

No se encuentran diferencias significativas entre los grupos C y A, mostrándose

mayores para este último grupo (Tabla 36).

El grupo P es el que presenta un porcentaje más elevado de EPA, con diferencias

significativas frente a los grupos C y O. Este último es el que muestra los valores más bajos

(Figura 69).

13.- DHA (Ácido Docosahexaenoico) (C22:6 n3)

No se observan diferencias significativas entre los grupos C y A, siendo algo menores

para este último grupo (Tabla 36).

El grupo que ingiere aceite de pescado es el que muestra un mayor porcentaje de DHA,

desligándose de manera significativa del resto de grupos experimentales.

El grupo V muestra niveles significativamente superiores a los grupos A, O y G,

acercándose al grupo P. El porcentaje más bajo es observado en el grupo O (Figura 70).
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Figura 68: Porcentaje de ácido linolénico
(C18:3 n-3) de membranas microsomales,
de los diferentes grupos experimentales: (C)
control, (A) aterogénico, (V) oliva virgen,
(O) oliva, (G) girasol y (P) pescado. Los
valores expresan la media ± EEM. (+)
grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V,
O, G y P vs A; letras distintas indican
diferencias significativas entre los grupos V,
O, G y P. p<0.05.

Figura 69: Porcentaje de ácido
eicosapentaenoico (C20:5 n-3) de
membranas microsomales, de los diferentes
grupos experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan
la media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P
vs C; (*) grupos C, V, O, G y P vs A; letras
distintas indican diferencias significativas
entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.



288    Mª Alba Martínez Burgos

14.- PUFA (n-3)

No observamos cambios significativos en el porcentaje de PUFA (n-3) entre los grupos

C y A, manifestándose más bajos en este último grupo (Tabla 37).

El grupo P es el que presenta los valores más elevados, mostrando diferencias

significativas frente al resto de grupos estudiados. Los niveles más bajos se asocian al grupo O,

que se desliga de manera significativa de todos los grupos experimentales (Figura 71).

15.- PUFA>18C (n-3)

Los porcentajes de PUFA>18C (n-3)  observados para los grupos C y A son muy

similares, sin mostrar diferencias significativas entre ambos grupos (Tabla 37).

El grupo P es el que presenta los valores más elevados de PUFA>18C (n-3), con

diferencias significativas frente al resto de grupos experimentales.
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Figura 70: Porcentaje de ácido
docosahexaenoico (C22:6 n-3) de membranas
microsomales, de los diferentes grupos
experimentales: (C) control, (A) aterogénico,
(V) oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y (P)
pescado. Los valores expresan la media ± EEM.
(+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V,
O, G y P vs A; letras distintas indican
diferencias significativas entre los grupos V, O,
G y P. p<0.05.
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Los niveles más bajos se asocian al grupo O, el cual difiere significativamente de todos

los demás, excepto frente a G (Figura 72).

16.- SFA (Ácidos grasos saturados totales)

No se presentan diferencias significativas en el porcentaje de ácidos grasos saturados

totales entre los grupos C y A, mostrando este último los valores más elevados (Tabla 38).

El grupo G presenta porcentajes más bajos que el resto de grupos experimentales.

Estos se hacen significativamente distintos frente a V (Figura 73).

17.- MUFA (Ácidos grasos monoinsaturados totales)

No se encuentran cambios significativos en el porcentaje de MUFA entre los grupos C y

A, siendo ligeramente mayores para este último grupo (Figura 74).
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Figura 71: Porcentaje de ácidos grasos
poliinsaturados de la serie n-3 (PUFA n-3) de
membranas microsomales, de los diferentes
grupos experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C;
(*) grupos C, V, O, G y P vs A; letras distintas
indican diferencias significativas entre los
grupos V, O, G y P. p<0.05.
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Figura 72: Porcentaje de ácidos grasos
poliinsaturados mayores de 18 átomos de
carbono de la serie n-3 (PUFA>18C n-3) de
membranas microsomales, de los diferentes
grupos experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C;
(*) grupos C, V, O, G y P vs A; letras distintas
indican diferencias significativas entre los grupos
V, O, G y P. p<0.05.
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Los valores más elevados van asociados al grupo O, que muestra diferencias

significativas frente a todos los grupos experimentales. Los más bajos se asocian al grupo G

(Tabla 38).

18.- PUFA (Ácidos grasos poliinsaturados totales)

No hemos encontrado cambios significativos en el porcentaje de PUFA entre los grupos

C y A, mostrándose menores en este último grupo (Figura 75).

El grupo G presenta los valores más elevados, con cambios significativos frente a todos

los grupos, excepto a P. Los valores más bajos corresponden al grupo O (Tabla 38).

0

10

20

30

40

50

C A V O G P

DIETA
M

U
FA

 (%
) a

+*b
a a

Figura 74: Porcentaje de ácidos grasos
monoinsaturados totales (MUFA) de membranas
microsomales, de los diferentes grupos
experimentales: (C) control, (A) aterogénico, (V)
oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y (P) pescado.
Los valores expresan la media ± EEM. (+)
grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O,
G y P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P.
p<0.05.
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Figura 73: Porcentaje de ácidos grasos
saturados totales (SFA) de membranas
microsomales, de los diferentes grupos
experimentales: (C) control, (A) aterogénico,
(V) oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y (P)
pescado. Los valores expresan la media ±
EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*)
grupos C, V, O, G y P vs A; letras distintas
indican diferencias significativas entre los
grupos V, O, G y P. p<0.05.
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19.- SFA/MUFA

Los niveles más elevados en el porcentaje SFA/MUFA se presentan en el grupo C,

aunque sin mostrar diferencias significativas frente al grupo A (Tabla 39). Ambos grupos se

diferencian significativamente del grupo O, que presenta los valores más bajos y

significativamente diferentes también frente a V (Figura 76).

20.- SFA/PUFA

No se observan diferencias significativas en el porcentaje de SFA/PUFA entre los

grupos C y A, aunque se presentan mayores en este último grupo (Figura 77).

Los valores más bajos se observan en el grupo G. Este muestra diferencias significativas

frente a todos los grupos experimentales, excepto a P (Tabla 39).
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Figura 75: Porcentaje de ácidos grasos
poliinsaturados totales (PUFA) de membranas
microsomales, de los diferentes grupos
experimentales: (C) control, (A) aterogénico, (V)
oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y (P) pescado.
Los valores expresan la media ± EEM. (+) grupos
A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O, G y P vs
A; letras distintas indican diferencias significativas
entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.
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21.- UI (Índice de insaturación)

Los grupos C y A muestran índices de insaturación significativamente distintos, siendo

menores en este último grupo (Tabla 39).
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Figura 76: Índice SFA/MUFA de membranas
microsomales, de los diferentes grupos
experimentales: (C) control, (A) aterogénico,
(V) oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y (P)
pescado. Los valores expresan la media ±
EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*)
grupos C, V, O, G y P vs A; letras distintas
indican diferencias significativas entre los
grupos V, O, G y P. p<0.05.

Figura 77: Índice SFA/PUFA de membranas
microsomales, de los diferentes grupos
experimentales: (C) control, (A) aterogénico, (V)
oliva virgen, (O) oliva, (G) girasol y (P) pescado.
Los valores expresan la media ± EEM. (+)
grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O,
G y P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P.
p<0.05.

Figura 78: Índice de insaturación (UI) de
membranas microsomales, de los diferentes
grupos experimentales: (C) control, (A)
aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C;
(*) grupos C, V, O, G y P vs A; letras distintas
indican diferencias significativas entre los
grupos V, O, G y P. p<0.05.
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El porcentaje  más elevado

corresponde al grupo G, que se manifiesta

significativamente distinto a A, V y O. Los

niveles menores se presentan en el grupo V,

haciéndose significativos también frente a C

(Figura 78).



Mirístico (C14:0) Palmítico (C16:0) Esteárico (C18:0)

CONTROL 2.47± 0.193 29.58±0.942 9.05±1.037

n 6 6 6

ATEROGÉNICO 2.75±0.112 32.20± 0.902 8.56±0.496

n 4 4 4

OLIVA VIRGEN
                          +a

2.16± 0.165
                          b

31.69±1.055
                         a

8.56± 0.373

n 6 6 6

OLIVA
                         a

2.37±0.090
                           ab

31.06±0.699
                          +a

7.03±0.258

n 6 6 6

GIRASOL
                              *a

2.14± 0.218
                           *a

28.36±1.336
                      a

7.54±0.279

n 6 6 6

PESCADO
                        a

2.52±0.221
                           ab

30.44±1.554
                       a

8.19±1.042

n 6 6 6

n total 34 34 34

Tabla 32: Porcentaje de ácidos grasos saturados (mirístico: C14:0,  palmítico: C16:0 y esteárico: C18:0) de
microsomas pancreáticos, de los diferentes grupos experimentales: control (C), aterogénico (A), aceite de oliva
virgen (V), aceite de oliva (O), aceite de girasol (G) y aceite de pescado (P). Los valores expresan la media ±
SEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O, G y P vs A; medias con letras distintas indican
diferencias significativas entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.



Miristoleico (C14:1 n9) Palmitoleico (C16:1 n9) Oleico (C18:1 n9)

CONTROL 0.30±0.063 4.99±0.421 27.17±1.091

n 6 6 6

ATEROGÉNICO 0.31±0.010 3.52±0.418 29.29±1.117

n 4 4 4

OLIVA VIRGEN
                        a

0.24±0.055
                          +a

3.72±0.355
                         a

28.40±0.410

n 6 6 6

OLIVA
                       a

0.27±0.031
                        a

4.44±0.394
                          +b

32.06±0.723

n 6 6 6

GIRASOL
                       a

0.33±0.032
                       a

4.29±0.227
                         a

27.54±1.311

n 6 6 6

PESCADO
                        a

0.27±0.092
                        a

4.08±0.340
                          a

28.35±1.392

n 6 6 6

n total 34 34 34

Tabla 33: Porcentaje de ácidos grasos monoinsaturados (palmitoleico: C18:1 n-9 y oleico: C18:1 n-9) de
microsomas pancreáticos, de los diferentes grupos experimentales: control (C), aterogénico (A), aceite de oliva
virgen (V), aceite de oliva (O), aceite de girasol (G) y aceite de pescado (P). Los valores expresan la media ±
SEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O, G y P vs A; medias con letras distintas indican
diferencias significativas entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.



Linoleico (C18:2 n-6) Araquidónico (C20:4 n-6)

CONTROL 16.64±1.368 1.30±0.257

n 6 6

ATEROGÉNICO 15.64±0.378 1.31±0.222

n 4 4

OLIVA VIRGEN
                        a

15.38±0.700
                         ab

1.56±0.255

n 6 6

OLIVA
                         a

17.45±0.689
                        a

0.99±0.120

n 6 6

GIRASOL
                              +*b

21.24±1.006
                       b

1.84±0.385

n 6 6

PESCADO
                        a

16.69±1.898
                          ab

1.22±0.378

n 6 6

n total 34 34

Tabla 34: Porcentaje de ácidos grasos poliinsaturados de la serie n6 (linoleico: C18:2 n-6 y
araquidónico: C20:4 n-6) de microsomas pancreáticos, de los diferentes grupos experimentales:
control (C), aterogénico (A), aceite de oliva virgen (V), aceite de oliva (O), aceite de girasol (G) y
aceite de pescado (P). Los valores expresan la media ± SEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*)
grupos C, V, O, G y P vs A; medias con letras distintas indican diferencias significativas entre los
grupos V, O, G y P. p<0.05.



PUFA (n-6) PUFA>18C (n-6)

CONTROL 18.91±1.428 2.67±0.325

n 6 6

ATEROGÉNICO 17.56±0.647 2.09±0.330

n 4 4

OLIVA VIRGEN
                         a

18.08±0.836
                       b

2.38±0.312

n 6 6

OLIVA
                         a

18.68±0.804
                         +a

1.23±0.127

n 6 6

GIRASOL
                             +*b

23.89±1.350
                       b

2.65±0.445

n 6 6

PESCADO
                         a

18.73±1.988
                         +a

1.23±0.040

n 6 6

n total 34 34

Tabla 35: Porcentajes de ácidos grasos poliinsaturados de la serie n6  (PUFA n-6) y ácidos grasos
poliinsaturados de la serie n3 mayores de 18 átomos de carbono (PUFA n-6 >18 C) de microsomas
pancreáticos, de los diferentes grupos experimentales: control (C), aterogénico (A), aceite de oliva
virgen (V), aceite de oliva (O), aceite de girasol (G) y aceite de pescado (P). Los valores expresan
la media ± SEM. Diferencias significativas: (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O, G
y P vs A; medias con letras distintas indican diferencias significativas entre los grupos V, O, G y P.
p<0.05.



Linolénico (C18:3 n3) EPA (C20:5 n3) DHA (C22:6 n3)

CONTROL 1.01±0.120 0.27±0.041 0.31±0.028

n 6 6 6

ATEROGÉNICO
                         +

0.55±0.127 0.41±0.090 0.21±0.045

n 4 4 4

OLIVA VIRGEN
                        b

0.81±0.095
                       b

0.49±0.177
                          *b

0.55±0.180

n 6 6 6

OLIVA
                          +a

0.26±0.150
                      a

0.16±0.039
                       a

0.15±0.035

n 6 6 6

GIRASOL
                       b

0.86±0.074
                         ab

0.26±0.091
                      a

0.25±0.071

n 6 6 6

PESCADO
                       b

0.83±0.190
                        +b

0.61±0.109
                            +*c

0.87±0.063

n 6 6 6

n total 34 34 34

Tabla 36: Porcentaje de ácidos grasos poliinsaturados de la serie n3 (linolénico: C18:3 n-3, eicosapentaenoico,
EPA: C20:5 n-3 y docosahexaenoico, DHA: C22:6 n-3) de microsomas pancreáticos, de los diferentes grupos
experimentales: control (C), aterogénico (A), aceite de oliva virgen (V), aceite de oliva (O), aceite de girasol (G)
y aceite de pescado (P). Los valores expresan la media ± SEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V,
O, G y P vs A; medias con letras distintas indican diferencias significativas entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.



PUFA (n-3) PUFA>18C (n-3)

CONTROL 1.93±0.186 0.917 +/- 0.167

n 6 6

ATEROGÉNICO 1.47±0.186 0.91±0.143

n 4 4

OLIVA VIRGEN
                      b

1.43±0.091
                       b

0.95±0.213

n 6 6

OLIVA
                            +*a

0.65±0.116
                          +*a

0.39±0.069

n 6 6

GIRASOL
                       b

1.54±0.075
                          ab

0.68±0.056

n 6 6

PESCADO
                          +*c

2.47±0.324
                          +*c

1.64±0.234

n 6 6

n total 34 34

Tabla 37: Porcentajes de ácidos grasos poliinsaturados de la serie n3  (PUFA n-3) y ácidos grasos
poliinsaturados de la serie n3 mayores de 18 átomos de carbono (PUFA n-3 >18 C) de microsomas
pancreáticos, de los diferentes grupos experimentales: control (C), aterogénico (A), aceite de oliva
virgen (V), aceite de oliva (O), aceite de girasol (G) y aceite de pescado (P). Los valores expresan
la media ± SEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O, G y P vs A; medias con
letras distintas indican diferencias significativas entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.



SFA MUFA PUFA

CONTROL 44.63±1.418 34.12±1.315 21.25±1.417

n 6 6 6

ATEROGÉNICO 45.83±1.440 34.35±1.527 19.99±0.618

n 4 4 4

OLIVA VIRGEN
                            b

45.15±0.978
                         a

33.98±0.654
                         a

20.86±1.470

n 6 6 6

OLIVA
                            ab

42.16±0.683
                              +*b

38.03±0.688
                          a

19.80±0.847

n 6 6 6

GIRASOL
                             +*a

40.41±1.683
                         a

33.46±1.490
                               +*b

26.13±1.397

n 6 6 6

PESCADO
                           ab

43.90±2.040
                           a

34.25±1.320
                           ab

21.85±2.281

n 6 6 6

n total 34 34 34

Tabla 38: Porcentaje de SFA (ácidos grasos saturados totales), MUFA (ácidos grasos monoinsaturados totales) y
PUFA (ácidos grasos poliinsaturados totales) de microsomas pancreáticos, de los diferentes grupos
experimentales: control (C), aterogénico (A), aceite de oliva virgen (V), aceite de oliva (O), aceite de girasol (G)
y aceite de pescado (P). Los valores expresan la media ± SEM. (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V,
O, G y P vs A; medias con letras distintas indican diferencias significativas entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.



SFA/MUFA SFA/PUFA UI

CONTROL 1.35±0.099 2.16±0.194 2.19±0.089

n 6 6 6

ATEROGÉNICA 1.31±0.086 2.30±0.107
+

1.76±0.098

n 4 4 4

OLIVA VIRGEN
                       b

1.31±0.040
                     b

2.21±0.169
                         +a

1.79±0.107

n 6 6 6

OLIVA
                          +*a

1.09±0.030
                        b

2.15±0.123
                        a

1.93±0.066

n 6 6 6

GIRASOL
                          ab

1.21±0.096
                           +*a

1.56±0.139
                         *b

2.31±0.169

n 6 6 6

PESCADO
                         ab

1.28±0.094
                         ab

2.10±0.286
                        ab

2.01±0.199

n 6 6 6

n total 34 34 34

Tabla 39: Porcentajes de índices de SFA/MUFA (ácidos grasos saturados/ácidos grasos monoinsaturados),
SFA/PUFA (ácidos grasos saturados/ácidos grasos poliinsaturados) y UI (índice de insaturación) de microsomas
pancreáticos, de los diferentes grupos experimentales: control (C), aterogénico (A), aceite de oliva virgen (V),
aceite de oliva (O), aceite de girasol (G) y aceite de pescado (P). Los valores expresan la media ± SEM.
Diferencias significativas: (+) grupos A, V, O, G y P vs C; (*) grupos C, V, O, G y P vs A; medias con letras
distintas indican diferencias significativas entre los grupos V, O, G y P. p<0.05.
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a relación existente entre la grasa de la dieta y distintas patologías

degenerativas ha ocasionado que, en las últimas décadas, se le venga

prestando una atención especial a dicho nutriente. Su papel en el desarrollo y/o

prevención de las mismas fundamentalmente ha venido enfocando los estudios hacia las

enfermedades cardiovasculares y determinados tipos de neoplasias, mientras que las

alteraciones gastrointestinales han sido menos investigadas. Pero cabe destacar que, las

patologías relacionadas con el sistema digestivo y las secreciones directamente relacionadas con

él, constituyen una serie de enfermedades que afectan a un elevado porcentaje de individuos, en

los países occidentales.

Las enfermedades del sistema cardiovascular constituyen la primera causa de

mortalidad en el mundo desarrollado. Por otra parte, cabe destacar que las alteraciones que, de

manera más importante contribuyen a ellas, son debidas al desarrollo de procesos

ateroscleróticos. Estos procesos conllevan, como se ha citado, degeneración de las principales

arterias del organismo (coronarias y cerebrales) (aunque no exclusivamente de éstas) y, puesto

que son de carácter obstructivo, dan lugar a accidentes cerebrovasculares, enfermedad

isquémica cardíaca y apoplejía.

 

A pesar de que se trata de una problemática antigua, las consecuencias patológicas de la

aterosclerosis se han convertido en un fenómeno “epidémico” en el último medio siglo, debido

principalmente, a los cambios sufridos por nuestra sociedad en los hábitos alimentarios, así

como en el estilo de vida, estrés, etc.

Numerosos estudios vienen poniendo de manifiesto la relación existente entre el

desarrollo de aterosclerosis y la alteración del metabolismo lipídico, a nivel plasmático (Kannel,

L
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et al., 1989), positivamente asociada esta última a concentraciones elevadas de colesterol y de

LDL (Keys, et al., 1954; Keys, 1970; Dawber, 1980; Castelli, 1984), así como de Lp(a)

(Loscalzo, 1990) y negativamente con la de HDL (Castelli and Anderson, 1986).

 Dado el carácter sistémico de la aterosclerosis, también han sido objeto de estudio otros

órganos y tejidos afectados (hepático, biliar, renal, inmune, etc), como se ha citado en el

capítulo correspondiente a antecedentes bibliográficos (ver antes).

El estudio de la influencia de los procesos ateroscleróticos a nivel gastrointestinal, y en

concreto sobre el páncreas, pertenece sin embargo, a un campo menos investigado. Por otra

parte, la función del tracto gastrointestinal depende, en gran medida, de la naturaleza del

alimento ingerido, destacando el papel importante de la grasa de la dieta, en términos tanto

cuantitativos como cualitativos.

La capacidad adaptativa del páncreas exocrino a la dieta viene determinada por el nivel

de síntesis y secreción de las enzimas pancreáticas. Quiere ello decir que, el nivel intracelular de

las mismas no es constante, sino que se adapta a los cambios en la ingesta de alimento. Por otra

parte, y como se sabe, estímulos diferentes, de tipo nervioso y hormonal, están implicados en el

proceso digestivo. Sin embargo, los mecanismos que median esta adaptación son escasamente

conocidos en el caso de la grasa.

Existen estudios que revelan una regulación de distintos mediadores de la secreción de

enzimas pancreáticas (Allen, et al., 1983), así como cambios en los niveles de las mismas

(Brodt-Eppley and Hui, 1994;  Hess, et al., 1998), en el transcurso de la hipercolesterolemia.

También se ha puesto de manifiesto el desarrollo de pancreatitis como consecuencia de una

obstrucción aterosclerótica a nivel pancreático (Moolenaar and Lamers, 1996;  Tanaka, et al.,

1998).

Por otra parte, tanto el colesterol como los ácidos grasos asociados a las membranas

celulares están implicados en la regulación de importantes funciones para la célula, como

mecanismos de secreción y exocitosis. Así pues, estos componentes modulan numerosas señales
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de transducción celular (Chamberlain, et al., 2001; Schmidt, et al., 2001), entre otras,

movimientos de Ca2+ intracelular implicados en la secreción de enzimas, en función del grado de

fluidez de dichas membranas. Esta fluidez vendrá determinada por su contenido en colesterol y

por el grado de insaturación de los ácidos grasos que la constituyen  (Simkiss, 1998).

A la luz de lo descrito, y puesto que el gránulo de zimógeno, orgánulo de

almacenamiento de las enzimas digestivas del páncreas exocrino, representa un modelo clásico

de exocitosis y secreción regulada a nivel de membrana (Wagner and Williams, 1994) pensamos

que, también a nivel pancreático, el contenido de enzimas digestivas en la célula acinar pueda

modificarse en respuesta a cambios en la cantidad y tipo de grasa aportada en la dieta. Estos

cambios afectarían a la composición lipídica de las membranas celulares, con modificaciones

posteriores en la funcionalidad de las mismas, modulando las señales de transducción, que

determinarán la secreción enzimática del páncreas exocrino. De ahí el objeto de este estudio.

El diseño experimental empleado, cuyo objetivo inicial era el desarrollo de

aterosclerosis experimental, inducida por la dieta, ha permitido estudiar también la respuesta

adaptativa del páncreas exocrino a esta enfermedad, así como los posibles efectos terapeúticos

de distintas fuentes grasas en respuesta a la misma.

El conejo de raza New Zealand es aceptado para el desarrollo de esta patología, dada la

rapidez en su respuesta cuando es alimentado con una dieta aterogénica, alta en grasa saturada y

colesterol, asemejándose al modelo de aterosclerosis en humanos. Sin embargo, ésta ha sido una

especie escasamente empleada en el estudio de la adaptación pancreática a la dieta. La mayoría

de trabajos en este sentido han sido realizados en ratas (Deschodt-Lanckman, et al., 1971; Sabb,

et al., 1986; Wicker and Puigserver, 1987), perros (Ballesta, et al., 1990; Mañas, et al., 1996) o

humanos (Yago, 1995).

El periodo de tiempo empleado para el desarrollo de la enfermedad (50 días) y la

posterior ingesta de los distintos tipos de grasa (30 días) han posibilitado el estudio de las

modificaciones adaptativas del páncreas exocrino en estas condiciones experimentales. Así

pues, la importancia de este diseño radica en varios aspectos importantes:
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a) No existen estudios acerca de los efectos de la aterosclerosis inducida por la dieta

sobre la adaptación del páncreas exocrino.

b) Son escasos los trabajos de adaptación pancreática a la grasa de la dieta en conejos.

c) No se ha investigado prácticamente el efecto de este tipo de dietas sobre la

composición lipídica de las membranas en tejido pancreático, y los trabajos

realizados han sido en ratas, por lo que no son comparativos.

d) A pesar de los cada vez más numerosos estudios sobre la modulación de las señales

de transducción celular en el páncreas exocrino, y de la regulación de la expresión

génica de las enzimas pancreáticas, son escasos los trabajos referentes al efecto de

la cantidad y tipo de grasa alimentaria sobre las mismas.
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1.-PESO CORPORAL

Durante el periodo experimental, y para todas las dietas utilizadas, se controló el peso

de los animales (Tabla 18). El grupo control incrementó de forma significativa su peso corporal

en los primeros 50 días, manteniéndose en una meseta durante el último mes (Figura 79). Los

animales alimentados con la dieta aterogénica (rica en colesterol y grasa saturada) a diferencia

de los controles, sufren una disminución en su peso corporal (3760 g ± 151.9 vs 3494 g ± 80.2),

a pesar de que el contenido en grasa de la dieta, y por tanto, la ingesta calórica, es superior. Esta

disminución del peso corporal puede ser debida al desarrollo de aterosclerosis y a los daños

hepáticos puestos de manifiesto en estos animales por Aguilera (1999); sin embargo, este

descenso no tiene significación estadística. Al observar los pesos individuales de los conejos al

final del periodo de 50 días, encontramos una gran variabilidad; creemos que es resultado de la

diferente sensibilidad de los distintos animales a la dieta aterogénica y a la gravedad de las

lesiones producidas (esteatohepatitis). De hecho, esta variabilidad es la causa de que no sea

patente un descenso significativo del peso corporal de los animales.

Tras el consumo de dietas ricas en los distintos tipos de grasas dietéticas (30 días), el

peso corporal de los animales sufre un incremento, alcanzando valores semejantes a los que

presentaban los animales del grupo control en el mismo punto temporal (80 días). Los

incrementos en este periodo se muestran significativos en los grupos pescado, oliva virgen y

oliva, y no en girasol (Figura 79). A pesar de que la ingesta calórica de los animales es

semejante a la de los 50 días previos, los incrementos ponderales observados pueden atribuirse a

una mejora en la función hepática de los mismos (Aguilera, 1999) y en general al estado del

animal. No pensamos que haya diferencias entre los distintos grupos durante los últimos 30 días

en la evolución ponderal y, por tanto, creemos que el tipo de grasa no afecta a este parámetro.
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2.-PESO Y CONTENIDO EN PROTEÍNA Y COLESTEROL DEL PÁNCREAS

El peso del páncreas,
independientemente del grupo
considerado, es semejante en los
distintos grupos experimentales, como
se observa en la Tabla 20, con valores
comprendidos entre 2.71 g ± 0.359 y
3.50 g ± 0.224; esto parece indicar que
la dieta aterogénica no tiene una
especial incidencia sobre esta glándula,
a diferencia de lo descrito por Aguilera
(1999) para el peso del hígado, el cual
presenta un incremento, debido a un
acúmulo de grasa en hepatocitos
(esteatohepatitis).

Figura 79: Incremento de peso, a lo largo del tiempo, de los diferentes grupos
experimentales: (C) control, (A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la media ± EEM. Estadística: indica
diferencias significativas a lo largo del tiempo para un mismo grupo experimental;
(α) entre los días 0 y 50; (β) entre los días 50 y 80; (γ) entre los días 0 y 80.
p<0.05.
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Nuestros resultados corroboran lo descrito por otros autores en esta misma especie, que

tampoco muestran diferencias significativas en el peso glandular con dietas que aportan del 2.7

al 12% de grasa (Borel, et al., 1991). La relación pancreatosomática (peso páncreas/peso

corporal) tampoco se altera (Figura 80).

A pesar de que se ha descrito que los aumentos en la ingesta calórica y de grasa en la

dieta pueden provocar alteraciones pancreáticas (pancreatitis) (Chowdhury et al., 2000), en

nuestras condiciones experimentales, el aspecto que presentaban los páncreas era

macroscópicamente normal. Esta normalidad del páncreas se ve corroborada por su contenido

en proteína total (mg/g páncreas), parámetro que tampoco muestra diferencias significativas

entre los distintos grupos experimentales (Figura 81).

La ausencia de cambios ponderales en la glándula y de su contenido en proteína total,

nos indica que no parecen existir alteraciones que cursen con hipertrofia o hiperplasia glandular.

Todo ello pone de manifiesto que en nuestro modelo experimental no aparecen

alteraciones morfológicas importantes del páncreas. Asimismo, Jacobs (1983) observa en ratas

Figura 81: Contenido en proteína total de los
diferentes grupos experimentales: (C) control,
(A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva, (G)
girasol y (P) pescado. Los valores expresan la
media ± EEM. (+) A, V, O, G y P vs C; (*) C, V,
O, G y P vs A; letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos V, O, G y P
(p<0.05).   
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cómo la ingesta de dietas altas en grasa (30%) no produce crecimiento celular pancreático a

corto plazo (cuatro semanas), a pesar de manifestar hipoplasia a nivel de intestino delgado.

El único parámetro que sufre un incremento significativo es el contenido en colesterol

total del páncreas, en los animales que consumieron la dieta aterogénica frente a los del grupo

control (Figura 82).

 

Se sabe que el colesterol presente en la membrana de la célula eucariota evita que las

cadenas hidrocarbonadas de la misma se reunan y cristalicen (Alberts, et al., 1994). Asimismo,

se ha demostrado que los microdominios de colesterol presentes en las membranas son críticos

para el mantenimiento de la viabilidad celular (Zager, 2000). Además, es conocido que este

componente está inversamente relacionado con la fluidez de las mismas (Chapman and Benga,

1984; Spector and Yorek, 1985; Yeagle, 1985; Quinn and Cherry, 1992; Subczynski and

Wisniewska, 2000). Este hecho es puesto de manifiesto por Gillies and Robinson (1988) en

Figura 82: Contenido en colesterol total en
tejido pancreático (mg/g páncreas) de los
diferentes grupos experimentales: (C) control,
(A) aterogénico, (V) oliva virgen, (O) oliva,
(G) girasol y (P) pescado. Los valores expresan
la media ± EEM. (+) A, V, O, G y P vs C; (*)
C, V, O, G y P vs A; letras distintas indican
diferencias significativas entre los grupos V, O,
G y P. p<0.05.
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Tras la administración de los diferentes

aceites, los niveles de colesterol en la glándula

disminuyen de forma marcada alcanzando, en

todos los casos, valores similares a los

encontrados en el grupo control. En el grupo

que ingirió aceite de pescado, estos valores son

ligeramente más elevados, lo que puede

atribuirse a la presencia, en este aceite, de

pequeñas cantidades de colesterol.

En el páncreas, el colesterol se

encuentra, casi exclusivamente, en las

membranas celulares; debemos pensar que, el

grupo aterogénico tendrá sus membranas

pancreáticas con mayor contenido en

colesterol, al compararlas con las de los demás

grupos experimentales.
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aorta de conejos con ateroclerosis experimental, tras ser alimentados con un 0.5% de colesterol

en la dieta, durante diez semanas. En esta misma especie, la membrana eritrocitaria muestra

también estos cambios de fluidez, como consecuencia de la acumulación de moléculas de

colesterol, por la ingesta de una dieta aterogénica (Torkhovskaia, et al., 1980). Levy, et al.

(1992) demuestran resultados similares en humanos con hipercolesterolemia severa.

 Los cambios en el contenido en colesterol de membrana afectan a las señales de

transducción celular (Kurzchalia and Parton, 1999), modificando, por ejemplo, los niveles de

Ca2+ intracelular y la actividad de distintas proteínas de membrana con actividad enzimática

(Raes, et al., 1995; Santiago-García, et al., 2000). Estudios realizados con objeto de observar el

papel del colesterol de membrana en la secreción de enzimas digestivas y en la formación del

gránulo de zimógeno, indican que estos procesos se ven reducidos cuando se produce una

disminución de colesterol en dichas membranas. Estos resultados resaltan la importancia que

tiene un mayor o menor contenido en colesterol en la membrana acinar pancreática, para la

regulación de los fenómenos secretores (Schmidt, et al., 2001).

 3.-CONTENIDO EN ENZIMAS PANCREÁTICAS

3.1.-EFECTOS DE LA DIETA ATEROGÉNICA SOBRE EL CONTENIDO EN

ENZIMAS DEL PÁNCREAS

El análisis del contenido en enzimas del páncreas en nuestro estudio pone de manifiesto

que, tras el periodo de ingestión de la dieta aterogénica, ocurren modificaciones en el mismo.

Estos cambios parecen estar relacionados con las variaciones introducidas en la composición de

la dieta durante un periodo de 50 días, que afectan al contenido en colesterol y cantidad de grasa

(con un alto contenido en ácidos grasos saturados), habiendo también un ligero incremento en la

ingesta calórica (15%).

Los niveles pancreáticos de lipasa, colipasa y quimiotripsina están significativamente

incrementados en los animales que ingieren la dieta aterogénica, la tripsina no se modifica y la

amilasa disminuye (Figura 83).
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De acuerdo con la bibliografía, hemos expresado el contenido en enzimas de diferentes

formas, por gramo de glándula, contenido total en la glándula y por miligramo de proteína total.

Puesto que no existen diferencias en el peso del páncreas ni en el contenido en proteína del

mismo, los tres sistemas de expresión enzimática nos muestran valores semejantes que no

presentan, en general, significación estadística entre ellos y que siguen comportamientos

semejantes.

Este comportamiento nos habla de la existencia de una adaptación de la glándula a los

cambios en los niveles de grasa de la dieta (3.1% en peso en la dieta control y 7.9% en la dieta

aterogénica). Distintos autores han puesto de manifiesto en diferentes especies este hecho:

En humanos, la secreción interdigestiva y postprandial de enzimas pancreáticas se

muestra mayor con la ingesta de dietas altas en grasa (40% de las kcal totales) que con dietas

elevadas en carbohidratos (50-80%) (Boivin, et al., 1990).
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Todos los trabajos en rata manifiestan una clara y rápida respuesta adaptativa de esta

especie al contenido graso de la dieta, con incrementos para lipasa pancreática en el nivel de

ARNm específico, grado de síntesis y actividad (Deschodt-Lanckman, et al., 1971; Snook,

1971; Bazin and Lavau, 1979; Sabb, et al., 1986; Wicker and Puigserver, 1987; Hirschi, et al.,

1991). Otros autores describen asimismo incrementos significativos de la secreción enzimática

en esta especie, tras adaptación a dietas altas en grasa (20% del contenido calórico total) frente a

otras de contenido más bajo (5% de las kcal totales) (Spannagel, et al., 1996). Houghton, et al.

(1983) indican que la ingesta de dietas con alto contenido en grasa durante un periodo de 6

meses, modifica la secreción pancreática, con incrementos en las actividades de lipasa y

tripsina. En términos generales, el grado de incremento en la actividad lipásica está

directamente relacionado con el nivel de grasa aportado en la dieta. Así, se ha demostrado que,

aportes del 10% de grasa incrementan 1.4 veces la actividad lipásica en ratas, modificándose

ésta en 2.4 veces tras la ingesta de dietas con un 30% de contenido graso (Wicker, et al., 1988).

La sustitución de un 15% de almidón por un 15% de aceite de colza provoca en cerdos,

tras periodos cortos de adaptación (12-24 h), incrementos significativos en la secreción de

lipasa, acompañados de descensos, también significativos, en la secreción de amilasa

pancreática (Ozimek, et al., 1995).

En perro también se han encontrado aumentos en la secreción enzimática, con la

infusión intraduodenal de dietas elementales altas en grasa (Lewis and Freeman, 1977). Sin

embargo, estudios realizados por nuestro grupo en animales provistos de fístula pancreática

crónica, adaptados a corto plazo (8 días) a dietas ricas en grasa, ponen de manifiesto ausencia de

adaptación de la secreción de enzimas pancreáticas a la cantidad de grasa de la dieta, al no

mostrar cambios significativos con la ingesta de dietas con alto contenido en grasa o en

carbohidratos; no obstante, esto no implica que no exista adaptación a largo plazo (Mañas, et al.,

1996).

En el conejo, Borel, et al. (1991) encuentran incrementos en la actividad de la lipasa

pancreática con niveles de grasa en la dieta del 12%, tras dos semanas de adaptación, no

encontrando cambios con niveles dietéticos del 6% durante el mismo periodo de tiempo. En
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nuestras condiciones experimentales, es decir, con niveles de grasa en la dieta del 7.9% y un

periodo de adaptación de 50 días, encontramos aumentos significativos en la actividad lipásica.

Esto parece indicar que en esta especie, la adaptación del páncreas a la grasa de la dieta es

dependiente tanto de los niveles de este nutriente como del tiempo de adaptación.

En lo concerniente a la respuesta adaptativa de colipasa pancreática a la dieta, los datos

existentes son variables. Existen trabajos en ratas que apuntan hacia una mayor sensibilidad

adaptativa de la colipasa a la proteína que a la de grasa de la dieta (Ouagued, et al., 1980). Estos

autores observan incrementos en la actividad colipásica con dietas altas en caseína, incluso

cuando éstas son pobres en grasa (2%). Otros estudios muestran resultados similares a los

nuestros, encontrando una respuesta adaptativa de la colipasa a niveles elevados de grasa en la

dieta, independiente de cambios en la lipasa (Girard-Globa and Bourdel, 1983) o paralelos a

ellos (Wicker and Puigserver, 1987). Wicker and Puigserver (1990) demuestran una inducción,

aunque moderada, de los niveles de ARNm de colipasa en rata, en respuesta a dietas ricas en

grasa.

Los incrementos observados en la actividad quimiotrípsica, tras la ingesta de la dieta

aterogénica, ponen de manifiesto una adaptación de esta proteasa a la cantidad de grasa

ingerida, tal y como muestran estudios previos rata (Deschodt-Lanckman, et al., 1971; Snook,

1971; Saraux, et al., 1982; Girard-Globa and Bourdel, 1983). No obstante, esta enzima no

parece ser inducida cuando la ingesta de grasa es muy elevada a expensas de aportes demasiado

bajos en carbohidratos (<2%), según Snook (1971). Otros estudios establecen sin embargo, que

en la rata, esta adaptación sólo se produce cuando la ingesta lipídica es muy alta, del orden de

62 y 74% de las kcal totales, no ocurriendo así para ingestas del 12-49% de las kcal (Wicker and

Puigserver, 1987).

En el visón, se observa una ausencia de incrementos en la actividad de estas enzimas

pancreáticas, tras la ingesta de una dieta elevada en grasa (Simoes-Nunes, 1985). Estudios

realizados en cerdos alimentados con niveles altos de grasa dietética (70%) tampoco demuestran

cambios significativos en la actividad de tripsina o quimiotripsina (Flores, C.A., et al., 1988).
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Estos incrementos suelen ir paralelos a los cambios en la actividad de la lipasa. Sin

embargo, estudios realizados en cerdos alimentados durante 30 días con un alto contenido en

grasa (70% kcal) no muestran cambios en la actividad de quimiotripsina, aunque sí de lipasa

pancreática (Flores, et al., 1988).

El descenso en la actividad amilásica, observada en nuestro estudio tras la ingesta de la

dieta aterogénica, corrobora los resultados encontrados en la documentación bibliográfica

existente, que ponen de manifiesto que el aumento en el contenido graso de la dieta provoca una

disminución de dicha actividad en rata (Sommer and Kasper, 1981; Wicker and Puigserver,

1987; Akiyama, et al., 1996). En esta especie, el efecto de variaciones en la proporción entre

grasa/carbohidratos, en dietas isonitrogenadas administradas durante un periodo de dos

semanas, modifica la actividad enzimática, de modo que, la sustitución de carbohidratos por

grasa (de 10 a 70% del contenido calórico) reduce la actividad amilásica de manera significativa

(del 90 al 60%), mientras se observan incrementos paralelos en las actividades de lipasa (70-

80%) y quimiotripsina (40%) (Snook, 1971), tal y como muestran nuestros resultados. En

cerdos, el aumento en la ingesta grasa (3.5 vs 21%) provoca un patrón de comportamiento

similar, con descensos en la actividad específica de amilasa (Simoes-Nunes, 1986).

No obstante, existen estudios que muestran resultados diferentes a los nuestros, en lo

que respecta al contenido de amilasa pancreática en respuesta a un alto contenido de grasa en la

dieta. Tasai, et al. (1994) observan niveles del orden de 3 a 4 veces superiores en el ARNm y

contenido de amilasa en tejido pancreático de ratas diabéticas, alimentadas con dietas altas en

grasa. Takaori, et al. (1995) indican un incremento en el nivel de ARNm de amilasa (2.5 veces)

en esta misma especie, cuando ingieren un 45% de grasa en la dieta durante 4 semanas, frente a

otro grupo alimentado con una dieta libre de grasa.

Debemos apuntar, en relación con todo lo expuesto, que estudios recientes describen

que los aumentos en la ingesta calórica y de grasa en la dieta pueden provocar alteraciones

pancreáticas, destacando el desarrollo de pancreatitis, como consecuencia de una complicación

asociada a desórdenes en el metabolismo lipídico (González, et al., 1990; Caillol, et al., 1997;

Chebli, et al., 1999; Cresta, et al., 1997; Bennani-Kabchi, et al., 2000; Holynskyet al., 2000;
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Tchoua, et al., 2000; Rosso, et al., 2001). Dichas alteraciones cursan  con manifestaciones

ateroscleróticas en un elevado porcentaje de casos (Kapshitar’, 1999), pudiendo conllevar, en

consecuencia, la aparición de inflamación glandular (Justrabo, et al., 1982; Uchida, et al., 1988;

Tanaka, et al., 1994; Freiburghaus, et al., 1995; Yoshinaga, et al., 2000) y necrosis del tejido

pancreático, como consecuencia de la isquemia (Yoshinaga, et al., 2000). Estudios histológicos

ponen de manifiesto alteraciones significativas en el páncreas exocrino, con la ingesta de este

tipo de dietas (Chowdhury, et al., 2000).

Asimismo es conocido que, en el transcurso de estas patologías, se producen

modificaciones en el contenido y secreción de enzimas pancreáticas (Dubick, et al., 1988;

Corsetti, et al., 1993; Warden, et al., 1993; Brodt-Eppley and Hui, 1994; Chase, et al., 1996;

Kimura and Mossner, 1996; López-Candales, et al., 1996; Caillol, et al., 1997; Hess, et al.,

1998; Torrens and McWhinney, 1998, Chebli, et al., 1999; Domenech Calvet, et al., 1999;

Lankisch, et al., 1999; Frank and Gottlieb, 2000; Steiner and Williams, 2000), con aumento en

los niveles séricos de lipasa y de amilasa pancreáticas (Riederer, 1995; Carballo-Alvarez and

Domínguez-Muñoz, 1998; Keim, et al., 1998; Spangenberg, 1998; Vissers, et al., 1999). En

nuestras condiciones experimentales, no encontramos alteraciones pancreáticas evidentes tras la

ingesta de la dieta aterogénica. Sin embargo, el incremento en la actividad enzimática del

páncreas, y la presumible presencia de lesiones arterioscleróticas en los vasos pancreáticos, al

igual que las detectadas en otras arterias (Aguilera, 1999), nos inducen a pensar en la

posibilidad de que, a largo plazo, esta situación pudiera conducir a una alteración inflamatoria

del páncreas (pancreatitis aguda o crónica).

3.2.-EFECTOS DE LA INGESTA DE LOS DIFERENTES ACEITES SOBRE EL

CONTENIDO EN ENZIMAS DEL PÁNCREAS, EN CONEJOS

HIPERCOLESTEROLÉMICOS

Es conocido que, además de la cantidad, la calidad de la grasa dietética también afecta

al contenido en enzimas del páncreas, de forma diferencial. Estos cambios de calidad pueden

estar asociados tanto a la longitud de cadena como al grado de insaturación de los ácidos grasos

mayoritarios en ella. En nuestras condiciones experimentales, el perfil en ácidos grasos de las
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dietas control y aterogénica fue muy semejante, en el porcentaje de MUFA, PUFA y SFA

(Tabla 9). Esta semejanza nos habla a favor de que los cambios observados en el contenido

enzimático los podemos atribuir a la cantidad de grasa total presente en la dieta aterogénica

frente a la control, y no a cambios en la calidad, en este caso, el grado de insaturación de los

ácidos grasos presentes en mayor porcentaje en las mismas. Estudios realizados en conejos

demuestran que la adaptación enzimática del páncreas parece mayor en respuesta a incrementos

en los niveles de ácidos grasos de cadena corta, frente a aumentos en los niveles de ácidos

grasos de cadena larga presentes en la dieta (Navas, et al., 1993). Esto nos indica que, en esta

especie, existe una adaptación diferencial al tipo de grasa, concretamente a modificaciones en la

longitud de cadena de los ácidos grasos alimentarios.

En este estudio se observa que, en conejos hipercolesterolémicos, la ingesta de dietas

adicionadas con distintos tipos de grasa (girasol, oliva, oliva virgen y pescado) durante 30 días,

da lugar a modificaciones en el contenido en enzimas del páncreas. Así, la lipasa sigue

incrementando sus niveles en el grupo que toma la dieta rica en girasol, alcanzando valores

significativamente superiores respecto a los grupos aterogénico, oliva virgen y pescado. Estos

resultados parecen apuntar hacia la influencia del tipo de grasa en la adaptación de esta enzima,

concretamente a grasas con un alto contenido en PUFA (n-6).

En la rata, Sabb, et al. (1986) muestran, con dietas moderadas en grasa (40% de las kcal

totales ingeridas) un incremento en los niveles de lipasa en páncreas, respecto a dietas bajas en

grasa (11%), sólo en el grupo en que la grasa añadida es aceite de cártamo, rico en ácidos grasos

poliinsaturados de la serie n-6, y no en los grupos con alto contenido en ácidos grasos saturados

(aceite de coco, mantequilla o grasa porcina) o monoinsaturados (aceite de oliva). Otros autores

ponen de manifiesto que, en ratas alimentadas con distintos tipos de grasas dietéticas (aceite de

cártamo, rico en PUFA n-6, y grasa porcina, con alto contenido en ácidos grasos saturados) y

con niveles normales de éstas, la actividad lipásica es máxima con dietas ricas en ácidos grasos

saturados; sin embargo, el consumo de dietas con un 17.4% de grasa (expresado como

porcentaje en peso), provocan mayores incrementos de lipasa cuando dichas dietas contienen un

alto contenido en PUFA (n-6) (Ricketts and Brannon, 1994). Estos resultados nos confirman
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que sólo cuando se incrementan los niveles de grasa en la dieta, los PUFA n-6 tienen un efecto

sobre la actividad lipásica.

Los mecanismos reguladores de la actividad de lipasa pancreática parecen ser diferentes

para el contenido o tipo de grasa de la dieta. La cantidad de grasa ejerce un control de la misma

a nivel pre-traduccional (dado que se han puesto de manifiesto cambios paralelos en los niveles

de ARNm con incrementos en la ingesta de ácidos grasos saturados, procedentes de grasa

porcina, o poliinsaturados, del aceite de girasol). El tipo de grasa, sin embargo, regula esta

enzima lipolítica a otros niveles, traduccional o post-traduccional, pues se ha observado que, no

existe una correlación entre el contenido en ARNm específico y la actividad de lipasa

pancreática en ratas alimentadas con dietas con un contenido moderado en ácidos grasos

saturados (174 g/kg dieta), cuando se compara con animales que ingieren cantidades inferiores

de estos ácidos grasos (50 g/kg dieta) (Ricketts and Brannon, 1994).

Borel, et al. (1991) indican que, en conejos, el consumo de dietas con un 12% de grasa

(aceite de girasol o mantequilla) provoca incrementos en los niveles de lipasa pancreática, no

observando diferencias en función de la calidad de la grasa ingerida, una rica en PUFA (n-6)

(aceite de girasol) y la otra en SFA (mantequilla).

En nuestras condiciones experimentales, en conejos adaptados a dietas de moderado a

alto contenido graso (7.9% en peso, lo que supone aproximadamente un 21% del contenido

calórico total) durante 50 días, la adaptación posterior a distintos tipos de grasa dietética y

concretamente a aceite de girasol, sí modifica de forma diferencial el contenido de esta enzima

lipolítica, incrementándola aún más, fenómeno que no ocurre en animales alimentados con

aceites de pescado, oliva y oliva virgen.

En general, en relación con las diferencias encontradas entre los estudios en la misma o

en distintas especies, el problema radica en definir lo que se consideran, en las dietas, niveles

bajos, moderados o altos de grasa. Nosotros trabajamos con cantidades de grasa de unas dos

veces los valores normales para la especie estudiada, que suponen, como hemos dicho, un 7.9%

en peso y un 21% aproximadamente de las calorías totales ingeridas, mientras que otros autores
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utilizan, para dietas de “contenido moderado”, un 17.4% en peso (alrededor de un 40% de las

calorías) en la rata, siendo para esta especie un 4-5% el contenido habitual de los piensos

estándar. Esto se traduce en alrededor de 3 veces este contenido, frente al doble utilizado por

nosotros en conejos. En la misma especie, Borel, et al. (1991) muestran una adaptación con

niveles de grasa cuatro veces superiores al contenido del pienso estándar (12%).

El comportamiento de la lipasa en los animales que ingieren la dieta de girasol está de

acuerdo con los resultados obtenidos por Ballesta, et al. (1990) en perros adaptados a dietas con

alto contenido en grasa, en los cuales se observa una secreción de lipasa mayor en el grupo que

ingiere aceite de girasol.

La colipasa, en los cuatro grupos experimentales enriquecidos con los distintos aceites

(oliva, oliva virgen, girasol y pescado) presenta un comportamiento paralelo al de la lipasa,

siendo el contenido máximo de nuevo, en el grupo que ingiere la dieta rica en aceite de girasol.

Comportamientos similares, pero de menor magnitud para colipasa, son observados por Borel,

et al. (1991) también en conejos. Distintos autores han descrito que esta enzima, por su

actividad biológica, sigue comportamientos paralelos a los de lipasa (Corringt, et al., 1982),

aunque según otros, se producen niveles mayores de la misma en respuesta a cambios en el

contenido proteico de la dieta (Saraux, et al., 1982; Ouagued, et al., 1980). Los últimos datos

muestran una correlación positiva entre el contenido de colipasa y el de tripsina (Jakobs, et al.,

2001).

El patrón de comportamiento de la amilasa es inverso al de la lipasa, en los grupos

girasol y oliva, cuyos contenidos son más elevados para lipasa e inferiores para amilasa,

semejantes a los del grupo aterogénico. Sin embargo, en los grupos oliva virgen y pescado, esta

enzima presenta mayor actividad, correspondiendo a ellos las menores actividades lipolíticas.

Este comportamiento alcanza significación estadística cuando expresamos la actividad amilásica

en páncreas total y como actividad específica.

Un hecho a destacar es que los niveles de actividad de amilasa en el grupo control,

alimentado con un bajo contenido en grasa, son semejantes a los descritos para los grupos oliva
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y girasol, éstos últimos con altos niveles de actividad lipásica. Este hecho puede atribuirse a

que, para dietas con contenido graso bajo (dentro de los niveles recomendados para esta

especie), no parece que ocurra un comportamiento inverso de lipasa y de amilasa, como ocurre

cuando se administran dietas con contenido elevado en grasa dietética.

La relación lipasa/amilasa observada en nuestro estudio corrobora lo descrito para

ambas actividades enzimáticas, esto es, se encuentra incrementada de manera paralela a como lo

hace la lipasa e inversamente a los niveles de actividad amilásica, apoyando lo descrito acerca

de que ambas enzimas presentan patrones de comportamiento inversos, en el contexto de dietas

altas en grasa  (Brannon, 1990; Tsai, et al., 1994).

En cuanto a las proteasas, la quimiotripsina parece responder más a la cantidad de grasa,

que a la calidad, presentando un patrón semejante al descrito para lipasa. La tripsina sigue un

comportamiento diferente, no afectándose por la cantidad ni por la calidad. Estos es lógico, ya

que distintos autores (Flores, et al., 1988; Boehm, et al., 1995; Yago, et al., 1997; Levey, et al.,

1999; Graf, et al., 2000; Hara, et al., 2000) están de acuerdo con el hecho de que la tripsina

responde casi exclusivamente a cambios en los niveles de proteína de la dieta. No obstante,

estudios recientes en cerdos muestran incrementos del pool de tripsina pancreática tras la

ingesta de aceite de coco frente a la de aceite de oliva (Jakobs, et al., 2001), lo que sugiere una

influencia de la calidad de la grasa ingerida sobre la actividad de esta enzima.

De lo descrito en general, acerca de los resultados obtenidos, podemos deducir que: en

los animales ateroscleróticos, el páncreas sólo parece sufrir un proceso de adaptación enzimática

a los niveles de sus diferentes sustratos presentes en la dieta, de modo similar a lo descrito en

rata por Brannon (1990), sin afectar a otras funciones de la glándula.

Globalmente, los cambios en la actividad enzimática glandular, se pueden atribuir a las

modificaciones cuantitativas en la grasa de la dieta. Los cambios en la calidad de la grasa

creemos que afectarían, principalmente a la secreción glandular y, por tanto, a la secreción del

componente enzimático, como consecuencia de modificaciones en las membranas celulares.
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Estos cambios en la secreción se producen por dos motivos, ya que los ácidos grasos

mayoritarios en la dieta:

(a) modifican directamente la respuesta secretora a secretagogos

(b) estimulan determinados péptidos gastrointestinales (acción indirecta sobre dicha

secreción), como CCK, potente estimulador de la secreción de enzimas pancreáticas. En este

sentido, es conocido el papel del ácido oleico (ácido graso monoinsaturado mayoritario en el

aceite de oliva) por su gran capacidad estimuladora de la liberación de CCK.

Distintos autores (O’Doherty and Stark, 1982; Havinga, et al., 1984; Freedman, et al.,

1994; Schmidt, et al., 2000; Schmidt, et al., 2001) han puesto de manifiesto modificaciones en

la secreción, como consecuencia de cambios estructurales en la membrana de la célula acinar.

Creemos que nuestros resultados muestran que, en la adaptación enzimática a los

cambios en el contenido graso de la dieta, tienen un papel tanto la cantidad de grasa como el

tiempo de adaptación, interactuando ambos factores, al menos en la especie estudiada. En lo que

concierne al primer aspecto, el porcentaje en grasa que ingirieron los animales (7.9% en peso,

21% kcal totales, para la dieta aterogénica) fue suficiente para observar cambios en el patrón

enzimático, como hemos descrito. Respecto al tiempo de ingesta de dichas dietas, hemos

demostrado cómo tras 50 días ya se presentan cambios adaptativos de la glándula pancreática al

contenido graso de la dieta. Cabe destacar la escasa bibliografía existente acerca del patrón de

comportamiento del conejo en la adaptación del páncreas exocrino a la grasa de la dieta.

En otras especies como la rata se ha observado adaptación con cantidades similares a las

nuestras (25% de las kcal), aunque esta especie se adapta a cantidades inferiores de grasa en la

dieta (10%), tras un periodo de ingesta de 10 días (Wicker, et al., 1988). Los estudios en rata

indican que a las 24 horas de modificar la dieta ya se pueden observar cambios en el patrón de

enzimas pancreáticas, y que éstos se mantienen durante 5-7 días ((Ben Abdeljlil, et al., 1963;

Puigserver, et al., 1985; Wicker, et al., 1988). En cerdo, se han mostrado cambios adaptativos

con un porcentaje calórico de grasa idéntico al empleado por nosotros (21%) a los 12 días de

ingesta de la dieta (Simoes-Nunes, 1985). Otros autores ponen de manifiesto en esta especie que
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son necesarios incrementos en el contenido graso de la dieta de hasta 6 veces, para observar

adaptación tras siete días de ingesta (Corring, et al., 1987). Flores, et al. (1988) ponen de

manifiesto una adaptación en cerdo, tras un periodo de ingesta de 30 días con dietas que

contienen un 70% de las kcal como grasa. Estudios en pollos muestran un patrón de adaptación

pancreática tras 18 días de ingesta de una dieta con un 15% en grasa (Dror, et al., 1976).

4.-MODIFICACIONES EN LA COMPOSICIÓN EN ÁCIDOS GRASOS DE LAS

MEMBRANAS PANCREÁTICAS

Muchos de los acontecimientos metabólicos que ocurren en la célula, tales como

biosíntesis de fosfolípidos y desaturación de ácidos grasos, pueden ser atenuados por factores

exógenos como la dieta, constituyendo la grasa alimentaria un determinante importante de los

componentes de las membranas celulares (Clandinin, et al., 1991).

La fluidez de las membranas está influenciada por la estructura lipídica y por la

proporción de ácidos grasos saturados e insaturados, ramificados o cíclicos, que constituyen los

fosfolípidos individuales (Sajbidor, 1997). Se sabe que una relación apropiada de SFA/UFA en

general,  y en particular de SFA/MUFA, contribuye a dicha fluidez, y que las alteraciones en

este cociente están relacionadas con diferentes estados patológicos, entre otros, enfermedad

cardiovascular, obesidad, diabetes mellitus tipo 2, hipertensión, enfermedades neurológicas,

desórdenes inmunes y cáncer (Ntambi, 1999).

Los ácidos grasos ingeridos a través de la dieta son incorporados en los lípidos de

diversos tejidos. No obstante, no está claro si todos los tejidos presentan el mismo nivel de

incorporación (Berlin, et al., 1998). Así, el plasma refleja el metabolismo lipídico a corto plazo,

como se ha demostrado en estudios con diferentes especies, como el cerdo (Seiquer, et al.,

1994) o el conejo (Aguilera, 1999). Lo mismo se observa en tejidos como hígado de rata (Girón,

et al., 1996; Quiles, et al., 1999) o de conejo (Aguilera, et al., 1999; Ochoa, 1998). El eritrocito

parece requerir un mayor periodo de tiempo para adaptar sus membranas a cambios en la

ingesta de ácidos grasos, como se ha observado en  cerdo (Seiquer, et al., 1996) o en humanos

(Goulet, et al., 1999). Por último, en otros tejidos como el cerebro de distintas especies
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estudiadas, no se observa adaptación a la grasa de la dieta en periodos moderadamente cortos de

tiempo (Connor, et al., 1990; Murillo, 1998; Abedin, et al., 1999; Ramachandran, et al., 2000).

La composición de la membrana refleja, de una parte, el ácido graso presente en mayor

contenido en la dieta, y de otra, los mecanismos de inhibición y síntesis de otros compuestos a

partir de éste. En este sentido, los ácidos grasos de las distintas series (n9, n6 y n3)

generalmente compiten por las enzimas correspondientes, desaturasas y elongasas, comunes

para las tres series, llevándose a cabo la biosíntesis de nuevos ácidos grasos por reacciones de

desaturación y elongación, siendo la ∆6-desaturasa la que limita las vías metabólicas de los

diferentes ácidos grasos, y el ácido linoleico (C18:2 n-6) el que presenta mayor afinidad por la

misma. La vía predominante será función del ácido graso que se presente en mayor contenido en

la dieta.

INTERACCIÓN ENTRE SERIES DE ÁCIDOS GRASOS

SERIE n6                                       SERIE n3                             SERIE n9

Ac. linoleico (C18:2 n-6) Ac. Linolénico (C18:3 n-3) Ac. Oleico (C18:1 n-9)

Ac. Araquidónico Ac. Eicosapentanoico     Ac. Eicosatrienoico

(C20:4 n-6)  (C20:5 n-3)  (C20:3 n-9)

↑↑     ↑↑↑         ↑

Esta interacción ocurre cuando los tres ácidos grasos se encuentran en la misma

proporción relativa en la dieta. En esta situación, la ∆6 desaturasa presenta mayor afinidad por

DIETA

-∆6

+2C

∆5, ∆4

+∆6

+2C

∆5, ∆4

-∆6

+2C

∆5, ∆4
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el ácido graso de mayor grado de insaturación. Como consecuencia, se produce un incremento

relativo de los ácidos grasos poliinsaturados derivados de la serie n3, respecto a las series n6 y

n9 (Matáix and Martínez de Victoria, 1988).

Cuando en la dieta predomina la proporción relativa de ácido linoleico, respecto de la de

oleico y linolénico, lo que ocurre es lo siguiente:

SERIE n6                                       SERIE n3                             SERIE n9

Ac. linoleico (C18:2 n-6) Ac. Linolénico (C18:3 n-3) Ac. Oleico (C18:1 n-9)

Ac. Araquidónico Ac. Eicosapentanoico     Ac. Eicosatrienoico

   (C20:4 n-6)                                    (C20:5 n-3)                            (C20:3 n-9)

↑↑↑ ↑↑    ↑

4.1.-INFLUENCIA DE LA CANTIDAD DE GRASA DE LA DIETA SOBRE LA

COMPOSICIÓN EN ÁCIDOS GRASOS DE LAS MEMBRANAS PANCREÁTICAS

Según el método de separación y aislamiento de elementos de membrana del tejido

pancreático, las fracciones que vamos a describir corresponden a las obtenidas por Fleischer, et

al. (1979), tal y como se indica en el capítulo correspondiente a Material y Métodos. Así, y

según los autores de la metodología, en una de dichas fracciones se encuentran tanto las

membranas plasmáticas como las de mitocondrias y en la otra, las correspondientes a

microsomas.

En la primera fracción (membranas plasmáticas y mitocondriales) los animales del

grupo control presentan un perfil de ácidos grasos que se recoge en las Tablas correspondientes

DIETA

+∆6

+2C
-∆6
+2C

-∆6

+2C

∆5, ∆4 ∆5, ∆4 ∆5, ∆4
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(ver antes). El consumo de la dieta aterogénica (adicionada con grasa saturada  y colesterol)

produjo, tras 50 días, las siguientes modificaciones, respecto de los animales del grupo control:

descenso significativo del contenido en SFA, incremento igualmente significativo de los

MUFA, mientras que no hay modificaciones en PUFA ni en UI.

Los descensos en ácido palmítico (C16:0) parecen ser los responsables de la

disminución en ácidos grasos saturados totales de estas membranas, mientras que el oleico

(C18:1 n-9) explica los aumentos en ácidos grasos monoinsaturados. Si estudiamos los perfiles

en ácidos grasos de las dietas control y aterogénica, observamos que las últimas contienen

cantidades superiores de ácido esteárico (C18:0) que, in vivo, por actuación de la ∆9-desaturasa,

se transforma en oleico. Además, la dieta hipercolesterolémica presenta mayores porcentajes en

oleico. Ambos hechos explican el mayor contenido en MUFA de las membranas pancreáticas en

el grupo que ingiere este tipo de dieta.

Esta circunstancia se ha observado en otros tejidos como hígado, en las lesiones

ateroscleróticas de la aorta abdominal, pero no torácica y también en fracciones microsomales y

mitocondriales hepáticas (Aguilera, 1999). En los mismos tejidos, este autor encuentra, como

nosotros, menor contenido en SFA y concretamente en C16:0. Dado que la dieta aterogénica

tiene un contenido más bajo en ácido linoleico (C18:2 n-6) que la control, y conociendo que los

niveles más altos de este ácido graso afectan a la actividad ∆-9 desaturasa inhibiéndola, este

hecho explicaría tanto los aumentos observados en ácido oleico, como los descensos acusados

en ácido palmítico, del grupo aterogénico.

Estos resultados son apoyados por distintos autores, que muestran cómo tras ingestas

elevadas de colesterol, la membrana tiende a contrarrestar la rigidez ocasionada por el mismo

incrementando su contenido en ácidos grasos insaturados (C18:1 n-9) a partir de los saturados

procedentes de la dieta (C16:0 y C18:0), por activación de la ∆-9-desaturasa (Leikin and

Brenner, 1987; Garg and Sabine, 1988; García Cevallos and Farkas, 1989;Hariharan and Raina,

1996; Sajbidor, 1997).
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Podemos indicar que, a pesar del menor contenido en ácido linoleico de la dieta

aterogénica, los niveles de este ácido graso en las membranas plasmáticas y mitocondriales del

grupo que ingiere dicha dieta son ligeramente superiores (aunque no significativos) a los

encontrados en el grupo control (Tabla 26). Esto se podría atribuir al mayor contenido en

colesterol de esa dieta, el cual, como han descrito Muriana, et al. (1992), inhibe la elongación e

insaturación del ácido linoleico, acumulándose en la membrana.

Cuando analizamos el perfil de ácidos grasos de los microsomas pancreáticos en los

grupos control y aterogénico, encontramos que el contenido en SFA es prácticamente el mismo,

al igual que el de MUFA totales. En el mismo sentido, los PUFA de membrana presentan

niveles semejantes en ambos grupos. Si nos centramos en ácidos grasos individuales, sólo

aparecen diferencias significativas en el contenido en PUFA>18C (n-3), concretamente en EPA

y DHA, con menores niveles en los microsomas del grupo aterogénico. Este comportamiento es

diferente al encontrado en la otra fracción de membranas pancreáticas estudiada por nosotros, lo

que parece indicar una menor afectación de dichas membranas microsomales frente a cambios

en el perfil de ácidos grasos de la dieta. También difieren estos resultados de los observados por

Aguilera (1999), que encuentra cambios paralelos en mitocondrias y microsomas hepáticos,

aunque este autor no incluye membranas plasmáticas.

Aunque no hay información sobre un comportamiento diferente entre ambos tipos de

membranas, que justifique una mayor o menor adaptación a la composición en ácidos grasos de

la dieta, existen estudios que ponen de manifiesto una respuesta distinta a otros factores

extrínsecos de las membranas microsomales respecto de las mitocondriales, en función del

tejido y especie considerados. Así, por ejemplo, en la especie bovina, la incubación de ambos

orgánulos subcelulares en presencia de ascorbato-Fe2+ provoca un grado de peroxidación

lipídica significativamente distinto en mitocondria de hígado, corazón y pulmón, que el

encontrado en microsomas de pulmón. Ahora bien, el perfil de ácidos grasos de dichas

fracciones subcelulares no parece ser el responsable de su diferente susceptibilidad a la

degradación, por parte de los radicales libres (Rosa and Catala, 1998). Por ello, estos autores

sugieren que sean otros los factores determinantes de la protección frente a la peroxidación

lipídica en microsomas y mitocondrias de dichos tejidos, en esta especie. A esta misma
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conclusión llegan Gutierrez, et al. (2000) en un estudio similar en hígado y corazón de otras

especies como la rata y la paloma. Piergiacomi, et al. (2001) han demostrado en rata un

comportamiento diferente en las membranas microsomales respecto a las mitocondriales, en

hígado, riñón, corazón, cerebro y pulmón, en lo que respecta a la composición en ácidos grasos

de las mismas y al grado de peroxidación lipídica, cuando se les administra vitamina A.

Teóricamente, aunque las membranas microsomales del grupo aterogénico deben tener

más colesterol, no parece haber, de acuerdo con nuestros resultados, compensación para

mantener la fluidez de dichas membranas. Por ello, pensamos que sean más rígidas.

En nuestras condiciones experimentales, las membranas pancreáticas del grupo

aterogénico no reflejan, al compararlas con las del grupo control, una adaptación al perfil de

ácidos grasos presentes en la dieta. Esta ausencia de reflejo del tipo de la grasa ingerida en las

membranas podría deberse a priori, a dos factores adicionales, que concurren: el primero sería

el contenido en colesterol de la dieta y el segundo, la cantidad total de grasa que contiene.

Respecto al colesterol, ya hemos mencionado que:

- Un incremento del mismo aumenta la rigidez de la membrana y

- Ésta tiende a compensar dicho fenómeno con mayor contenido en ácidos grasos

insaturados.

El resultado final es que, tanto en unas membranas como en otras (plasmático-

mitocondriales y microsomales), el contenido superior en colesterol determina una mayor

rigidez de las mismas, en el grupo aterogénico frente al control.

Distintos autores han puesto de manifiesto que el incremento en la rigidez de membrana

puede afectar a la funcionalidad de ésta (Hopwood and Ross, 1997; Muramatsu, et al., 1999;

Subczynski and Wisniewska, et al., 2000). Concretamente, en células secretoras se ha podido

observar una modificación en las señales de transducción (Schmidt, et al., 2000; Schmidt, et al.,

2001; Chamberlain, et al., 2001). Estos cambios son debidos a que se afectan los microdominios

de membrana ricos en colesterol y glicoesfingolípidos, los cuales intervienen como soporte para
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proteínas específicas de membrana y están implicados en el transporte y señales de

transducción, con consecuencias importantes sobre el flujo de Ca2+ (Babiychuk and Draeger,

2000). Los movimientos de Ca2+ intra y extracelular, así como su almacenamiento son regulados

por el estado de fluidez de las membranas celulares (Simkiss, 1998).

Así, en en granulocitos de pacientes hipercolesterolémicos con niveles elevados de LDL

en plasma, se afectan las señales celulares en las que intervienen el Ca2+ y el IP3, al modificarse

la fluidez de las membranas (Paragh, et al., 1999).

El colesterol puede modular la función de un receptor de membrana por estos cambios

en la fluidez, tal y como ha sido demostrado para los receptores de CCK en cerebro (Gimpl, et

al., 1997), regulando la interacción de estos receptores con proteínas G, como se ha puesto de

manifiesto en rata (Rinken, et al., 1998). Estudios previos indican que la incorporación de

colesterol en la membrana disminuye la eficacia de acoplamiento entre la adenilato-ciclasa (AC)

y el complejo receptor-VIP, así como otros sistemas de receptores, en células epiteliales de

próstata en la rata, como consecuencia del incremento en la rigidez de la misma (Carmena, et

al., 1991).

Por otro lado, Begin, et al. (1990) han demostrado que el empaquetamiento de las

enzimas en los gránulos de zimógeno también puede modificarse, al hacerlo el tipo de grasa

presente en la dieta; de forma paralela, estos cambios cualitativos de la grasa de la dieta afectan

a la actividad secretora del páncreas exocrino, obteniendo mayores tasas de secreción con dietas

altas en SFA y menores con dietas que poseen contenidos superiores de PUFA (Beaudoin, et al.

(1989). Estos cambios secretores también han sido descritos por nuestro grupo en perros

(Ballesta, et al., 1990).

En consecuencia, estas modificaciones en la rigidez de membrana, junto con los

cambios en el perfil de ácidos grasos observados en membranas plasmáticas, podrían afectar al

nivel de secreción de la glándula. Por tanto, aunque el contenido en enzimas del páncreas

presenta un patrón típico de la adaptación de esta glándula a la cantidad de grasa de la dieta, no
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podemos descartar que existan modificaciones en el nivel de secreción de estas enzimas en

nuestros animales aterogénicos.

No hay nada descrito acerca de la influencia de la grasa de la dieta sobre la composición

en ácidos grasos y rigidez de las membranas, y de la incidencia de estos cambios sobre la

síntesis de enzimas por la célula acinar pancreática. Se sabe que los mediadores de la adaptación

de la lipasa pancreática a dietas elevadas en grasa son la secretina y los cuerpos cetónicos

(Bazin, et al., 1978). Esto nos hace pensar que, los cambios que ocurren en las membranas tras

la manipulación de la dieta, cuando incrementa el nivel y tipo de grasa y la cantidad de

colesterol, al menos en nuestro caso, no parecen tener ninguna influencia sobre la síntesis

enzimática.

Por último, debemos comentar que el mayor contenido en enzimas del páncreas de los

animales aterogénicos, producto de la adaptación a dietas ricas en grasa, podría, como ya hemos

mencionado, ser un factor de riesgo en el desarrollo de pancreatitis, aunque deberíamos tener en

cuenta los niveles de secreción de la glándula para poder determinar el riesgo real de aparición

de esta inflamación glandular.

4.2.-INFLUENCIA DEL TIPO DE GRASA DE LA DIETA SOBRE LA COMPOSICIÓN

EN ÁCIDOS GRASOS DE LAS MEMBRANAS PANCREÁTICAS

El perfil de ácidos grasos de las membranas plasmáticas y mitocondriales en los

distintos grupos experimentales alimentados con los diferentes tipos de grasa dietética (aceites

de oliva virgen, oliva, girasol y pescado), al compararlos con el de los animales que ingieren la

dieta aterogénica, reflejan la composición en ácidos grasos de los citados aceites que forman

parte de sus dietas. Así, los MUFA están en mayor proporción en los grupos V y O, los PUFA

(n-6) en el grupo G y los PUFA (n-3)>18C en el grupo P (Tablas 27, 29 y 30). Este cambio en el

perfil de ácidos grasos, como consecuencia de la ingesta de distintos tipos de aceites, es

especialmente marcado si lo comparamos con las membranas de los animales del grupo control

(Figuras 84, 85 y 86).
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El incremento indicado en MUFA en los grupos oliva y oliva virgen, viene

determinado, como se muestra en la Tabla, por el aumento en el contenido de ácido oleico. El

ácido linoleico es el responsable del aumento en los PUFA (n-6) y los ácidos grasos EPA y
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Figura 85: Porcentaje de ácidos grasos
poliinsaturados de la serie n-6 (PUFA n-6) de
los diferentes grupos experimentales: control
(C), oliva virgen (V), oliva (O), girasol (G) y
pescado (P). Los valores expresan la media
±EEM. (+) grupos V, O, G y P vs C; letras
distintas indican diferencias significativas para
los grupos V, O, G y P. p<0.05.

Figura 86: Porcentaje de ácidos grasos
poliinsaturados de la serie n-3 mayores de 18
átomos de C ((PUFA n-3)>18C) de los
diferentes grupos experimentales: control (C),
oliva virgen (V), oliva (O), girasol (G) y pescado
(P). Los valores expresan la media ±EEM. (+)
grupos V, O, G y P vs C; letras distintas indican
diferencias significativas para los grupos V, O, G
y P. p<0.05.
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Figura 84: Porcentaje de ácidos grasos
monoinsaturados totales (MUFA) de los
diferentes grupos experimentales: control (C),
oliva virgen (V), oliva (O), girasol (G) y
pescado (P). Los valores expresan la media
±EEM. (+) vs C; letras distintas indican
diferencias significativas entre los grupos V, O,
G y P. p<0.05.
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DHA los que ocasionan un mayor porcentaje de PUFA (n-3)>18C, en los grupos G y P,

respectivamente.

Esta tendencia descrita, aunque más atenuada, se observa también al analizar las

membranas microsomales pancreáticas (Tablas 35, 37 y 38).

Creemos que estos resultados muestran que, a pesar del menor tiempo de adaptación (30

vs 50 días), y de la adaptación previa a otro tipo y cantidad de grasa de la dieta (aterogénica),

debido a nuestro diseño experimental, el páncreas exocrino parece adaptarse más que otros

tejidos, como corazón (Moussa, et al., 1996; Ochoa, 1998), cerebro (Murillo, 1998;

Ramachandran, et al., 2000) o músculo (Quiles, et al., 1999) al tipo de ácidos grasos presentes

en la dieta.

Este patrón de comportamiento diferente de los distintos tejidos ha sido puesto de

manifiesto recientemente por Soriguer, et al. (2000) en rata. Los autores han demostrado que

existe gran variabilidad en la incorporación de ácidos grasos procedentes de la dieta en los

fosfolípidos de membranas celulares de páncreas, tejido adiposo, músculo o timo, aunque en

todos ellos se observa un reflejo de la composición de la misma. Dicha variabilidad se observa

principalmente para los PUFA (n-6) y más aún para C20:4 (n-6).

Estas dietas presentan, como se ha dicho, un porcentaje de grasa moderado (4.7% en

peso), pero no contienen colesterol, a excepción de la de pescado, ya que el aceite utilizado sí

lleva pequeñas cantidades de colesterol. De hecho, el contenido en colesterol del páncreas,

aunque es significativamente menor en todos los grupos experimentales respecto al aterogénico,

en el grupo de pescado se presentan niveles ligeramente superiores (ver antes).

En los animales alimentados con la dieta aterogénica, las membranas plasmáticas y

mitocondriales no reflejaban la composición de los ácidos grasos de la dieta. Este

comportamiento lo atribuimos a dos factores: la cantidad de grasa y colesterol de la dieta y el

contenido en colesterol de las membranas. Por otro lado, la comparación entre el grupo

aterogénico y los diferentes grupos alimentados con distintas fuentes grasas, muestran una
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adaptación de los últimos al perfil de ácidos grasos presente en cada uno de los aceites

utilizados. En este caso, la única variación entre ambos es el contenido de colesterol en la dieta

y en la glándula. Al comparar estos últimos con el grupo control, la diferencia es

exclusivamente debida a los niveles de grasa. Por tanto, creemos que, en el grupo aterogénico,

este distinto comportamiento en la composición en ácidos grasos de las membranas, se puede

atribuir al colesterol dietético, que se traduce en un incremento de colesterol pancreático.

La regulación de la fluidez de membrana parece ser para la célula un mecanismo

prioritario sobre la adaptación a factores externos como la dieta, aunque ambos aspectos están

íntimamente relacionados. Así, esta modulación viene determinada por las relaciones C/FL y

SFA/UFA; ambas relaciones dependen de la regulación de la biosíntesis de lípidos de

membrana, en particular de colesterol y oleato. Dicha síntesis está sujeta a un mecanismo

feedback de control, a nivel transcripcional (Thewke, et al., 2000).
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CONCLUSIÓN PRIMERA

En conejos, y en nuestras condiciones, la aterosclerosis experimental inducida por la

dieta no afecta, a diferencia de lo que ocurre en hígado, al peso del páncreas ni a su contenido

en proteína, lo que indica ausencia de hipertrofia e hiperplasia de la glándula. Sin embargo, tras

la manipulación de la dieta incrementa de forma marcada el contenido en colesterol. Esto apoya

la idea de que este modelo experimental es adecuado para los objetivos planteados en este

estudio.

CONCLUSIÓN SEGUNDA

La inducción de aterosclerosis en nuestro modelo experimental provoca en la glándula

pancreática una adaptación a los niveles de grasa dietéticos. Esta adaptación afecta a las

actividades de lipasa, colipasa, quimiotripsina y amilasa. En esta especie encontramos una

adaptación de la quimiotripsina a niveles moderados de grasa, frente a otras especies en las que

sólo ocurre con niveles dietéticos elevados de la misma.

Nuestros resultados indican que, en el conejo, la adaptación a elevaciones en la cantidad

de grasa de la dieta dependen, no sólo de los valores absolutos de la misma presentes en ella,

sino también del tiempo de adaptación. La presencia de colesterol en la dieta no afecta al patrón

de adaptación en enzimas pancreáticas a la cantidad de grasa.

CONCLUSIÓN TERCERA

La actividad enzimática del páncreas exocrino se adapta de forma diferencial a la

calidad de la grasa de la dieta. Los patrones adaptativos son diferentes en los grupos que

ingieren dietas ricas en aceite de girasol y oliva frente a las que ingieren aceite de oliva virgen y

pescado. Los ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 (PUFA n-6) dietéticos son los que

inducen un mayor contenido de enzimas pancreáticas.
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CONCLUSIÓN CUARTA

En general, las membranas plasmáticas, mitocondriales y microsomales del páncreas se

asemejan a las de otros órganos como hígado, ya que su composición refleja, en gran medida, el

ácido graso mayoritario presente en la dieta. No obstante, la presencia de  colesterol en esta

última, parece interferir con el proceso de adaptación de dichas membranas, probablemente

debido a que los mecanismos que intentan mantener la fluidez de membrana tendrían más

importancia fisiológica que los procesos de adaptación.

CONCLUSIÓN GENERAL

Una visión global de los resultados obtenidos en este trabajo nos muestra que, los

mecanismos de adaptación del páncreas a las dietas con un alto contenido en grasa se reflejan

principalmente en el contenido en enzimas, pero no en la composición de las membranas de la

glándula. Sin embargo, la calidad de la grasa dietética sí afecta a la composición de las

membranas pancreáticas y, en consecuencia, a las funciones de las diferentes moléculas

presentes en ellas. Si tenemos en cuenta que la calidad de la grasa también afecta a los niveles

de los distintos péptidos gastrointestinales implicados en la regulación de la actividad secretora

del páncreas, esto nos lleva a pensar que la calidad de la grasa afecta preferencialmente a la

secreción de enzimas pancreáticas.

Debemos indicar, por último, la necesidad de posteriores investigaciones que aborden

ambos parámetros, síntesis y secreción, individualmente, para establecer de forma completa, los

mecanismos de adaptación de la glándula pancreática y la posible relación con procesos

inflamatorios glandulares descritos en situaciones de altas ingestas dietéticas de energía y grasa.
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