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Resumen

Perfil de &cidos grasos en eritrocitos e indice omega-3 y su asociacién con
marcadores de peroxidacion lipidica, en escolares de dos estratos

socioeconomicos del Municipio Naguanagua, Edo. Carabobo.

Obijetivo: relacionar el perfil de &cidos grasos (AGs) eritrocitarios e indice omega-3
con indicadores plasmaticos de lipoperoxidacion en escolares de dos estratos
socioeconémicos del Municipio Naguanagua, Edo. Carabobo. Métodos: estudio
descriptivo-transversal, no experimental. Muestra conformada por 91 escolares (7-9
afios) de estrato Il (n=45) y estrato V (n=46) segin método de Graffar-Méndez
Castellanos, que asistieron a escuelas publicas de Naguanagua, Edo. Carabobo,
Venezuela durante 2005-2007. Se determind el perfil de &cidos grasos en eritrocitos
(mol%) y en plasma sustancias reactivas al acido tiobarbitarico, susceptibilidad de
oxidacion in vitro de las lipoproteinas de baja y muy baja densidad, LDL oxidada
circulante in vivo (LDLox) y colesterol total. Se calcularon relaciones y sumatorias de
AGs, indice omega-3 (%acido eicosapentaenoico+%acido docosahexaenoico) y la
relacion  LDLox/colesterol total. Resultados: el porcentaje de 4cido
eicosapentaenoico fue significativamente mayor en los nifios del estrato V, mientras
que el indice n-6/n-3 y las relaciones 20:4n-6/20:5n-3, 20:4n-6/(20:5n-3+22:6n-3
fueron significativamente mayores en el estrato Ill. El indice omega-3 fue bajo (<
4%) en 88% de los nifios, sin asociacion con el estrato socioecondémico. Los nifios de
estrato IIl mostraron niveles significativamente mas elevados de LDLox,
susceptibilidad de oxidacion in vitro de la LDL y colesterol total. La LDL oxidada,
susceptibilidad de oxidacion in vitro de la LDL y VLDL vy la relacion n6/n3 fueron
predichas por el estrato socioecondmico. Conclusiones: el perfil eritrocitario de AGs
e indicadores de peroxidacién lipidica mostraron diferencias por estratificacion
socioecondémica en los escolares estudiados. Los hallazgos sugieren la necesidad de
intervencion con alimentos fortificados con EPA y DHA. Trabajos mas amplios
deberan confirmar los resultados obtenidos.

Palabras Clave: 4&cidos grasos, eritrocitos, acido eicosapentaenoico, acido
docosahexaenoico, LDL oxidada, indice omega-3, escolares, Venezuela.

xii
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CAPITULO I

EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

Los lipidos son macronutrientes que forman parte de los tejidos de plantas y
animales, estan clasificados como: esteroles, fosfolipidos, esfingomielinas, ceras y
grasas. A su vez el principal componente de todas las grasas corresponde a los &cidos
grasos (AGs), acidos organicos que generalmente contienen un nimero par de atomos
de carbono, normalmente entre 8 y 22. Las propiedades biologicas de los AGs
dependen del largo de su cadena alifatica, del nimero y posicién de sus dobles
enlaces y de su configuracion cis/trans. Los AGs se clasifican en insaturados y

saturados, seguin tengan o no dobles enlaces en su cadena alifatica .

Los AGs insaturados pueden ser monoinsaturados o poliinsaturados. Dentro
de los AGs monoinsaturados se encuentra el acido oleico perteneciente a la familia n-
9 (w -9) de posicion cis, el cual es el componente fundamental del aceite de oliva. Por
su parte, existen dos acidos grasos poliinsaturados (AGPIs) también de posicién cis,
conocidos como &cidos grasos esenciales (AGESs) ya que deben obtenerse de la dieta,
éstos son el &cido linoleico (AL) y el é&cido alfa-linolénico (ALN), los cuales
pertenecen respectivamente a la familia de los AGs n-6 o n-3, también conocidos

como ®-6 u w-3. Estas dos familias se diferencian por la posicion del primer doble
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enlace, contando a partir del extremo metilo de la molécula del &cido graso. La
esencialidad de dichos AGs se debe a que los mamiferos carecen de las enzimas
necesarias para insertar dobles enlaces en los &tomos de carbono que estan mas alla
del carbono 9 a partir del carboxilo terminal, a diferencia de la familia ®-9 que si

puede ser sintetizada .

Dentro del organismo, los AGPIs se pueden convertir en otros de cadena larga
(AGPIs-CL) con mas insaturaciones, como son el &cido araquidéonico (AA), el acido
eicosapentaenoico (EPA) y el &cido docosahexaenoico (DHA) los cuales conservan
su posicion cis . El AA es el principal AGPI-CL de la familia @-6, se sintetiza a
partir del AL a traves de una secuencia alterna de desaturaciones y elongaciones (el
AA y sus productos finales estan involucrados en procesos fisiologicos del cerebro).
La misma via metabolica permite transformar el ALN en DHA y EPA, los cuales son
los principales productos de la familia -3, esto explica la posible competencia

metabdlica existente ante un desbalance entre las familias ©-6 y @-3 ¢,

El consumo de ambas familias de AGPI -6 y »-3 debe ser equilibrado para
conservar un buen estado de salud, sin embargo, hoy se hace énfasis en la necesidad
de ingerir alimentos ricos en -3, debido a que la dieta actual tiene una deficiencia
relativa de -3 en relacién con los ©-6 “*; este desbalance quizas se deba al

consumo de aceites vegetales ricos en ®-6, el cual es muy frecuente. Tras la ingesta
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de AGs omega-3, la formacion preferente de eicosanoides de la familia ®-3
(tromboxano Az y prostaglandina 13) cuya funcidén neta es de actuar como anti-
tromboticos y vasodilatadores, afecta significativamente el balance de eicosanoides
de la familia ©-6 (tromboxano A, y prostaglandina I,), los cuales tienen efectos pro-

trombéticos, pro-inflamatorios y vasoconstrictores ©.

Desde algunos afos atras se cuenta con evidencia de que los AGPIs ®-3
reducen el riesgo de cardiopatia isquémica ). La OMS recomienda el consumo
minimo diario de 0,3-0,5 g de EPA y DHA en la poblacién general, mientras que se
recomienda la ingesta de 1 g/dia de acidos grasos omega-3 en individuos con
antecedentes de enfermedad coronaria ©. El enriquecimiento de los fosfolipidos de
las membranas celulares con EPA y DHA puede tener efectos muy importantes. Por
su naturaleza altamente insaturada, estos AGs alteran las propiedades de la
membrana ©, conduciendo a cambios en el microentorno de las proteinas
transmembrana (ej. los receptores), alterando la manera en que éstas interactian con

sus ligandos 9.

La modificacién de la composicion de los AGs de la membrana también
puede afectar la habilidad de las proteinas para asociarse a las membranas y

consecuentemente para interactuar con otros complejos multiproteinas que participan

 (1112).

en los sistemas de sefalizacién celula : de esta manera también se ha
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comprobado que ejercen potentes efectos anti-inflamatorios a través de la unién a
receptores especificos en la membrana de células T, lo cual inhibe su activacion ¢34,

Recientemente se ha propuesto un nuevo factor de riesgo de muerte por
cardiopatia isquémica con base a los resultados de diversos estudios en los que se
demostré una fuerte relacion inversa entre el contenido de EPA+DHA de los
hematies y el sindrome coronario agudo *®. Este factor de riesgo fue denominado
indice omega-3 y se calcula como el porcentaje de EPA+DHA del total de AGs
contenidos en los eritrocitos, sugiriéndose puntos de corte de acuerdo con el nivel de
riesgo que éste otorga. Se considera nivel cardio-protector cuando el indice omega-3
es del 8% o mas. El incremento de riesgo de muerte por cardiopatia isquémica esta
asociado con un indice menor del 4% y el riesgo intermedio es el que se sitla entre el

riesgo alto y el bajo 7.

El indice omega-3 se ha comparado con otros factores de riesgo para
enfermedad cardiovascular, encontrandose como predictor de enfermedad coronaria a
diferencia de los otros indicadores que tienen significancia pero cuando el proceso
aterogénico ya estéd instaurado, de este modo se ha propuesto su aplicacion como

indicador temprano para enfermedad cardiovascular .

Por otro lado, la configuracion de los AGs insaturados tiene importancia
bioldgica, por lo que vale la pena referirse a ésta. Dicha configuracion puede ser cis o

trans. Los AGs insaturados naturales tienen casi invariablemente la primera
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configuracion. Por su parte, los AGs de configuracion trans son AGs insaturados con
al menos un enlace doble, en donde los &tomos de hidrogeno sustituyentes unidos a
los atomos de carbono que poseen el enlace doble, se encuentran en direcciones
opuestas al plano delimitado por el doble enlace ya mencionado ®®. La
hidrogenacion industrial de AGPIs de posicién cis, muy utilizada para la produccién
de margarinas, comida rapida, galletas, etc, provoca la formacion de AGs trans. Otra

fuente de origen durante la preparacion de alimentos es el proceso de fritura %%,

Un alto consumo de AGs trans provoca la modificacion de las membranas
celulares, confiriéndole mas rigidez ya que su configuracion es similar a la de los
AGs saturados “®??. En este orden de ideas, multiples estudios realizados desde la
década de los noventa han demostrado que la ingesta de AGs trans provenientes de
los aceites hidrogenados industrialmente tiene efectos adversos sobre los lipidos
sanguineos y son mas aterogénicos que los AGs saturados, elevando notablemente la
relacion LDL colesterol/HDL colesterol ®®. El consumo de AGs trans también
disminuye el tamafio de las lipoproteinas; el predominio en el plasma de LDL
pequefia y densa esta asociado a un mayor riesgo de ECV por su mayor

susceptibilidad de oxidacion, entre otras razones %429,

Todo lo hasta ahora expuesto hace comprender que la dieta es el factor

fundamental que condiciona la composicion en AGs que adquieren las células del
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organismo, siendo asi tan importante la cantidad de grasa ingerida como la calidad de
la misma ya que esta Ultima se asocia plausiblemente con diferentes procesos
fisiopatoldgicos. Por mucho tiempo se penso que esto ultimo era relevante solo para
la salud del adulto, sin embargo, las evidencias acumuladas se han encargado de

demostrar que también lo es para los nifios.

En tal sentido, hoy se reconoce que la dieta es el principal, aunque no el unico,
determinante del estado nutricional durante el crecimiento y desarrollo. Mas aun,
el estado nutricional durante la infancia es un fuerte predictor del estado nutricional
en la adultez ®”. Como se sabe, existen periodos de la vida donde el individuo es més
susceptible desde el punto de vista nutricional. Especificamente, los nifios durante la
edad escolar pueden ser vulnerables a alteraciones nutricionales, bien sea por déficit o
por exceso, al atravesar una serie de cambios propios de su edad que incluyen el
desarrollo de un grado de independencia que les permite frecuentemente patrones de
consumo alimentario que no favorecen el aporte balanceado de
nutrientes, presentandose con relativa frecuencia alteraciones, un ejemplo de ello son

modificaciones del perfil lipidico asociadas a un alto riesgo cardiovascular ®.

Lo anteriormente expuesto permite proponer a la infancia como una
ventana de oportunidades para prevenir los factores de riesgo para enfermedades
cronicas no transmisibles relacionados con la dieta, como la ateroesclerosis, ya que en

muchos casos estos factores aparecen en el nifio y persisten en el adulto. Dicho
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planteamiento adquiere aun mayor relevancia a la luz de los resultados de diversos
trabajos de investigacion, como el estudio PDAY “Pathological Determinants of

» (29)

Atherosclerosis in Youth , los cuales han confirmado que el desarrollo de las

primeras lesiones ateroescleréticas se inicia precisamente en la infancia.

El rol de las grasas en la ateroesclerosis es indiscutible. EI aumento de los
niveles plasmaticos de colesterol, particularmente en forma de lipoproteina de baja
densidad (LDL), es un importante factor pero no el Unico en la patogénesis de la
enfermedad ©%. En este sentido, los cambios oxidativos en las LDL constituyen un
paso clave en la ateroesclerosis. Las LDL oxidativamente modificadas son captadas
de forma incontrolada por los macrofagos y células  musculares
lisas, originandose células espumosas que son base para el desarrollo de la placa de

ateroma @,

Por otra parte, también se concede importancia a las modificaciones
oxidativas que pueden sufrir otras lipoproteinas, como la lipoproteina de muy baja
densidad (VLDL). Aunque todavia existe mucho que aclarar sobre este aspecto, se
sabe que su oxidacién incrementaria la captacion de lipidos por parte de las células
espumosas. La VLDL se ha encontrado en lesiones aterosclerdticas ©2%),
proponiéndose que en situaciones que impliquen aumento de la concentracion de

triglicéridos es probable que la VLDL contribuya significativamente al riesgo

cardiovascular ¥,
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No existen observaciones extensas sobre la oxidacion lipidica en los nifios. Un
estudio en nifios sanos, normo-colesterolémicos y libres de riesgo cardiovascular ha
reportado titulos incrementados de anticuerpos contra LDL oxidada, lo cual se
correlaciona con la susceptibilidad de oxidacion in vitro de la LDL aislada del
plasma ®®. En nifios venezolanos de estrato socioecondmico bajo, se ha informado
una gran variabilidad en torno a la susceptibilidad de oxidacion de las LDL y VLDL
del plasma, encontrando un grupo de nifios que no mostré susceptibilidad a oxidacion
mientras otro si, lo cual pudiera atribuirse al tipo de dieta mantenida y

especificamente a la calidad de los AGs ingeridos y consumo de antioxidantes ©°.

En este orden de ideas, una alta proporcion de AGPIs en las lipoproteinas les
confiere gran susceptibilidad a la oxidacion, mientras una alta proporcion de AGs
monoinsaturados las protege contra ésta. La susceptibilidad a la oxidacién de la
lipoproteina también es altamente dependiente del contenido de antioxidantes en la
lipoproteina. Tanto la composicion en AGs como la proporcion de antioxidantes son

dependientes de la ingesta dietética ©”.

Es necesario recordar que la ingesta dietética de un individuo estéa fuertemente
condicionada por diversos factores, entre otros por su situacion socioecondmica,
estableciéndose una compleja relacion entre la dieta, el estrato socioecondémico (ESE)

y ciertas enfermedades. Diversas observaciones apuntan a una mayor prevalencia de
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obesidad entre los individuos de menores recursos economicos en los paises
desarrollados ©®; mientras que en los paises en vias de desarrollo los individuos de
mayor ESE serfan los més afectados por el sobrepeso ©¥. Hallazgos epidemioldgicos
indican que el ESE se asocia de manera inversa con la mortalidad y la morbilidad por
enfermedad cardiovascular en los paises desarrollados, mientras que la evidencia de

esta asociacion en los paises en vias de desarrollo no es totalmente consistente “©.

En Venezuela no existen datos amplios sobre el patrén de AGs dietarios
consumidos en los diferentes estratos socioeconomicos. En tal sentido, la
caracterizacion del perfil de AGs de la leche materna de mujeres venezolanas de bajo
estrato socioecondémico demostrd un bajo contenido de DHA, no alcanzando los 70
mg/dia que se han considerado necesarios para sostener el crecimiento de las
estructuras del sistema nervioso vy la retina “Y. Por el contrario, la familia ©-6 se
encontrd bien representada, debido al alto contenido de AL y a una cantidad de AA
parecida a las encontradas en poblaciones con una alimentacion més adecuada,
sugiriéndose que el alto valor de AL seguramente deriva del uso muy frecuente de
aceites vegetales ricos en este &cido graso (soja, girasol, maiz, ajonjoli, mani) para la

preparacion de los alimentos “%.

Estudios realizados en paises latinoamericanos también orientan sobre las
posibles diferencias entre estratos socioeconémicos en relacion al perfil de AGs

consumidos. En la poblacion colombiana, el uso del aceite de girasol, como grasa
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principal para cocinar, ha sido asociado positivamente al estatus socioeconémico “?;
situacion similar se demostré en Costa Rica con el aceite de soja “¥. Se conoce que
los aceites de mayor consumo en la poblacidon venezolana son el aceite de maiz,
girasol y soja “¥. Tales aceites contienen porcentajes importantes de &cido linoleico
(C18:2 n-6), el cual por sus insaturaciones se asocia a un aumento de la

susceptibilidad de oxidacion de la LDL “*49).

Considerando que los AGs pueden comportarse como sustratos oxidables, que
la dieta constituye su via de ingreso al organismo y que el nivel socioeconomico del
individuo condiciona fuertemente el consumo dietario, es posible plantear las
siguientes interrogantes: ¢Existen entre los escolares diferencias en el perfil de AGs
eritrocitarios, indice omega-3 y marcadores de peroxidacion lipidica segun
estratificacion social?, de existir tales diferencias ¢Qué estrato socioeconémico
reflejaria un mejor estado de tales indicadores?, asimismo ¢De qué modo se asocian
entre si dichos indicadores en los escolares?. Con el fin de dar respuesta a estas
interrogantes, el presente estudio tuvo por finalidad relacionar el perfil de &cidos
grasos eritrocitarios e indice omega-3 con indicadores plasmaticos de oxidacion
lipidica en un grupo de escolares venezolanos de dos estratos socioeconémicos. La
informacion generada permitié aportar informacion ajustada a la realidad social y

nutricional de nuestros escolares.
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1.2 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.2.1 Objetivo General
Relacionar el perfil de acidos grasos eritrocitarios e indice omega-3 con
indicadores plasmaticos de oxidacion lipidica en escolares de dos estratos

socioecondémicos del Municipio Naguanagua, Edo. Carabobo.

1.2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar el grupo estudiado segun edad, sexo Yy estrato
socioeconomico.

2. Determinar el perfil de acidos grasos eritrocitarios e indice omega-3 en la
muestra en estudio.

3. Determinar la susceptibilidad a la oxidacion in vitro de las lipoproteinas
de baja y muy baja densidad del plasma.

4. Determinar la concentracion plasmatica de LDL oxidada circulante y de
sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico en plasma.

5. Comparar el perfil eritrocitario de &cidos grasos, indice omega-3 e
indicadores de peroxidacion lipidica segun estrato socioecondmico.

6. Asociar las variables estudiadas con el estrato socioecondmico.
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1.3 JUSTIFICACION

El perfil de AGs en la membrana de los eritrocitos constituye un reflejo
representativo de la calidad de la ingesta dietaria, ya que no solo durante la
maduracion de reticulocitos en la médula 6sea los AGs se van incorporando a esta
membrana sino por intercambio directo con el plasma “”, al circular como células
maduras, mostrando asi el consumo sostenido en los tres meses anteriores y no de una
ingesta aguda o puntual. Por su parte, el indice ®-3 obtenido a partir de dicho perfil,

representa hoy una herramienta de evaluacion del riesgo coronario 7.

Es justamente durante la etapa pediatrica en la que mas interesa ampliar el
conocimiento sobre las variaciones de la composicion eritrocitaria de AGs, no solo
por la poca informacion con la que se cuenta en nifios venezolanos segun la revision
bibliografica realizada, sino también por la vulnerabilidad que desde el punto de vista

nutricional se asocia a la edad escolar, ya comentada anteriormente.

Por su parte, siendo la ateroesclerosis un proceso que se inicia desde la
infancia y la lipoperoxidacién un evento clave en el desarrollo de las lesiones
ateroescleroticas que mas tarde generaran eventos cardiovasculares, resulta justificada

la evaluacién de parametros de oxidacion lipidica en escolares. Esto dltimo es
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reforzado por el sefialamiento que ha hecho la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), el cual apunta a que las enfermedades cardiovasculares son responsables de
32 millones de eventos coronarios y accidentes cerebro-vasculares, estimando que el
problema es mucho mayor en paises en via de desarrollo “®. En Venezuela, durante
el afo 2012, las enfermedades del corazon ocuparon el primer lugar como causa de
muerte, al representar 1 de cada 5 defunciones registradas y en Carabobo se

contabilizaron mas de 2500 muertes por estas enfermedades en el mismo afio “.

En la actualidad los organismos internacionales vigilantes de la salud mundial
promueven con gran énfasis las investigaciones que contribuyan a esclarecer el rol
del contexto socioecondmico sobre la salud ya que consideran la equidad de la salud
como un derecho fundamental de todos los seres humanos. Bajo tal premisa resulta
importante verificar si el perfil de AGs y marcadores de peroxidacion lipidica varian
con la estratificacion en los escolares venezolanos. Mas aun, la informacion aportada
por esta investigacion sirve como referencia para otros estudios similares ya que las
muestras analizadas fueron recolectadas entre 2005 y 2007, afios en los cuales la
situacion alimentaria del pais fue diferente a la actual, pues resultan notorios los
cambios que se han producido en la disponibilidad de alimentos asi como en el poder

adquisitivo de la poblacion venezolana al transcurrir una década.

Por altimo, los resultados de este estudio contribuyen a brindar basamento al

futuro desarrollo de recomendaciones nutricionales mas acordes con la realidad de los
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ninos venezolanos a fin de reducir la incidencia futura de enfermedades
cardiovasculares en los adultos.

2. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

En atencidn a la escasa bibliografia en nifios, que refleje la relacion entre AGs
eritrocitarios, oxidacion lipidica y estratificacion socioecondémica, se exponen
antecedentes bibliograficos que, si bien su fecha de publicacion es superior a los
cinco previos, muestran hallazgos que se mantienen como bases validas para el
presente trabajo. Asimismo, para lograr una exposicion clara de la informacién, se
presentan en primer lugar los antecedentes que abordan la composicion eritrocitaria
de AGs y el indice omega-3 y en segundo lugar aquellos relacionados con la

lipoperoxidacion.

En 2008 Cohen y col. ®® intentaron comprobar si el estrato socioeconémico
bajo se relacionaba con niveles eritrocitarios bajos de AGPIs de familia ®-3, en
pacientes con enfermedad coronaria. Para ello realizaron un estudio de corte
transversal en 987 adultos con enfermedad arterial coronaria estable (EAC),
procedentes de clinicas ubicadas en San Francisco, EE.UU. Se establecio el estrato
socio-econdmico considerando los ingresos econdémicos, educacion, ocupacion, y
vivienda, y se evalud la cantidad de AGPIs ®-3 en eritrocitos, especificamente de

DHA y EPA, a través de cromatografia de gas capilar. Los participantes con ingresos
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econdémicos bajos, educacion incompleta, ocupacion inestable y vivienda en medios
urbanos, en general, arrojaron niveles significativamente mas bajos de -3, sin
embargo, después del ajuste por los factores demograficos, el estado de vivienda no
fue relacionado con los niveles de DHA o EPA. En los pacientes con EAC, los
ingresos familiares, la educacién, y la ocupacion se encontraron relacionados
directamente con los niveles eritrocitarios de los AGPIs ®-3, confirmando la
posibilidad de que la calidad de la ingesta de los AGPIs -3 podria ser un importante
factor en la asociacion entre estrato socioeconémico bajo y enfermedad

cardiovascular.

Por su parte, los estudios en poblaciones pediatricas no son tan amplios, por
ello Orton y col. ®Y realizaron un estudio de validacion de la dieta de cuatrocientos
cuatro jovenes entre 1-11 afios, mediante la comparacion de la ingesta dietética de
acidos AGs omega-3 y omega-6, evaluada por un cuestionario de frecuencia
alimentaria semicuantitativa aplicada a los padres y por el perfil de &cidos grasos
eritrocitarios de cada individuo determinado por cromatografia de gas. Utilizaron
modelos mixtos para probar la asociacion y calcular la correlacion entre el perfil de
AGs eritrocitarios y la ingesta de AGPIs utilizando todos los registros de consumo
para cada joven. Encontraron que el cuestionario de ingesta aplicado a los padres
proporciond estimaciones de la ingesta a mediano largo plazo de AGPIs, que se

correlacionaban bien con su estado de AGs en la membrana de los eritrocitos. La
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correlacion mas signicativa fue entre la ingesta de pescado por encuesta y el

contenido eritrocitario de EPA y DHA.

Burrows y cols. ®? en 2011 estudiaron la relacion entre el indice de omega-3,
el peso y la resistencia a la insulina en nifios. La muestra estuvo constituida por 24
nifios con edad comprendida de 5 a 12 afios de una escuela australiana, los cuales
fueron clasificados como obesos y no-obesos, por medio del indice de masa corporal.
El consumo de grasas fue evaluado a traves de un cuestionario hecho a uno de los
padres y se midio perfil de AGs en eritrocito usando cromatografia de gas. Una
proporcion significativa de los nifios obesos (33%) mostraron un indice omega-3 <
4,0% (riesgo alto) comparado con nifios no-obesos (17%). Simultaneamente, el
numero de nifios con indice omega-3 alto (6,0-8,0% bajo riesgo) fue mas bajo en el
grupo de los obesos (13%) versus nifios no-obesos (25%). Existié una moderada pero
significativa correlacion inversa entre el indice omega-3 y el nivel de insulina en
ayunas. Los autores concluyeron que el indice omega-3 en nifios podria ser un
indicador valioso para riesgo cardiovascular y resistencia a la insulina, sin embargo,

recomendaron realizar mas investigaciones sobre el tema.

En otro orden de ideas, se ha planteado que la peroxidacién lipidica junto a la
hipercolesterolemia podrian ser factores de riesgo en edades tempranas para el
desarrollo de lesiones ateroescleréticas, generandose interés su estudio. Velasquez y

col. ®3 en 2004 evaluaron las concentraciones vitamina E y la peroxidacion lipidica a
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través de la concentracion de malondialdehido o MDA en 134 nifios colombianos de
edades comprendidas entre 6 a 9 afios, de los cuales, 67 tenian valores de LDL > a
130 mg/dl (hipercolesterolémicos) y otros 67 con niveles de LDL < 130 mg/dl. Los
escolares con concentraciones séricas de LDL superiores o iguales a 130 mg/dl
presentaron mayor concentracion plasmatica de MDA que aquellos con LDL
inferiores a 130 mg/dl, de este modo, la peroxidacion lipidica fue mayor en nifios
hipercolesterolémicos y aumenté a medida que disminuyd la relacion plasmatica de
alfatocoferol/lipidos totales (mg/g), concluyendo que la hipercolesterolemia y la
peroxidacion lipidica son factores de riesgo cardiovascular que coexisten y se

instauran desde la edad escolar

Por su parte, Ruiz y col. ®® en 2006 con el objetivo de relacionar la
susceptibilidad a la oxidacion a variables antropometricas (peso-talla, talla-edad, area
grasa), hematolégicas (hemoglobina y hematocrito) y bioguimicas (concentracion
plasmatica de colesterol total, LDL-c, HDL-c, triglicéridos y ferritina), estudiaron 24
nifos escolares aparentemente sanos (7 a 9 afios de edad) que asistieron a unidades
educativas de los Estados Carabobo y Lara (Venezuela) durante el periodo escolar
2003-2004. Los nifios pertenecieron a los estratos 111, 1V y V segun Graffar Méndez
Castellano. La VLDL y LDL aisladas del plasma se sometieron a oxidacion in
vitro con cobre y se midid la concentracion de las sustancias reactivas al acido
tiobarbitdrico (TBARS) luego de tres horas de incubacion. En este estudio 50% de los

nifios evaluados present6 oxidacion de la LDL, 62,5% oxidacion de la VLDL y 33%
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oxidacion de ambas lipoproteinas. La susceptibilidad a la oxidacion no se encontrd

asociada a las variables antropomeétricas y hematologicas estudiadas.

Otro marcador de estrés oxidativo que se ha asociado con la
obesidad, resistencia a la insulina, sindrome metabolico y enfermedad
cardiovascular en los adultos ®*, es la concentracion de LDL oxidada circulante en
plasma. Sin embargo, poco se conoce acerca de dicho indicador en nifios. En 2010
Kelly y col. ®® evaluaron en 78 nifios la relacién entre LDL oxidada circulante,
medidas de adiposidad (indice de masa corporal, porcentaje de grasa
corporal, circunferencia de cintura, el porcentaje de grasa del tronco, visceral
abdominal y la grasa subcutanea) y resistencia a la insulina medida por clamp
euglucémico (Mlbm). Los niveles de LDL oxidada fueron significativamente
mayores en los nifios con sobrepeso/obesidad con respecto a los nifios de peso normal
y correlacionaron directamente con los indicadores de adiposidad e
insulinoresistencia. Los autores concluyeron que la LDL oxidada se asocio
significativamente con la adiposidad y con la resistencia a la insulina,

independientemente de la grasa corporal, en los nifios estudiados.

2.2 Bases tedricas

2.2.1 Acidos Grasos
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Los principales componentes de todas las grasas son los AGs, que pueden ser
saturados e insaturados segun la ausencia o presencia de dobles enlaces en su

estructura, respectivamente @.

Los AGs pueden clasificarse en cuatro grupos de acuerdo con la longitud de
su cadena ©®:
%+ AGs de cadena corta (4-6 atomos de carbono)
%+ AGs de cadena media (8-12 4&tomos de carbono)
%+ AGs de cadena larga (14-18 atomos de carbono)

%+ AG de cadena muy larga (20 o mas atomos de carbono)

Los AGs presentes en el organismo se encuentran en su forma saturada,
principalmente como acido palmitico. Por su parte, los AGs insaturados pueden tener
un solo doble enlace (monoinsaturados 0 monoenoicos) 0 mas de un doble enlace
(poliinsaturados o polienoicos). El descubrimiento de que algunos AGs pueden actuar
como ligandos de factores de transcripcién indicd que no son meramente moléculas

pasivas que aportan energfa sino que también son reguladores metabélicos .

Dentro de los AGs monoinsaturados tenemos al &cido oleico de la familia -9,
el cual es el componente fundamental del aceite de oliva. Los AGPIs se encuentran en
los aceites vegetales, como el AL de la familia ®-6 en los aceites de soya, maiz y

girasol, y el ALN de la familia ®-3 abundante en los aceites de canola, linaza, colzay
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nuez . También los pescados de aguas profundas, conocidos como “pescados de
carne azul” por el color caracteristico de algunos de sus musculos, son fuente de

AGPIs »-3 ©9,

Atendiendo a razones fisioldgicas, para la nomenclatura de los AGs resulta
mucho mas util y simple indicar exclusivamente el nimero de atomos de carbono, el
numero de dobles enlaces y la posicion del primero de ellos contando a partir del
carbono terminal no carboxilico, afiadiendo las letras ® o n. Como ejemplo, el &cido
linolénico se denomina como 18:3 n-3 0 18:3 ®-3. Se indica asi que existe un doble
enlace en el carbono 3, contando a partir del metilo terminal y otros dos dobles
enlaces situados a partir de éste, de manera no conjugada, quedando siempre un
metileno entre ellos; por tanto, el siguiente enlace se encuentra en posicion omega-6

(w-6) y el Gltimo en omega-9 (©-9) .

La presencia de un doble enlace determina que existan dos tipos de
configuraciones, la forma cis donde los sustituyentes iguales de los &tomos de
carbono que forman el doble enlace se encuentran situados en el mismo lado con
respecto al plano que determina el doble enlace carbono-carbono y la forma trans
donde los sustituyentes se ubican en lados opuestos ®%. Cabe destacar que los dobles
enlaces adoptan casi siempre una conformacion de tipo cis, lo que origina un angulo
de aproximadamente 120° en dicha posicion y, por tanto, un acomodamiento de la

molécula. Al aumentar el nimero de dobles enlaces, se origina una importante
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curvatura en la molécula del &cido graso con relevantes repercusiones en la

conformacion de los triglicéridos y fosfolipidos que contienen a estos AGs ©?.

Los AGs con dobles enlaces en posicion trans proceden de modo natural de la
grasa de la leche y de la carne de los rumiantes formados por la microbiota de estos
animales. También se pueden originar por transformacion quimica de los AGs de
posicion cis, en determinados procesos tecnoldgicos “Y. Los AGs con doble enlaces
trans son rectos, por lo que sus propiedades biolégicas cambian y se relacionan con

hipercolesterolemia 9.

2.2.2 Metabolismo Lipidico
2.2.2.1 Digestion

La digestion de los lipidos comienza en la boca, donde como respuesta a la
masticacion y a los estimulos nerviosos se segrega la lipasa lingual, que hidroliza
algunos enlaces ésteres de los &cidos grasos de cadena corta y media de los
triglicéridos. Estos pasan al estomago donde interviene la lipasa gastrica. La emulsion
formada en el estdbmago pasa por el piloro al duodeno donde se liberan sales biliares,
se favorece una microemulsion y actla la lipasa pancreatica que cataliza la
transformacion de todos los triglicéridos en AGs libres y 2-monoglicéridos. Ademas,
el jugo pancreatico contiene las enzimas: fosfolipasa A2, colesterol esterasa y

colipasa, que hidrolizan fosfolipidos y ésteres del colesterol ©V.
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En el citoplasma del enterocito tiene lugar la reconversion secuencial de los
AGs y 2-monoglicéridos en triglicéridos. Estos trigliceridos, junto con otros lipidos
resintetizados (fosfolipidos y ésteres de colesterol), migran en forma de vesiculas
desde la regién apical hacia la basal del enterocito (en su transito se incorpora una
proteina especifica, apolipoproteina B-48), hasta formar los quilomicrones. Mediante
un proceso de exocitosis, los quilomicrones se segregan a los capilares linfaticos del
plexo mesentérico, de donde pasan a los vasos linfaticos y finalmente al torrente
sanguineo donde son transportados hasta los diferentes tejidos, donde son utilizados
como fuente de energia, componentes estructurales de las membranas, precursores de

metabolitos biolégicamente activos o son almacenados como reserva 262,

El higado, mdsculo esquelético, corazén y corteza renal son los principales
aceptores de estos AGs, donde producen energia por oxidacion. En el higado los AGs
también pueden participar en la formacion de las lipoproteinas de muy baja densidad,

regulandose el suministro de AGs a los tejidos extra hepaticos ©¢>5%.

2.2.2.2 Oxidacién de los acidos grasos

Los AGs procedentes de la hidrdlisis de los triglicéridos se acumulan en el
citoplasma celular, mientras que su oxidacién se lleva a cabo en la matriz
mitocondrial. Los AGs son activados y transportados activamente hasta el interior de
la mitocondria. En primer lugar, el AG se transforma en acil-CoA por distintas

isoenzimas de la acil-CoA sintetasa. A continuacion, se produce una
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transesterificacion del grupo acilo de este sustrato a la carnitina por la carnitina acil
transferasa I, de manera que el producto formado, acil-carnitina, difunde unido al
transportador acilcarnitina/carnitina a través de la membrana mitocondrial hacia el
interior de la mitocondria donde tiene lugar la liberacion del AG, de nuevo en forma
de acil-CoA, por la carnitina acil transferasa 11 ©2.

En el interior de la mitocondria, la oxidacion de los AGs se produce en tres
fases. La primera fase se denomina B-oxidacion, y consiste en la eliminacion
oxidativa de unidades sucesivas de dos 4&tomos de carbono en forma de acetil-CoA a
partir del extremo carboxilo de la cadena de acido graso. En la segunda fase de la
oxidacion, los residuos acetilo del acetil-CoA se oxidan a CO; por la via del ciclo del
acido citrico. Las dos primeras fases de la oxidacion de los AGs reducen los
transportadores electrénicos a NADH y FADH;, que en la tercera fase donaran sus

electrones a la cadena transportadora mitocondrial donde se forma ATP. Asi, la

energfa liberada por la oxidacion de los AGs se conserva en moléculas de ATP ©2.

Los peroxisomas también contienen enzimas capaces de oxidar los AGs hasta
acetil-CoA. La unica diferencia significativa radica en la produccion de FADH,, que
interacciona directamente con una molécula de oxigeno para producir H,O,. Esta
molécula es muy reactiva, tiene propiedades oxidativas y se metaboliza rapidamente
por la catalasa en H,O y O,. Por lo tanto, en los peroxisomas, la energia no se

conserva en forma de ATP sino que se disipa en forma de calor ©°.
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La oxidacion peroxisomal es fundamentalmente de AGs de corta y media
cadena. Un nivel elevado de grasa en la dieta produce un aumento de la sintesis de
enzimas de la B-oxidacion peroxisomica en el higado de mamiferos. El acetato
producido por la oxidacion de los AGs se exporta al exterior de los peroxisomas.
Cuando existe exceso de moléculas de acetil-CoA procedentes de la beta-oxidacion
de los AGs en el higado se producen los denominados *“cuerpos ceténicos”:
acetoacetato, B-hidroxibutirato y acetona (éste ultimo es volatil y se exhala). En los
tejidos extrahepaticos, el B-hidroxibutirato puede oxidarse a acetoacetato que se
activa en forma de acetoacetil-CoA y se rompe en dos moléculas de acetil-CoA que
entran en el ciclo del &cido citrico, constituyendo una fuente adicional de energia

procedente del higado para las células extrahepaticas ©?.

2.2.2.3 Biosintesis de los acidos grasos

Los AGs se sintetizan en el citoplasma de las células, de manera que asi se
mantienen separados los procesos biosintéticos de los degradativos. La acetil-CoA
carboxilasa (enzima limitante) transforma el acetil-CoA en malonil-CoA que es el
sustrato de la &cido graso sintasa; este complejo multienzimatico detiene su
produccién cuando el AG formado es de 16 4tomos de carbono. El &cido palmitico
(16:0) sintetizado podré participar en diversas rutas metabdlicas de elongacion y

desaturacion ©253),
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La elongacion del acido palmitico tiene lugar en el reticulo endoplasmatico y
en las mitocondrias. Las enzimas que participan, son las acido graso elongasas, estas
difieren en términos de especificidad por el sustrato. En el reticulo endoplasmatico, el
proceso consiste en adicion de dos atomos de carbono de una molécula de malonil-
CoA al extremo carboxilo final del AG “activado” como palmitoil-CoA. Pueden
aumentar de tamafio tanto los AGs saturados como insaturados, pero las elongasas
prefieren como sustrato a los AG insaturados. En las mitocondrias, para la elongacion
se utiliza el acetil-CoA como donador de atomos de carbono; es cuantitativamente
menos importante que la elongacion del reticulo endoplasmatico y suele funcionar

solo cuando el potencial reductor de la mitocondria es alto 263,

La desaturacion se cataliza por las acil-CoA desaturasas en el reticulo
endoplasmatico liso y consiste en una reaccion en la que el AG correspondiente como
acil-CoA y el NADPH se oxidan por una molécula de oxigeno; ademas participan el
citocromo b5 y la citocromo b5 reductasa. El acido palmitico (16:0) y el &cido
estearico (18:0) son los precursores de los AGs monoinsaturados mayoritarios en
nuestras células: el acido palmitoleico (16:1 ®-7) y el acido oleico (18:1 ®-9). La
desaturasa que cataliza este proceso se conoce como A9-desaturasa, también conocida

como estearoil-CoA-desaturasal ©4%?.

2.2.3 Acidos grasos esenciales y posibles mecanismos de accion de AGPIs
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Las células de los mamiferos no tienen las desaturasas capaces de introducir
un doble enlace en los atomos de carbono 12 (Al2-desaturasa) y 15 (A15-desaturasa)
contando a partir del extremo carboxilo de los AGs; por lo tanto, no pueden sintetizar
el AL (18:2 w-6) ni el ALN (18:3 w-6), respectivamente. Estos AGs se consideran
“esenciales” porque tienen que ser incorporados a nuestro metabolismo mediante la
ingesta de alimentos que los contienen. La carencia de AGs esenciales en la
alimentacion de los mamiferos conduce a trastornos en el crecimiento, cambios en la
piel, alteraciones inmunologicas, neuroldgicas, serios cambios conductuales y

cardiopatfas ©®.

Los AGs esenciales se utilizan para la sintesis de otros acidos grasos
poliinsaturados de larga cadena (AGPIs-CL), esta biosintesis se lleva a cabo en los
microsomas del reticulo endoplasmico de los hepatocitos; de esta forma, el AL es el
precursor de AGs w-6; se transforma en acido y-linolénico (18:3 ®»-6) mediante la
enzima delta-6-desaturasa (A-6), éste Ultimo se elonga para formar el acido dihomo-y-
linolénico (20:3 ®-6), que puede sufrir otra desaturacion y convertirse en el &cido
araquidonico (AA) (20:4 »-6) gracias a la delta-5-desaturasa (A-5) . Por su parte, el
ALN es el precursor de los AGs de la seric ®-3, a partir de €l se forma el &cido
estearidonico (18:4 ®»-3) gracias a la delta-6-desaturasa (A-6), posteriormente se
elonga formando &cido eicosatetraenoico (20:4 ®-3), el cual mediante la delta-5-
desaturasa es convertido en &cido eicosapentaenoico o EPA (20:5 w-3), este a su vez

mediante dos elongaciones, una desaturacion (producida por la delta-6-desaturasa) y
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por ultimo la p-oxidacion (a nivel peroximal), se transforma en acido

docosahexaenoico 0 DHA (22:6 o -3) 6469,

El EPA y el DHA son considerados AGs esenciales en etapas tempranas del
desarrollo de los mamiferos (periodos prenatal y postnatal temprano), puesto que en
estas etapas la sintesis de estos AGs a partir de sus precursores no es suficiente para

cubrir los elevados requerimientos de este periodo de desarrollo *6°%®)

, por ello los
mamiferos recién nacidos necesitan ingerir DHA, bien de la madre o afiadido a la

formula lactea ©6:9),

La A6-desaturasa es la enzima mas importante del proceso y el primer paso
limitante de la ruta metabolica en la biosintesis de los AGPIs-CL. Su actividad, junto
con la de la AS5-desaturasa, se encuentra regulada por multiples factores y
metabolitos, en particular algunas hormonas y por los productos finales del proceso,
Asi, factores que disminuyen la actividad de la A5 y A6-desaturasa son, el ayuno, el
déficit proteico y el déficit de algunos oligoelementos, como el hierro, zinc, cobre o
magnesio, que pueden observarse en situaciones de desnutricion, mientras la insulina

puede actuar como activador 9.

Por otra parte es importante destacar que el AL y el ALN compiten por las
mismas enzimas desaturasas y elongasas, produciéndose el mayor nivel de

competicion a nivel del AA y del EPA. Estas enzimas, especialmente la A6-
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desaturasa, tienen una mayor afinidad por los AGs mas insaturados, es decir los de la
serie w-3. Sin embargo el LA es el AG mas abundante en la dieta occidental, por lo
que los derivados de la serie m-6 se encuentran en una concentracion mayor en los
tejidos corporales que los de la serie -3. El porcentaje de ALA presente en los

lipidos tisulares y en plasma supone menos del 0,5% de todos los AGs ©®.

La mayor especificidad de la A6-desaturasa por el ALA se observa por el
hecho de que basta un aporte menor al 2% de las calorias como ALA, para que se
inhiba casi totalmente la conversion del LA en sus derivados. Sin embargo, se
requiere una concentracion diez veces mayor de LA para inhibir totalmente la
transformacion del ALA. Si se quiere bloquear la transformacion de LA en AA en un
50% se necesita un aporte del ALA de solo un 0,5% de las calorias. Sin embargo,
para reducir a la mitad la transformacion del ALA en EPA se requiere un aporte del
LA equivalente a un 7% de las calorias %¥; esta competencia también pudiera

explicar porque el consumo elevado de AL reduce el nivel de sintesis para DHA ©*,

Aunque vias de sintesis de AGPIs-CL »-6 y -3 utilizan las mismas enzimas,
no hay reacciones cruzadas entre ellas, por lo que no se produce una conversion de

AGs » -6 en o -3 0 viceversa ¥,

El metabolismo enziméatico de los AGs: EPA, &cido dihomo-y-linolénico

(DHGLN n-6) y AA, produce una amplia variedad de productos oxidados a los que,
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en conjunto, se les denomina eicosanoides ©®. Los eicosanoides son acidos
carboxilicos de 20 atomos de carbono, distinguiéndose cuatro tipos: prostaglandinas,
tromboxanos, leucotrienos e hidroxiacidos; los dos primeros presentan una estructura
ciclica y los dos ultimos lineal. Los eicosanoides derivan de los AGs de veinte
carbonos, que se encuentran esterificados en la posicion 2 de los fosfolipidos. Este
proceso ocurre una vez liberados de los fosfolipidos de membrana que contienen

estos AGPIs, por accion de la fosfolipasa A2 59,

Los eicosanoides tienen un importante papel en diferentes procesos como la
respuesta a la infeccion de la actividad inflamatoria y del sistema inmunoldgico,
modulando su intensidad y su duracion. Ademas, estan implicados en la agregacion
plaquetaria, liberacion de neurotransmisores, regulacion del tono vascular, diferentes
acciones del sistema endocrino, regulacion de secreciones gastrointestinales y

acciones sobre el arbol bronquial entre otras .

Se han propuesto varios mecanismos mediante los cuales los AGPIs ®-3
podrian ejercer su efecto protector frente a las enfermedades cardiovasculares. Entre
ellos se ha descrito la capacidad que tienen para influir en la coagulacién sanguinea y
la trombosis, la presién sanguinea y la inflamacién ©”. EI EPA y DHA reemplazan
parcialmente a los AGs ®-6, especialmente al AA en las membranas de varios tipos
celulares como son las plaquetas, eritrocitos, células blancas y hepéticas. De esta

forma, la sintesis de TXA2 (tromboxano A2, proveniente del AA) se reduce y se
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produce TXA3 (tromboxano A3, proveniente del EPA) que tiene menos capacidad
pro-agregante, reduciéndose por tanto la agregacion plaquetaria y la trombosis; de
igual forma la produccion de eicosanoides pro-inflamatorios como la PGE2
(prostaglandina E2) y LTB4 (leucotrieno B4) derivados del AA disminuye mientras
aumentan los derivados del EPA como la PGE3 (prostaglandina E3) y el LTB5

(leucotrieno B5) con escasa actividad inflamatoria &9,

Recientemente se han identificado un grupo nuevo de mediadores conocidos
como resolvinas y protectinas, derivados de los AGs ®»-3. Fueron identificados por
primera vez en exudados inflamatorios en fase de resolucion y, mas tarde, en tejidos
enriquecidos con DHA. Estas nuevas moléculas no se parecen estructuralmente a los
clasicos eicosanoides, son nuevas sustancias que funcionan como agonistas potentes
de la anti-inflamacion enddgena, a nivel celular y molecular. Se denominan asi
debido a un importante poder de resolucion de la inflamacion, estando implicadas en
los procesos de curacion de heridas y cicatrizacion, neuroprotectores
(neuroprotectinas) e inmunorreguladores. Los que derivan del EPA se designan
resolvinas de la serie E. A partir del DHA también se producen moléculas con
propiedades antinflamatorias denominadas docosanoides, que incluyen resolvinas de

la serie D, maresinas y protectinas ©9.
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Las enzimas responsables de la formacion de eicosanoides son las mismas
para los m-6 y ®-3, la mayor concentracion de sustrato es la que determina la linea de
transformacion. Por ello dietas ricas en -6, desviaran la formacién de eicosanoides
pro-tromboticos, pro-inflamatorios y vasoconstrictores, mientras dietas ricas en ®-3
tendrén efectos inversos 319,

Un aumento de EPA y DHA en la composicion de la membrana de los
eritrocitos también tiene efectos beneficiosos sobre la deformabilidad de dichas

células, a su vez pueden tener al menos cuatro efectos separados beneficiosos para la

salud (7/68:69)

En primer lugar, por su naturaleza altamente insaturada alteran las
propiedades de la membrana ©. Esto puede conducir a cambios en el microentorno de
las proteinas transmembrana (ej. receptores) que alteran la manera en que estas
interactian con sus ligandos ©. Segundo, estas alteraciones en la composicion de los
AGs de la membrana pueden afectar también la habilidad de las proteinas asociadas a
la membrana para ligarse a la membrana propiamente y consecuentemente interactuar
con otros complejos multiproteinas que participan en los sistemas de sefializacion de
la célula . Tercero, una variedad de sustancias de la célula (ej. mediadores
inflamatorios) interactian con receptores transmembrana y subsecuentemente inician
la respuesta intracelular ligada a la proteina G, una de cuyas respuestas, es la

activacion de la fosfolipasa A2 (PLA2) 9.
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La PLAZ2 hidroliza las cadenas largas de AGs m-6 y ®-3 de los fosfolipidos,
liberdndolos y disponiéndolos para su conversion a una amplia variedad de
eicosanoides via cicloxigenasa, lipoxigenasa y monoxigenasa citocromo P-450 ©®).
Estas moléculas tienen una influencia poderosa sobre el metabolismo celular. Los
AGs -3 liberados por la PLA2 pueden modificar directamente la actividad de los
canales ionicos de la propia membrana alterando los potenciales de membrana en

reposo Y.

Finalmente, los AG ®»-3 pueden servir como ligandos para varios receptores
nucleares, con el consecuente impacto en las respuestas inflamatorias y el
metabolismo lipidico. Las enzimas responsables de la formacion de eicosanoides son
las mismas para los -6 y ®-3, la mayor concentracién de sustrato es la que
determina la linea de transformacion. Por ello dietas ricas en -6, desviaran la
formacion de eicosanoides pro-tromboticos, pro-inflamatorios y vasoconstrictores,

mientras dietas ricas en »-3 tendran efectos inversos ¢34,

2.2.4 Relacion de ingesta w-6 y -3
Tanto los w-6 como los »-3 son necesarios para conservar un buen estado de
salud, sin embargo, hoy se insiste mas en la necesidad de ingerir alimentos ricos en

®-3 debido a que la dieta moderna, a diferencia de la de nuestros antepasados, tiene
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una deficiencia relativa de -3 en relacion con los ®-6. Hace 200 afos, cuando la
caza y la pesca eran el medio de alimentacion fundamental, la dieta del hombre tenia
una relacion de »-6/w-3 de 1-2/1, mientras esta relacion es de 20-30/1 en la dieta
moderna. Este incremento relativo de -6 puede explicarse por el alto consumo de
aceites vegetales ricos en -6 y carentes de colesterol, los cuales han sido

promovidos para sustituir las grasas saturadas 9.

El consumo de huevo, carnes rojas y carnes de aves proceden de animales
alimentados de piensos con alto contenido de maiz, soya y otros granos ricos en o-6.
Por otra parte, la produccion de pescado en cultivos y la reduccién de la pesca
oceanica por el agotamiento de las especies provocada por la contaminacion de los
mares y la depredacion del hombre, disminuyen el consumo de ®-3 con el
consecuente incremento de proporcion de -6, con respecto a ®-3, en la dieta
moderna. Cuando las personas ingieren pescado o aceite de pescado, los AGs ®-3
ingeridos, EPA y DHA, sustituyen parcialmente los AGs ®-6, principalmente el AA
de las membranas de las células, especialmente de plaquetas, neutrofilos, eritrocitos,

monocitos y hepatocitos ©.

Las especies marinas mas ricas en EPA y DHA por cada 100 g de pescado
crudo son: sardina 3,3 g, macarela 2,5 g, arenque 1,7 g, anchoa 1,4 g, salmon 1,4 gy

sable 1,4 g. Los concentrados de aceites de pescado con mayor contenido en EPA y
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DHA por cada 100 g de aceite son: promega 44,2 g, MaxEPA 29,4 g, aceite de
salmén 19,9 g, aceite de higado de bacalao 18,5 g y aceite de arenque 11,4. Por otro
lado, algunos vegetales contienen ALN (®-3) por lo que pueden constituir una fuente
complementaria de aporte de estos .
2.2.5 AGs eritrocitarios e Indice Omega-3

La recomendacién de emplear la composicion AGs eritrocitarios como un
marcador de la ingesta de los mismos fue propuesta en 1963 V. Los fosfolipidos
contenidos en estas membranas celulares se enriquecen con AGPIs ®-3 no solo
durante la maduracion de los reticulocitos en la médula 6sea sino también a través de
intercambio directo en el plasma 2. Dicho enriquecimiento parece ocurrir a través de
la transferencia de DHA (y presumiblemente también EPA) contenido en la
lisofosfatidilcolina que circula asociada con la albimina sérica @, y del que deriva
de la hidrolisis AGPIs -3 de los fosfolipidos de las lipoproteinas. El intercambio con
el plasma explica porque los eritrocitos circulantes pueden quedar enriquecidos con
AGPI ®-3 mas rapido de lo que puede enriquecerse un eritrocito durante su

formacion en medula 6sea .

La determinacién de los AGs en eritrocitos sirve como indicador de ingesta
AGs a largo plazo, esto se debe al tiempo de vida del eritrocito (120 dias
aproximadamente), tiempo en el cual este va incorporando AGs por el intercambio

con el plasma, mientras que la determinacion de AGs en plasma solo refleja la ingesta
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inmediata de acidos grasos . Katan y col. ™ demostraron claramente que la
incorporacion de EPA en los esteres de colesterol séricos fue de 4,8 dias y la
concentracion de dicho AG alcanzo su maximo, después de uno a dos meses de
suplementacidn con aceite de pescado. En contraste, en eritrocitos la incorporacion de
EPA fue de 4 semanas y la maxima concentracion se alcanzé a los seis meses de la
suplementacion. Los autores concluyeron gue los eritrocitos pueden reflejar la ingesta

sostenida en los meses anteriores.

Por su parte, se ha informado una fuerte correlacion de los AGs ®-3 de origen
marino y de los AGs trans eritrocitarios con la ingesta dietética evaluada a través de
frecuencia de consumo, hallazgo que no se observa para los AGs saturados y
monoinsaturados eritrocitarios, probablemente debido a que ambas clases de AGs
pueden ser endégenamente sintetizados a partir de carbohidratos . Por su parte,
también se ha demostrado que el DHA total eritrocitario parece ser un buen
biomarcador del estado de dicho AG, sugiriéndose que existe una dosis-respuesta

entre ingesta de DHA y su porcentaje en glébulos rojos .

Recientemente se ha propuesto el "indice omega-3", un indicador que se
obtiene de la suma de los porcentajes de EPA y DHA presentes en las membranas
eritrocitarias. Se estima que el indice omega-3 debe ser de aproximadamente 8% para
considerarse como cardio-protector, por el contario, cuando se encuentra por debajo

de 4% se asocia a aumento del riesgo de muerte por enfermedad coronaria .
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El valor predictivo relativo para muerte subita a través de la medicion de las
concentraciones sanguineas de AGs ®-3, en comparacion con otros factores de riesgo
establecidos para enfermedad coronaria se estimd mediante dos informes que se
realizaron sobre la salud de una poblacion de médicos “""®. Sélo dos factores de
riesgo demostraron relaciones estadisticamente significativas con el riesgo de muerte
subita cardiaca después de ser controlados por edad y habito tabaquico: PCR y AGs
-3 pero solo el contenido de AGs w-3 sanguineo se relaciono con el riesgo de una
manera dosis-dependiente 778 Ademas, la reduccion del riesgo en los niveles més
altos del indice de omega-3 (90%) fue mayor que la asociada con las concentraciones

mas bajas de proteina C reactiva (65%) ®.

El indice omega-3, incluso en etapas tempranas de la enfermedad coronaria,
parece cumplir muchos de los requisitos para ser un factor de riesgo putativo

(marcador) de utilidad clinica

. Los datos epidemioldgicos, entre y dentro de
poblaciones, de cohortes, de estudios prospectivos y de estudios de casos/controles
han arrojado evidencias muy fuertes en este sentido. Actualmente, el mecanismo de
accion que explica la relacién entre el contenido eritrocitario de EPA+DHA y los
niveles de riesgo de muerte cardiaca subita, se basa en una reduccién en la
susceptibilidad a las arritmias letales de miocardio *8%, Ademés, EPA+DHA pueden

mejorar la estabilidad de la placa de ateroma y puede ser anti-ateroesclerotica a través

de una variedad de mecanismos ©.
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El indice omega-3 es modificable mediante el aumento de los niveles en la
dieta de acidos grasos omega-3 y se ha demostrado que se correlaciona con el
contenido de AGs w-3 en el miocardio humano ®?. El indice omega-3 también parece
ser independiente de otros factores de riesgo conocidos **""®. Finalmente, quizas la
pregunta mas importante que se debe tomar en cuenta de un posible factor de riesgo,
es, si el cambio altera resultados de la enfermedad. En respuesta a esta pregunta, los
ensayos de intervencion que se han descrito anteriormente indican que el indice

omega-3 puede cumplir este criterio critico.

2.2.6 Papel de los Acidos Grasos trans en la enfermedad cardiovascular

La biohidrogenacion en el rumen de ganado bovino u ovino y la
hidrogenacion industrial de aceites vegetales convierten algunos de los AGs
insaturados cis en &cidos grasos en configuracién trans. La hidrogenacion industrial
consiste en la adicion directa de hidrogeno a los enlaces dobles de los AGs
insaturados de aceites vegetales con el objeto de modificar su punto de fusion,
haciéndolos solidos o semisdlidos a temperatura ambiente. Durante la hidrogenacion
los AGs cis con una estructura quimica flexible pueden ser transformados en sus
isdbmeros trans los cuales, como se dijo anteriormente, tienen una estructura mas
rigida, similar a la de los AGs saturados y su presencia contribuye a la solidificacion

de las grasas que los contienen ©%.
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Multiples estudios realizados desde la década de los noventa han demostrado
que la ingesta de los AG trans provenientes de los aceites hidrogenados
industrialmente tiene efectos adversos sobre los lipidos sanguineos y son mas
aterogénicos que los AGs saturados, ya que estos no solo aumentan la concentracion
de colesterol total (CT), colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
triglicéridos, sino que disminuyen la concentracion de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y aumentan notablemente la relacion LDLc/HDLc, la cual es un
marcador fuerte de riesgo de ECV, a diferencia de los AGs saturados que solo elevan

la concentracion de colesterol LDL sin reducir el colesterol HDLc %8,

Recientes investigaciones sefialan que el consumo de AG trans no solamente
afecta la concentracion de LDLc sino también afecta el tamafio de las
lipoproteinas . Un predominio en el plasma de LDL pequefia y densa esta asociado
con un mayor riesgo de ECV 9. El Estudio Cardiovascular Québec indicé que
hombres con LDL pequefias y densas tienen mayor riesgo de ECV comparados con
hombres con LDL grandes y menos densas, independientemente de la concentracion

de colesterol total, LDLc, triglicéridos y de la relacién CT/HDLc ©*.

El tamafio y composicion de las lipoproteinas secretadas es afectada por el
tratamiento con estos AGs, resultando significativamente mas pequefias las
lipoproteinas secretadas por las células preincubadas con acido elaidico, comparadas

con las secretadas por células tratadas con oleico o linoleico. Esto sugiere, que estos
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AG trans promueven la secrecion hepatica de lipoproteinas pequefias que contienen
apo B, lo cual puede conducir a incrementar la produccion de particulas de LDL
pequefia y densa, con una capacidad aterogénica relativa, independiente de la

concentracion de LDLc ©2.

2.2.7 Peroxidacion lipidica y sus efectos dafiinos

Todos los organismos aerobios requieren oxigeno para la produccién eficiente
de energia, sin embargo, el oxigeno puede resultar toxico en concentraciones elevadas
e incluso en concentraciones similares a las del aire. La toxicidad del oxigeno no se
debe a la propia molécula sino a la produccion a partir del oxigeno de especies
parcialmente reducidas altamente reactivas, conocidas también como radicales libres,
los cuales son indispensables en muchos procesos, como por ejemplo, en la
degradacion de la bilirrubina del recién nacido por la luz, en el tratamiento de la
psoriasis o de ciertos tipos de cancer de piel, en la fagocitosis etc. Ahora bien cuando
estas especies reactivas se producen en exceso o cuando los sistemas de sistema
antioxidante fallan para eliminarlas (ingesta baja de alimentos con capacidad
antioxidante), los radicales libres pueden reaccionar con los diferentes componentes

celulares provocando dafio oxidativo .

Aunque la reactividad de los radicales libres es variable, la mayor parte de
ellos son extremadamente reactivos e inestables. Debido a su reactividad los radicales

libres se encuentran en bajas concentraciones y no viajan lejos del lugar donde se
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forman. No obstante, cuando un radical libre reacciona con un compuesto no radical
libre, otros radicales libres pueden formarse. De este modo es posible que se induzcan
reacciones de cadena que pueden dar lugar a dafios celulares lejos de donde
inicialmente se origino el radical. La peroxidacion lipidica es un ejemplo claro de este
hecho ©®.

Los radicales libres pueden reaccionar con los AGPIs de los lipidos de
membrana, provocando el deterioro oxidativo de estos. Este fendmeno, conocido
como peroxidacion lipidica, es el responsable, por ejemplo, de la alteracion oxidativa
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL). La oxidacion de los AGPIs de estas
lipoproteinas las modifica de tal manera, que las hace susceptibles de ser captadas

incontroladamente por los macrofagos de intima arterial, iniciandose asi el proceso

ateroesclerético ©.

La peroxidacién lipidica puede ser iniciada por los radicales hidroxilo e
hidroperoxilo, pero no por el radical superdxido. En la Figura 1 se puede observar la
secuencia de reacciones implicadas en el proceso oxidativo. La oxidacion de los
lipidos comienza cuando el radical libre quita un atomo de hidrogeno (H') de un
grupo metileno (-CH,-) para rendir un radical libre lipidico (L-). La presencia de un
doble enlace en el &cido graso debilita los enlaces C-H del &omo de carbono

adyacente a ese doble enlace, de esta manera, facilita la liberacion del H- (85),
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El radical lipidico formado tiende a estabilizarse por medio de un reajuste
molecular que produce un dieno conjugado, el cual entonces reacciona con oxigeno
molecular para originar un radical peroxilo (ROO-). El radical peroxilo puede
remover un atomo de hidrogeno de otra molécula lipidica para convertirse en un
hidroperoxilo (ROOH) y formar un nuevo radical libre lipidico. Este radical libre
lipidico puede reaccionar con oxigeno molecular y asi puede establecerse una cadena
de propagacion del dafio oxidativo. Por su parte, el hidroperoxido en presencia de
metales de transicion como el hierro y el cobre, puede descomponerse para dar lugar
a mas radicales libres que estimularan la reaccion de cadena de la peroxidacion
lipidica. Algunos radicales peroxilo forman endoperdxidos que tienen el mismo

destino que los hidroperéxidos .
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Figura 1. Reacciones basicas que ocurren durante la peroxidacion lipidica.

Tomado de Silva y Countinho ©°.

Cuando en una membrana se estd produciendo la peroxidacién lipidica, los
radicales que se forman pueden reaccionar unos con otros mediante la formacion de
enlaces covalentes lipido-lipido. Estos radicales libres también pueden quitar a&tomos
de hidrogeno de las proteinas de membrana y asi, los radicales aminoacidicos que se
originan pueden formar puentes disulfuro y otros enlaces covalentes proteina-proteina

y lipido-proteina. Las reacciones de los hidroperoxidos con los metales de transicion



55

en estado reducido liberan frecuentemente gases como el etano, el etileno o el
pentano y otros compuestos de cadena corta que pueden ejercer sus efectos dentro de

la membrana que se esta peroxidando y en cualquier otro sitio de la célula ©.

El malondialdehido, un importante indicador de la peroxidacion lipidica, es un
aldehido bifuncional que puede reaccionar con los grupos sulfhidrilo y amino de las
proteinas y producir entrecruzamiento y agregacion de estas. EI malondialdehido
puede también unirse al grupo amino de la fosfatidiletanolamina o a moléculas de
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina o a proteinas. Ademas, puede difundir y

reaccionar con las bases nitrogenadas de DNA ©°.

Se puede deducir de lo anteriormente expuesto que los efectos perjudiciales de
la peroxidacion lipidica para la célula son multiples. La alteracion de la membrana
provoca una disminucion de su fluidez y la inactivacion de las enzimas ligadas a ella.
Una fragmentacion continuada de las cadenas de los AGs puede incluso dar lugar a la
completa perdida de integridad de esa membrana. Los ribosomas se separan de
reticulo endoplasmico, el transporte mitocondrial se deteriora y las mitocondrias se
lisan; los lisosomas también se lisan y su contenido enzimatico se vierte al citosol. La
membrana peroxidada también libera aldehidos de bajo peso molecular que pueden
inhibir la sintesis de proteinas y tener efectos mutagénicos si reaccionan con las bases

de DNA ©,
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De manera general, la oxidacion de las LDL juega un importante papel en el
inicio y desarrollo de la ateroesclerosis ®”. La composicién de los principales AGs de
la dieta afecta a la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad. Las LDL
enriquecidas con AGs monoinsaturados derivados del aceite de oliva son mas
resistentes a la oxidacion que las LDL enriquecidas con AGPIs ®®. También se ha
observado, que las LDL aisladas de sujetos sanos después de una dieta enriquecida en
acido oleico producen menos quimiotaxis y reducen la adhesion de los monocitos

cuando se compararon a las LDL de una dieta enriquecida en acido linoleico ©©.

CAPITULO 111

3. MARCO METODOLOGICO

3. 1NIVEL Y TIPO DE INVESTIGACION
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Estudio descriptivo correlacional, de tipo transversal de campo no
experimental donde el perfil de acidos grasos eritrocitarios e indice omega-3 se
relacionaron con los marcadores plasmaticos de peroxidacion lipidica en escolares, en
un momento determinado del tiempo sin involucrar seguimiento de los mismos,

obteniéndose los datos en forma directa de la realidad donde se presentaron.

3.2 POBLACION Y MUESTRA

Los sujetos de estudio de la presente investigacion formaron parte de un grupo
de escolares que se evaluaron en el marco de un proyecto de tesis doctoral titulado
“Caracterizacion del balance proxidante/antioxidante en nifios escolares venezolanos
de dos estratos socioeconémicos” ®®, cuyo lapso de ejecucion fue entre 2005-2007,
contandose con la recoleccidn de muestras de globulos rojos que fueron pre-tratradas
y almacenadas adecuadamente hasta el momento de su analisis bioquimico. Los
resultados obtenidos en dicho proyecto doctoral permitieron plantear la necesidad de
profundizar los mismos a través de la evaluacion del perfil de AGs eritrocitarios para
conocer su asociacion con el estrato socioecondémico y los marcadores de
lipoperoxidacion, por tanto, el presente estudio representa una extensién de sus

hallazgos de dicho proyecto doctoral.

La poblacion objeto del estudio estuvo constituida por los nifios de edad

escolar entre 7 a 9 afios que asistieron a unidades educativas publicas ubicadas en el
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municipio de Naguanagua, del Edo. Carabobo durante los periodos escolares 2005-

2006 y 2006-2007.

Para facilitar la ubicacion de los nifios de los dos estratos socioeconomicos a
evaluar, se seleccionaron por conveniencia seis unidades educativas ubicadas en
comunidades con predominio de individuos de clase media o de bajo estrato, que
fueron: Unidad Educativa “Dr. Lisandro Lecuna”, Escuela Bésica “José Félix Sosa”,
Escuela Bésica “Atanasio Girardot”. Unidad Educativa “Crispina Mercado”, Escuela
Basica Nacional Barbula y Escuela Basica “Maria Teresa Coronel”. Las tres ultimas

se encuentran dentro de comunidades de baja condicion socioecondmica.

Es importante destacar el basamento para la seleccion especifica de los
estratos 11l (clase media) y V (pobreza critica) como objeto de estudio. En primer
lugar por el hecho de que la mayoria de los estudios se han interesado por establecer
comparaciones extremas entre los estratos I-11 con respecto al estrato V, olvidando
que en nuestro pais la clase media puede ser vulnerable por estar integrada por sujetos
con un nivel de ensefianza secundaria incompleta o técnica media (8 a 9 afios de
estudio), que aunque implique mayor nivel educativo y poder adquisitivo con
respecto a los estratos inferiores no necesariamente es suficiente para condicionar el
consumo de una dieta adecuada en cantidad y calidad. En segundo lugar, el estrato V
constituye el mas vulnerable en todos los estratos pues representa la poblacion en

pobreza extrema cuyo méaximo grado de marginacion social involucra condiciones de
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vida deficientes en todo sentido, lo cual impone que se realicen esfuerzos de

investigacion para plantear medidas que mejoren su situacion de salud.

A partir de la base de datos de escolares incluidos en el proyecto de tesis
doctoral original se escogieron aleatoriamente 45 nifios de estrato 111 y 46 de estrato
V, para un total de 91 escolares que representaron la muestra del presente trabajo.
Este tamafio muestral se establecio atendiendo a criterios de factibilidad relacionados

al alto costo de reactivos e insumos requeridos para los analisis bioquimicos.

El proyecto doctoral original aplicdé un muestreo de tipo no probabilistico
opinatico, para el cual se obtuvo un registro escrito de todos los alumnos
matriculados en las escuelas. A partir de dicho registro, utilizando el programa
Microsoft Excel 2003, se cred una base de datos integrada solamente por aquellos
niflos cuyas edades oscilaron para el momento de la seleccion entre 7 y 9,99 afios,
desde la cual se seleccionaron aleatoriamente los nifios que se evaluaron una vez
verificados los siguientes criterios de inclusion:

o Edad comprendida entre 7,00 y 9,99 afios.
o Para el momento de la evaluacién, aparentemente sano, sin diagnostico
médico de proceso infeccioso-inflamatorio agudo (ej. bronquitis,

amigdalitis/faringitis, otitis, neumonia, asma, hepatitis, varicela o lechina,
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sarampidn), sin antecedentes personales de patologias como enfermedades
neuroldgicas, diabetes mellitus, hipertension arterial y enfermedad renal.

o Pertenecer al estrato 111 (clase media) o al estrato V (pobreza critica) segun la
metodologia de Graffar modificada por Méndez-Castellano.

o No presentar el dia de la evaluacidn fiebre, tos con expectoracion, respiracion
forzada, lesiones eruptivas cutaneas, dolor de garganta o de oido, piel ictérica
ni inasistencia a la unidad educativa por causa de enfermedad dentro de los

siete dias previos a la aplicacion del protocolo de estudio.

3.3 METODOS

Para la realizacion de este estudio se cumplieron los acuerdos de la
declaracion de Helsinki vigentes para el momento de la recoleccion la muestra. Los
directores de escuelas, maestros y representantes de los nifios recibieron, en forma
oral y por escrito, detalles del protocolo y objetivo del estudio. Se conté con la
aprobacién de los directores de escuela para la ejecucion del trabajo. Los
representantes de los nifios seleccionados recibieron una forma de consentimiento
firmado y citacion (Anexo A) donde se les solicitd que acudieran en fecha y hora
sefialada acompafados de sus representados para realizar la evaluacion prevista la
cual incluyd una entrevista que incluyd un cuestionario que permitié no solo verificar

los criterios de inclusion sino también el estrato socioecondmico, entre otros datos.
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3.3.1 Instrumento de Recoleccion de Datos

Este instrumento fue aplicado por un entrevistador entrenado para tal fin y
permitio obtener de parte del representante del nifio la siguiente informacién: datos
personales del nifio (fecha de nacimiento, edad cronoldgica, direccion actual, nombre
del representante), datos socio-demogréaficos (lugar de nacimiento, nivel de educacion
que cursa), datos socioecondémicos (estrato socioecondémico) y antecedentes
biomédicos (antecedentes médicos personales y enfermedades actuales asi como

historia familiar de enfermedad arterial coronaria) (Anexo B).

3.3.2 Determinacion de Estrato Socioecondémico

Se determind aplicando el Método de Graffar-modificado para Venezuela por
Hernan Méndez Castellano ®9. Este método consta de cuatro variables a evaluar:
profesion del jefe de familia, nivel de instruccion de la madre, fuente principal de
ingreso de la familia, condiciones de la vivienda (Anexo B). Cada variable esta
integrada su vez por 5 items de posibles respuestas, los cuales le corresponde una
ponderacion decreciente del 1 al 5. La suma de la ponderacion obtenida en las cuatro
variables evaluadas determina el estrato al cual pertenece el nifio de acuerdo a la

escala de ponderacion que provee el método (Cuadro 1).

Cuadro 1. Escala del Método de Graffar modificado por Méndez Castellano.
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Ponderacion Total Estrato Social
436 | o Clase Alta
7a9 Il o Clase Media Alta
10a12 111 o Clase Media Media
13a16 IV o Clase Obrera (pobreza relativa)
17 a20 V o Pobreza critica

Tomado de Méndez Castellano H. 9.

Al establecerse que el nifio cumplia con los criterios de inclusion y no
presentaba causas de exclusion, se paso inmediatamente a la siguiente fase de estudio
que consistio en la evaluacion bioquimica, la cual en el presente estudio consto de las
determinaciones de:

e Perfil de &cidos grasos eritrocitarios.

e Indicadores de peroxidacion lipidica: susceptibilidad de oxidacién in vitro de
las lipoproteinas de baja y muy baja densidad del plasma, sustancias reactivas
al &cido tiobarbitdrico o TBARS vy lipoproteina de baja densidad oxidada
circulante en plasma.

3.4 Andlisis Bioguimicos

Para llevar a cabo esta evaluacion se solicito la colaboracion del representante

a fin de que el dia de la cita el nifio permaneciera en condiciones de ayuno de 12

horas previas, ingiriendo una cena ligera. Se extrajeron 6 mL de sangre por puncién
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venosa en el pliegue del codo, distribuyéndose en dos tubos de vidrio Vacutainer®

(Becton Dickinson, USA) con EDTA (etilen diamino-tetracetato).

Mediante centrifugacion por 10 min a 1000 g se separaron el plasma y los
glébulos rojos (GR). El paquete globular fue lavado tres veces con solucion salina
fisiolégica, cuidando de eliminar completamente después de cada lavado el
sobrenadante y la capa superficial del paquete globular a fin de asegurar la extraccion
de cualquier elemento diferente a los GR. El paquete final de GR fue almacenado a -
20°C hasta su posterior analisis, mientras que al plasma se realiz6 la determinacién de
TBARS, susceptibilidad de oxidacion in vitro de las lipoproteinas de baja y muy baja

densidad y de la concentracién de LDL oxidada circulante.

A continuacién se describen las técnicas de laboratorio que se emplearon para

medir los indicadores de bioquimicos ya sefialados:

3.4.1 Perfil de Acidos grasos

Por razones de costo del analisis, el perfil eritrocitario de AGs se determiné en
una sub-muestra de 42 nifios seleccionados al azar a partir del grupo total de 91 nifios
estudiados, en la que permanecieron representados en forma equitativa ambos estratos

estudiados y rango etario (7, 8 y 9 afios).
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Siguiente el método aplicado por Klingler y col. @, a 500 L de glébulos
rojos se le agregd 1,3 mL de metanol, se colocé en un bafio de agua y fueron
sonicados a 35KHZ, 120 Watts, por 20 min. Las proteinas precipitadas se separaron
por centrifugacion a 3000 g/20min a 40°C. El sobrenadante contentivo de los
glicerofosfolipidos fue transferido a un frasco d&mbar y se agregé 50 uL de una
solucién de metdxido de Na 25% por peso en metanol (#156256 Sigma- Aldrich.
USA), para transesterificar los AGs. La reaccion se detuvo a los 4 min con 150 pL de
HCI 3M en metanol. Los metil ésteres de AGs (MAG) se extrajeron dos veces con
600 uL de hexano, se colocaron en tubos de rosca y se preservaron a 4°C, para el

analisis cromatogréfico ©°.

Anélisis Cromatogréafico: se realizd en los laboratorios de la seccion de
Lipidologia del Instituto de Medicina Experimental, UCV. La separacion de los AGs
se llevo a cabo en un cromatdgrafo AGILENT (USA) modelo 6890 Series Plus, con
una columna capilar de cianopropil (fase estacionaria), dimension 60 m x 0,25 mm x
250 pum. El gas transportador fue el helio. La temperatura del inyector y detector fue
de 250°C y 280°C, respectivamente. EI aumento de temperatura del horno se
programé de la siguiente forma: 120°C por un minuto, 10°C por min hasta alcanzar
175°C durante 10 minutos, 5°C por minuto hasta 210°C durante 5 minutos y 5°C por
minuto hasta 230°C por 5 minutos. Las areas correspondientes a los AGs se

identificaron mediante un patron de Sigma Aldrich #1819 (Cuadro 2),
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cuantificindose mediante el programa Agilent ChemStation, USA. Cada AG
identificado se expres6 como el porcentaje encontrado en la muestra en mol%, de la

misma forma que lo hicieron previamente Bosh y col ©%.

3.4.1.1 Sumatorias y relaciones calculadas a partir del porcentaje de acidos grasos
Para lograr una evaluacion integral de los AGs eritrocitarios se calcularon
sumatorias a partir de los porcentajes individuales de los AGs identificados, que se

detallan en el Cuadro 3.

Asimismo se obtuvieron relaciones entre AGs individuales o entre sus

grupos. A continuacion se describen cada una de ellas.

> Relacién PUFA/SFA: evalla el equilibrio de las de los AGPIs frente a los
AGs saturados. Las concentraciones plasmaticas de colesterol aumentan con
el consumo de alta AGs saturados (SFA por sus siglas en inglés) pero
disminuyen con dietas de alto contenido de AGPIs (PUFA por sus siglas en
inglés) reduciendo el riesgo cardiovascular y proporcionando membranas

celular més fluidas. Se considera favorable un valor mayor > 1:1 ©2%),



Cuadro 2. Composicion de acidos grasos del patron Sigma Aldrich #1819.

Nomenclatura

Nombre Comun

Nombre segun IUPAC

Tipo de Acido Graso

12:0
14:0
15:0
16:0
17:0
18:0
20:0
24:0
16:1 n-7
18:1 n-9 (trans)
18:1 n-9
20:1 n-9
18:2 n-6
18:3 n-6

20:3 n-6

20:4 n-6
18:3 n-3
20:3 n-3
20:5n-3

22:6 n-3

Acido laurico
Acido miristico
Acido pentadecacilico
Acido palmitico
Acido margarico
Acido estearico
Acido araquidico
Acido lignocérico
Acido palmitoleico
Acido elaidico
Acido oleico
Acido eicosenoico
Acido linoleico
Acido gamma-linolénico
Acido dihomo-gamma-
linolénico
Acido araquidénico
Acido alfa-linolénico
Acido eicosatrienoico
Acido eicosapentaenoico

Acido docosahexaenoico

Acido dodecanoico
Acido tetradecanoico
Acido pentadecanoico
Acido hexadecanoico
Acido heptadecanoico
Acido octadecanoico

Acido eicosanoico
Acido tetracosanoico

Acido cis-9-hexadecanoico
Acido trans-9-octadecenoico
Acido cis-9-octadecanoico
Acido cis-11-eicosenoico
Acido cis-9,12-octadecadienoico
Acido cis-6,9,12-octadecatrienoico

Acido cis-8,11,14-eicosatrienoico

Acido cis-5,8,11,14-eicosatetraenoico
Acido cis-5,12,15-octadecatrienoico
Acido cis-11,14,17-eicosatrienoico

Acido cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico
Acido cis-4,7,10,13,16,19-
docosahexaenoico

Saturado
Saturado
Saturado
Saturado
Saturado
Saturado
Saturado
Saturado
Monoinsaturado/cis
Monoinsaturado/trans
Monoinsaturado/cis
Monoinsaturado/cis
Poliinsaturado/cis
Poliinsaturado/cis

Poliinsaturado/cis

Poliinsaturado/cis
Poliinsaturado/cis
Poliinsaturado/cis
Poliinsaturado/cis

Poliinsaturado/cis

IUPAC: Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada.

99



67

Cuadro 3. Sumatorias calculadas a partir de los acidos grasos determinados.

Sumatoria ‘L .
Acidos grasos de los cuales se compone la sumatoria
calculada
ESFA (12:0+14:0+15:0+16:0+17:0+18:0+20:0+24:0)
= UFA (16:1 n-7+18:1 n-9+20:1 n-9+18:2 n-6+18:3 n-6+20:3 n-6+20:4 n-6+
18:3 n-3+20:3 n-3+20:5 n-3+22:6 n-3)
= MUFA (16:1 n-7+18:1 n-9+20:1 n-9)
X PUFA (18:2 n-6+18:3 n-6+20:3 n-6+20:4 n-6+18:3 n-3+20:3 n-3+20:5 n-
3+22:6 n-3)
n-9 (18:1 n-9+20:1 n-9)
In-6 (18:2 n-6+18:3 n-6+20:3 n-6+20:4 n-6)
In-3 (18:3 n-3+20:3 n-3+20:5 n-3+22:6 n-3)
indice Omega-3 (20:5n-3+22:6n-3)

SFA: acidos grasos saturados; UFA: &cidos grasos insaturados; MUFA: acidos grasos
monoinsaturados; PUFA: &cidos grasos poliinsaturados.

> UFA/SFA: un valor menor de 2:1 esta relacionado con mayor incidencia de
enfermedades cardiovasculares, e indica la necesidad de aumentar la ingesta
de vegetales, grasas vegetales saludables (frutos secos, semillas, canola, soja u
otros aceites) y de pescado o aceite de pescado ©*.

> n-6/n-3: Las recomendaciones nutricionales actuales sugieren una relacion -
6/w-3 puede oscilar en el rango 5:1 a 10:1, considerando como ideal 1:1 ©°.

> 16:1n-7/16:0: esta relacion estima la produccidn de &cido palmitoleico a partir
del &cido palmitico por parte de la enzima estearoil-CoA-desaturasal (A9-

desaturasa) .
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18:1n-9/18:0: estima la produccién de acido oleico a partir del &cido estearico
por accién de la enzima estearoil-CoA-desaturasal (A9-desaturasa) 7.
18:3n-6/18:2n-6: estima la produccion de acido gamma-linolénico a partir del
4cido linoleico por parte de la enzima A6-desaturasa ¢,

20:4n-6/18:2n-6: estima la produccion de acido araquiddénico a partir del
4cido linoleico por parte de las enzimas A6-elongasa y A6, A5 desaturasas ©7.
20:5n-3/18:3n-3: estima la produccion de acido eicosapentaenoico a partir del
acido alfa-linolénico por la accion de las enzimas A6-elongasa y A6, A5
desaturasas 7.

22:6n-3/18:3n-3: estima la produccion de acido docosahexaenoico a partir del
acido alfa-linolénico por la accion de las A6, A5 elongasas y de las A6, A5, A4
desaturasas .

22:6n-3/20:5n-3: estima la produccion de acido docosahexaenoico a partir del
4cido eicosapentaenoico por parte de la A5-elongasa y Ad-desaturasa 7.
20:4n-6/20:3n-6: estima la producciéon de acido araquidénico a partir del
4cido dihomo-gamma-linolénico, por parte de la enzima A5-desaturasa %
20:4n-6/20:5n-3: relacion entre la produccion de AGs de cadena larga (20
atomos de carbono) omega-6, especificamente el acido araquidonico (AA), y
la de AGs de omega-3 como lo es el acido eicosapentaenoico (EPA). Esta

relacion es una expresion aproximada para la distribucién entre los acidos

grasos vegetales y los acidos grasos de pescado en la dieta consumida. Un
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exceso de acidos grasos vegetales omega-6 promueve la produccion de
derivados pro-inflamatorios y pro-coagulantes. La relacion de omega-6 (AA)
y omega-3 (EPA) se sugiere debe ubicarse preferiblemente por debajo de
31 (100,101)'

> 20:4n-6/(20:5n-3+22:6n-3): la relacion entre el AA (omega-6) y los acidos
grasos EPA y DHA (omega-3), deberia mantenerse inferior a 1:1; un valor por
encima de 1:1 se ha visto asociado con déficit de aprendizaje y memoria, asi
como depresion del estado de animo %23,

> YSFA/(20:5n-3+22:6n-3): la relacion entre los acidos grasos saturados y los
acidos grasos omega-3 (EPA y DHA); es indicativa de la fluidez de membrana
celular. Los AGs saturados producen una membrana mas rigida. Por el
contrario, los AGPIs proporcionan una membrana mas fluida y un mejor

metabolismo celular. Este indice se sugiere debe ser inferior a 4:1 %410,

3.4.2 Susceptibilidad de oxidacidn in vitro de las LDL y VLDL en plasma
Los pasos que se siguieron para determinar la susceptibilidad a la oxidacion

de la LDL y VLDL se describen a continuacion:

%+ Separacion de la VLDL y LDL del plasma:
El fraccionamiento de las lipoproteinas estudiadas se llevo a cabo aplicando la
técnica de ajuste de densidad y ultracentrifugacion ©®. Para ello se llevaron 1,5 a 2

mL de plasma a 8 mL de volumen total con solucion salina ajustada a d=1,006 g/mL,
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ultracentrifugandose por 24 horas a 105.000 g en una ultracentrifuga marca Beckman
(L5-65, USA). Del sobrenadante se tom6 1 mL, lo cual correspondio a la VLDL. Se
descartd el volumen de liquido restante hasta la marca en el tubo que indicé el
volumen inicial de plasma empleado. El infranadante (LDL+HDL) se macer6 con
ayuda de varilla de vidrio hasta convertirlo en una solucién homogénea. En otro tubo
de ultracentrifuga se coloco 1-2 mL de infranadante, se afiadio bromuro de potasio
(KBr) sdélido en proporcion de 0,080056 g/mL de plasma, se agitdé suavemente, y se
completo el volumen total a 8 mL con solucion de KBr ajustada a d=1.063 g/mL. Se
llevd a ultracentrifuga 24 horas a 105.000 g. Se retir6 1,5 mL del sobrenadante

obtenido lo cual correspondié a la LDL.

+¢+ Desalinizacion de las lipoproteinas separadas:

La desalinizacion de las lipoproteinas o eliminacion del KBr se logré
mediante cromatografia de exclusion en columnas comerciales de 5 cm de altura
empacada con Sephadex G-25 M (GE Healthcare Bio-sciences AB) equilibrada con
disolucion buffer (trizma base 10mM-NaCl 0,14 M, pH=7,2). La cromatografia de
exclusion consiste en que la muestra se distribuye entre el liquido que esta dentro de
las particulas de gel (sephadex) y el liquido que esta fuera de éstas. Aquellas
moléculas cuyo tamafio sea menor que el de los poros del gel, podran difundir al
interior de las esferas y retardaran su recorrido a través de la columna, mientras que
las moléculas de mayor tamafio a los poros quedaran excluidas de las esferas del gel y

recorreran la columna junto con el eluyente. Las moléculas eluyen de la columna en
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orden decreciente de peso molecular, las mas grandes eluyen primero y luego las mas

pequefias %,

En primer lugar se equilibrd la columna haciendo pasar a traves de esta 25 mL
de disolucién buffer. Se descartd el eluyente. Luego se hizo pasar por la columna 2
mL de la lipoproteina a desalinizar, descartandose el efluente. En caso de que el
volumen de muestra fuese menor a 2 mL este fue completado con disolucién buffer.
Para eluir la muestra de la columna se hizo pasar 2 mL de buffer. Este ultimo efluente
obtenido correspondio a la lipoproteina desalinizada, la cual se almacené a 4°C hasta
su procesamiento por un periodo no mayor de tres dias.

«+ Determinacion de proteinas en las lipoproteinas separadas:

Para estandarizar la cantidad de lipoproteina a oxidar se midié previamente el
contenido de proteinas de cada una mediante el método de Lowry modificado por
Schacterle y Pollack °”. El principio del método se encuentra basado en que bajo
condiciones alcalinas el i6n Cu*™ forma un complejo con los enlaces peptidicos,
reduciéndose a Cu™’. El Cu™ y los grupos radicales de la tirosina, triptéfano y
cisteina presentes en la proteina reaccionan con el reactivo Folin-Ciocalteau
produciendo un cromogeno azul de molibdeno/tungsteno. EI Cuadro 4 resume el

protocolo empleado.
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Cuadro 4. Protocolo para proteinas segun el método de Lowry modificado por

Shacterle y Pollack.

REACTIVO BLANCO PATRON MUESTRA
Buffer trizma base-NaCl, pH=7.2 (uL) 100 100 50
Patrén (ulL) 50
Muestra (uL) 50
SDS al 1% (uL) 400 350 400
Reactivo de cobre” (uL) 500 500 500
Mezclar en vortex, y dejar a temperatura ambiente por 10 min.
Reactivo de Folin-Ciocalteau diluido (mL) 2 2 2

Mezclar en vortex, llevar a Bafio Maria a 56°C por 5 min

Leer en espectrofotometro a 650 nm, llevando a cero el aparato con agua destilada.

“ Reactivo de cobre = solucién de sulfato de cobre en hidréxido de sodio, tartrato de potasio sodico
y carbonato de sodio anhidro. SDS= sodio dodecil sulfato.

Se utilizd como patréon seroalbumina bovina a 310,2 pg/mL. La dilucion del
reactivo de Folin-Ciocalteau se prepar6 en funcion del volumen de reactivo requerido
en cada ensayo guardando la siguiente proporcién: 12,5 mL de reactivo por cada 200
mL de agua destilada. Las lecturas se efectuaron por duplicado en todos los casos y se
promediaron. La concentracion de proteina se expresé como pg/mL utilizando el

siguiente factor de calibracion:

Factor de calibracién (Fc) = (15,51pg / 50uL)/(Ap — Ab)

Donde:

Ap= absorbancia del patron.

Ab= absorbancia del blanco.

15,51 pg =alicuota del patrén encontrada en 50 pL
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Concentracion de Proteinas (ug/mL) = (Am — Ab) * Fc x 20

Donde:
Am= absorbancia de la muestra
Fc= factor de calibracion.

20= factor para llevar de ng/50uL a pg/mL

¢+ Oxidacion in vitro de las lipoproteinas VLDL y LDL.:
El ensayo aplicado se basé en el método propuesto por Thomas y Jackson @,
el cual se trata de una oxidacion in vitro mediada por ién metéalico (cobre) donde:

Cu+ + LOOH ——— Cu+ + LOO- + H+

Cu+ + LOOH — Cu?+ + OH- + LO-

La accidn del i6n cuprico sobre el hidroperoxido lipidico presente dentro de la
lipoproteina provoca su clivaje y formacion del radical peroxil (LOO:) y del i6n
cuproso. El i6n cuproso, en una reaccién similar a la reaccion de Fenton actuando
sobre otra molécula de hidroperoxido lipidico, da a lugar a la formacién del radical
alcoxil (LO-) mas ion cuprico; los radicales producidos son muy reactivos y permiten

propagar el proceso oxidativo %%,

Para aplicar el protocolo se dispuso, en tubos con tapa, alicuotas de VLDL o
LDL desalinizadas que contuvieran 25 pg ¢ 6 100 pg de proteina @Y,
respectivamente. Se dispenso la cantidad necesaria de buffer trizma base-NaCl para

alcanzar un volumen final de 0,550 mL. Se afiadié un volumen de sulfato de cobre
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500 uM de tal manera de obtener una concentracion final de 17,5 uM para el caso de
la oxidacién de la VLDL 9y de 7 uM para la LDL ™. Los tubos se llevaron a
incubacion en agitacion constante a 37°C por 3 horas para asegurar la oxidacion total
de la alicuota. Inmediatamente después se afiadi6 a cada tubo 10 pL de una
disolucién del antioxidante BHT (2-6 diterbutil p-cresol) 10 uM en etanol con el

propdsito de detener la reaccion de peroxidacion.

% Grado de oxidacion de las lipoproteinas estudiadas:

El grado de oxidacién de las lipoproteinas estudiadas se midi6 a través del
método propuesto por Kosugi y col. “*2 el cual se fundamenta en la reaccién
quimica entre el &cido tiobarbitirico y los productos formados durante la
peroxidacion de los lipidos, originandose un pigmento rosado cuya maxima

absorbancia se observa a 532 nm.

Para esta determinacion se dispenso en el tubo que contenia la lipoproteina
oxidada, 0,5 mL de &cido tiobarbiturico al 1%, mas 0,5 mL de tricloroacético al 25%.
Los tubos se llevaron a incubacion en Bafio Maria a 90-95°C por 40 min.
Inmediatamente después los tubos se sumergieron en bafio de hielo para evitar la
formacion de cromdgenos de naturaleza no lipidica. Se afiadio a cada tubo 0,1 mL de
SDS al 20% para eliminar la turbidez y se centrifug6 a 1000 g por 10 min. Ajustando

a cero absorbancia con agua destilada se leyd en un espectrofotometro la absorbancia
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de los sobrenadantes a 532 nm y 600 nm, esta ultima lectura sirvid para restar
interferencias por turbidez. Todas las muestras se procesaron por duplicado, y de
igual manera el blanco y los patrones. El blanco consistié de 0,550 mL de buffer
trizma base-NaCl. La concentracion de TBARS se obtuvo a partir de una curva de
calibracién de equivalentes de malondialdehido generado por hidrolisis acida del
1,1,3,3 tetrametoxipropano, expresandose como nmol TBARS/mg proteina. La curva

de calibracion se preparé como se muestra en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Curva de calibracion para TBARS en lipoproteinas.

Volumen de buffer trizma Volumen de 1,1,3,3
PATRONES ) .
base-NaCl (mL) tetrametoxipropano”(uL)
S1 (0,5 nmol) 0,5375 12,5
S2 (1 nmol) 0,525 25
S3 (2 nmol) 0,500 50
S4 (3 nmol) 0,475 75
S5 (4 nmol) 0,450 100

*Preparado en concentracion de 1 nmol/25pL.

Aquellas muestras que no presentaron algin grado de oxidacién fueron
reanalizadas en otras dos oportunidades y en lotes distintos de analisis para asi

asegurar el resultado.
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3.4.3 Determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico en plasma

La medicion de las sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS) se
realizd siguiendo lo propuesto por Esterbauer y Cheeseman ™2 y Armstrong y
Browne . El 4cido tiobarbittrico (TBA) es un reactivo sensible para la deteccion
de perdxidos lipidicos. Los especimenes bioldgicos contienen una mezcla de
sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico, de las cuales la mas abundante es el
malondialdehido (MDA), un producto de la peroxidacion lipidica que se produce
naturalmente. EI método se fundamenta en que la reaccion del MDA con el TBA
forma un aducto MDA-TBA bajo condiciones acidas y de alta temperatura que se
mide colorimétricamente a 530-540 nm. Para ello se pre-tratd la muestra de la
siguiente manera: 200 uL de plasma obtenido con EDTA mezclado con 400 uL de
acido tricloroacético al 10% frio, se incubara por 15 min. en hielo y se centrifugo por
15 min. a 2000 g. Se obtuvo un sobrenadante libre de proteinas que se procesé segun

el protocolo que a continuacion se detalla en el Cuadro 6.

La concentracion de TBARS en la muestra analizada se obtuvo a través de
una curva de calibracion multiplicando por el factor de dilucion de la muestra (1/3).
Para la construccion de la curva de calibracion (Cuadro 7) se preparé diariamente una
solucién madre de 1,1,3,3 tetrametoxipropano (TMP) 0,01M, una solucion intermedia

de TMP (125 nmol/mL) y patrones de trabajo.
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Cuadro 6. Protocolo para determinar TBARS en plasma.

REACTIVO BLANCO PATRON MUESTRA
H,O desmineralizada (mL) 0,200
Patron (mL) 0,200
Sobrenadante (mL) 0,200
TBA 0,67% (mL) 0,200 0,200 0,200
SDS 8,1% (ul) 27 27 27

Mezclar, llevar a bafio de agua hirviente por 10 min.

Enfriar en hielo, leer a 532 nm.

TBA: acido tiobarbitdrico. SDS: sodio dodecil sulfato.

Para la preparacion de los patrones de trabajo se emplearon las siguientes

proporciones:

Cuadro 7. Curva de calibracion para TBARS en plasma.

_ Volumen de Volumen de
Concentracion y
Patrén de _ solucion agua
) equivalente ) ) ) )
Trabajo intermediade  desmineralizada
(nmol/mL)

TMP (uL) (mL)

1 0,625 10 1,990

2 1,25 20 1,980

3 2,5 40 1,960

4 5 80 1,920

5 10 160 1,840

6 25 400 1,600




78

3.4.4 Determinacion de lipoproteinas de baja densidad oxidadas in vivo circulante
Este analisis permitié determinar cuantitativamente la concentracion de las

lipoproteinas de baja densidad presentes en el plasma que han sido oxidadas in vivo.

El método consiste en un inmunoensayo enzimatico de fase solida de dos
puntos, manufacturado por Mercodia AB (Uppsala, Suecia), aplicando la técnica de
sandwich directo, segun la cual dos anticuerpos monoclonales se dirigen contra
determinantes antigénicos distintos de la molécula de LDL oxidada (LDLoOX).
Durante la incubacidn, la LDLox de la muestra reacciona con los anticuerpos anti-
LDLox unidos al pocillo de microtitulacion. El otro anticuerpo marcado o conjugado
con enzima no unido se elimina mediante lavado. El conjugado unido se detecta por
reaccion con el sustrato 3,3°,5,5 -tetrametilbencidina (TMB). La reaccién se detiene
afiadiendo acido para dar punto final colorimétrico que se lee

espectrofotométricamente a 450 nm %),

El anticuerpo unido a la placa de microtitulacion es el anticuerpo monoclonal
especifico murino 4E6. Dicho anticuerpo estd dirigido contra un epitope
conformacional en la molécula apo B-100 de la LDL que es generado como
consecuencia de la sustitucion aldehidica de los residuos de lisina de la apo B-100. El
segundo anticuerpo corresponde a un anticuerpo monoclonal de ratén conjugado con

peroxidasa anti-apoB C humana ®*.
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El procedimiento incluyé los siguientes pasos, de acuerdo a las

(115).

Diluir seriadamente la muestra de la siguiente manera: se prepara una dilucion
1/81 (25 pL de plasma + 2000 uL de buffer de muestra) que se diluye
nuevamente en proporcion 1/81. Como resultado las muestras se diluirdn
1/6561.

Pipetear 25 uL de cada patron, control y muestra diluida en los pocillos

correspondientes.

Afiadir 100 uL de buffer de ensayo a cada pocillo e incubar en un agitador de

placa durante 2 horas a temperatura ambiente (18-25°C).

Lavar 6 veces con lavador automatico o aspirar el volumen de reaccion.
Afadir 350 pL de buffer de lavado a cada pocillo. Aspirar completamente y

repetir 5 veces mas.

Afadir 100 uL de conjugado a cada pocillo e incubar en un agitador de placas

durante 1 hora a temperatura ambiente (18-25°C).
Lavar de la forma descrita anteriormente.

Afadir 200 uL de sustrato TMB e incubar durante 15 min. a temperatura

ambiente.

Afadir 50 pL de solucion de &cido sulfdrico a cada pocillo. Colocar la placa

en agitador durante aprox. 15 segundos para asegurar el mezclado.

Leer absorbancia dptica a 450 nm dentro de los 30 minutos siguientes.
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o Calcular la concentracion a partir de la curva de calibracion y multiplicar por
el factor de dilucion (x 6561).

3.5 VALORES DE REFERENCIA Y/O PUNTOS DE CORTE PARA

LAS VARIABLES ESTUDIADAS

» Perfil de &cidos grasos en eritrocitos: en la actualidad no existen valores de
referencia para los porcentajes de AGs obtenidos en eritrocitos, por lo que se
calculé el percentil 75 de los acidos grasos esenciales y sus productos
principales, definiéndose como elevados todo porcentaje que se encontré por

encima de dicho percentil.

> Indice omega-3 se categoriz segun lo siguiente: “alto o cardio-protector”
cuando el indice omega-3 sea igual a 8% o0 mas, entre 4% y 8% “intermedio”

y “bajo” cuando se ubique por debajo de 4% *7,

» Susceptibilidad de oxidacion in vitro de VLDL y LDL, TBARS, LDL
oxidada circulante en plasma: en vista de que no existen valores normales
para estas variables en poblacion pediatrica y que éstos, en muchos casos,
también dependen de la metodologia empleada para su medicion, se definio

como elevada aquella concentracion que se ubicase por encima del percentil
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75 calculado a partir del conjunto de valores obtenidos para cada variable en

el grupo total de nifios evaluados.

3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Empleando el paquete estadistico SPSS version 20.0 y de acuerdo a los
objetivos planteados en esta investigacion se aplicaron los siguientes métodos de

analisis estadistico:

o Medidas de tendencia central y dispersion, frecuencias absolutas y
relativas, para describir las variables estudiadas.

o Prueba de t-student no pareada o Prueba de Mann-Whitney, segun el
caso. Estas pruebas permitieron comparar los promedios de las variables
estudiadas seguin género y estrato socioeconomico.

o Prueba de Chi-cuadrado, para asociar las frecuencias de las variables
categorizadas al estrato socioeconémico.

o Anélisis de Correlacion, a través del Coeficiente de Pearson o Rho de
Spearman segun el caso, para relacionar los porcentajes de AGs y los
valores absolutos de los indicadores de lipoperoxidacion determinados.

o Analisis de Regresion multiple, para conocer los predictores de los AGs

eritrocitarios e indicadores de peroxidacion lipidica en el grupo de
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escolares estudiados. Para la introduccion/remocion de las variables se
empleé el método de pasos sucesivos. El estrato socioeconomico se

codifico de la siguiente manera: Estrato I11= 1, Estrato V=0.

Antes de aplicar las pruebas estadisticas nombradas todos los datos fueron
probados, para conocer si siguieron la distribucion normal, utilizando para ello la
Prueba de Shapiro Wilk. Se prob6 la homogeneidad de varianza con el test de

Levene. Se considerd p<0,05 como nivel de significancia.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Presentacion de resultados

La muestra quedd conformada por 91 escolares de ambos sexos con edad
promedio de 7,93+0,84 afios (mediana= 8,00 afios; 95% IC: 7,76-8,11). La Tabla 1
presenta la distribucion del grupo evaluado segun edad, sexo y estrato
socioecondémico. El mayor porcentaje de nifios se encontré dentro del grupo de 7 afios
de edad (38,5%). Con respecto al género 58,2% de la muestra eran nifias. La
distribucion por grupos de edad no difiri6 por sexo (Chi2=4,192; p=0,123). La
muestra estuvo constituida por 49,5% de individuos que pertenecian al estrato IlI

(clase media media) y 50,5% al estrato V (pobreza critica).

Especificamente, en la sub-muestra (n=42) seleccionada para determinar el
perfil de acidos grasos eritrocitarios, el porcentaje de nifios con 7, 8 y 9 afios fue
idéntico (33,3%). De acuerdo al sexo quedd conformada por 23 varones (54,8%) y 19
hembras (45,2%), mientras que segun estrato socioecondémico, 21 nifios pertenecieron
al estrato 111 y 21 al estrato V. La distribucion por grupos de edad fue similar entre

sexos en la sub-muestra (Chi?=3,652; p=0,161).
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Tabla 1. Distribucion de la muestra estudiada segun la edad, sexo y estrato socio

econdmico Naguanagua, Estado Carabobo.

Variables Frecuencia %
Edad (afios)
7 35 38,5
8 37 29,7
9 29 31,9
Genero
Masculino 53 41,8
Femenino 38 58,2
Estrato socioeconomico
111 (Clase Media Media) 45 49,5
V (Pobreza critica) 46 50,5
n=91.

En la Tabla 2, se muestran los valores promedio y mediana de los acidos

grasos eritrocitarios. En total se detectaron 20 AGs que presentaron sefiales

claramente visibles por encima de la linea de base y con tiempos de retencion

reconocibles por los patrones utilizados. En el perfil de la sub-muestra (n=42) se

observo que el &cido palmitico (16:0) representd la mayor proporcion dentro de

familia de los &cidos grasos saturados, seguido por el &cido estearico (18:0). Dentro

de la familia de monoinsaturados, el acido oleico (18:1n-9) fue el &cido graso de

mayor proporcion mientras que el acido linoléico (18:2n-6) y el &cido araquidonico

(20:4n-6) representaron el mayor porcentaje dentro de la familia de poliinsaturados.

Los nifios del estrato V presentaron porcentajes de &cido eicosapentaenoico (20:5 n-3)
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significativamente mayores con respecto a los nifios de estrato I11 (p=0,046). Por su
parte, los nifios en pobreza critica tendieron a presentar valores més elevados de acido
docosahexaenoico (22:6 n-3), acido eicosenoico (20:1 n-9) y de acido linoleico (18:2

n-6).

Las sumatorias y relaciones de los acidos grasos eritrocitarios en escolares,
segun estrato socioecondmico se muestran en la Tabla 3. La sumatoria total de n-3
(2n-3) y el indice omega-3 tendieron a ser mayores en el estrato V con respecto al
otro estrato en estudio. Las relaciones de productos/sustratos para los AGPIs n-6 y n-
3 que se calcularon con el fin de estimar la actividad de las elongasas (A5 y A6) y
desaturasas (A4,A5,A6 y A9) resultaron similares para ambos estratos, a excepcion del
indicador 22:6n-3/18:3n-3, que tuvo una tendencia a ser mayor en el estrato V. El
indice n-6/n-3 y las relaciones de los productos omega-6/omega-3, tales como, 20:4n-
6/20:5n-3 y 20:4n-6/(20:5n-3+22:6n-3), fueron significativamente mayores en el
estrato Il (p= 0,040, p=0,038 y p=0,007, respectivamente). El indice de fluidez de
membrana celular (XSFA/(20:5n-3+22:6n-3)) tendié a ser mas elevado en los nifios

de clase media (estrato Il).

En cuanto a la asociacion entre el estrato socioeconémico y el estado de los
acidos grasos eritrocitarios esenciales y sus productos principales, se puede notar en

la Tabla4 que la frecuencia de nifios con valores de acido linoléico (18:2 n-6) por
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Tabla 2. Porcentaje de Acidos Grasos eritrocitarios en la sub-muestra estudiada

y segun estrato socioecondémico. Naguanagua, Edo. Carabobo.

- Sub-muestra Estrato socioeconémico
Qg'ld&f Grasos (42) 11 (21) V (21) p
Mediana ~ XtDE  Mediana  X:DE  Mediana  X*DE

12:0 0,05 0,06+0,07 0,04 0,05+0,04 0,06 0,08£0,08 0,143
14:0 0,54 0,73+0,73 0,56 0,60+0,37 0,51 0,85+0,97 0,505
15:0 0,37 0,50+0,45 0,37 0,43+0,23 0,38 0,56+0,59 0,642
16:0 30,50 30,81+5,02 31,05 30,4045,71 30,50 31,22+4,33 0,990
17:0 0,47 0,45+0,20 0,49 0,44+0,21 0,44 0,47+0,21 0,850
18:0 18,59 18,46+2,77 19,25 19,04+3,03 18,32 17,88+2,41 0,180
20:0 0,01 0,06+0,15 0,02 0,07+0,19 0,00 0,04+0,08 0,382
24:0 0,75 0,81+0,46 0,65 0,72+0,52 0,95 0,90+0,38 0,196
16:1 n-7 0,42 0,49+0,29 0,43 0,49+0,24 0,42 0,49+0,34 0,473
18:1 n-9 (trans) 0,17 0,18+0,10 0,17 0,20+0,12 0,16 0,17+0,08 0,222
18:1 n-9 17,66 18,91+5,53 17,88 19,62+6,66 16,98 18,19+4,15 0,624
20:1 n-9 0,16 0,15+0,08 0,14 0,13+0,08 0,18 0,17+0,07 0,068
18:2 n-6 14,87 14,78+2,17 13,93 14,29+1,83 15,42 15,25+2,39 0,089
18:3 n-6 0,13 0,21+0,19 0,13 0,20+0,15 0,13 0,22+0,22 0,753
20:3 n-6 1,58 1,46+0,61 1,56 1,42+0,67 1,59 1,50+0,56 0,672
20:4 n-6 8,37 8,07£3,70 6,75 7,63+4,20 9,43 8,50+3,17 0,453
18:3n-3 0,21 0,26+0,18 0,19 0,27+0,23 0,21 0,25+0,12 0,419
20:3n-3 0,00 0,02+0,03 0,00 0,01+0,02 0,00 0,02+0,04 0,336
20:5n-3 0,21 0,21+0,12 0,16 0,18+0,14 0,22 0,24+0,08 0,046
22:6 n-3 2,26 2,28+1,35 1,69 1,91+1,26 2,68 2,65+1,37 0,077

n entre paréntesis. DE: desviacion estandar. Prueba t de student no pareada y U de Mann-Whitney,
segun el caso, para las diferencias entre estratos.

encima del percentil 75 (> 16,49 mol%), fue significativamente mayor en los

escolares de estrato V, con respecto a los escolares de estrato 111 (p=0,040). Por su
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Tabla 3. Sumatorias y Relaciones de los acidos grasos eritrocitarios en la sub-

muestra estudiada y segun estrato socioeconémico.

Naguanagua, Edo. Carabobo.

Sub-muestra

(42)

Estrato socioeconémico

Sumatoria o Relacion 11 (21) V (21) p
Mediana X£DE Mediana XADE Mediana XADE

LSFA 52,01 52,20+6,75 52,29 52,04+7,72 51,74 52,36+5,81 0,521
LUFA 48,07 47,81+6,75 4788  47,97+7,70 48,26 47654583 0,521
EMUFA 18,30 19,73%5,69 18,63 20,44+6,76 17,67 19,02+4,43 0,606
TPUFA 27,49 28,08+7,59 26,84 27,53+8,63 30,15 28,63+6,56 0,458
n-9 17,74 19,06+5,53 17,98 19,75+6,67 17,17 18,36+4,14 0,606
n-6 24,58 25,28+6,66 24,25 25,09+7,87 26,49 25,47+538 0,538
n-3 2,74 2,80+1,39 1,98 2,44+1,30 3,16 3,16+1,42 0,092
indice Omega-3 @ 2,51 2,49+1,44 1,80 2,10+1,36 2,89 2,89+1,43 0,074
PUFA/SFA 0,55 0,57+0,27 0,49 0,57+0,36 0,57 0,56+0,17 0,359
UFA/SFA 0,92 0,96+0,36 0,91 0,98+0,47 0,93 0,93+0,21 0,538
n-6/n-3 9,37 10,83+4,84 10,79 12,58+5,82 8,93 9,09+2,79 0,040
16:1n-7/16:0x(10-2) ® 1,30 1,64+1,03 1,29 1,67+0,84 1,30 1,61+1,22 0,359
18:1n-9/18:0 ® 0,92 1,07+0,46 0,92 1,08+0,54 0,91 1,06£0,38 0,831
18:3n-6/18:2n-6 x(10%) © 0,86 1,56+1,73 0,99 1,42+1,21 0,83 1,70£2,15 0,642
20:4n-6/18:2n-6 @ 0,58 0,53+0,23 0,49 0,52+0,27 0,61 0,55+0,18 0,678
20:5n-3/18:3n-3 @ 0,98 0,96+0,51 0,81 0,83+0,56 1,17 1,08+0,43 0,123
22:6n-3/18:3n-3 © 10,19 11,06+7,87 7,92 9,54+8,60 13,50 12,57+6,94 0,064
22:6n-3/20:5n-3 @ 11,20 11,06+3,64 11,24 11,19+3,39 10,70 10,94+3,95 0,826
20:4n-6/20:3n-6 © 5,54 5,60+1,41 5,49 5,44+1,63 5,62 576+1,17 0,473
20:4n-6/20:5n-3 ™ 41,35 42,48+15,80 55,86  47,51+#1546 38,87 37,46+14,83 0,038
20:4n-6/(20:5n-3+22:6n-3) ™ 3,52 3,55+0,96 3,84 3,94+0,99 3,35 3,16+0,75 0,007
£SFA/(20:5n-3+22:6n-3) © 21,56 33,88+28,49 32,00  40,59+#30,38 17,35  27,18%2542 0,076

n entre paréntesis.

SFA: acidos grasos saturados; UFA: &cidos grasos insaturados; MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA:
acidos grasos poliinsaturados. Prueba t de student no pareada y U de Mann-Whitney, segin el caso, para las
diferencias entre estratos. (a) indice Omega-3: 20:5n-3+22:6n-3; (b) estearoil-CoA-desaturasal (A9-desaturasa); (c)
A6-desaturasa; (d) A6-elongasa y A6, ASdesaturasas; (e) A6, A5 elongasas y A6, A5, A4 desaturasas; (f) A5-elongasa y

A4-desaturasa; (g) A5-desaturasa; (h) relacion de productos n-6/n-3; (i) indice de fluidez de membrana celular.
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Tabla 4. Asociacion entre estrato socioecondmico y elevacion de acidos grasos

eritrocitarios esenciales precursores y sus productos, en la sub-muestra

estudiada y segun estrato socioecondmico. Naguanagua, Edo. Carabobo.

Sub- Estrato socioeconémico Estadistico
- muestra exacto de p
Il Vv

Acido Graso n (%) " (%) " %) Fischer

18:2 n-6 10 (23,8) 2 (9,5) 8 (39,1) 4,385 0,040
20:4 n-6 10 (23,8) 4 (19,0) 6 (28,6) 0,525 0,359
18:3n-3 10 (23,8) 5 (23,8) 5 (23,8) 0,008 0,607
20:5n-3 10 (23,8) 4 (19,0) 6 (28,6) 0,525 0,359
22:6 n-3 10 (23,8) 4 (19,0) 6 (28,6) 0,525 0,359

n total= 42; n estrato I11= 21; n estrato V= 21.

Porcentajes calculados con base al nimero total de individuos en cada estrato
socioeconémico.

parte, la distribucién de los nifios estudiados segun el indice omega-3 fue 88% en el

rango bajo (< 4%) y 12% en rango intermedio del indice (4-8%); esta frecuencia no

se asocio a la estratificacién socioecondmica.

En la Tabla 5 se presentan los valores promedio y mediana de los marcadores

de peroxidacion lipidica, en el grupo total y segun el estrato socioeconémico. Dichos

indicadores fueron medidos en la totalidad de la muestra estudiada (n=91). En

comparacion con los nifios que pertenecian al estrato V, los nifios de estrato Il

mostraron niveles significativamente mas elevados de LDL oxidada circulante,



Tabla 5. Marcadores de peroxidacion lipidica en escolares, segun estrato socioeconémico y en la muestra total.

Naguanagua, Edo. Carabobo.

Muestra Total Estrato socioeconémico

Marcadores (1) 11 (45) V (46) D

Mediana XeDE Mediana XeDE Mediana XeDE
TBARS 0,84 0,89+0,54 0,84 0,95£0,73 0,84 0844022 0,786
(nmol/ml)
LDLox (U/L) 4486  4473+1394 46,80  49,98+1279 4308  39.60+13.20  <0,001
LDLox/CT
Uy 0,34 0,32+0,09 0,36 0,34+0,09 0,32 0,31#010 0,091
SOx VLDL 5,80 7.1545,29 9.00 8414569 498 5024459 0,068
(nmol/mg prot)
SOx LDL 1,20 1,30+1,12 1,30 1,60+1,26 1,00 1,00£0.88 0,002
i{nmol/mg prot)
n
CT (mg/dI) 13400 14118+3220 14740 15134+37.60 13050  131.24+22.08 0,006

T
ntre paréntesis.

Prueba t de student no pareada y U de Mann-Whitney, segun el caso, para las diferencias entre estratos. SOx LDL: susceptibilidad de
oxidacién de LDL; SOx VLDL.: susceptibilidad de oxidacion de la VLDL; LDLox: LDL oxidada circulante; CT: colesterol total.

88
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susceptibilidad de oxidacion in vitro de la LDL y colesterol total. Adicionalmente, la
susceptibilidad de oxidacion in vitro de la VLDL y el indice LDLox/CT también

tendieron a ser mayores en los escolares de estrato I1lI.

La frecuencia de escolares con elevacion de los marcadores de peroxidacion
lipidica se asocio al estrato socioeconomico. EI aumento por encima del percentil 75
de LDL oxidada circulante, susceptibilidad de oxidacion de LDL y de VLDL fue
significativamente mas frecuente entre los escolares de estrato 111 en comparacion con

los escolares de estrato V (Tabla 6).

Tabla 6. Asociacion entre estrato socioecondémico y elevacion de los marcadores
de peroxidacion lipidica, segun estrato socioecondémico y en la muestra total.

Naguanagua, Edo. Carabobo.

Muestra Estrato socioeconémico  Estadistico
Marcadores de

P Total exacto de p
i \

peroxidacion lipidica n (%) o " %) Fischer

TBARS elevado 21 (23,08) 11 (24,44) 10(21,74) 0,904 0,477
LDLox elevada 23 (25,30) 18 (40,0) 5(10,9) 10,220 0,001
Indice LDLox/CT 20(22,0)  12(267)  8(17.4) 1141 0,208
elevado

SOx VLDL elevada 21 (23,1) 16 (35,6) 5(10,9) 7,809 0,005
SOx LDL elevada 21 (23,1) 16 (35,6) 5(10,9) 7,809 0,005
n total= 91; n estrato I11= 45; n estrato V= 46. Porcentajes calculados con base al niimero total

de individuos en cada estrato socioecondmico. TBARS: sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico;
LDLox: lipoproteina de baja densidad oxidada circulante; CT: colesterol total; SOx LDL:
susceptibilidad de oxidacion de LDL; SOx VLDL.: susceptibilidad de oxidacion de la VLDL.
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La Tabla 7 presenta el andlisis de correlacion entre los indicadores de
peroxidacion lipidica y los acidos grasos determinados o las relaciones calculadas a
partir de los mismos. En el grupo total de nifios el indice LDLox/CT se correlaciono
negativa y significativamente con el acido laurico (12:0). El analisis discriminado por
estrato socioeconoémico revelo que en los nifios de estrato 11, la susceptibilidad de
oxidacion de LDL se correlaciond inversa y significativamente con el porcentaje de
acido palmitico (16:0) y con la sumatoria de los AGs saturados totales. En el mismo
grupo de escolares, la sumatoria de AGs insaturados totales se correlacioné positiva y

significativamente con la susceptibilidad de oxidacion de LDL.

En el caso de los escolares de estrato V, el indice LDLox/CT y los porcentajes
de acido graso ladrico (12:0) y de miristico (14:0) se encontraron correlacionados
negativa y significativamente. En este orden de ideas en el mismo estrato se encontro
una correlacion negativa y significativa entre la susceptibilidad de oxidacion de
VLDL y el &cido margéarico (17:0); mientras que el indice LDLox/CT y el &cido
eicosapentaenoico  (20:5n-3) se encontraron correlacionados positiva y

significativamente.

El analisis de regresion mdaltiple para establecer los predictores de
indicadores de peroxidacion lipidica y acidos grasos eritrocitarios por reveld que las
concentraciones de LDL oxidada fueron predichas por el estrato socioeconémico y

por el colesterol total. La susceptibilidad de oxidacion invitro de laVLDL y la
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Tabla 7. Analisis de correlacion entre indicadores de peroxidacion lipidica,
porcentajes de acidos grasos y relaciones calculadas a partir de los mismos,
en la sub-muestra estudiada y segun estrato socioeconémico.

Naguanagua, Edo. Carabobo.

Sub-muestra Estrato socioeconomico

Acido graso - Indicador (42) 11 (21) V (21)
de lipoperoxidacion Rho Rho Rho
Spearman P Spearman P Spearman

12:00 - LDLox/CT -0,383 0,012 -0,152 0,512 -0,494 0,023
14:00 - LDLox/CT -0,211 0,180 0,024 0,918 -0,439 0,047
16:00 - SOx LDL -0,222 0,157  -0,478 0,028  -0,052 0,822
17:00 - SOx VLDL 0,044 0,782 0,477 0,029 -0,476 0,029
20:5n-3 - LDLox/CT 0,010 0,949 -0,139 0,548 0,523 0,015
XSFA - SOx LDL -0,123 0,436 -0,491 0,024 0,062 0,790
LUFA - SOx LDL 0,136 0,389 0509 0,018  -0,062 0,790

n entre paréntesis.

Solo se muestran los indicadores que mostraron correlaciones significativas en los grupos
estudiados.

LDLox: lipoproteina de baja densidad oxidada circulante; CT: colesterol total; SOx LDL.:
susceptibilidad de oxidacion de LDL; SOx VLDL: susceptibilidad de oxidacion de la
VLDL.ZSFA: sumatoria de los acidos grasos saturados totales; XUFA: sumatoria de acidos
grasos insaturados totales.

relacion n6/n3 fueron predichas por el estrato socioecondémico independientemente de
la edad y sexo. Por ultimo, la susceptibilidad de oxidacion in vitro de la LDL por el

estrato socioecondmico y la edad (Tabla 8).



Tabla 8. Predictores de los indicadores de peroxidacion lipidica y acidos grasos eritrocitarios evaluados.
Naguanagua, Edo. Carabobo.

Variable Dependiente Predictores  Coeficiente (B)  Error tipico (B) 1C 95% (B) t p

ESE 7,10 2,663 1,812-12,396 2,668 0,009
LDLox (U/L)

CT 0,16 0,042 0,080 - 0,246 3,922 <0,001
SOx VLDL (nmol/mg prot) ESE 2,49 1,083 0,340 - 4,644 2,301 0,024

ESE 0,49 0,228 0,042 - 0,947 2,170 0,033
SOx LDL (nmol/mg prot)

Edad -0,29 0,136 -0,558 - -0,016  -2,106 0,038
n-6/n-3 ESE 3,49 1,409 0,643 - 6,339 9,120 <0,001

n= 42 para cuando se traté de los acidos grasos eritrocitarios y n=91 cuando se trat6 de los indicadores de lipoperoxidacion.

Anédlisis de regresién multiple. Las variables independientes o predictores introducidos fueron: estrato socioecondmico, edad, sexo y
colesterol (solo para LDL oxidada). Se muestran solo los indicadores que resultaron significativamente predichos por el estrato
socioeconomico.

ESE: estrato socioecondmico; LDLox: lipoproteina de baja densidad oxidada circulante; CT: colesterol total; SOx LDL:

susceptibilidad de oxidacion de LDL; SOx VLDL.: susceptibilidad de oxidacion de la VLDL.

6
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CAPITULO V

DISCUSION

4.1 Discusion de resultados

La poblacion venezolana en las ultimas décadas ha mantenido una dieta cuyo
contenido de grasa aporta un valor cercano al 30% del consumo total calérico *©.
Gran parte de esta grasa proviene del consumo de grasas visibles (aceite, mayonesa,
margarina), otra pequefia fuente es de origen animal (carnes, pescado) **. Es
importante destacar que la distribucion del consumo de estas grasas varia segun el
estrato socioecondmico. En trabajos realizados por FUNDACREDESA se comprobd
que los estratos de | a Ill tienen mayor consumo de grasa en comparacion con los

estratos IV y V ®9,

El perfil de &cidos grasos en plasma refleja el consumo de grasas a corto
plazo, mientras que en los glébulos rojos refleja el consumo a largo plazo de los
mismos. Las membranas celulares se componen principalmente de fosfolipidos que
son particularmente ricos en acidos grasos poliinsaturados de cadena larga. Por otro
lado, la sangre completa contiene mas AGPIs de cadena larga en comparacion con el
plasma. La sangre completa contiene entonces AGs de diversas fuentes como son, los

fosfolipidos circulantes del plasma y de los eritrocitos, siendo estos ultimos los
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principales contribuyentes de AGs ™® por lo que en este trabajo se prefirio

establecer el perfil de los acidos grasos contenidos en eritrocitos.

Para nuestro conocimiento es el primer estudio que suministra datos del perfil
de AGs eritrocitarios en escolares venezolanos aparentemente sanos. La evaluacion
de prepuberes reduce la confusion asociada a los intensos cambios hormonales que
surgen con la pubertad. La informacion aportada constituye una referencia para otros
estudios similares ya que las muestras analizadas fueron recolectadas entre 2005 y
2007, afios en los cuales la situacion alimentaria del pais pudo ser distinta a la
presente. En general, en Latinoamérica existen pocas referencias sobre el perfil
poblacional de AGs, sin contar que los procedimientos analiticos, muestras bioldgicas
(suero, eritrocitos, sangre total o células de la mucosa bucal) y forma de expresion de
los datos varian de un estudio a otro. De esta manera, no resulta tarea facil contrastar
los resultados del presente trabajo con otros similares en vista de la gran variabilidad
en la forma de expresion del perfil de acidos grasos, la cual en nuestro caso fue en
mol%; otros trabajos presentan valores expresados en porcentaje, sin embargo, ambas

expresiones difieren muy poco entre si y por ende son comparables ©9.

Esta investigacion amplia los resultados informados en 2013 por Bosch y col.
®D quienes establecieron el perfil de acidos grasos en células del carrillo (comparable
al obtenido en eritrocitos seguin Klinger y col. ®») en nifios de 3 a 6 afios de edad de

las regiones de Caracas (region central, de todos los estratos socioecondmicos),
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Margarita (region insular, de todos los estratos socioecondmicos), Estado Bolivar
(estratos IV y V) y de Orinoquia (muestra de poblaciéon indigena selvatica),
agrupados segun estrato socioecondmico de acuerdo al método de Graffar-Méndez
Castellano, dicho estudio constituye el principal referente comparativo, por el

momento, de los datos obtenidos en este trabajo.

El presente trabajo no mostro diferencias significativas en la mayoria de los
AGs estudiados en los estratos 111 y V. Como se esperaba el mayor porcentaje del
perfil de AGs estuvo constituido por los AGs saturados, ya que actualmente son los
de mayor consumo en América ™. Estos AGs presentaron un porcentaje inferior al
encontrado en nifios de Caracas y Margarita de todos los estratos socioeconémicos (I-
V) pero superior al evidenciado en los nifios del Estado Bolivar (IV y V) por Bosch y
col. ® EI porcentaje de AGs saturados en el presente estudio fue similar al
encontrado en perfiles eritrocitarios de infantes y adolescentes normopesos
informados por Cortez y col. en Espafia para 2013 7, Martinez y col. en México

para ese mismo afio **, y Brigandi y col. en EE.UU. para 2015 @2V,

En todos los estudios ya mencionados incluyendo el presente, el acido
palmitico (16:0= 30,81+5,02 mol%) obtuvo el mayor porcentaje entre el resto de los
AGs saturados, pero en comparacion con los nifios de las ciudades de Caracas (I-V) y

Margarita (1-V) ©, el presente estudio mostré valores inferiores; a su vez fueron
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mayores en comparacion con el Edo. Bolivar (IV y V), Espafia, México y

EE.UU @7.120121)

Por su parte, el &cido estearico (18:0= 18,46+2,77 mol%), AG saturado de
importante representacion en todos los perfiles por su alto consumo en la dieta,
mostré un patrén similar respecto del estudio de Bosch y col. ®¥ o de los realizados

en Espafia, México y EE.UU. “#7:120:121)

Los AGs monoinsaturados representaron una quinta parte del perfil
encontrado en el grupo total de nifios estudiados (XMUFA= 19,73+5,69 mol%),
dicha cifra fue muy similar a lo observado en nifios caraquefios de estratos I-111 Y,
espafioles “”, mexicanos “?? y norteamericanos “??, pero duplicé a lo encontrado en
los de nifios caraquefios de estratos mas marginales (IV y V) o margaritefios de todos
los estratos (I-V) V. Dentro de la familia de los AGs monoinsaturados, la proporcion
de &cido oleico represent6 casi la totalidad de los AGs de la misma (18:1n-9=18,91
mol%), siendo cercana a la evidenciada en nifios del estado Bolivar (IV-V) pero
mayor respecto de los nifios caraquefios en todos su estratos (I-V) y margaritefios (I-
V) © e incluso en comparacién con los estudios internacionales antes

mencionados “712012)

Los AGs trans se han relacionado con resistencia a la insulina y obesidad al

inducir alteraciones en las membranas celulares y elevar las concentraciones de
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factores pro-inflamatorios, incluyendo interleuquina-6, factor de necrosis tumoral y
prostaglandinas. Los estudios sobre estos AGs en nifios son escasos pero aungue no
estd claro el mecanismo bioldgico especifico, estos provocan aumento de peso y se
sabe ademas que pueden tener efectos adversos sobre el crecimiento y el desarrollo

(1221239 ~omo

mediante interferencia con el metabolismo de AGs esenciales
biomarcador de la ingesta de AGs trans en este trabajo se determin0 el &cido elaidico,
el principal isdbmero de los AGs trans que se generan durante la hidrogenacién parcial
de aceites vegetales y que se encuentra en una gran cantidad de alimentos procesados
industrialmente, su ingesta elevada se ha asociado a una disminucion del riesgo de

pérdida de peso, particularmente en mujeres 2.

Venezuela no cuenta con una base de datos del contenido de AGs trans de los
alimentos mas consumidos, sin embargo, un analisis de galletas y mezclas de tortas
comerciales demostro un porcentaje de AGs trans tal que permitié declararlas como
"libres de grasas trans" 6 "cero trans" de acuerdo a lo pautado en las normas de
rotulado y declaracion de propiedades nutricionales del reglamento MERCOSUR y
normas internacionales ?®. Esto Gltimo es compatible con la baja proporcién de
acido elaidico (18:1n9 trans= 0,18+0,10 mol%) evidenciada en los escolares
evaluados en esta investigacion, la cual también fue similar a la hallada en nifios de
todos los estratos de Bolivar, Caracas y Margarita ®, asi como de Espafia y
(47,120)

México , paises que si cuentan con disposiciones gubernamentales que limitan

el contenido de AGs trans en los alimentos, a diferencia de Venezuela. También el



98

porcentaje de acido elaidico encontrado en los nifios de los dos estratos estudiados fue
inferior al informado por Baylin y col. “?® en nifios colombianos de 5 a 12 afios de
diferentes estratos socioeconémicos; al igual que en el presente estudio estos autores
no encontraron diferencias significativas en la concentracion del acido elaidico segun

el estrato socioeconomico.

El porcentaje de los AGPIs en los escolares caraboberfios del presente estudio
(O PUFA= 28,08+7,59 mol%) fue muy cercano al demostrado en nifios del Estado
Bolivar por Bosch y col. ®® asi como en Espafia, México y EE.UU por diferentes
autores 7129120 aunque superd dramaticamente a los valores observados en los
nifios de Caracas y Margarita en todos los estratos socioeconémicos Y. Los AGs v-6
representaron gran proporcion de los AGPIs al igual que en otros trabajos #1202
asimismo sus porcentajes coinciden con los demostrados en un estudio realizado en
2009 en leche materna de mujeres carabobefias que pertenecian a los estratos IV y

\ASSS

El porcentaje de acido linoléico en los escolares estudiados fue superior al
demostrado en otros estudios europeos “” o norteamericanos “?Y, aunque similar al
observado en nifios mexicanos *??, lo cual pudiera ser manifestacion del contexto
sociocultural comun de los paises latinoamericanos. Dentro de la familia de AGs ®-6
[lamé la atencidn que el porcentaje de acido linoléico (18:2n-6= 14,78+2,17 mol%)

de los nifios evaluados fuese méas cercano al exhibido por los nifios caraquefios de
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estratos mas favorecidos (I-111), que a los de condicion socioecondémica baja,
superando entre 6 y 12% al encontrado en nifios caraquefios de estratos mas

marginales (IV y V) y margaritefios (1-V) Y, respectivamente.

No obstante, al realizar el analisis comparativo segun estratificacion
econdmica, se encontrd que el acido linoléico (18:2n-6) tendid a ser mas elevado en
los nifios del estrato VV en comparacion con los nifios del estrato 111, encontrandose
que la frecuencia de nifios por encima del percentil 75 de dicho AG fue
significativamente mas alto entre los escolares que pertenecian al estrato V. De
acuerdo al Instituto Nacional de Estadistica “?”, el consumo aparente diario per
capita por estrato social de la poblacion venezolana entre el primer semestre 2006 y
segundo semestre 2007, no registré mayor diferencia en el consumo de aceites (fuente
rica en acido linolénico) entre los estratos socioeconomicos estudiados. Sin embargo,
esto ultimo hay que considerarlo con cautela puesto que tal registro se basa en
alimentos “adquiridos” para consumo, por lo que expresa en gran medida la
“disponibilidad” del alimento y no necesariamente su consumo real y efectivo, que si

se refleja en el perfil que demuestran los eritrocitos en sus 120 dias de vida media.

El 4cido araquidénico (AA), el producto mas importante del acido linoléico,
en este trabajo no mostré diferencias significativas en los estratos estudiados,
coincidiendo con lo observado en Caracas, Margarita y Bolivar Y, sin embargo, el

porcentaje de este AG en los nifios carabobefios fue muy superior a los informados en
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los lugares ya mencionados, seguramente reflejando la mayor disponibilidad de su
precursor antes comentada. Aunque el porcentaje encontrado de AA fue similar a lo

(47.120.121) " as de interés las

demostrado en nifios de Espafia, México y EE.UU.
diferencias observadas localmente ya que el exceso de AA se asocia a efectos

deletéreos relacionados con acciones pro-inflamatorias y pro-coagulantes ©.

En el grupo total de los nifios estudiados el porcentaje de los AGs -3 fue
mayor en comparacion con los nifios de Caracas, Margarita y Bolivar en todos los
estratos estudiados por Bosch y col. ® En contraste, fue similar a lo informado por

otros autores en México y EE.UU. (212D

, pero inferior a lo evidenciado en nifios
espafioles ", en los que se observan valores llamativamente mayores, probablemente
relacionados con la dieta mediterranea rica en AGs ®-3 propia de la poblacién

espariola, segun informa el consenso sobre las grasas y aceites en la alimentacion de

la poblacién espafiola adulta %%

Dentro de la familia de los AGs ®-3 el precursor més importante es el acido
alfa-linolénico (ALN), del cual se derivan diversos AGs, entre ellos el &cido
eicosapentaenoico (EPA) y el &cido docosahexaenoico (DHA), con funciones
especialmente cardio-protectoras . Si bien el ALN en el presente trabajo no mostré
diferencias entre los estratos estudiados, su valor en el grupo total fue practicamente
idéntico al de los nifios caraquefios de estratos méas favorecidos (I-111) pero superior al

presentado por los de estratos bajos (IV y V) o por los margaritefios de todos los
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estratos (I-V), mientras que Bolivar exhibié porcentajes que triplicaron al presente
estudio ®. El porcentaje de ALN (18:3 n-3= 0,26+0,18 mol%) en los nifios

carabobefios coincidié con los valores detectados en México y EE.UU. 2012,

Los porcentajes de EPA (0,21+0,12 mol%) y DHA (2,28+1,35 mol%) asi
como el indice omega-3 (DHA+EPA= 2,49+1,44 mol%) en el grupo total estudiado
concuerdan con los mostrados en el estudio carabobefio de perfil de &cidos grasos en
leche materna “Y; a su vez fueron notoriamente mayores que aquellos evidenciados

en nifios de Caracas, Margarita y Bolivar en todos los estratos %

Por su parte, los porcentajes de DHA y EPA fueron mayores en los nifios de
estrato V respecto del estrato 111, alcanzando diferencias significativas en el DHA.
Esto dltimo fue un hallazgo interesante pero a la vez inesperado. Como ya se ha
mencionado anteriormente, el contenido dietario de dichos AGs esta directamente
asociado al consumo de pescados de piel azul como su principal fuente. Conservando
la cautela con la cual deben considerarse los datos aportados por el Instituto Nacional
de Estadistica en cuanto al consumo aparente diario per cépita por estrato social, es
importante destacar que entre el primer semestre de 2006 y el segundo semestre 2007
se registré un mayor consumo de pescado, del tipo sardina enlatada, en el estrato V en

comparacién con el estrato 111 27,
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En general, se conoce que el consumo de pescado fresco en las grandes zonas
urbanas como Valencia es bajo, especialmente en los individuos de estrato IV y V,
debido a su alto costo. Sin embargo, no es menos cierto que el consumo de sardina
enlatada siempre fue la alternativa econdmica y popular a la que los estratos mas
bajos siempre han recurrido para mantener su ingesta caldrica y de proteinas,
especialmente durante los afios en los que se realizd el muestreo. Esto ultimo
explicaria la observacion en el presente estudio de porcentajes eritrocitarios de DHA

y EPA maés altos entre los nifios de estrato V.

Hoy por hoy se analizan diversas sumatorias y relaciones de AGs para obtener
la vision integrada con la cual se metabolizan y acttan fisiolégicamente. En tal
sentido, un equilibrio entre los AGs omega-6 y omega-3 genera un estado fisioldgico
menos inflamatorio en términos de la expresion genética, el metabolismo de los
leucotrienos, produccién de interleucina-1 (IL-1) y de prostaglandinas ®*. Sin
embargo, las modificaciones de los habitos alimentarios del ser humano han
conducido a una elevada ingesta de AGs -6 y a la reduccion simultdnea y marcada
del consumo de AGs ®-3, lo cual a su vez ha originado un desequilibrio en la relacion
n-6/n-3, muy diferente a la proporcion original 1:1 que conservaba la dieta que
mantenian los seres humanos en la era paleolitica, la cual se basaba en carne,
pescados, plantas silvestres, nueces y bayas que aportaban cantidades iguales de AGs
omega-3 y omega-6 de origen vegetal (AL + ALN) asi como grasa provenientes de

animales terrestres en su habitat natural y de pescado (AA + EPA + DHA) @,
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En este orden de ideas, Giacopini y col. ©®® han propuesto para la poblacién
venezolana un valor maximo para la relacion n-6/n-3 de 10:1, mientras
Simopoulos ®% recomienda mantener una relacion de 4:1 debido a su asociacion con
una reduccion del 70% en la mortalidad total por enfermedades cardiovasculares. El
perfil eritrocitario del grupo total estudiado arrojo una relacion n-6/n-3 media de 11:1,
la cual fue proxima al valor obtenido en los nifios caraquefios de estrato I-111
evaluados por Bosch y col. ®® Los nifios evaluados mostraron valores de esta
relacién cercanos a los encontrados en México *® y EE.UU. “?Y, pero mayores a los
observados en nifios espafioles “”, en quienes la relacion es notablemente menor

(5:1).

Por otra parte, la relacion n-6/n-3fue significativamente mayor en el estrato Il
(IM=13:1 vs. V=9:1), demostrandose que la estratificaciobn socioecondémica
condiciond aproximadamente una diferencia de cuatro unidades en la relacion n-6/n-3
a favor de los nifios de estrato Ill. Se desconocen las implicaciones de esta
observacion sobre todo a largo plazo, sin embargo, es importante considerarlas con
base a la importancia que se ha concedido a una relacion n-6/n-3 balanceada dentro
del mantenimiento de la salud, por su implicacion en las enfermedades
cardiovasculares, diferentes tipos de céncer (mamario, colorectal, prostatico, etc.),
asma, enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reumatoide y osteoporosis, entre

otras patologias V.
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Originalmente propuesto en 2004 por Harris como un factor de riesgo para
muerte por enfermedad cardiaca coronaria **%, posteriormente el mismo autor sugirio
el indice omega-3 no solo como biomarcador de ingesta sino también como un
marcador de riesgo y lo mas importante, como factor de riesgo y blanco de
terapia *”. Basado en lo anterior, este estudio evalué dicho indicador para ampliar la
informacién que brindan los porcentajes individuales de EPA y DHA. Vale la pena
destacar que el valor medio del indice omega-3 de los nifios estudiados, al igual que
en los nifios mexicanos ® y norteamericanos “*, se ubicé dentro del rango de
riesgo alto para eventos cardiovasculares (< 4%). Casi 90% de los escolares
estudiados se ubicé en dicho rango y aunque esta distribucidn no se asocio al estrato
socioecondmico, el indice tendio a ser casi 1% mas bajo en los nifios de clase media.
Tal hallazgo es compatible con los resultados de una revision sistematica para generar
un mapa global de los niveles sanguineos de DHA+EPA en adultos sanos, en la que
se observaron valores menores de 4% en Canadd, EE.UU., Guatemala, Brasil,
Irlanda, Reino Unido, Italia, Grecia, Serbia, Turquia, Irdn, Bahréin, India y
Kenia ®*¥. Es necesario resaltar que no se dispusieron de datos en la mayor parte de
Suramérica, incluyendo Venezuela, lo que subraya la relevancia de los datos

aportados por el presente trabajo.

Respecto de los indices que estiman la actividad de ciertas desaturasas o
elongasas que participan en el metabolismo de AGs, en el presente trabajo no

existieron diferencias entre estratos para la mayoria de las relaciones calculadas, no
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obstante, la relacion entre la produccion de AA y EPA (20:4n-6/20:5n-3) fue
significativamente més elevada en el estrato 111, siendo sus valores en ambos estratos
(111=48:1 vs. V= 37:1) muy superiores a lo que se recomienda (3:1) %010V,

propendiendo a la produccion de sustancias pro-inflamatorias derivadas del AA.

De modo similar, la relacion 20:4n-6/(20:5n-3+22:6n-3) exhibié una
diferencia significativa a favor del estrato 1l (I1l1= 4:1 vs. V= 3:1) pero de igual
manera ambos estratos estuvieron por encima de la proporcion que se sugiere como
ideal (1:1) %199 | a evidencia apunté a que el AA estuvo més representado en
comparacion con el EPA y DHA en los nifios de estrato 111 estudiados, en tal sentido
es importante destacar que estudios in vitro han demostrado que la disminucion de la
relacion  20:4n-6/(20:5n-3+22:6n-3) reduce la acumulacion de colesterol e
inflamacién, eventos que estan asociados a la formacion de lesiones adrticas 3%,
asimismo su reduccion es capaz de modular procesos relacionados con el crecimiento

de células de cancer de mama ®*®

y la exposicién perinatal a una elevada relacion
20:4n-6/(20:5n-3+22:6n-3) hasta los cuatros meses de vida contribuye a la

acumulacion de tejido adiposo en los infantes %,

Por ultimo, la relacion XSFA/(20:5n-3+22:6n-3) en ambos estratos se

encontré por encima de lo recomendado (4:1) %41

y tendi6 a ser mayor en el
estrato 111 (I11= 41:1 vs. V=27:1), sugiriendo que estos nifios estan mas predispuestos

a una membrana celular con tendencia a ser mas rigida lo cual afectaria un variedad
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de procesos fisiologicos y bioquimicos celulares, sin embargo, solo estudios

longitudinales amplios pudieran confirmar las implicaciones de tal observacion.

Como ya se ha planteado anteriormente, la peroxidacion lipidica constituye
uno de los factores claves entre los muchos que intervienen en la aterogénesis. Siendo
la ateroesclerosis un proceso que tiene origen en la infancia y no en la adultez, fue de
interés evaluar diversos marcadores de peroxidacion lipidica en los escolares
estudiados, mas aun, comprobar si presentaban variaciones segun la estratificacion
socioecondmica ya que otros autores han observado una relacion inversa entre el ESE

y la peroxidacion lipidica en adultos norteamericanos *7.

En el grupo total la LDLox circulante presento un valor de 44,73 U/L, el cual
es bastante cercano al obtenido por Norris y col. ©*® en un grupo de jovenes
normopeso norteamericanos, pero supero el observado en nifios espafioles obesos en
un estudio por Morell-Aranza y col. ®*, lo cual pudiera explicarse por la riqueza en
antioxidantes que distingue la dieta mediterrdnea espafiola. En contraste con lo
informado por Janicki-Deverts y col. “*) en la presente investigacién la LDLox
circulante fue significativamente mayor en los nifios de estrato mas elevado,
demostrandose mediante analisis multivariado que un nifio por ser de estrato 111 tiene
un aumento de 7,10 U/L en la LDLox. Asimismo el nimero de nifios con LDLox

elevada fue significativamente mayor entre los nifios de clase media.
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Para analizar los hallazgos anteriores es importante considerar la
concentracion sanguinea del colesterol, la cual fue significativamente mayor en los
nifios de estrato Ill. En tal sentido, cuando los valores de LDLox se ajustaron por
colesterol total (LDLox/CT) desaparecieron las diferencias entre estratos, lo cual
corrobora que las mismas tienen su base en las concentraciones mas elevadas de
colesterol total que presentaron los nifios de estrato I1l. Independientemente de las
causas que originen que los nifios de estrato 11l muestren niveles mas elevados de
LDLox, es importante considerar las potenciales implicaciones de esta observacion
con respecto al perfil de morbi-mortalidad que estos nifios pudieran desarrollar en el
futuro como adultos, ya que se ha informado de una asociacion positiva entre los
niveles circulantes de LDLox y el grosor de la intima-media de la arterias cardtidas,

el cual es un marcador de la aterosclerosis subclinica 9.

La determinacion de la susceptibilidad de las lipoproteinas a la oxidacion in
vitro es una medida estimativa de la disponibilidad que tienen para oxidarse una vez
que se enfrentan a agentes oxidantes. La informacién sobre este marcador en nifios
venezolanos es escasa, aunque Ruiz y col. ®® en un estudio exploratorio previo
contribuyé con primeros datos con los que cuenta. En esta investigacion la
susceptibilidad a la oxidacion in vitro de las LDL y VLDL fue mayor en los nifios de
estrato 11, la estratificacion socioecondmica fue predictora de dicha susceptibilidad y
el numero de nifios con elevada susceptibilidad de oxidacion de las LDL o de las

VLDL fue significativamente méas elevado entre los nifios de clase media. En ambos
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estratos, tal susceptibilidad se encontro correlacionada negativamente al porcentaje de
AGs saturados individuales y a su sumatoria total; adicionalmente en el estrato Il la
susceptibilidad a la oxidacion de la LDL se correlacion6 positivamente a la sumatoria
de la AGs insaturados. Tales correlaciones son bioldgicamente plausibles debido a
que las insaturaciones son el blanco de las especies reactivas oxidativas mientras que

los AGs saturados se conservan indemnes a estas “%%6:6%),

En cuanto a las correlaciones entre indicadores de peroxidacion lipidica y
AGs, en la sub-muestra el indice LDLox/CT se correlaciond negativa y
significativamente con el &cido ladrico (12:0) mientras que en los escolares de estrato
I11 también existié una la correlacion negativa y significativa entre la susceptibilidad
de oxidacion de LDL, el acido palmitico (16:0) y los AGs saturados totales (XSFA).
A su vez en el estrato V, el indice LDLox/CT, los porcentajes de &cido graso ladrico
(12:0) y miristico (14:0) también mostraron una correlacion negativa y significativa,
por su parte, la susceptibilidad de oxidacion de VLDL y el acido margéarico (17:0) se
encontraron correlacionados de la misma forma, concordando con la teoria de la
peroxidacion, lo cual implica que por su estructura quimica los AGs saturados son
resistentes a la peroxidacion. En el estrato Ill se pudo observar el caso contrario
donde se evidenci6 una correlacion positiva y significativa que se presentd entre la
susceptibilidad de oxidacion de LDL vy la totalidad de los &cidos grasos insaturados,
de igual forma ocurre en el estrato V con el indice LDLox/CT y el &cido

eicosapentaenoico (20:5n-3); esto afianza lo anteriormente dicho y sustenta que la
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molécula al poseer mayor cantidad de insaturaciones es mas susceptible a la

oxidacion (46661,

Finalmente, es necesario sefialar que este estudio tuvo limitaciones. En primer
lugar, el tamafio reducido de la muestra sobre todo para el caso del analisis del perfil
eritrocitario de AGs, reduce la posibilidad de demostrar diferencias y relaciones que
probablemente existan entre los estratos e indicadores estudiados. En segundo lugar,
la imposibilidad de establecer una relacion causal entre la estratificacion
socioecondmica y los marcadores evaluados, debido al disefio transversal del estudio.
La tercera limitacion proviene de los criterios de inclusion, es probable que las
caracteristicas de los nifios que no asisten a instituciones educativas sean diferentes,
especialmente en el caso de aquellos que viven en pobreza critica. Esto ultimo puede
explicar porgque no se encontraron mayores diferencias significativas entre los estratos

estudiados, tal como se esperaba.
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CONCLUSIONES

Esta investigacion evidencié por primera vez la relacion entre el dafo
oxidativo de los lipidos y el perfil eritrocitario de acidos grasos en escolares
venezolanos de dos estratos socioecondémicos diferentes. Asimismo, se demostrd que
la estratificacion socioecondémica fue predictora de la LDL oxidada circulante,
susceptibilidad a la oxidaciéon in vitro de las LDL y VLDL y de la relacion n-6/n-3
eritrocitaria, indicadores que fueron més elevados entre los nifios de clase media. Por
su parte, los nifios en pobreza critica se distinguieron por porcentajes mayores de
acidos grasos -3 de cadena larga. Nuestras observaciones deberan ser confirmadas
por estudios que incluyan una muestra mas numerosa de escolares y que incorporen
indicadores dirigidos a evaluar el componente antioxidante del balance pro-
oxidante/antioxidante del organismo. Los resultados obtenidos sugieren la necesidad

de intervencion con alimentos fortificados con EPA y DHA.
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RECOMENDACIONES

» Se sugiere ampliar los resultados del estudio evaluando una muestra de mayor
tamafo con el fin de aumentar el potencial estadistico para demostrar
diferencias entre los estratos estudiados y analizando el perfil de acidos grasos

en todos los nifios estudiados.

» Incluir datos antropométricos, de ingesta dietética y otros indicadores

bioquimicos que informen sobre el estado de los antioxidantes.

» Realizar un estudio longitudinal del perfil de acidos grasos en escolares de los
estratos estudiados para conocer su evolucion durante la pubertad vy

adolescencia y si las diferencias observadas desaparecen o se profundizan.

» En vista de los cambios que ha sufrido la dieta del venezolano relacionados a
la disponibilidad de los alimentos y poder adquisitivo de la poblacion, se
propone repetir el presente estudio para obtener datos que permitan establecer
informacion comparativa de la calidad de acidos grasos consumidos por los

escolares.
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ANEXO A
CONSENTIMIENTO INFORMADO Y CITACION

UNIVERSIDAD DE CARABOBO
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN NUTRICION
Estudio de Acidos Grasos y Oxidacion Lipidica en escolares

Estimado representante:

Reciba un cordial saludo. Tengo el agrado de dirigirme a Ud. para
comunicarle que su representado(a) ha sido seleccionado(a) al azar para participar en
el estudio cientifico titulado: “Perfil de acidos grasos en eritrocitos e indice omega
y su asociacion con marcadores de peroxidacion lipidica en escolares valencianos
de diferentes estratos socioecondmico”. El estudio tiene como finalidad asociar el
perfil de &cidos grasos en glébulos rojos con indicadores de oxidacion lipidica en
nifios con edades comprendidas entre 7 y 9 afios segun su estrato socioecondémico.

iLe invitamos a participar y colaborar con este estudio!. Para ello
necesitamos tomarle una muestra de sangre a su representado(a). La muestra de
sangre se extraerd en las mismas condiciones que Ud. observa en un laboratorio
clinico, siempre bajo la supervision de un Licenciado en Bioanalisis. Cabe
mencionarle que la extraccion de la muestra de sangre no representaran peligro
alguno para el nifio o la nifia.

Para el dia en el cual sea citado su representado(a) necesitamos que Ud. y el
nifio o la nifia se encuentren en la escuela a las 7:15 am. En la direccion del plantel se
le indicara en que en aula o espacio estaremos ubicados. El nifio_debe venir_en
ayunas (no debe ingerir alimentos desde las 7 de la noche del dia anterior a la cita;
puede ingerir agua si lo desea) y debe traer su desayuno para que lo ingiera una vez se
le extraiga la sangre. La presencia del representante es obligatoria, debido a que
Ud. sera entrevistado a través de un cuestionario. Si por cualquier motivo Ud. no
puede acompanfar a su representado, podra enviarlo con otro adulto de su entera
confianza que conozca los datos de salud del nifio. Si Ud. tiene alguna duda sobre
esta informacion o cualquier otra inquietud podra comunicarnoslas en el momento de
la entrevista y como mucho gusto se la aclararemos.

Durante la entrevista verificaremos si el nifio o nifia puede participar en el
estudio. En caso de que quede o no incluido en el estudio, en aproximadamente dos a
cuatro semanas después de la cita, se le enviaran a Ud. los resultados de una
hematologia completa como una muestra de nuestro agradecimiento.

Es importante que Ud. conozca que la evaluacion sera totalmente gratuita y
cuenta con la autorizacion de la direccién del plantel. Ademas se guardara total
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confidencialidad sobre los resultados de cada nifio(a), los mismos solo se emplearan
con fines académicos. jANIMESE A COLABORAR CON ESTE ESTUDIO!, no
solo tendra la oportunidad de contribuir con el progreso de la ciencia en nuestro pais,
sino también obtendra un beneficio para su representado(a).

Por ultimo quiero expresarle que Ud. esta en completa libertad para decidir si
su representado(a) participara o no en el estudio, se trata de una participacioén
voluntaria. Si su respuesta es negativa no habrd ningun perjuicio para su
representado(a) o para Ud.

Agradeciéndole de antemano su atencion y colaboracion, se despide de Ud.,
Atentamente,
Lcdo. Jhon Jesus.

CONSENTIMIENTO INFORMADO Y CITA

Yo, de C.1

Representante de Quedo
informado del estudio, asi mismo doy mi consentimiento y autorizacion para que mi
representado(a) participe en el mismo y le sean practicadas las evaluacién
contemplada. Me comprometo a acompariar a mi representado(a) o a enviarlo con un
adulto de mi entera confianza el dia que sea citado.

Firma del Representante

Su hijo esta citado para el dia a las 7:15 am en la
escuela para realizarle la toma de muestra de sangre y la evaluacién antropométrica y
dietética. Recuerde traer este talén para ser entregado a los responsables del
proyecto este dia.
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ANEXO B
UNIVERSIDAD DE CARABOBO
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN NUTRICION

Estudio de Acidos Grasos y Oxidacion Lipidica en escolares

DATOS PERSONALES

Cddigo: Fecha de evaluacion:
Encuestado Apellido: Nombre:
Fecha de Nacimiento: Edad:_ Sexo: IM. ( ) 2.F( )
Gradoy Seccién:___ Nombre del representante:
Direccion:
Teléfono:

ASPECTOS SOCIO-DEMOGRAFICOS:
Lugar de nacimiento: Procedencia Rural:
Urbana:__Casa Propia:__ Alquilada:__ Otros:

ANTECEDENTES BIOMEDICOS:

Inasistencia a la escuela en los ultimos 7 dias por enfermedad: 1. SI 2. NO
Producto de embarazo a téermino: 1.SI 2. NO Peso al Nacer:
Menstruacién: 1. SI 2. NO ¢a qué edad?

Antecedentes Médicos:

Diabetes mellitus:___ Hipertension arterial:__ Enfermedades renales:___ Enf.
Neuroldgicas:_ Asma:___ Alergias: Otros:
Enfermedad Actual: Bronquitis:___ Amigdalitis/Faringitis:____ Otitis:___
Pulmonia/Neumonia:__ Asma:___ Hepatitis:___ Lechina:____
Sarampion:___ Otros:
Hoy presenta: Fiebre: Tos expectorante:  Respiracion forzada: _ Lesiones
eruptivas cutaneas:_ Dolor de garganta o de oido:____ Piel ictérica:___

Otros:

El padre o la madre del nifio ha sufrido un infarto de miocardio antes de los 55 afios
de edad: 1. SI 2. NO
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Antecedente de Hiperlipemia familiar: Hipercolesterolemia
Hipertrigliceridemia otros

EVALUACION SOCIO-ECONOMICA

Profesion del Jefe de la Familia

( ) Profesion Universitaria, financistas, banqueros, empresarios comerciantes,
terratenientes, empresarios del campo, oficinales de la FAN con rango de educ. sup.
() Profesién Técnica superior universitaria, medianos comerciantes y productores.

() Empleado sin profesion universitaria, bachiller técnico, pequefios comerciantes o
productores propietarios.

() Obrero especializados (chofer, pintor, albafiil, entre otros) parte de los trabajadores
del sector informal de la economia (que no poseen titulo profesional).

( ) Obrero no especializado (buhonero, barrendero, doméstico) parte de los

trabajadores del sector informal de la economia (sin primaria completa).

Nivel de Instruccion de la Madre

( ) Ensefianza Universitaria o su equivalente.

( ) Ensefianza secundaria completa, técnica superior completa.

( ) Ensefianza secundaria incompleta, técnica inferior.

( ) Ensefianza primaria o alfabeto (con algin grado de instruccion primaria).
() Analfabetas.

Principal fuente de Ingreso de la Familia

() Fortuna heredada o adquirida de la familia.

( ) Ganancias, beneficios, honorarios profesionales.
() Sueldo mensual.

( ) Salario semanal, por dia o por tarea a destajo.

() Donaciones de origen publico o privado.



131

Condiciones de Alojamiento

( ) Vivienda con 6ptimas condiciones sanitarias y ambientes de gran lujo y grandes
espacios.

( ) Vivienda con éptimas condiciones sanitarias en ambiente con lujo sin exceso y
suficientes espacios.

( ) Vivienda con buenas condiciones sanitarias en espacios reducidos o no, pero
siempre menores que en las viviendas anteriores.

() Vivienda con ambientes espaciosos o reducidos y/o con deficiencias en algunas
condiciones sanitarias.

() Rancho o vivienda con espacios insuficientes y condiciones sanitarias

marcadamente inadecuadas.

PUNTAJE: pts.
Graffar | (4-6 pts), Il (7-9 pts), 111 (10-12 pts), IV (13-16 pts), V (17-20 pts).

SUPLEMENTOS NUTRICIONALES:
1. Ha recibido en los ultimos 60 dias: 1. SI 2.NO.

2. Nombre Comercial:

3. Frecuencia: 1. Diario 3. Semanal
2. Interdiario 4. Irregular
4. Tiempo: 1. < 15 dias 3. 30-45 dias

2. 15-29 dias 4. + 45 dias
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