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1 INTRODUCCIÓN 

1.1 Historia de la Vitamina E 

En los últimos años, la vitamina E ha pasado de ser una sustancia con interés sólo para cientí-

ficos a convertirse en una especie de panacea milagrosa, capaz de prácticamente cualquier 

cosa ya que, según la información a la que se puede acceder en Internet, “puede garantizar la 

óptima condición de nuestra piel y el funcionamiento de nuestras articulaciones, retrasa el en-

vejecimiento y mejora el suministro de oxígeno del cuerpo” [1], o incluso, “es capaz de tonificar 

los músculos y nos permite tener un hígado y un corazón sanos; para todo esto y mucho más 

sirve la maravillosa (sic) vitamina E” [2]. 

La vitamina E se descubrió en la década de 1920. Se sabía desde antes que cuando se admi-

nistra una dieta pobre en grasa a ratas se produce una deficiencia en su capacidad reproducto-

ra. Esta deficiencia se caracteriza porque los machos presentan una espermatogénesis anor-

mal, mientras que las hembras son incapaces de retener los cigotos [3]. En 1922, Herbert 

Evans y Katharine Bishop demostraron que había un factor liposoluble de la dieta (al que de-

nominaron “factor X”), presente en la fracción insaponificable del aceite de germen de trigo, que 

revertía esa anormalidad [4]. Cuando se descubrió que ese factor era esencial para una repro-

ducción normal en ratas [5], el factor X recibió la denominación de Vitamina E. Por haber sido 

descubierto como agente contra la infertilidad, Evans propuso en 1936 el nombre de tocoferol 

(del griego "tokos", infancia y "pherein", traer, portar, engendrar) [6]. 

La purificación de la vitamina E reveló que no hay sólo una molécula con actividad de vitamina 

E, sino que esta vitamina está en realidad constituida por una familia de compuestos muy rela-

cionados entre sí [7], que en la actualidad se conocen de forma genérica como tocoles (Figs. 1 

y 2). 

Dentro de todos los compuestos que tienen actividad de vitamina E, en la Naturaleza sólo se 

han encontrado 8, que comparten una estructura común, como se puede ver en la Fig. 1: un 

anillo de cromano con un grupo alcohólico en la posición 6 y grupos metilo en las posiciones 2 

y 8. A su vez, en las posiciones 5 y 7 puede haber un metilo (formas β- y γ-, respectivamente), 

dos (α-) o ninguno (δ-) y una cadena lateral (fitilo), con estructura isoprenoide con tres isopre-

nos saturados (tocoferoles) o con tres insaturaciones en la posición 2 de los isoprenos (toco-

trienoles). 

En general, se acepta que el α-tocoferol es el más ampliamente distribuido en la dieta y el que 

tiene mayor actividad biológica [8-10] y los términos α-tocoferol y vitamina E se utilizan a me-
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nudo en la actualidad de manera indistinta. A pesar de este papel predominante del α-tocoferol, 

actualmente se están revisando los posibles efectos positivos de las otras formas de vitamina 

E, pues en la dieta de un país como Estados Unidos, la principal forma de vitamina E es el γ-

tocoferol [11, 12], que además podría tener funciones específicas propias, distintas de las del 

α-tocoferol [13]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

El que la cadena lateral esté o no insaturada es muy importante: si el fitilo está saturado, en la 

molécula hay tres centros quirales, en los carbonos 2, 4’ y 8’. En la Naturaleza sólo se sinteti-

zan las formas RRR de los cuatro tocoferoles, pero si se sintetiza el tocoferol en el laboratorio a 

partir de fitol natural, el producto es una mezcla prácticamente equimolar de RRR-α-tocoferol y 

SRR-α-tocoferol, que se conoce como 2-ambo-α-tocoferol. Si la síntesis química parte de un 

fitol no natural, no se puede discriminar entre las ocho formas posibles y así este α-tocoferol 

sintético, mezcla racémica de los isómeros, se conoce como dl-α-tocoferol o all rac-α-tocoferol. 
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Esta estructura tridimensional está muy relacionada con la actividad, como se describe más 

adelante en esta misma Memoria. 

La determinación de la actividad de vitamina E de cada uno de los compuestos y por tanto de 

la ingesta recomendada, es un tema que en la actualidad todavía resulta controvertido [14-24], 

pues sigue sin estar clara la biodisponibilidad de la vitamina E [25]. La actividad biológica de 

vitamina E se ha determinado clásicamente según la cantidad de compuesto que puede preve-

nir síntomas de deficiencia en un modelo definido (en animales experimentales). Para ello se 

ha utilizado principalmente el ensayo de reabsorción fetal en la gestación, aunque también se 

han propuesto el test de hemolisis eritrocitaria inducida por ácido dialúrico, o el test de curación 

de la miopatía [26, 27]. La determinación de la actividad biológica no es un ensayo estandari-

zado ni fácil de realizar, pues con cada test los resultados pueden no ser homogéneos. Depen-

de además mucho de otros factores como la dieta que acompaña a la administración, la vía de 

administración, etc. 

En 1989, el National Research Council de Estados Unidos (NRC) recomendó que la actividad 

de vitamina E se expresara como “equivalentes de tocoferol” (Tocopherol Equivalents o TE) 

[28], de manera que 1 mg de RRR-α-tocoferol sea 1 TE. Para los otros tocoferoles, la NRC 

propuso las siguientes biopotencias (en TE), basadas fundamentalmente en los ensayos de 

reabsorción fetal en la gestación: β-tocoferol, 0.5; γ-tocoferol, 0.1; α-tocotrienol, 0.3. Nuevas 

investigaciones [16, 29-32] han llevado al NRC a reconsiderar todos los valores, sobre todo los 

de las formas sintéticas de α-tocoferol y recomendar así que la biopotencia del α-tocoferol natu-

ral sea considerada doble de la del sintético [33]. 

Antes de esto, se había consensuado que 1 mg de una mezcla racémica de acetato de α-

tocoferol equivaliera a una Unidad Internacional (IU, International Unit) de actividad de vitamina 

E y basándose en los ensayos de actividad biológica, se determinó que 1 mg de acetato de 

RRR-α-tocoferol equivale a 1.36 IU y 1 mg de RRR-α-tocoferol a 1.49 IU [34]. Estas unidades 

siguen siendo empleadas, por comodidad, sobre todo en preparados farmacéuticos, pues el 

acetato de α-tocoferol es la forma más habitual de vitamina E en los suplementos vitamínicos. 

Se han sintetizado también otros compuestos con actividad de vitamina E, algunos de los cua-

les se presentan en la figura 2. Unos son variaciones de la estructura común que no aparecen 

en la naturaleza (tocol, 5,7-dimetil-tocol) y otros son ésteres del α-tocoferol, con distintas molé-

culas unidas por el hidroxilo en posición 6 al anillo cromano (acetato, succinato, nicotinato). Se 

acepta generalmente que estos ésteres tienen actividad porque sufren hidrólisis en el lumen del 

estómago, (aunque también se ha identificado una esterasa en retículo endoplásmico del ente-

rocito [35]) y dan como producto el α-tocoferol. El Trolox es un producto sintético, análogo hi-

drosoluble de la vitamina E, que se ha demostrado efectivo en los tratamientos de enfermeda-
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des que suponen una absorción deficiente de lípidos, como es el caso de los defectos en la 

síntesis o secreción de sales biliares [36]. La vitamina CE se sintetizó en 1997 y tiene un po-

tencial efecto terapéutico en casos en los que hay una mala absorción de vitamina E [37], en 

los que también podría ser beneficioso el succinato de α-tocoferol [38]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los animales no pueden sintetizar ninguno de estos compuestos y deben ser ingeridos de for-

ma regular en la dieta, principalmente en aceites vegetales. 

1.2 Funciones de la Vitamina E 

Al contrario que con otras vitaminas, de la vitamina E no se conoce una enzima de la que sea 

cofactor, o que sea un precursor necesario para la síntesis de otros compuestos. Las funciones 

en las que se ha implicado a la vitamina E se pueden agrupar en dos grandes grupos: desde el 

descubrimiento de sus propiedades antioxidantes, ha sido considerada como el principal anti-

oxidante en los medios lipídicos [39], pero recientemente se están descubriendo diversas ac-

ciones de la vitamina E que no están directamente relacionadas con sus propiedades antioxi-
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dantes, sino con la posición que pueda ocupar en las membranas biológicas, modulando y re-

gulando las actividades de distintas enzimas, además del efecto directo que puede tener sobre 

la fluidez y estabilidad de las membranas [40, 41]. 

1.2.1 Funciones no antioxidantes de la vitamina E 

La vitamina E, como ya se ha indicado, fue primero descrita como antioxidante, pero muy poco 

después se empezaron a describir acciones y propiedades moleculares, celulares y fisiológicas 

que no estaban directamente relacionadas con la capacidad antioxidante [42-44]. Es difícil se-

parar las funciones no antioxidantes de las propiedades antioxidantes, pues, por una parte, al 

actuar como protector de los ácidos grasos poliinsaturados o PUFA (PolyUnsaturated Fatty 

Acids), permite que se mantengan los niveles de ácidos grasos esenciales, como el ácido ara-

quidónico, vitales para la función celular. Por otra parte, al permitir mantener bajo control los 

radicales libres, está implicada en la regulación de la situación redox global de la célula y esto 

puede tener mucha importancia en todos los procesos bioquímicos y moleculares que ocurren 

en la célula. En cualquier caso, sí está bien establecido que hay un conjunto de acciones no 

antioxidantes que son específicas del RRR-α-tocoferol, pues otras formas de vitamina E u otros 

antioxidantes no presentan las mismas características. 

La vitamina E modula la síntesis de eicosanoides en varios puntos [45-49]. El RRR-α-tocoferol 

modula la función enzimática de la PLA2 (PhosphoLipase A2), que cataliza la liberación de ara-

quidónico desde los fosfolípidos de membrana. Esta modulación es positiva o negativa, depen-

diendo del tipo celular: así, se ha demostrado que el RRR-α-tocoferol inhibe la síntesis de PGE2 

(ProstaGlandin E2) en plaquetas porque disminuye la actividad de la PLA2, pero estimula la 

síntesis de PGI2 (ProstaGlandin I2) porque estimula a la PLA2 de células del endotelio vascular. 

Esto facilita la circulación, en general, puesto que disminuye la agregación plaquetaria y dismi-

nuye la contracción vascular. Pero además, se sabe que existe una zona reguladora modulada 

por NF-κB (Nuclear Factor κB) en la región promotora del gen de la ciclooxigenasa [50], que 

cataliza el primer paso de la síntesis de prostaglandinas y prostaciclinas a partir de ácido ara-

quidónico. El NF-κB es un modulador de la expresión génica de la célula sensible al estado 

redox de la célula [51]. 

La capacidad del α-tocoferol para inhibir la proliferación celular se describió primero en cultivos 

de células de músculo liso y se ha demostrado que lo hace porque inhibe la actividad de la 

PKC (Protein Kinase C) [52-57]. Posteriormente se ha demostrado esta capacidad inhibitoria 

sobre la PKC y sobre el crecimiento y la proliferación celular, en distintos tipos celulares, que 

incluyen monocitos, macrófagos, neutrófilos, fibroblastos y células mesangiales [58-64]. 
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Esta inhibición la produce el α-tocoferol, pero no compuestos como el β-tocoferol o el trolox, 

que tienen acción antioxidante, por lo que no puede relacionarse con la actividad antioxidante 

del α-tocoferol [65, 66]. A su vez, dicha inhibición no está causada por la interacción directa 

entre la molécula de α-tocoferol y la proteína, ni porque el α-tocoferol inhiba la expresión de 

PKC en ninguna de sus etapas, sino por una modulación de la actividad de la proteína. En aor-

tas de ratas diabéticas, que tienen la PKC muy elevada como consecuencia de la estimulación 

mediada por los niveles elevados de glucosa, la inyección intraperitoneal de vitamina E norma-

liza la actividad de PKC, lo cual corresponde a una inhibición de la intensificación de la isofor-

ma βII [67, 68]. 

El α-tocoferol estimula la actividad de la PP2A (Protein Phosphatase2 A), que desfosforila a la 

PKC, inhibiendo así su actividad [69-72]. A su vez, en ratas diabéticas, el α-tocoferol puede 

prevenir la disfunción glomerular, por inhibición de la PKC mediada por la ruta del diacilglicerol 

(DiAcylGlycerol, DAG), efector clásico de la PKC. Esta acción la realiza el α-tocoferol activando 

a la DAGK (DAG Kinase), que fosforila al DAG, disminuyendo así los niveles de DAG y, conse-

cuentemente, la actividad de PKC [63]. 

En relación con las posibles nuevas funciones de la vitamina E, hay que reseñar que la α-TTP 

(α-Tocopherol Transfer Protein), comentada más en profundidad más adelante en esta Memo-

ria, no es la única proteína que une α-tocoferol, pues se han identificado otras proteínas que 

tienen afinidad por el α-tocoferol: En cultivos de células de glioma y neuroblastoma se identifi-

caron en 1981 varias proteínas citosólicas que unen RRR-α-tocoferol [73]. Más recientemente 

se ha encontrado que tanto el hígado como el corazón contienen una α-TBP (Tocopherol Bin-

ding Protein) de 14.2 kDa que transfiere α-tocoferol antes que γ- o δ-tocoferol [74] y en el cito-

sol del hígado se identificaron una proteína de 30-36 kDa [75] y otra de 15 kDa [76-78]. Estas 

proteínas y otras α-TAP (Tocopherol Associated Protein) que se están caracterizando en la 

actualidad [79], parecen estar implicadas en el destino intracelular del α-tocoferol. Mediante el 

uso de una columna de afinidad por α-tocoferol se aislaron múltiples α-TBPs (de 81, 58 y 31 

kDa) del citosol de células de músculo liso en cultivo, que tienen afinidad por distintas zonas de 

la molécula de α-tocoferol, pues el polipéptido de 58 kDa eluía de la columna al añadir a la co-

lumna cromanol y el de 81 kDa al añadir fitol [78]. Se han descrito también proteínas de mem-

brana que unen α-tocoferol en eritrocitos e hígado humanos [80-83], que parecen estar impli-

cadas en la regulación de los niveles intracelulares de α-tocoferol y pueden tener mucha impor-

tancia en la prevención de la hemolisis eritrocitaria mediada por α-tocoferol. En células del en-

dotelio de aorta bovina también se han encontrado sitios específicos de unión de RRR-α-

tocoferol, que podrían incluso estar implicados en la regulación de la síntesis de prostaciclinas 

[84, 85]. 

Se han encontrado evidencias experimentales que, tomadas en conjunto, parecen indicar que 
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la vitamina E podría modular la expresión de algunos genes, al haberse purificado proteínas 

cuya función parece ser transportar α-tocoferol al núcleo y facilitar la unión del α-tocoferol a la 

cromatina [86, 87] pero esta posible acción de la vitamina E no ha sido estudiada en profundi-

dad. El α-tocoferol puede estar también relacionado con la síntesis del colesterol, pues el SPF 

(Supernatant Protein Factor), una de las moléculas reguladoras de la síntesis de colesterol, ha 

sido identificado también como TAP y podría, además de su función estimuladora de la síntesis 

de colesterol, funcionar como un factor de transcripción dependiente de α-tocoferol [88]. 

1.2.2 Funciones antioxidantes: Vitamina E y radicales libres 

1.2.2.1 Estrés oxidativo y peroxidación lipídica. 
El estrés oxidativo puede definirse como un desequilibrio entre la producción de radicales libres 

y la capacidad del organismo para neutralizar ese exceso de radicales libres mediante las de-

fensas antioxidantes. 

Un radical libre es cualquier especie química con existencia independiente (de aquí el término 

"libre"), que contiene uno o más electrones desapareados; es decir, que ocupan un orbital ató-

mico o molecular en solitario [89]. La naturaleza de radical libre de un átomo o molécula se re-

presenta normalmente mediante un punto arriba y a la derecha de la molécula (por ejemplo, H·, 

O2
·-, OH·). 

Por efecto de ese orbital desapareado, los radicales libres son especies muy reactivas. Aunque 

se pueda establecer una gradación en esta capacidad para reaccionar prácticamente con toda 

molécula que se encuentre próxima [90], todos los radicales libres son extremadamente reacti-

vos. 

Cuando se encuentran dos radicales libres, sus electrones desapareados se pueden unir para 

formar un par y ambos radicales se neutralizan. Sin embargo, dado que la mayoría de las mo-

léculas presentes en los seres vivos no tienen electrones desapareados, cualquier radical libre 

que se produzca reaccionará lo más seguro con un no-radical, arrancándole un electrón y ge-

nerando un nuevo radical libre, que puede reaccionar igual que el anterior con otro no-radical y 

así sucesivamente. Es decir, que las reacciones iniciadas por radicales libres tienden a proce-

der como reacciones en cadena y en los seres vivos los radicales libres suelen iniciar estas 

reacciones mediante la sustracción de H· a otras moléculas [91]. 

En la célula, la oxidación de nutrientes (carbohidratos, ácidos grasos y aminoácidos) ocurre en 

numerosos pasos y de forma controlada, a fin de aprovechar con mayor eficiencia la energía 

liberada. Una consecuencia directa de este mecanismo es que, entre los nutrientes iniciales y 

la liberación de energía al final del proceso, se generan moléculas con distinto estado de oxi-



Fco. Javier Rupérez Tesis: Vitamina E, dieta y gestación/lactancia o diabetes  
 

 

10 

dación, algunas de las cuales también pueden entregar uno o dos electrones al oxígeno. Esto 

produce una reducción incompleta del oxígeno y aparecen intermediarios parcialmente reduci-

dos, tales como el anion superóxido (O2
·-) y el peróxido de hidrógeno (H2O2).  

El O2
·- se produce cuando una molécula de oxígeno capta un electrón, que se aparea con uno 

de los dos electrones solitarios del oxígeno, dejando sólo uno desapareado. El comportamiento 

químico del O2
·- difiere enormemente dependiendo del medio en que se encuentre: en agua, 

excepto a pHs muy ácidos, no es muy reactivo; puede actuar a veces como un oxidante débil, 

aceptando un electrón. Por ejemplo, puede oxidar al ácido ascórbico (forma reducida de la vi-

tamina C) y formar el radical ácido ascórbico y peróxido de hidrógeno y puede actuar también 

como agente reductor, por ejemplo del ion férrico, donando su electrón y regenerando el oxí-

geno. Sin embargo, en solventes orgánicos o en ambientes hidrofóbicos es mucho más reacti-

vo, por lo que cualquier O2
·- generado en el interior de membranas biológicas puede causar un 

daño considerable [90]. 

Parte del superóxido se genera por "accidentes químicos" inevitables, en los que moléculas del 

organismo reaccionan directamente con el oxígeno para dar superóxido. Ejemplos de este pro-

ceso incluyen las catecolaminas, tetrahidrofolatos y algunos componentes de la cadena trans-

portadora de electrones mitocondrial. Este último caso es especialmente representativo, pues 

la fuente intracelular más importante de O2
·- y H2O2 es la mitocondria, capaz de reducir parcial-

mente el oxígeno. Aproximadamente el 98% del oxígeno que respiramos se consume en la 

cadena respiratoria y un 1-2% de este oxígeno no es completamente reducido y se convierte 

en O2
·- en dos lugares de la cadena respiratoria: en la NADH deshidrogenasa y en la autooxi-

dación de la coenzima Q o ubiquinona [92-95]. Esto supone que cerca del 90% de los radicales 

libres que se originan en el organismo provienen de la reducción del oxígeno para dar agua en 

la cadena respiratoria. Es decir, que continuamente se está produciendo una gran cantidad de 

radicales libres, en un ambiente especialmente favorecedor para su acción dañina, pues los 

componentes de la cadena respiratoria están todos embebidos en un ambiente hidrofóbico, la 

membrana interna mitocondrial, y, como ya se ha indicado, el O2
·- es mucho más reactivo en un 

medio apolar. La producción de O2
·- está normalmente controlada o contrarrestada por las en-

zimas que realizan la función de Superóxido Dismutasa (SOD). A su vez, el potencial tóxico del 

O2
·- se ilustra por el hecho de que los ratones genéticamente modificados que no expresan la 

SOD que se acumula en la mitocondria (SOD2) nacen mucho más pequeños y no sobreviven 

más allá de unos días, muriendo con una cardiomiopatía aguda [96]. 

Otra de las fuentes normales de O2
·- son los leucocitos polimorfonucleares, cuya función invo-

lucra específicamente la generación de estos oxidantes por el sistema NADPH oxidasa [97, 98] 

como primera línea de defensa contra posibles agentes patógenos. En este caso, la generación 

de especies oxidantes cumple un papel beneficioso ya que impide la proliferación de tales 
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agentes. Más aún, la deficiencia genética del sistema causa una enfermedad letal: la granulo-

matosis crónica [99].  

En condiciones normales las concentraciones intracelulares de O2
·- y H2O2 han sido estimadas 

en 10-9 y de 10-6 a 10-7 M, respectivamente [100, 101]. La reacción entre estas dos especies en 

presencia de metales, lleva a la formación de otro radical, el radical hidroxilo: OH·. Éste es uno 

de los oxidantes más potentes que existen, capaz de sustraer átomos de hidrógeno de cual-

quier molécula biológica (DNA, lípidos, polisacáridos del líquido sinovial, etc.) para formar agua. 

Esta proceso de formación de OH· se conoce como Reacción de Fenton y en la actualidad se 

discute su importancia in vivo, pues el hierro y el cobre, que serían los principales iones del 

organismo que podrían dar lugar a esta reacción, no se encuentran en estado libre, sino aso-

ciados a proteínas tales como la hemoglobina, mioglobina, transferrina o ferritina (hierro), o la 

albúmina y la ceruloplasmina (cobre), en formas no disponibles para la reacción de Fenton 

[102, 103]. La radiación electromagnética de baja longitud de onda, como la de los rayos gam-

ma o los rayos X, puede romper las moléculas de agua del organismo y generar así el radical 

hidroxilo, OH· [104], propiedad que ha sido aprovechada para estudiar las propiedades de las 

reacciones iniciadas por radicales libres [90, 105]. La mayor parte del daño causado a los seres 

vivos por las radiaciones ionizantes está causado por las consecuencias del ataque del radical 

OH· sobre las moléculas biológicas. Tiene un gran potencial destructor en medios biológicos, ya 

que ataca a todas las moléculas en cuanto se produce, lo que da lugar a reacciones de radica-

les libres en cadena. Puesto que el OH· es tan reactivo, la reacción ocurre rápidamente en el 

mismo sitio en que se produce este radical. 

El peroxinitrito (ONOO-), es otra especie altamente oxidante [106, 107], que se produce nor-

malmente como consecuencia de la reacción entre el O2
·- y el óxido nítrico (NO·). El NO· es un 

metabolito normal en el metabolismo celular producido por acción de la enzima óxido nítrico 

sintetasa sobre el aminoácido arginina. Fisiológicamente, el NO· es un vasodilatador generado 

por las células endoteliales y macrófagos [108], pero el producto de la reacción con el O2
·- es 

un oxidante muy poderoso. Se cree que el mecanismo por el que el peroxinitrito inicia la per-

oxidación lipídica es porque se descompone en OH· y NO2
·, dos especies fuertemente oxidan-

tes [109]. 
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En resumen, en condiciones normales los orga-

nismos aerobios están expuestos a un estado 

estacionario basal de oxidantes que, en la ma-

yoría de los casos, se generan de forma acci-

dental. Las células se hallan resguardadas con-

tra esta producción basal por una serie de en-

zimas (superóxido dismutasa, catalasa y gluta-

tión peroxidasa) y de compuestos no proteicos 

(glutatión, vitamina C, vitamina E, beta-

carotenos, etc.) que previenen el daño celular. 

La generación de especies oxidantes es un pro-

ceso inevitable que ocurre como consecuencia 

de la adaptación de organismos a la vida en 

aerobiosis. La protección natural contra estos 

oxidantes es limitada y puede ser sobrepasada, 

en diferentes condiciones, llevando a lesiones y 

causar, eventualmente, la muerte celular.  

1.2.2.1.1 Proceso de peroxidación 
lipídica 

La peroxidación lipídica es la consecuencia más 

estudiada del ataque de los radicales libres. En presencia de generadores de radicales libres, 

como el calor, metales o radiaciones, los lípidos insaturados (LH) forman radicales alquilo cen-

trados en el carbono (L·), que sufren una reorganización molecular que da como resultado un 

dieno conjugado, como se puede apreciar en la Fig. 3. Bajo condiciones aerobias, estos radica-

les alquilo reaccionan muy rápidamente con el oxígeno y se forman radicales peroxilo (LOO·), 

que pueden propagar este proceso en presencia de oxígeno mediante una reacción en cadena 

de radicales libres para formar hidroperóxidos (LOOH) y nuevos radicales peroxilo como pro-

ducto primario de la autoxidación [110, 111]. 

Los PUFA son diana preferente de la acción de los radicales libres, ya que la presencia de va-

rios dobles enlaces hace más lábiles los enlaces C-H de los átomos de carbono adyacentes a 

los dobles enlaces. 

Los hidroperóxidos lipídicos son relativamente estables, pero son rápidamente descompuestos 

por el organismo en un amplio rango de compuestos: carbonilos, hidrocarburos, cetonas y otras 

sustancias [110]. En la Fig. 4 se representan dos de los más característicos: El malondialdehí-

do (MDA) y la 8-isoprostaglandina F2α (u 8-isoprostano, 8-IP). El MDA es especialmente impor-
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tante como producto final, ya que se emplea como indicador de los procesos de peroxidación 

lipídica, aunque se estima que sólo un 2% de la cantidad total de MDA proviene de la peroxida-

ción lipídica [36]. Los isoprostanos son un conjunto de compuestos similares a las prostaglan-

dinas que se producen por la peroxidación del ácido araquidónico mediada por radicales libres, 

en un proceso independiente de 

la ciclooxigenasa o endoperóxido 

sintasa [112, 113]. Dado que son 

productos únicamente de la ac-

ción de los radicales libres, su 

determinación y principalmente la 

del 8-IP, está siendo cada vez 

más habitual en muchos estudios 

experimentales como índice de 

peroxidación [114-117]. 

1.2.2.2 Propiedades antioxidantes de la Vitamina E 
La vitamina E es un antioxidante muy eficaz cuando se encuentra en el núcleo hidrofóbico de 

las membranas celulares. Tiene la capacidad de neutralizar a los radicales peroxilo, cuya avi-

dez por el protón del α-tocoferol es mayor que la que tienen por los protones de los ácidos gra-

sos colindantes [90], interrumpiendo así la cadena de la peroxidación lipídica [39]. El radical 

tocoferoxilo formado, además, es mucho menos reactivo y puede ser regenerado a α-tocoferol 

mediante la vitamina C. 

Las propiedades antioxidantes del α-tocoferol se deben a la oxidación del –OH fenólico (v. Fig. 

1), en un proceso global de transferencia de un átomo de hidrógeno mediante un mecanismo 

dual de transferencia de un solo electrón y de abstracción directa del átomo de H [118]. Dado 

que el radical tocoferoxilo que se produce se estabiliza por resonancia, no propaga la peroxida-

ción lipídica y puede combinarse con otros radicales para producir productos no radicales [119]. 

Estas propiedades únicas del α-tocoferol han llevado a afirmar que la vitamina E es el principal 

antioxidante en medios hidrofóbicos en el organismo [39, 120]. 

Aunque se ha propuesto la importancia del α-tocoferol en detener el proceso de peroxidación 

lipídica en la fase de iniciación, por reaccionar directamente con los radicales libres que van a 

originar la reacción en cadena [121, 122], parece que el papel protector lo ejerce principalmen-

te deteniendo la propagación de la peroxidación, como se representa idealmente en la Fig. 5 

[90, 123]. 

Este mecanismo es sobre todo válido para el α-tocoferol, pero se ha demostrado que el γ-

tocoferol puede ser incluso más eficaz en la detoxificación de sistemas en los que haya una 
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producción excesiva de especies reactivas de nitrógeno (NO·, NO2
·, ONOO-), que atacan a la 

posición 5 del cromanol (v. Fig. 1), que en el α-tocoferol está ocupada por un grupo metilo [124-

126]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se ha demostrado la regeneración in vivo del radical tocoferoxilo [127], aunque el mecanismo 

(enzimático o no enzimático) encargado de esta regeneración no está todavía elucidado. Sí se 

ha demostrado que la vitamina C es capaz de esta regeneración [128] y existen evidencias de 

una sinergia entre estas dos vitaminas en el proceso de control de la peroxidación lipídica [129-

133]. 

Hay varios estudios que demuestran el papel protector de la vitamina E en situaciones induci-

das de estrés oxidativo: la administración de vitamina E disminuye los productos de la peroxi-

dación lipídica [134, 135] y otros marcadores de daño hepático [136] en animales sometidos a 

tratamientos con cationes o con drogas que aumenten el estrés oxidativo. Este efecto protector 

se ha estudiado también ex vivo en células, fracciones celulares u homogenados provenientes 

de distintos tejidos [137-145]. La disminución de productos de peroxidación lipídica en situacio-

nes basales se ha demostrado en cepas especiales de animales experimentales, como en ra-

tas genéticamente obesas [146] o en ratas que no pueden sintetizar su propia vitamina C 

cuando toman dietas sin vitamina C [147-149]. La disminución de los niveles basales de pro-

ductos de peroxidación tras tratamiento con vitamina E se ha demostrado en ratas [117, 150], 

pero no se han observado diferencias en humanos [151]. También se ha demostrado el razo-
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namiento inverso, es decir, que cuando la dieta es pobre en vitamina E aumentan los productos 

de peroxidación [152]. 

El radical tocoferoxilo proveniente de la peroxidación lipídica puede derivar en multitud de com-

puestos, dependiendo de muchas va-

riables experimentales. Estos produc-

tos de la oxidación del α-tocoferol han 

sido intensamente estudiados por Lie-

bler et al, que han identificado tocofe-

ronas, epoxitocoferonas y epoxiquino-

nas [153-158], como metabolitos in-

termedios y finales de la peroxidación. 

Estos autores, sin embargo, han de-

mostrado que, cuando la oxidación del 

α-tocoferol no supera el 20%, el pro-

ducto mayoritario de la oxidación del α-

tocoferol es la α-tocoferol quinona, que 

puede ser reducida por enzimas celu-

lares a la α-tocoferol hidroquinona 

[159-163], como se presenta en la Fig. 

6. 

Estos compuestos podrían tener funciones biológicas propias y no ser meros productos de la 

oxidación del α-tocoferol, como lo demuestra el hecho de que se obtenga α-tocoferol quinona 

cuando se administra tirosina y mevalonato marcados radiactivamente a ratas [161]. Se ha de-

mostrado que la ingesta de α-tocoferilquinona eleva los niveles de α-tocoferol en plasma de 

humanos [164], pretendiéndose con ello demostrar la reversibilidad in vivo del proceso redox, 

pero hasta ahora han fallado los intentos de encontrar un mecanismo que reduzca la α-

tocoferol quinona a α-tocoferol [165], aunque pueda parecer sencillo el paso de α-tocoferol hi-

droquinona a α-tocoferol, que no supone más que una deshidratación y reciclación. 

1.2.2.3 Actividad prooxidante del α-tocoferol. 
Se ha propuesto recientemente que el α-tocoferol puede ejercer una actividad proxidante en las 

lipoproteínas, habiéndose desarrollado incluso un modelo de peroxidación mediada por tocofe-

rol (TMP, Tocopherol Mediated Peroxidation) [166] mediante el cual se han intentado explicar 

resultados en los que parece que el α-tocoferol podría promover la peroxidación lipídica en li-

poproteínas de baja densidad (LDL, Low Density Lipoprotein) in vitro mediante procesos de 

transferencia en fase, captando radicales del medio acuoso y en cadena, puesto que el radical 
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α-tocoferoxilo puede llegar a atrapar un hidrógeno de los PUFA, desencadenando la peroxida-

ción lipídica [166-169].  

Según este modelo, para que el α-tocoferol ejerza eficazmente su función como antioxidante, 

se necesitan coantioxidantes que impidan la peroxidación lipídica a partir del α-tocoferol [167, 

170]. Esta TMP parece ser más importante en condiciones de producción baja o moderada de 

radicales libres y gran abundancia de α-tocoferol [171]. 

Esta hipótesis todavía no ha sido inequívocamente demostrada in vivo, por lo que actualmente 

es motivo de controversia, aunque sí existen situaciones en las que la administración de dosis 

elevadas de vitamina E causa efectos opuestos a los de dosis moderadas [172]. 

1.3 Metabolismo de la Vitamina E 

1.3.1 Absorción intestinal y transporte 

La absorción intestinal y transporte en sangre de la vitamina E está asociada a la absorción y 

transporte de los lípidos [173-175] y es dependiente de las enzimas pancreáticas [176]. Ade-

más, como ocurre con todos los lípidos hidrofóbicos, para la absorción intestinal de la vitamina 

E son necesarias las micelas, formadas por la acción de los ácidos biliares y las lipasas pan-

creáticas [35], como se ha demostrado en ratas con el conducto biliar ligado [177, 178] y en 

niños con colestasis hepática [179-181]. Se ha estimado que la proporción de tocoferol absor-

bido en el intestino puede estar entre el 65 y el 70% [182-184], aunque estos porcentajes pare-

cen depender mucho de la cantidad de vitamina E administrada. 

Existe poca información disponible acerca de la influencia de la grasa de la dieta sobre la ab-

sorción de vitamina E, y, aunque los resultados son contradictorios, existe quizá una mayor 

cantidad de evidencias documentales de que la absorción de vitamina E no es mayor aumen-

tando la cantidad de grasa de la dieta. Dimitrov et al [185], a partir de un pequeño estudio en 

humanos con deficiencias en vitamina E a los que se les administraban grandes dosis de vita-

mina E, llegaron a la conclusión de que la grasa de la dieta incrementaba la absorción de vita-

mina E, pero más recientemente, Roodenburg et al [186] demostraron que la cantidad de grasa 

en la dieta no afectaba a la biodisponibilidad de α-tocoferol. En estudios en ratas, se ha encon-

trado que no hay diferencias en el porcentaje de α-tocoferol absorbido cuando la cantidad de 

grasa en la dieta variaba entre un 0.7% y un 19% [187] y que no hay diferencias en la cantidad 

de vitamina E excretada en las heces variando la cantidad de grasa de la dieta entre un 15% y 

un 30% [188]. 

El tipo de grasa de la dieta (con mayor o menor proporción de ácidos grasos satura-
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dos/insaturados) es posible que también pueda influir en el mecanismo de absorción intestinal 

de vitamina E, pero no existe literatura concluyente al respecto: Gallo-Torres et al, en ratas que 

recibían la administración intragástrica de vitamina E junto con lípidos, encontraron que apare-

cía más cantidad de vitamina E marcada radiactivamente en la linfa cuando la vitamina E se 

administraba con una mayor cantidad de grasa saturada [189]. Por otra parte, también se ha 

demostrado que el porcentaje de PUFA (en concreto linoleico, C18:2ω-6) en la dieta de ratas 

disminuye la cantidad de vitamina E excretada en heces [188], lo cual se ha intentado relacio-

nar con la cantidad de α-tocoferol absorbida por el intestino. 

No existe evidencia documental específica acerca de la absorción intestinal de α-tocoferol du-

rante la gestación, pero se sabe que durante esta etapa, la absorción intestinal de triglicéridos 

de la dieta y su aparición en plasma se incrementa considerablemente en la rata gestante 

[190]. Sería pues esperable que también aumentara la absorción intestinal de todas las formas 

de vitamina E. De hecho, tras la administración oral de α-tocoferol aparece mayor proporción 

de este compuesto en plasma en ratas gestantes que en no gestantes [191], lo que apoyaría la 

mayor absorción intestinal de α-tocoferol en la gestante. 

Hay experimentos que parecen demostrar que el α-tocoferol es absorbido mediante un proceso 

de difusión pasiva desde el intestino delgado al enterocito [184]. También parece claro que el 

transporte del α-tocoferol a través del enterocito es un proceso pasivo, asociado a los lípidos 

derivados de la dieta. El α-tocoferol sin esterificar y las otras formas de vitamina E que se ha-

yan podido absorber son entonces incorporados a quilomicrones de forma inespecífica [31, 

174, 192, 193] y los quilomicrones son secretados a los capilares linfáticos. Si se inhibe la sín-

tesis de quilomicrones se inhibe también la salida de vitamina E a la linfa y la cinética de apari-

ción y disminución del α-tocoferol administrado oralmente es paralela a la de los quilomicrones 

(entre 5 y 6 horas)  [194, 195]. Ello apoya la hipótesis de que la absorción de vitamina E sólo 

depende de la capacidad de sintetizar los quilomicrones, para la que los únicos factores limitan-

tes parecen ser la disponibilidad de sus componentes y la actividad de la proteína microsomal 

transportadora de triglicéridos (MTP, Microsomal Transport Protein)  [196]. Pero se desconoce 

el mecanismo por el que la vitamina E entra a formar parte de los quilomicrones recién sinteti-

zados y si es la propia MTP la que incorpora la vitamina E. Esta incorporación no depende de 

una proteína que discrimine entre las distintas formas, ya que la concentración de las distintas 

formas de vitamina E en los quilomicrones sólo depende de la cantidad que se ingiera de cada 

una [31, 197-200]. 

La enzima Lipoproteina Lipasa (LPL), que se encuentra anclada en el endotelio capilar de teji-

dos extrahepáticos por moléculas de heparán sulfato [201], hidroliza los triglicéridos de los qui-

lomicrones para dar glicerol y ácidos grasos libres (FFA, Free Fatty Acids) y promueve así la 

formación de remanentes de quilomicrones. Estos remanentes intercambian componentes su-
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perficiales con las lipoproteínas de alta densidad (HDL, High Density Lipoprotein) y mediante 

este intercambio adquieren apoproteína E. Mediante un receptor específico de apoproteína E 

localizado en las células parenquimáticas del hígado, los remanentes son captados por el hí-

gado [202]. De esta forma, moléculas de vitamina E procedentes de la dieta terminan siendo 

descargadas en el hígado [193]. Las HDL pueden transferir el tocoferol que han adquirido a las 

otras lipoproteínas circulantes [203-205], por lo que a las 6-9 h de la administración oral de to-

coferol deuterado, en el hombre todas las lipoproteínas circulantes lo contienen de forma casi 

equimolecular y proporcional a la cantidad administrada [194]. 

No se ha descrito ninguna molécula que sea un transportador específico de vitamina E en 

plasma en humanos ni en ratas y por tanto, la vitamina E depende de las lipoproteínas plasmá-

ticas para viajar de unos tejidos a otros. Toda la vitamina E que se encuentra en el plasma está 

asociada a lipoproteínas y su distribución en ellas se realiza de forma paralela a la de otros 

lípidos [206-208]. En ratas, el α-tocoferol se distribuye de forma más o menos equitativa entre 

las lipoproteínas de muy baja densidad (Very Low Density Lipoprotein, VLDL) y las HDL [174], 

mientras que en humanos, la fracción de las LDL es la que contiene la mayor proporción de α-

tocoferol [207]. Esta distribución puede estar modulada por el tipo de ácidos grasos de la dieta, 

pues se ha demostrado que en las LDL de monos que tomaban una dieta rica en ácidos grasos 

saturados había menos α-tocoferol que cuando tomaban dietas ricas en ácidos grasos mono y 

poliinsaturados, aunque el contenido total de α-tocoferol en el plasma no era significativamente 

diferente [209]. 

1.3.2 Incorporación a VLDL: α-TTP 

Catignani y Bieri demostraron en 1977 la existencia de una proteína hepática que unía al α-

tocoferol [210]. Posteriormente, se demostró que esta proteína facilita la transferencia del toco-

ferol citosólico a lisosomas, microsomas y mitocondrias [207, 211-213] y que en este proceso 

discrimina entre los distintos tocoferoles, reconociendo preferentemente al α-tocoferol [211]. 

Inicialmente se denominó α-TBP (de α-Tocoferol Binding Protein) y posteriormente, cuando su 

función como transferidora de α-tocoferol hacia las partículas de VLDL recién sintetizadas fue 

claramente identificada, α-TTP (de α-Tocoferol Transfer Protein). 

Una vez que los remanentes de quilomicrones llegan al hígado, son hidrolizados en el interior 

de los lisosomas. La α-TTP reconoce y transporta el RRR-α-tocoferol de los lisosomas al retícu-

lo endoplásmico, para su incorporación a las VLDL nacientes [175, 214, 215], mediante un me-

canismo que parece no depender del aparato de Golgi, sino que podría ser una nueva ruta 

asociada al metabolismo o transporte del colesterol [216]. Como ya se ha indicado, reciente-

mente ha sido postulada una posible conexión entre la vitamina E y la síntesis de colesterol 
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basada en la homología de secuencias de la α-TTP y el SPF, que estimula la conversión de 

escualeno a lanosterol en la síntesis de colesterol, mediante mecanismos desconocidos que 

promueven la transferencia de escualeno entre compartimentos intracelulares. Esta homología 

de secuencias identifica al SPF como TAP que podría actuar también como un factor de trans-

cripción asociado a α-tocoferol [88]. 

El resultado del paso de la vitamina por el hígado es que la α-TTP discrimina entre las distintas 

formas de vitamina E procedentes de la dieta y es esencial para que el α-tocoferol vuelva al 

plasma en las VLDL. De hecho, en ratones modificados genéticamente que no expresan esa 

proteína, o en pacientes que no la tienen por una enfermedad congénita, la excreción de todas 

las formas de vitamina E es similar [217-219], mientras que, en situaciones normales, el RRR-

α-tocoferol recircula por el organismo y todas las demás formas de vitamina E (estereoisóme-

ros, otros tocoferoles o tocotrienoles), incluyendo un exceso de α-tocoferol, son excretados en 

la bilis. Esta selección preferencial del RRR-α-tocoferol permite además explicar las diferencias 

en la actividad biológica de cada una de las formas de vitamina E [220]. 

De esta forma, la α-TTP regula los valores de α-tocoferol en plasma, manteniéndolos dentro de 

un estrecho rango. Por ello, en pacientes con ausencia de esta proteína, los valores plasmáti-

cos de α-tocoferol son muy bajos [175]. A su vez, en sujetos sanos a los que se administran por 

vía oral cantidades de hasta 100 veces los requerimientos normales de vitamina E, la concen-

tración plasmática de α-tocoferol aumenta sólo de 2 a 4 veces los valores normales [185, 221, 

222]. La desaparición del α-tocoferol del plasma es mucho más rápida cuanto mayor sea la 

dosis de vitamina E administrada, lo que sugiere que la α-TTP está implicada en mantener los 

niveles de vitamina E constantes en respuesta a los suplementos de vitamina E [31]. 

Además de controlar el destino del tocoferol de los remanentes de quilomicrones, la α-TTP in-

terviene en el destino del tocoferol que llega al hígado asociado a otras lipoproteínas plasmáti-

cas, como las lipoproteínas de densidad intermedia (IDL), HDL y LDL. A través de este meca-

nismo, el α-tocoferol “viejo”, el exceso de α-tocoferol que se haya ingerido y las otras formas de 

tocoferol que lleguen al hígado (como el γ-tocoferol) son excretados por vía biliar [175]. 

Aunque se pensaba que la α-TTP sólo se expresaba en hígado, se ha demostrado que también 

cumple un importante papel en el desarrollo normal de la placenta en ratones [223]. Su se-

cuencia de cDNA fue clonada, primero en la rata [224] y posteriormente en el hombre [225]. En 

un principio se encontró que la expresión de su mRNA no era dependiente de los cambios en la 

disponibilidad de vitamina E [226], pero recientemente se ha publicado que su expresión sí po-

dría estar modulada por la deficiencia en la dieta de vitamina E y proteínas [226, 227]. 

Una vez seleccionado por la α-TTP en el hígado, el α-tocoferol y los componentes lipídicos que 

han llegado derivados de la dieta en forma de remanentes de los quilomicrones se unen a los 
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glicéridos formados de la esterificación de los productos de la lipólisis del tejido adiposo (ácidos 

grasos y glicerol) y a los de síntesis endógena (triglicéridos, fosfolípidos y colesterol). De esta 

forma, el α-tocoferol es secretado por las células hepáticas asociado con las VLDL, que consti-

tuyen el principal vehículo de secreción del α-tocoferol [228]. 

1.3.3 Captación tisular de vitamina E 

Las VLDL, una vez han madurado por el intercambio de componentes con las HDL [202], son 

parcialmente delipidadas por la LPL, que, como en el caso de los quilomicrones, hidroliza los 

triglicéridos que transporta. El α-tocoferol que ha sido secretado por el hígado, puede tener 

entonces diferentes destinos [175]: parte del α-tocoferol de las VLDL puede ser transferido a 

HDL durante la lipolisis; y parte del α-tocoferol en VLDL termina en LDL durante el metabolismo 

de las VLDL. Las partículas remanentes de VLDL (o lipoproteínas de densidad intermedia, IDL, 

Intermediate Density Lipoprotein) pueden seguir dos alternativas: aproximadamente la mitad 

pueden ser captadas por el hígado, mientras que la otra mitad es convertida en LDL. A su vez, 

tras la acción de la LPL, una parte sustancial de los componentes de superficie de las VLDL es 

transferida a las HDL, igual que ocurría en el metabolismo de los quilomicrones. Consecuente-

mente, el α-tocoferol que es segregado del hígado en forma de VLDL puede seguir varias vías 

alternativas: una determinada proporción puede continuar en el centro de las partículas de las 

VLDL cuando éstas son transformadas en LDL, otra vuelve al hígado en forma de IDL y final-

mente otra parte es transferida a las HDL en el proceso de hidrólisis de las VLDL por la LPL. 

De esta forma, el α-tocoferol segregado a la circulación en forma de VLDL puede dar lugar a su 

enriquecimiento en todas las lipoproteínas circulantes [229]. 

Parte del α-tocoferol asociado con los quilomicrones y VLDL es probablemente transferido a las 

células de tejidos periféricos y a HDL durante la lipolisis ejercida por acción de la LPL. Los teji-

dos extrahepáticos reciben vitamina E desde los quilomicrones y otras lipoproteínas ricas en 

triglicéridos (VLDL)  [230]. En este proceso, la LPL tiene un papel muy importante, pues se ha 

demostrado que hay niveles mayores de α-tocoferol en músculo esquelético de ratones trans-

génicos que sobreexpresan la LPL en este tejido [231] y pacientes con una deficiencia en LPL 

presentan valores circulantes de α-tocoferol en las lipoproteínas ricas en triglicéridos del orden 

de 10 veces más altos de lo normal [232] y un bajo contenido en α-tocoferol en el tejido adiposo 

[233, 234]. 

Las LDL son captadas por las células por un mecanismo dependiente de receptor [235]. La 

captación de vitamina E por parte de los tejidos también está relacionada con la actividad de 

los receptores de LDL [236] y esta adquisición mediada por receptor resulta cuantitativamente 

importante para determinados tejidos tales como las glándulas suprarrenales, los ovarios y el 
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tejido adiposo. Cabe también indicar que entre los tejidos que presentan una mayor proporción 

de receptores de LDL se encuentran el hígado y el intestino [237], pero se sabe que los cone-

jos Watanabe, que tienen deficiencia en la actividad de dicho receptor, presentan unos valores 

tisulares de α-tocoferol dentro de la normalidad [238], lo cual significa que existen mecanismos 

alternativos para la llegada del α-tocoferol a los tejidos. A su vez, recientemente en nuestro 

laboratorio se ha puesto de manifiesto que alrededor del parto en la rata, mientras que la acti-

vidad LPL en glándula mamaria controla la captación de α-tocoferol, éste no es el caso en teji-

do adiposo, donde debe de haber otro mecanismo de llegada de la vitamina E [191]. 

En la Fig. 7 se resumen y esquematizan las fases principales en el metabolismo de la vitamina 

E. 
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Fig. 7: Esquema de la absor-
ción y transporte de vitamina E.  
7a: La vitamina E entra en la 
circulación transportada por los 
quilomicrones, que por acción de 
la LPL se reducen a remanentes 
de quilomicrones, que son capta-
dos por el hígado. Por la LPL se 
libera la vitamina E, que con los 
FFA y glicerol, es captada por los 
tejidos. 
7b: El α-tocoferol sale del hígado 
en las VLDL, que por la LPL se 
reducen a IDL. Tanto las IDL 
como las LDL y las HDL vuelven 
al hígado, donde el α-tocoferol 
puede ser reincorporado en nue-
vas VLDL. La vitamina E de las 
LDL puede entrar a los tejidos 
mediante receptores para LDL. 
7c: En el hígado se produce la 
selección específica del α-
tocoferol frente a otras formas de 
vitamina E, porque la α-TTP dis-
crimina entre todas las formas. El 
resto son excretadas en la bilis. 
7d: Mediante el intercambio de 
componentes superficiales de las 
IDL, LDL y los remanentes de 
quilomicrones con los de las HDL, 
las distintas fracciones se enri-
quecen en α-tocoferol o en las 
otras formas de vitamina E pre-
sentes en la dieta. 
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1.3.4 Vitamina E y lípidos de la dieta 

En los últimos años se ha ido acumulando evidencia de que un descenso en el consumo total 

de grasa, con un incremento en la ingesta de ácidos grasos mono y poliinsaturados a expensas 

del consumo de ácidos grasos saturados, tiene numerosos efectos positivos para la salud. Ca-

da vez hay mayor apoyo experimental y epidemiológico de que el consumo de pescado y de 

aceite de pescado que contenga PUFA ω-3, es beneficioso para la prevención de enfermeda-

des cardiovasculares [239] y posiblemente para el cáncer [240]. Los aceites de pescado han 

demostrado un efecto hipolipemiante disminuyendo los triglicéridos totales en la sangre y tam-

bién pueden tener efectos antitrombóticos [239]. 

Sin embargo, un exceso del consumo de PUFA, es decir, de los ácidos grasos esenciales lino-

leico y α-linolénico y de sus derivados de cadena más larga (C20:5ω-3, EPA -

eicosapentaenoico- y C22:6ω-3, DHA -docosahexaenoico-), puede tener consecuencias sobre 

los requerimientos de vitamina E. La relación entre la vitamina E y el consumo en la dieta de 

los PUFA ha sido descrito a menudo cualitativamente y existe una clara evidencia de que los 

requisitos de vitamina E aumentan con la cantidad y grado de insaturación de los PUFA que se 

ingieren [241-247]. De hecho, un dato frecuentemente encontrado en la literatura es el que una 

dieta rica en pescado o en aceite de pescado disminuye la concentración de α-tocoferol en dis-

tintos tejidos, tanto en humanos como en ratas [248-251]. Incluso, alimentar a animales con 

aceite de pescado ha sido un método clásico para inducir una deficiencia de vitamina E en 

animales [252], e históricamente se ha considerado que cuando la dieta contiene una alta can-

tidad de PUFA es necesario incrementar el consumo de vitamina E para así prevenir los efec-

tos de la peroxidación lipídica. Así, ya en 1963, Harris y Embree propusieron que la dieta debía 

aportar 0.6 mg de α-tocoferol por cada gramo de ácido linoleico [243] y este valor ha sido pos-

teriormente revisado para tener en cuenta la presencia en la dieta de otros ácidos grasos con 

distinto grado de insaturación y llegar a fijar los requerimientos de vitamina E en la dieta en 

función de una ecuación que los relaciona con los gramos ingeridos diarios de cada tipo de 

ácidos grasos poliinsaturados [253]. 

Sin embargo, la cantidad precisa de vitamina E necesaria para compensar la demanda incre-

mentada causada por los PUFA de la dieta no ha sido investigada sistemáticamente en el 

hombre y los requerimientos de vitamina E en función de la ingesta de PUFA deben ser extra-

polados a partir de los datos obtenidos en animales. 

1.3.4.1 Peroxidación lipídica asociada a la dieta 
Un posible efecto adverso de la ingesta elevada de PUFA en la dieta es que su acumulación en 

los tejidos puede convertirlos en más susceptibles a la peroxidación lipídica (v. apdo. 1.2.2.1.1), 
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especialmente si la peroxidación supera los mecanismos antioxidantes normales. De hecho, 

una ingesta elevada de PUFA sin protección antioxidante adecuada podría derivar en un au-

mento de radicales libres y de productos finales de peroxidación. 

Se han realizado numerosos estudios para investigar el efecto sobre los niveles de vitamina E y 

el grado de peroxidación lipídica cuando se aumenta la ingesta de los ácidos grasos EPA y 

DHA, en forma de suplementos comerciales de aceite de pescado. Se ha observado que en 

estas condiciones aumentan los niveles de productos de peroxidación lipídica, pero no está 

claro que un aumento paralelo en la ingesta de vitamina E pueda prevenir la aparición de estos 

productos [254-256]. Se han revisado recientemente 7 estudios en humanos con distintas in-

gestas de PUFA y de vitamina E, que llegan a resultados que podrían parecer contradictorios, 

pero cuya inconsistencia podría deberse también a los métodos empleados para determinar la 

peroxidación lipídica [249]. 

En consecuencia, hacen falta más estudios que demuestren de forma consistente el grado de 

peroxidación lipídica que pueda producirse por la ingesta de PUFA en la dieta, en qué medida 

depende del tipo y cantidad de PUFA, si esa peroxidación podría ser prevenida por la vitamina 

E y si fuera así, qué cantidad de vitamina E sería necesaria para prevenirla. 

1.3.5 Lípidos, estrés oxidativo y vitamina E al final de la ges-
tación, en el feto y el recién nacido. 

1.3.5.1 Metabolismo lipídico en la gestación 
Durante la gestación, a pesar de la alimentación intermitente de la madre, ésta tiene que apor-

tar de forma continua nutrientes al feto. Para soportar esta extracción de sustratos, la madre 

debe adaptar su propio metabolismo. Uno de los parámetros mas afectados es el metabolismo 

lipídico, a pesar de que con excepción de los cuerpos cetónicos y los FFA, la placenta es prác-

ticamente impermeable a los lípidos [257, 258]. 

Durante los dos primeros tercios de la gestación, coincidiendo con el mínimo incremento del 

peso del feto, la madre conserva una gran proporción de los nutrientes que ingiere. Ello, unido 

a su hiperfagia, da lugar a un incremento del peso de sus propias estructuras, lo cual es espe-

cialmente manifiesto en el acúmulo de grasas de depósito [259, 260]. La disponibilidad de de-

pósitos grasos suficientes en la madre resulta imprescindible para sostener la aumentada acti-

vidad lipolítica de su tejido adiposo en el último tercio de la gestación. De estudios en la rata 

gestante, se sabe que el acúmulo de grasas corporales durante los dos primeros tercios de la 

gestación se logra a expensas de tres cambios importantes; hiperfagia [261], incremento de la 

actividad lipogenética en tejido adiposo [262, 263] y aumento de la actividad de la lipoproteína 
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lipasa [257]. El papel crítico que tienen estos cambios en el metabolismo materno y sus conse-

cuencias en el desarrollo fetal se pone de manifiesto por el hecho de que condiciones que im-

piden el acúmulo de grasas durante la primera mitad de la gestación, reducen el activo catabo-

lismo materno durante el último tercio y, lo que es más importante, afectan al normal crecimien-

to del feto [262, 264, 265]. 

En la última parte de la gestación, el rápido crecimiento fetal se sostiene por la intensa transfe-

rencia de nutrientes a partir de la circulación materna. Esto da lugar a un cambio en el metabo-

lismo materno, que se pone de manifiesto por un activo catabolismo, especialmente evidente 

en su tejido adiposo [266, 267] y que llega a estar acelerado cuando disminuye la ingesta [266]. 

En el tejido adiposo disminuye la lipogénesis, al tiempo que, como consecuencia del aumento 

en la expresión molecular y actividad de la lipasa sensible a hormonas (HSL, Hormone Sensiti-

ve Lipase)  [268], aumenta la actividad lipolítica. El acúmulo de triglicéridos en el tejido adiposo 

materno disminuye como consecuencia de la disminución en la actividad de la LPL [269]. A su 

vez, el rápido e intenso incremento en la actividad de la LPL de glándula mamaria, junto con la 

disminución de la LPL de tejido adiposo, dirige a los triglicéridos circulantes hacia su captación 

por la glándula mamaria para la producción de leche [270-273]. 

La mayor parte de los cambios que se producen en el metabolismo de lipoproteínas durante la 

gestación son inducidos por las modificaciones hormonales que normalmente tienen lugar, en-

tre las que destacan dos: la resistencia insulínica y el aumento de estrógenos. La resistencia 

insulínica que normalmente se produce durante el último tercio de la gestación contribuye, o es 

incluso responsable, de la aumentada actividad lipolítica del tejido adiposo y de la disminución 

en la actividad LPL de este mismo tejido [274]. 

Además, se sabe que los estrógenos son responsables del incremento en la secreción hepática 

de las VLDL y reducen la actividad y la expresión molecular de la lipasa hepática (Hepatic Li-

pase, HL), habiéndose propuesto que contribuyen activamente a los cambios de lipoproteínas 

que se producen en la gestación [275]. En conclusión, la resistencia insulínica y el alto nivel de 

estrógenos son responsables no sólo de la mayor producción hepática de las VLDL sino tam-

bién de una disminuida eliminación de las lipoproteínas ricas en triglicéridos de la circulación. 

En consecuencia, el aumento en la producción hepática de VLDL-triglicéridos y una disminu-

ción de su aclaramiento debido a la reducción que se observa en el último tercio de la gesta-

ción en la actividad de LPL en tejido adiposo, resultan ser los principales factores responsables 

del incremento en plasma de VLDL-triglicéridos durante la gestación. 

El resultado de estos cambios hormonales es que a lo largo de la gestación se produce de for-

ma constante un incremento en los niveles plasmáticos de triglicéridos, que se corresponde 

con un enriquecimiento en triglicéridos en todas las fracciones lipoproteicas, aunque el aporte 
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más importante a la hiperlipidemia se debe al acúmulo de VLDL-triglicéridos [276]. Estas lipo-

proteínas se sintetizan en el hígado, a partir de los lípidos sintetizados en el propio hígado o 

provenientes de los productos de la lipolisis del tejido adiposo. Todos estos cambios han sido 

exhaustivamente revisados previamente [272, 277, 278]. 

1.3.5.2 Estrés oxidativo en la gestación 
La gestación es un estado fisiológico que se acompaña de una alta demanda metabólica, pues 

el metabolismo basal puede incrementarse en un 20% [279]. Los tejidos aumentan su consumo 

de oxígeno entre un 20 y 30% [279] y esto incrementa a su vez la producción de especies reac-

tivas de oxígeno (ROS)  [280]. Las mujeres gestantes tienen más estrés oxidativo y productos 

de peroxidación lipídica que las no gestantes [281], incremento que suele ir acompañado de un 

aumento también en las defensas antioxidantes [280], que no es suficiente para compensar el 

mayor estrés oxidativo. En las ratas, la peroxidación lipídica en el cuerpo lúteo permanece baja 

hasta la mitad de la gestación y empieza a elevarse tras el día 15 [282, 283], asociada también 

a cambios en la actividad de las enzimas antioxidantes maternas, como la superóxido dismuta-

sa (SOD)  [284] y un descenso cuantificable en la glutatión peroxidasa en el hígado y la placen-

ta de ratas gestantes [283]. También se ha demostrado que ratas a las que se les extirpa la 

glándula pineal y que por tanto no pueden sintetizar los indoles pineales que han sido asocia-

dos a actividad antioxidante, presentan mayores índices de peroxidación lipídica [285]. 

De manera similar, la cantidad de peróxidos lipídicos que se producen principalmente en la 

placenta [286], están aumentados en la sangre de mujeres embarazadas [287]. De hecho, la 

placenta es una fuente importante de estrés oxidativo, pues es rica en PUFA, que dan lugar a 

peróxidos lipídicos que se secretan a la circulación materna. En la gestación normal, esta pro-

ducción se mantiene bajo control mediante las enzimas antioxidantes presentes en la propia 

placenta: SOD, catalasa, glutatión peroxidasa, glutatión reductasa y glutatión S-reductasa 

[281]. 

Condiciones que desencadenen desviaciones en la hiperlipemia de la gestante que aumenten 

la susceptibilidad a la oxidación de los lípidos circulantes pueden producir efectos negativos. 

Así, cambios dietéticos, un intenso ejercicio, o la diabetes gestacional pueden disminuir las 

reservas antioxidantes y/o el grado de estrés oxidativo [271]. 

1.3.5.3 Lípidos en la dieta durante la etapa perinatal 
Los PUFA de cadena larga o LC-PUFA (Long Chain PUFA) se sintetizan a partir de los ácidos 

grasos esenciales ingeridos en la dieta, el ácido linoléico (C18:2ω-6) de la serie ω-6 y el α-

linolénico (C18:3ω-3) de la serie ω-3 [288]. Los LC-PUFA predominantes en la leche y tejidos 

humanos son el ácido araquidónico (AA, C20:4ω-6) y el DHA [289]. La síntesis endógena de 
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LC-PUFA a partir de los precursores de la dieta ocurre desde los primeros días de la vida ex-

trauterina, pero existe una variabilidad interindividual en la proporción en que se produce esa 

síntesis en los bebés prematuros y a término [290, 291]. El aporte de ácido linoléico y de α-

linolénico modula la síntesis de AA y de DHA [292-294]. Sin embargo, la contribución de la sín-

tesis endógena a partir de α-linolénico al total de DHA en sangre y tejidos de niños no iguala al 

aporte de DHA proveniente de la dieta [295-301]. 

En el cerebro humano y en otros tejidos se depositan cantidades considerables de AA y DHA 

durante el crecimiento intrauterino y postnatal [296]. El DHA de la dieta materna aumenta el 

DHA fetal e infantil más eficazmente que su precursor, el ácido α-linolénico, tanto en humanos 

como en primates [297, 299]. A su vez, el contenido en DHA del cerebro fetal e infantil se ve 

más afectado por la dieta que el contenido en AA [297, 299]. En promedio, el feto en el tercer 

trimestre acumula aproximadamente de 40 a 60 mg de LC-PUFA ω-3 por cada kg de peso cor-

poral cada día [296]. Independientemente del periodo de gestación, existe una variabilidad in-

terindividual muy grande en los niveles de DHA en los recién nacidos humanos. Esta variabili-

dad puede deberse a diferencias en el aporte o en el metabolismo de los ácidos grasos, u otros 

factores que influencian el desarrollo intrauterino, o las limitaciones metodológicas. Comparado 

con los bebés a término, los prematuros tienen más riesgo de tener insuficiente acúmulo de 

LC-PUFA debido a la interrupción del aporte placentario [302, 303]. 

Se ha postulado que la gestación incrementa la demanda de LC-PUFA debido a las necesida-

des del crecimiento fetal y la expansión de los tejidos maternos. Fuentes potenciales para apor-

tar LC-PUFA al feto incluyen los depósitos maternos, la dieta durante la gestación y la síntesis 

endógena de LC-PUFA a partir de los ácidos grasos esenciales, aunque hay que tener en 

cuenta que hay una transferencia placentaria preferente de LC-PUFA frente a los ácidos grasos 

precursores [304, 305]. Asimismo, los estudios muestran una variación de 3 a 4 veces en los 

niveles plasmáticos de LC-PUFA entre las mujeres gestantes de la misma población y se ha 

observado que esta variabilidad afecta también al recién nacido [306]. 

La concentración de ácidos grasos de la leche está relacionada con la de la dieta materna, con 

la composición de ácidos grasos del plasma, la concentración de grasa en la leche, duración de 

la lactancia y otros factores [289, 307-309]. Se ha estimado que alrededor de un 30% de los 

ácidos grasos de la leche materna en humanos provienen directamente de los de la dieta ma-

terna, mientras que la porción principal deriva directamente de los depósitos maternos [310]. 

Sin embargo, el contenido en DHA de la leche materna es más variable y la influencia de la 

dieta materna en el contenido en DHA de la leche es mayor que el observado con el AA [289]. 

Existen numerosos estudios que demuestran que el DHA juega un papel esencial en el desa-

rrollo del sistema visual y nervioso (para una revisión más exhaustiva sobre el tema, ver [311]). 
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La deficiencia en DHA durante la etapa perinatal se ha estudiado que está asociada a electro-

retinogramas alterados y un peor aprendizaje en roedores y primates no humanos [312, 313], 

mientras que la suplementación con 300 mg de DHA por cada 100 g de dieta ingerida por la 

madre durante la etapa fetal y postnatal mejoró la capacidad de aprendizaje de ratas durante 

los primeros días post-parto [314]. 

Se ha llegado a determinar que el aporte mínimo necesario de ácido α-linolénico (ácido graso 

esencial precursor del DHA) a ratas en desarrollo (post-lactantes) está alrededor de un 0.4% de 

la energía total de la dieta (200 mg por cada 100 g de dieta), con una proporción linoléico/α-

linolénico de 6 [315]. En la dieta de la madre lactante se encontró también como necesaria esa 

misma proporción [316], mientras que durante la gestación en la rata, el aporte mínimo necesa-

rio que se ha propuesto es de unos 400 mg de α-linolénico por cada 100 g de dieta (un 0.9% de 

la energía total) y una proporción de linoléico/α-linolénico de 3 [316]. Cabe también indicar que 

en este mismo estudio se concluye que 800 mg por cada 100 g de dieta es un aporte innecesa-

rio, aunque no se encontró ningún efecto negativo. 

1.3.5.4 Vitamina E en la gestante, el feto y el recién nacido 
Aunque la vitamina E es esencial para mantener la gestación en la rata, este papel no se ha 

demostrado en la mujer, posiblemente porque en ésta no se produce de forma espontánea una 

deficiencia tan intensa como en animales de experimentación sometidos a dietas especiales. Al 

igual que ocurre en el adulto, el feto también necesita disponer de una adecuada reserva de 

antioxidantes para combatir el daño que pueda producirle la formación de radicales libres por 

procesos oxidativos. Aunque el feto es sustancialmente hipóxico, durante la vida fetal, la gesta-

ción, el parto y la etapa postnatal se producen episodios de hipoxia e isquemia/reperfusión que 

deben ser combatidos por el aporte de suficientes reservas de antioxidantes [317]. 

Como ya se ha indicado, los lípidos en plasma aumentan progresivamente en la circulación 

materna a medida que avanza el embarazo y este cambio corresponde a los valores de triglicé-

ridos y en menor medida a los del colesterol, en todas las lipoproteínas circulantes [276]. A su 

vez, este incremento de los lípidos circulantes se realiza en paralelo a un incremento de vitami-

na E en plasma, de forma que el cociente α-tocoferol/lípidos totales se mantiene por encima de 

0.8 [317]. A pesar de ello, en la gestante se produce una tendencia a disminuir el contenido de 

vitamina E en los eritrocitos, alcanzando al final del embarazo valores de franca deficiencia 

[318], lo que indica que los valores plasmáticos de tocoferol aumentan al final de la gestación a 

expensas de su contenido en eritrocitos. 

El paso de vitamina E a través de la placenta, al igual que el de otros componentes lipídicos, se 

realiza mediante difusión simple, a favor de gradiente de concentración. Este transporte se rea-

liza de forma que disminuye con el tamaño molecular y con la hidrosolubilidad del compuesto 
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[319-321] y en el caso de la vitamina E es ciertamente escaso [322-325], del orden de un 10% 

del de la L-glucosa [326]. Una dependencia del paso de vitamina E de la madre al feto se evi-

dencia por la relación directa que existe entre los valores de α-tocoferol en eritrocitos de la ma-

dre y del feto, con valores siempre inferiores en el segundo [317]. Esta situación de deficiencia 

de vitamina E se mantiene en el recién nacido, en el que se ha demostrado una disminuida 

resistencia a la hemólisis inducida por peróxido de hidrógeno [327, 328]. Esto se debe no sólo 

a la menor proporción de vitamina E, sino también al incremento de las necesidades de anti-

oxidantes en el recién nacido y especialmente ante el incremento en la presión de oxígeno y el 

complemento de PUFA a que se encuentra normalmente sometido. La llegada de vitamina E al 

lactante se produce a través de la leche materna y precisamente la inducción de LPL que se 

produce normalmente en glándula mamaria alrededor del parto [260, 329] puede constituir un 

mecanismo esencial para garantizar la transferencia a la leche de la vitamina E que circula en 

la sangre materna asociada a las lipoproteínas ricas en triglicéridos. 

1.3.6 Lípidos, estrés oxidativo y vitamina E en la IDDM. 

La diabetes tipo I o IDDM (Insulin Dependent Diabetes Mellitus) en humanos se ha definido 

como una enfermedad autoinmune caracterizada por la destrucción de las células β de los islo-

tes pancreáticos y, por ello, ausencia de insulina circulante [330]. 

Para estudiar la IDDM es ya clásico el modelo animal de ratas tratadas con estreptozotocina 

(STZ), droga que causa un daño oxidativo [331] y la muerte celular específicamente en las cé-

lulas β de los islotes pancreáticos, por lo que animales a los que se administra esta droga tie-

nen los síntomas de la IDDM en pocos días [332]. 

1.3.6.1 Metabolismo lipídico en la IDDM 
Uno de los síntomas clínicos más comunes de este tipo de diabetes es una acusada hiperlipi-

demia cuando el control metabólico es pobre. Esta hiperlipidemia se caracteriza por una acu-

sada hipertrigliceridemia acompañada de niveles normales o sólo ligeramente elevados de co-

lesterol [333]. El enriquecimiento en triglicéridos se produce principalmente en las lipoproteínas 

ricas en triglicéridos (VLDL y quilomicrones)  [334], porque hay un aumento en la cantidad de 

FFA que llegan al hígado, donde pueden ser reesterificados y pasan a formar parte de nuevas 

VLDL que salen a la circulación. Además, dado que en ratas ayunadas con IDDM inducida por 

STZ, la secreción hepática de VLDL es menor que en ratas controles en las mismas condicio-

nes [334], la hipertrigliceridemia se ha atribuido también a un menor aclaramiento de las VLDL 

del plasma. 

En la IDDM no controlada, la actividad LPL del miocardio es menor, asociada a una menor ac-



Tesis: Vitamina E, dieta y gestación/lactancia o diabetes INTRODUCCIÓN 
 

29 

tividad de LPL post-heparínica [335, 336] y todo ello supone una disminución en la degradación 

de las VLDL [335]. Este efecto inhibidor de la diabetes sobre la actividad LPL no se debe a una 

disminución de los sitios de unión a heparán sulfato en el endotelio [337]. En cardiomiocitos 

aislados de corazones de ratas con diabetes aguda, tanto la actividad LPL celular como la post-

heparínica están disminuidas con tan sólo una pequeña disminución en la masa de proteína 

LPL; como resultado, la actividad específica es menor, sugiriendo que existen acontecimientos 

postraduccionales que suponen una acumulación de proteína LPL inactiva [338]. La IDDM dis-

minuye también la actividad LPL del tejido adiposo, fundamentalmente porque disminuye la 

actividad específica de la enzima, aunque durante la diabetes inducida por STZ también se ha 

demostrado una menor cantidad de mRNA y una menor cantidad de enzima [339]. 

El conjunto de factores que conducen a la reducción de la actividad LPL durante la diabetes no 

está claro, pues pueden estar implicados cambios en la disponibilidad de sustrato y/o en los 

niveles hormonales. Aunque la administración in vivo de insulina a ratas diabéticas rápidamen-

te revierte la disminución en la actividad LPL del miocardio, la insulina no estimula la LPL 

cuando es añadida in vitro a cardiomiocitos de ratas, controles o diabéticas [336, 338, 340], por 

lo que existen factores adicionales in vivo que deben actuar junto con la insulina para estimular 

la actividad LPL. En este sentido, la combinación de dexametasona e insulina se ha demostra-

do que tiene un efecto estimulatorio tanto sobre la LPL celular como sobre la LPL post-

heparínica de cardiomiocitos de ratas controles [341] y de diabéticas [342, 343], mientras que 

la insulina sola no tiene ningún efecto. 

No obstante, la disminución en la actividad LPL puede no ser suficiente para justificar la hiper-

trigliceridemia. Como ya se ha indicado, los remanentes de quilomicrones son aclarados menos 

eficazmente de la circulación en la situación de diabetes [344], lo que parece indicar que estos 

remanentes y los de VLDL (IDL) son captados más lentamente vía mecanismos asociados a 

receptores. De hecho, se ha demostrado que en ratas tratadas con STZ hay una reducción de 

un 50% en los receptores de LDL en tejido adiposo epididimal y de un 80% en el mRNA del 

receptor LDL en el mismo tejido [345]. 

Además, hay que tener en cuenta que en ausencia de insulina la vida media de las VLDL circu-

lantes aumenta [330], debido principalmente a la menor actividad de la LPL. Al estar más tiem-

po en circulación y al encontrarse en situación de hiperglucemia, aumentan las posibilidades de 

que las apoproteínas de las distintas lipoproteínas estén glicosiladas, lo que también dificulta 

su reconocimiento por los distintos receptores y retrasa su aclaramiento [346, 347]. De hecho, 

se ha descrito que las VLDL de diabéticos son más resistentes a la acción de la LPL que las 

VLDL normales [348]. 
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1.3.6.2 Estrés oxidativo en la IDDM 
En los últimos tiempos se han ido acumulando evidencias de que los radicales libres que se 

puedan originar cuando la concentración de glucosa circulante está elevada participan en el 

desarrollo de la diabetes y en sus complicaciones asociadas [349-353]. Por otra parte, se ha 

observado un descenso en la capacidad antioxidante total del plasma de pacientes diabéticos 

[354-365] y hay varios estudios clínicos que muestran en la IDDM aumentos en los niveles de 

diversos marcadores de estrés oxidativo (TBARS, hidroperóxidos, 8-IP, 8-OHdG, LDL oxida-

das…) [354, 355, 366-375]. En los pacientes con IDDM, cuando alcanzan un adecuado control 

metabólico, los niveles de estos marcadores disminuyen [376]. A su vez, en ratas diabéticas 

por inyección de STZ se han observado también los mismos procesos e incrementos en los 

marcadores de estrés oxidativo [377, 378]. 

De esta forma, se puede afirmar que está establecida la opinión de que en los pacientes diabé-

ticos hay un incremento del estrés oxidativo [379]. Esta situación se puede producir bien por-

que la formación de radicales libres (y de otras especies reactivas de oxígeno, ROS) esté au-

mentada en los pacientes diabéticos [380], bien porque las defensas antioxidantes están dismi-

nuidas [381, 382], o por una combinación de ambos cambios. 

Este estrés oxidativo resulta ser responsable de complicaciones en el diabético, fundamental-

mente cardiovasculares y también polineuropatías [379]. La mejor terapia para evitar estas 

complicaciones asociadas al estrés oxidativo es el control metabólico, pues en pacientes con 

IDDM que presentan un aumento de la excreción urinaria de 8-IP, se puede llegar a normalizar 

esa excreción mediante un riguroso control metabólico [372]. A su vez, entre los tratamientos 

propuestos para disminuir el estrés oxidativo en la diabetes está la terapia antioxidante. Se ha 

demostrado en varios estudios que el plasma total y las LDL aisladas de diabéticos son más 

susceptibles a la peroxidación que sujetos sanos y que la suplementación con RRR-α-tocoferol 

disminuye los procesos de peroxidación en pacientes diabéticos [222, 383-385]. Los efectos 

beneficiosos de la suplementación con α-tocoferol o con ácido α-lipoico disminuyendo el estrés 

oxidativo se han estimado mediante la medida de los hidroperóxidos o la oxidación de LDL 

[385, 386]. A pesar de que marcadores de estrés oxidativo tales como el daño en DNA, lípidos 

y proteínas apoyan la idea de un aumento del estrés oxidativo en la diabetes y de que una te-

rapia antioxidante puede mejorar esta situación [387, 388], la severidad de la diabetes o de las 

lesiones asociadas a la diabetes no se correlacionan directamente con parámetros del estrés 

oxidativo, como son los TBARS [389, 390]. Además existen incluso estudios sobre pacientes 

diabéticos en los que no se encuentran variaciones en los marcadores de estrés oxidativo (8-IP 

y MDA) y en los que los niveles plasmáticos de α-tocoferol corregidos por lípidos son incluso 

más altos en los pacientes diabéticos que en los sujetos controles [391]. 
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1.3.6.3 Lípidos en la dieta de diabéticos tipo I 
Las dietas ricas en aceite de pescado se han usado para el tratamiento de la diabetes, pero 

sobre todo en la diabetes tipo II (No Insulinodependiente) porque mejoran la tolerancia a la glu-

cosa y, sobre todo, porque disminuyen la hiperlipidemia [392]. Así pues, este tratamiento puede 

disminuir el riesgo elevado que tienen los enfermos de diabetes de padecer enfermedades car-

diovasculares [393]. Además, se han demostrado efectos beneficiosos de esta dieta sobre el 

daño renal [394], reduciendo la albuminuria [392, 395] y mejorando la función renal [395] y la 

presión arterial [392] 

La terapia de aceite de pescado disminuye los triglicéridos totales en plasma, la concentración 

de VLDL y la concentración de triglicéridos en las VLDL [396-405]. Ello es consecuencia de una 

disminución en la síntesis y secreción hepática de VLDL [406] y una mayor eliminación de es-

tas lipoproteínas por aumento de la LPL [407]. A su vez, el enriquecimiento con aceite de pes-

cado de la dieta de ratas aumenta significativamente la actividad del receptor LDL en hígado y 

revierte el efecto inhibidor de las grasas saturadas sobre la función del receptor LDL [408, 408]. 

Existen algunos estudios en los que se encontró que los aceites de pescado mejoran la sensi-

bilidad insulínica tanto en humanos [409] como en ratas [410], que sugieren que su efecto pue-

de estar relacionado con la captación por el músculo esquelético de la glucosa plasmática. A 

ratas diabéticas por STZ se les administró por vía intravenosa una emulsión de DHA, y, aunque 

no se encontraron variaciones en la sensibilidad insulínica, disminuyeron los niveles de glucosa 

plasmática en ayunas [411]. 

1.3.6.4 Vitamina E en la IDDM 
Las variaciones en el metabolismo y distribución tisular de la vitamina E durante la diabetes no 

han sido tan estudiadas como el posible efecto beneficioso de esta vitamina en la aparición y 

evolución de la diabetes y en el desarrollo de las patologías asociadas. 

Los niveles plasmáticos de vitamina E tienden a aumentar en los animales experimentales con 

diabetes, tanto en los genéticamente diabéticos como en los que lo son por la administración 

de alguna droga [382, 412-416]. Este es también el caso en humanos, en los que se ha obser-

vado consistentemente un incremento en los niveles plasmáticos de α-tocoferol en los pacien-

tes diabéticos [414, 417-424]. A la vez, en los eritrocitos de diabéticos se ha encontrado que la 

vitamina E está disminuida [419, 421]. En ratas espontáneamente diabéticas (BB), los altos 

niveles de vitamina E en plasma disminuían hasta alcanzar valores normales mediante el tra-

tamiento con insulina, lo que sugiere que los niveles elevados de α-tocoferol eran consecuencia 

del estado diabético y que la variabilidad en los niveles plasmáticos de vitamina E pueden estar 

asociados al grado de hiperlipidemia [414]. Sin embargo, también se ha descrito que los niveles 
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de α-tocoferol en plasma disminuyen [425] o no varían [426], en diabetes experimentales me-

nos severas. 

En distintos tejidos estos cambios no son tan consistentes [427]. Así, en el hígado de ratas dia-

béticas por STZ se han encontrado concentraciones elevadas de α-tocoferol [382] y también en 

el corazón, hígado, riñón y músculo esquelético, mientras que no se han encontrado diferen-

cias en el cerebro y pulmón [416]. En el suero, corazón, testículos y timo de ratas BB, también 

se encontraron concentraciones elevadas de α-tocoferol [414]. 

1.4 Métodos de valoración de Vitamina E y productos rela-
cionados 

Los avances en el conocimiento del metabolismo y funciones de la vitamina E han corrido pare-

jos al desarrollo de la metodología necesaria para su análisis. El desarrollo de las técnicas de 

separación, principalmente la cromatografía, ha permitido estudiar el metabolismo de las dife-

rentes isoformas, su distribución en el organismo, las diferencias en la acción de los distintos 

estereoisómeros del α-tocoferol, etc. A su vez, ha sido necesario también desarrollar la meto-

dología necesaria para el correcto tratamiento de la muestra, previo al análisis. Una revisión 

exhaustiva de métodos para cuantificar α-tocoferol y productos relacionados puede encontrarse 

en el apéndice II de la presente Memoria. 

1.4.1 Tratamiento de la muestra 

Excepto en el caso del análisis de vitamina E en aceites, que pueden ser inyectados directa-

mente en el sistema cromatográfico tras ser diluidos, la vitamina E debe ser extraída desde la 

matriz de la muestra y posteriormente concentrada. Esta vitamina no está unida químicamente 

a proteínas, lípidos o hidratos de carbono, por lo que usar reactivos y condiciones agresivas 

para liberarla, como la saponificación, no parece necesario. A pesar de esto, si no se emplean 

condiciones adecuadas para extraer a la vitamina E desde el medio lipofílico, las recuperacio-

nes pueden ser muy pobres, ya que podría estar asociada a otros componentes de la matriz y 

debe ser liberada en el proceso de tratamiento de la muestra. 

Los ésteres de tocoferol pueden ser hidrolizados para ser analizados como la forma libre, pero, 

en la mayor parte de los casos, no sería necesario modificar el proceso de tratamiento, sino 

simplemente tenerlo en cuenta a la hora de la separación cromatográfica. 

En general, la muestra debe ser tratada con un disolvente orgánico para deshacer las estructu-

ras a las que la vitamina E puede estar asociada (membranas, lipoproteínas, acúmulos de gra-
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sa...), para eliminar posibles interferencias de otras moléculas grandes como proteínas o hidra-

tos de carbono y para proporcionar un medio en el que los analitos puedan estar libres en diso-

lución. Este disolvente orgánico es casi siempre etanol, pero también se ha empleado el meta-

nol. El SDS como modificador para la preparación de la muestra fue propuesto por Burton et al 

[428] y ha sido posteriormente adoptado por muchos investigadores [142, 429-435]. 

La saponificación, tratamiento con una base fuerte en caliente (normalmente KOH en etanol o 

metanol) es un proceso frecuentemente utilizado, bien aplicado a toda la muestra, bien a una 

fracción lipídica previamente aislada. Tras la saponificación, los componentes insaponificables 

(la vitamina E entre ellos) son extraídos con otro disolvente orgánico más apolar. La saponifi-

cación es un proceso largo y complejo, que implica muchas precauciones, por lo que han sido 

evaluados los factores que pueden interferir en el proceso de saponificación-extracción [436]. 

Hay que reseñar que ya en 1979 se comprobó que la saponificación no era necesaria y los re-

sultados no eran distintos de los que se obtenían mediante la extracción normal [437]. Desde 

entonces distintos equipos de investigación han aplicado métodos con o sin saponificación al 

mismo tipo de muestras. 

Dado que la vitamina E es un antioxidante, para prevenir su oxidación en el proceso de análi-

sis, se han empleado antioxidantes añadidos a la muestra en algún paso del proceso global, 

tanto si la muestra se iba a saponificar o no. Se han empleado BHT, pirogalol y ácido ascórbi-

co, solos o en distintas combinaciones [429, 431, 438-450], pero, en general, en los métodos 

desarrollados para medir α-tocoferol, la adición de antioxidantes ya no se considera necesaria y 

la mayoría de métodos se desarrollan sin la adición de estos. Los antioxidantes pueden ser 

importantes si se van a estudiar otros analitos más lábiles, o si se va a tratar con matrices es-

peciales, o si la saponificación es una parte necesaria del tratamiento de la muestra. En cual-

quier caso, hay que añadir dos datos más: los antioxidantes no aseguran la recuperación del 

100% del analito en la muestra, pues al menos un método, que emplea BHT, ascórbico y piro-

galol, no consigue una recuperación superior al 86% [442] y se ha demostrado que el α-

tocoferol es estable durante al menos 4 horas en las condiciones usuales del laboratorio [451] e 

incluso 4 semanas en extractos de muestras [452]. 

Los disolventes que se emplean para la extracción de la vitamina E incluyen el clorofor-

mo:metanol 2:1 (v/v) que corresponde al método usual para la extracción de lípidos [453], la 

acetona, el dietiléter y los disolventes de la extracción mediante Soxhlet. Para facilitar la ex-

tracción, a las muestras húmedas se les puede añadir sulfato sódico o magnésico. Los disol-

ventes empleados tienen que ser capaces de penetrar de manera eficaz en la muestra, por lo 

que la extracción suele realizarse mediante una agitación fuerte, o, como se propone en gene-

ral en esta Memoria, mediante la sonicación con sonda de ultrasonidos. 
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El hexano es el disolvente más empleado para extraer la vitamina E de la muestra, solo o con 

pequeñas cantidades de disolventes más polares como el etanol o el acetato de etilo, o el 

diisopropiléter (nunca más del 5%, pues disminuye la miscibilidad). El hexano puede tener el 

inconveniente de que las fases no se mezclen verdaderamente bien y que la eficacia de la ex-

tracción no sea tan alta como con otros disolventes [454, 455], como el propanol [456], la ace-

tona [457-459] o alguna otra mezcla de disolventes [455]. 

Para que las recuperaciones no se vean afectadas, se debe trabajar con un patrón interno. Un 

patrón interno es una sustancia que no existe en la muestra y cuyas propiedades físico-

químicas son tan similares a las de los analitos de interés que se puede afirmar que se compor-

tará en todos los procesos a los que se someta a la muestra de forma idéntica a la de las sus-

tancias que se desean cuantificar, pero sin interferir en su determinación. El patrón interno se 

añade de forma controlada a las muestras y permite corregir los posibles errores asociados al 

tratamiento de la muestra. Para el análisis de α-tocoferol, el 5,7-dimetiltocol [460-463] y el tocol 

(v. Fig. 2) están entre los patrones internos que mejor pueden cumplir estas características. El 

tocol fue uno de los patrones internos más empleados, pero en la actualidad no se encuentra 

fácilmente en casas comerciales [461, 464] y sólo se obtiene sintetizándolo en el propio labora-

torio [465], o bien como generosa donación de alguna empresa. En la bibliografía se han des-

crito muchos patrones internos, que se pueden encontrar detallados en el apéndice II. 

Si la extracción se lleva a cabo con hexano (o con heptano) y se van a analizar los analitos 

mediante HPLC (High Performance Liquid Chromatography, cromatografía líquida de alta efi-

cacia) en fase inversa, el disolvente de la extracción debe evaporarse y ser reemplazado por 

otro disolvente orgánico en el que los analitos sean solubles y que sea compatible con el sis-

tema cromatográfico; es decir, más similar a la fase móvil (o la misma fase móvil)  [455, 459, 

466]. 

1.4.2 HPLC 

Aunque se han desarrollado métodos de análisis de vitamina E mediante cromatografía de ga-

ses [460], cromatografía de fluidos supercríticos [464, 467], e incluso cromatografía electrociné-

tica micelar [468], la separación mediante HPLC es, en general, más sencilla, rápida, sensible, 

selectiva y robusta. Las separaciones de vitamina E y productos relacionados mediante HPLC 

se realizan tanto en fase normal como en fase inversa. 

1.4.2.1 HPLC en fase normal 
En los sistemas que trabajan en fase normal, los analitos eluyen en orden de polaridad crecien-

te, lo que, en el caso de la vitamina E, significa que el orden viene determinado por los metilos 
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en el anillo cromanol (v. Fig. 1). Las columnas de fase normal permiten la separación de todos 

los isómeros, mientras que el β- y el γ-tocoferol no se separan en las columnas convencionales 

de fase inversa. Además de esta mayor capacidad de separación, las separaciones en fase 

normal presentan la ventaja de que se pueda operar con disolventes fuertemente hidrofóbicos, 

lo cual ofrece una alta solubilidad para los lípidos y además toleran altas concentraciones de 

lípidos, que son fáciles de eliminar mediante disolventes apolares. 

Se han empleado columnas de sílice con fases móviles binarias, isocráticas o en gradiente de 

hexano y 2-propanol [461, 469-477]. 

Sin embargo, las columnas en fase normal siguen mostrando pobre reproducibilidad, tiempos 

prolongados de equilibrado, baja estabilidad, y, además, emplean disolventes orgánicos peli-

grosos. En general, para el análisis de α-tocoferol en plasma y otros tejidos, la fase normal ha 

caído en desuso, porque en la mayor parte de los casos, los datos acerca de otros tocoferoles 

no son relevantes y la sencillez de la fase inversa representa una ventaja. No obstante, la fase 

normal se sigue empleando para el análisis de α-tocoferol en tejidos, con resultados satisfacto-

rios [461, 478, 479] 

1.4.2.2 HPLC en fase inversa 
Los sistemas de HPLC en fase inversa separan los compuestos afines a la vitamina E en fun-

ción de la saturación de la cadena lateral del fitilo y también en función del número de metilos 

sustituyentes del cromanol, pero no de su posición, por lo que los sistemas convencionales en 

fase inversa no consiguen separar el β- y el γ-tocoferol. 

La fase móvil más empleada es el metanol, con pequeñas cantidades de agua, en condiciones 

isocráticas y resulta suficiente para la cuantificación de α-tocoferol [142, 431, 439, 445, 450, 

466, 480-495]. Si se desea cuantificar otros analitos, se tienen que desarrollar fases móviles 

más complejas, o gradientes [434, 444, 447, 496-498]. Hay que tener también en cuenta que 

para trabajar con detectores electroquímicos se tienen que añadir electrolitos a la fase móvil, 

normalmente sales de perclorato [432, 435, 442, 455, 463, 494, 495, 499-501]. 

1.4.2.3 Detectores 
Para la determinación de vitamina E y la mayor parte de los productos relacionados se pueden 

emplear los tres sistemas más habituales de detección en HPLC: detección electroquímica 

(ED), detección de fluorescencia (FD) y detección de absorbancia UV (UVD). 

La ED es la más sensible y específica, debido a los potenciales de oxidación relativamente ba-

jos de estos compuestos. Además, se pueden medir también los productos de oxidación, pues-

to que su reducción también es fácilmente accesible. Las quinonas no presentan fluorescencia, 
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por lo que los productos de oxidación no pueden detectarse con este sistema y el detector UV 

no tiene suficiente sensibilidad en la mayor parte de los casos. La ED es empleada en HPLC 

en fase inversa, puesto que los electrolitos necesarios son miscibles con fases móviles acuo-

sas. Las dos modalidades de detección electroquímica, amperométrica [432, 447, 494] y cu-

lombimétrica [443, 455, 494, 495, 500, 501], se han empleado para el análisis de tocoferoles y 

sustancias relacionadas. 

La FD es también muy específica, y, aunque en general es unas diez veces menos sensible 

que la ED, la sensibilidad depende mucho de la composición de la fase móvil, que afecta 

enormemente a la emisión fluorescente y a la conductividad electroquímica. En cualquier caso, 

la FD es la elección principal para muchos investigadores, dado que es más fácil operar con 

estos detectores que con los electroquímicos y además son compatibles con fases móviles de 

cromatografía en fase normal. 

La detección más empleada, sin embargo, es la UVD, a pesar de que la sensibilidad puede ser 

hasta mil veces menor que con los otros sistemas. Pero la sensibilidad es en muchos casos 

suficiente y el detector UV para HPLC es el más extendido. Además, los detectores UV equi-

pados con diode array (hilera de diodos) permiten obtener un espectro UV de las sustancias 

que llegan al detector, lo que permite la identificación de los compuestos y la evaluación de la 

pureza del pico cromatográfico. 

1.4.3 Valoración de vitamina E en tejido adiposo y glándula 
mamaria 

En estudios epidemiológicos se ha puesto de manifiesto que los niveles en sangre de α-

tocoferol son muy variables y están fuertemente influenciados por factores genéticos, “estilo de 

vida” y la ingesta de otros nutrientes [502]. Se ha estimado que en humanos el contenido de α-

tocoferol en tejido adiposo representa alrededor del 90% del contenido total de α-tocoferol del 

organismo [234], aunque la estimación realizada en machos de rata de raza Wistar da como 

resultado que el 90% del α-tocoferol total se encuentra repartido entre el hígado, músculo y 

tejido adiposo y en el adiposo estaría alrededor del 20-25% [174, 193]. El estudio del contenido 

en α-tocoferol en tejido adiposo ha demostrado ser preferible al del nivel de α-tocoferol en 

plasma o hígado a la hora de estudiar retrospectivamente la ingesta de α-tocoferol en la dieta, 

pues hay variaciones muy grandes intraindividuales día a día en los niveles plasmáticos de α-

tocoferol, cosa que no ocurre en el adiposo [503]. Además, cambios cualitativos en la dieta no 

se manifiestan en el tejido adiposo hasta pasados varios meses [504]. 

Hay situaciones en las que específicamente se ha aconsejado cuantificar la vitamina E en teji-

do adiposo en vez de en plasma. Este es el caso de los pacientes de Abetalipoproteinemia, 
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enfermedad que se caracteriza porque los enfermos no pueden sintetizar la apolipoproteina B-

100, imprescindible para la síntesis de LDL (principal vehículo transportador de vitamina E en 

humanos)  [229]. Estos pacientes manifiestan los síntomas de carencia de vitamina E y sus 

niveles de α-tocoferol en plasma y eritrocitos son entonces anormalmente bajos. Así pues, la 

determinación de vitamina E en tejido adiposo es un mejor reflejo de su disponibilidad [505, 

506]. 

El análisis de vitamina E en tejido adiposo puede además proporcionar información valiosa a la 

hora de predecir el riesgo de enfermedades asociadas con el estrés oxidativo, como las enfer-

medades cardiovasculares, pues es un reflejo de la situación nutricional de vitamina E. En es-

tudios epidemiológicos tiene incluso la ventaja de que las biopsias de tejido adiposo se realizan 

muy fácilmente mediante aspiración por una aguja fina, resultan poco dolorosas para el pacien-

te y no es necesario aplicar puntos de sutura [506]. 

La glándula mamaria es un tejido heterogéneo con una parte de tejido adiposo y una parte de 

tejido conectivo, que lo convierten en una matriz analítica compleja. Sin embargo, el estudio del 

contenido de α-tocoferol en este tejido es muy interesante en determinadas condiciones, como 

el final de la gestación y la lactancia, en las que se convierte en la principal fuente de vitamina 

E para los recién nacidos lactantes. No se ha encontrado en la bibliografía un método que de-

termine el contenido en vitamina E en este tejido, ni en humanos ni en animales experimenta-

les. 

Los métodos que se desarrollen para medir vitamina E en estos tejidos deberán tener en cuen-

ta que, como los tocoferoles son liposolubles, es muy difícil extraerlos de un tejido con alto con-

tenido lipídico, como el adiposo y la glándula mamaria, con un disolvente apolar sin interferen-

cias del resto de la matriz. En general, se han empleado tres tipos distintos de métodos de ex-

tracción: saponificación de un primer extracto lipídico y posterior extracción de los lípidos no 

saponificables [507], saponificación directa del tejido y a continuación extracción líquido-líquido 

[478, 508, 509] o extracción directa de α-tocoferol empleando SDS [509]. Estos métodos tienen 

algunos inconvenientes conocidos: la saponificación provoca una pérdida importante de tocofe-

roles [510], incluso cuando se trabaja en condiciones protectoras como en oscuridad y en at-

mósfera de nitrógeno, mientras que es difícil retirar el SDS de las columnas cromatográficas, lo 

que disminuye significativamente su duración. 

El contenido en α-tocoferol del tejido adiposo en un principio se analizaba mediante cromato-

grafía de capa fina (TLC)  [511], pero en la actualidad la separación mediante HPLC acoplada a 

la detección por fluorescencia es, en general, el método de elección, debido a su sensibilidad, 

especificidad [233, 234, 505, 506] y la relativa rapidez del análisis [508]. El análisis en fase 

normal permite separar los diferentes isómeros, como ya se ha indicado, pero las columnas se 

contaminan rápidamente con el resto de componentes de la muestra, pudiendo hacer que se 
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modifiquen las condiciones de elución, además de tener una vida media más corta. De hecho, 

autores que en un principio utilizaban la fase normal [512], usaron posteriormente la fase inver-

sa [513]. La detección por espectroscopía ultravioleta es también suficientemente específica 

[514], pero se requieren cantidades de tejido 10 veces superiores a las que se usan en el mé-

todo que se describe en la presente Tesis, además de pertenecer a humanos, tienen una con-

centración superior de α-tocoferol en tejido adiposo que la rata [193]. 

1.4.4 Valoración de vitamina E en aceites  

La determinación de vitamina E en aceites tiene un triple significado: Por un lado, se puede 

considerar como un índice de la calidad del aceite, ya que, por ejemplo, el aceite de oliva vir-

gen presenta unos contenidos en tocoferoles y tocotrienoles superiores a los de cualquier otro 

tipo de aceite vegetal refinado. Es bien sabido que durante el refinado de los aceites, más 

exactamente durante la desodorización, se producen pérdidas significativas en el contenido de 

tocoferoles y tocotrienoles [515-517]. Por otra parte, también debemos destacar su importancia 

en lo que al control de pureza se refiere. Dado que se trata de una fracción que puede estar 

integrada por diferentes isómeros y en distintas proporciones según el aceite considerado, su 

determinación adquiere un interés indudable de tipo analítico, complementando de esta forma 

las determinaciones, ya clásicas, de ácidos grasos o esteroles, empleadas para verificar la pu-

reza de un aceite [518, 519]. Por último, es de vital importancia resaltar el papel que juegan 

estas sustancias desde un punto de vista nutricional: Como ya se ha indicado, se ha demostra-

do que las grasas que consumimos deben aportar no sólo los PUFA necesarios sino también la 

cantidad de vitamina E que permita asegurar un equilibrio entre ambos [244, 246, 247]. Es 

pues tan importante la cantidad consumida de ácidos grasos esenciales como la proporción 

que se mantiene con la ingesta de vitamina E y es precisamente el aceite de oliva virgen el que 

presenta una relación vitamina E/PUFA más elevada, superando ampliamente los valores en-

contrados para cualquier otro aceite vegetal destinado al consumo [515]. 

El método oficial de medida de tocoferoles en aceites del Registro General Sanitario de Alimen-

tos de España es uno de los más laboriosos y complicados y se basa en la saponificación de la 

muestra y extracción de tocoferoles, para su posterior análisis mediante TLC [520]. 

Aunque en una revisión realizada en 1986, los 24 métodos citados empleaban la saponificación 

y análisis mediante TLC [515], en la actualidad se utilizan métodos basados en la HPLC, tanto 

en fase normal [461, 518] como en fase inversa [248, 518, 521]. La HPLC en fase inversa pre-

senta la ventaja de los tiempos cortos de equilibrado de columna y análisis y la alta reproducibi-

lidad de los tiempos de retención. Esta técnica está limitada cuando se desean separar los 

isómeros β- y γ-, tanto de tocoferoles como de tocotrienoles. La HPLC en fase normal, por el 
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contrario, permite una buena separación de todos los isómeros, pero el tiempo de análisis es 

más largo que el de la HPLC en fase inversa y los tiempos de retención son mucho más varia-

bles [522]. 

En general, aunque se sigue empleando la saponificación [488], en la actualidad tiende a evi-

tarse, disolviendo directamente el aceite en un disolvente orgánico, como heptano o clorofor-

mo:metanol, disolución que se inyecta directamente para su análisis [248, 461, 518]. Cuando 

se emplea la saponificación, incluso en condiciones protectoras, las recuperaciones son bajas, 

generalmente menores de 80% [318, 509, 522]. 

1.4.5 Valoración de vitamina E en dietas  

Los métodos usados para analizar tocoferoles en alimentos son, en términos generales, simila-

res a los empleados en tejidos. Los alimentos tienen que ser homogeneizados y los tocoferoles 

extraídos directamente [461, 523, 524], o bien saponificados y extraídos [438, 472, 525-529]. 

Las dietas semisintéticas empleadas en estudios bioquímicos y metabólicos a menudo contie-

nen iones metálicos libres, como Cu2+ o Mn2+, que aceleran la oxidación de los tocoferoles 

cuando la dieta entra en contacto con el agua en el proceso de homogeneización, por lo que es 

necesario trabajar con precauciones extra, como la adición de antioxidantes y/o sustancias 

quelantes de cationes oxidantes. 

La vitamina E en estas dietas está normalmente presente en forma de α-tocoferol y acetato de 

α-tocoferol y el contenido de ambos debe ser cuidadosamente evaluado cuando se pretende 

estudiar posteriormente la concentración de vitamina E en el plasma y tejidos de los animales 

que las ingieran. 

Los tocoferoles de los alimentos se separan por HPLC en columnas de fase normal [523-525, 

528, 530-538] o de fase inversa [438, 472, 526, 529, 539] y son generalmente detectados me-

diante fluorescencia. 

El α-tocoferol se detecta mejor por fluorescencia, pero el acetato de α-tocoferol no tiene fluo-

rescencia, por lo que se pueden desarrollar dos estrategias si se desea un método que permita 

cuantificar ambos analitos simultáneamente: 1) puesto que la saponificación hidroliza el enlace 

éster, sometiendo a la muestra a este proceso se puede conseguir eliminar las interferencias 

de los otros lípidos de la muestra y cuantificar todas las formas de α-tocoferol como α-tocoferol 

libre. 2) Por otra parte, el acetato de α-tocoferol se puede detectar mediante UVD y el trata-

miento de la muestra se simplifica; sólo hay que desarrollar unas condiciones de cromatografía 

que permitan el análisis de ambas formas en un tiempo razonable. 



Fco. Javier Rupérez Tesis: Vitamina E, dieta y gestación/lactancia o diabetes  
 

 

40 

La posibilidad de acoplar en serie dos detectores no destructivos de la muestra, como son el 

UVD y el FD, permite trabajar con muestras que pueden tener un rango de concentración muy 

variable de α-tocoferol, dependiendo del tipo de aceite o grasa que se utilizara en su elabora-

ción. 

1.4.6 Valoración de vitamina E y productos relacionados en 
sangre  

La electroquímica se ha mostrado como una herramienta eficaz para el análisis del comporta-

miento redox del α-tocoferol [540] y la detección amperométrica simultánea de α-tocoferol y α-

tocoferol quinona en HPLC con un detector con electrodos duales ha sido propuesta por otros 

autores [541], pero la cuantificación de los principales productos de oxidación del α-tocoferol, la 

α-tocoferol quinona y la α-tocoferol hidroquinona, está muy limitada por la disponibilidad de los 

patrones de concentración conocida, que en la actualidad no se encuentran disponibles en las 

principales casas suministradoras de reactivos para análisis. 

La conversión de α-tocoferol a α-tocoferol quinona es una oxidación, relativamente fácil de rea-

lizar en el laboratorio mediante FeCl3 en un medio metanol:agua a 60 ºC. Esto produce la total 

oxidación del α-tocoferol, pero también da lugar a gran cantidad de subproductos. Además, el 

proceso, aunque sencillo, resulta tedioso, pues la oxidación es lenta y hay que extraer el pro-

ducto con un disolvente muy apolar, como el hexano, que hay que evaporar después para po-

der tener una disolución que valga como patrón de valoración. 

Esta síntesis es, a pesar de todos los inconvenientes planteados, completamente viable si el 

objetivo final es únicamente la disolución de α-tocoferol quinona, pero cuando se intenta obte-

ner la α-tocoferol hidroquinona a partir de la α-tocoferol quinona, mediante su reducción con 

ditionito sódico (Na2S2O3)  [433], el perfil cromatográfico de la disolución obtenida indica que 

hay muchas reacciones colaterales que pueden estar ocurriendo, lo que lleva a un patrón sin 

garantía analítica. 

La síntesis electroquímica de ambos compuestos es, a priori, mucho más limpia e implica mu-

cha menos manipulación de la muestra: A partir de α-tocoferol se puede obtener mediante oxi-

dación culombimétrica α-tocoferol quinona y a partir de ésta, mediante reducción culombimétri-

ca, α-tocoferol hidroquinona, pues la deshidratación y reciclación del anillo cromanol no ocurre 

de manera espontánea. 

Una vez obtenidos los patrones de cuantificación, el tratamiento de la muestra debe ser lo me-

nos laborioso posible para que se pueda tener una garantía analítica de que los productos de 
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oxidación que se cuantifican no se generan en el tratamiento de la muestra, sino que reflejan 

realmente lo que ocurre en el organismo. 

Estos compuestos relacionados con la vitamina E han sido a veces extraídos con hexano [161, 

542], pero durante el proceso global se pierde la α-tocoferol hidroquinona, a menos que se tra-

baje en ausencia de oxígeno, lo cual no es fácil de conseguir. El BHT añadido a las muestras 

protege al α-tocoferol de la oxidación, pero no a la α-tocoferol hidroquinona y antioxidantes más 

fuertes pueden reducir a la quinona. 

1.5 Validación de métodos analíticos 

1.5.1 Generalidades 

Validar un proceso es, en general, demostrar que ese proceso cumple con los objetivos para 

los que había sido propuesto. Validar un método analítico es, por tanto, establecer la evidencia 

documental de que cuando ese método sea aplicado correctamente, se obtendrán resultados 

con una fiabilidad contrastada [543-545]. 

La validación es la herramienta que permite obtener las pruebas de que los métodos son ade-

cuados para los análisis propuestos. Esto permite trabajar con métodos que ofrecen confianza 

y seguridad en los resultados, lo cual minimiza el número de fallos y repeticiones. 

Una gran parte de la bibliografía existente relativa a la validación de métodos analíticos se ha 

realizado en función de las necesidades de la industria farmacéutica y se aplica a la valoración 

de muestras sintéticas de composición exactamente conocida o a muestras biológicas que se 

obtienen tras la administración de un fármaco y no es exactamente trasladable al caso de 

muestras biológicas en las que, por ejemplo, no existe el blanco sin el analito a determinar 

[546]. Por otra parte, las mismas entidades reguladoras tienen en cuenta esto mismo y admiten 

que no todas las características de la validación son necesarias para todos los tipos de méto-

dos [545], e incluso la ICH (International Conference on Harmonisation) reconoce en la intro-

ducción a su Directriz Q2B que debido a su compleja naturaleza, los procedimientos analíticos 

para productos biológicos y biotecnológicos pueden ser abordados de una forma distinta a la 

que se recoge en sus documentos [547]. En definitiva, es responsabilidad de quien desarrolla y 

valida un método escoger el procedimiento de validación y el protocolo más adecuado para el 

producto [548]. 

Las propiedades que generalmente se evalúan son: selectividad, linealidad, exactitud, precisión 

(repetitividad, precisión intermedia y reproducibilidad), recuperación, rango, límites de detec-

ción y cuantificación, robustez y ruggedness (en la actualidad todavía no se ha implantado un 
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término en castellano para este concepto, que podría entenderse como solidez o resistencia)  

[543-545, 547, 549]. Además, se debe conocer la estabilidad de los analitos de interés, tanto en 

las disoluciones de trabajo como en la muestra, aunque este estudio no pertenezca a la valida-

ción propiamente dicha. Como ya se ha indicado, no es necesario evaluar todos los parámetros 

para considerar un método válido. En los métodos cuya validación se describe en la presente 

Memoria se han considerado la linealidad (de analitos y de cantidad de muestra), la precisión 

(repetitividad y precisión intermedia) y la exactitud (expresada como porcentaje de recupera-

ción). A continuación se describe brevemente cada uno de estos parámetros y la forma en que 

se pueden evaluar. 

1.5.2 Linealidad y Rango 

La linealidad es la capacidad del método para proporcionar resultados que sean proporcionales 

a la concentración del analito en la muestra dentro de un rango establecido. Siempre que sea 

posible, se buscará una respuesta de tipo lineal, lo que facilitará su trazado, interpolación e 

interpretación, pero a veces no es posible, por lo que hay que recurrir a otros tratamientos ma-

temáticos [543]. 

El rango se define como el intervalo entre la concentración superior e inferior de analito para el 

cual se ha demostrado la correcta precisión, exactitud y linealidad. Esto supone que no es ne-

cesario conocer todo el rango de concentraciones en las que el método cumple las especifica-

ciones, sino que se demuestran estas propiedades en un rango alrededor de una concentra-

ción determinada, que viene dada por la experiencia de las pruebas previas a la validación. 

Para evaluar la linealidad se recomienda estudiar al menos cinco niveles de concentración y 

analizarlos por triplicado. Para métodos que se van a aplicar a muestras como los preparados 

farmacéuticos, en los que se esperan sólo pequeñas variaciones alrededor del contenido teóri-

co (100%) el rango en el que se ensaya la linealidad es relativamente estrecho, normalmente 

alrededor de ±20% [543]. En los métodos que se van a aplicar a muestras en las que se des-

conoce la posible variabilidad se debe demostrar la linealidad en un rango más amplio, como 

por ejemplo desde 25% hasta 200%. 

Con los resultados del experimento de linealidad se estudia la relación entre las cantidades o 

concentraciones (x), variable independiente o predictiva, con la respuesta (y), variable depen-

diente, como por ejemplo áreas, alturas, o señales corregidas frente a las del patrón interno 

correspondiente. La relación entre ambas variables se expresa matemáticamente como una 

recta de regresión del tipo y = a + b·x, obtenida por un método de ajuste, normalmente el de 

mínimos cuadrados. Si la relación no es lineal, se puede intentar alguna transformación mate-

mática previa para obtener funciones lineales. 
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La representación gráfica de la recta de regresión en un sistema de coordenadas junto con las 

variables experimentales permite visualizar la bondad del ajuste. Se pueden representar ade-

más las hipérbolas indicativas de los intervalos de confianza. 

Si la recta no pasa cerca del origen de coordenadas (tiene sesgo), significa que el método a 

evaluar está afectado por un error sistemático (por exceso o por defecto) en el intervalo estu-

diado. Si existen diferencias apreciables entre los valores experimentales y los puntos de la 

recta significa que la linealidad no es buena o bien que el error experimental es importante y los 

intervalos de confianza serán amplios (hipérbolas anchas). 

Pero el estudio de la linealidad implica además una comprobación estadística, un análisis de la 

regresión con todos sus parámetros [543]. Aunque en el informe de la validación de un método 

no es necesario adjuntar todos los valores y gráficos, sí resulta conveniente estudiarlos: 

• Ecuación de la recta: En la recta de regresión y = a + b·x, x es la concentración y la 

respuesta, b el valor de la pendiente y a el término independiente. La pendiente b se 

encuentra relacionada con la sensibilidad del método de forma que cuanto mayor es la 

pendiente, mayor sensibilidad, es decir, que hay mejor respuesta del método a las va-

riaciones en la concentración del analito. El término independiente a, u ordenada en el 

origen, es indicativo del error sistemático, no difiriendo estadísticamente de 0 cuando no 

existe sesgo. 

• Coeficiente de correlación (r) y coeficiente de determinación (r2): El coeficiente de corre-

lación nos indica el grado de relación entre la variable x (concentración) y la variable y 

(respuesta). Su valor máximo es 1. Si r es cercano a la unidad significa que existe corre-

lación con una probabilidad elevada. Un valor nulo indica ausencia de relación lineal en-

tre las variables. El valor recomendable para el coeficiente de correlación es ≥ 0.9990, 

aunque dependiendo del nivel de analito en la muestra se admite ≥ 0.990. La informa-

ción obtenida mediante el cálculo de r es limitada y no justifica por sí sola la linealidad, 

siendo el coeficiente de determinación r2 el que aporta una mayor significación estadís-

tica ya que expresa la proporción de la variación total de y explicada por el modelo. A 

pesar de esto, es habitual que, aunque se calculen ambos parámetros, a la hora de 

presentar los resultados se indique sólo el valor de r. 

• Homoscedasticidad. La representación de los residuales aporta mucha información 

acerca de la validez del modelo. La forma más habitual de representación consiste en 

representar los residuales (ordenadas) frente a los valores estimados (abscisas). La dis-

tribución de los puntos debería ser aleatoria y no reflejar ninguna tendencia. 

• Tests de linealidad: El factor de respuesta expresa la relación entre la lectura o respues-

ta y la concentración y puede tomarse como una expresión aproximada de la sensibili-
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dad del calibrado. En una calibración lineal los factores de respuesta deben ser seme-

jantes entre sí y cercanos al valor de la pendiente. Mediante el coeficiente de variación 

del factor de respuesta se pueden extraer conclusiones acerca de la linealidad de la 

recta, pues valores superiores al 5% serían indicativos de una posible falta de lineali-

dad, siendo recomendables valores no superiores al 2%, siempre teniendo en cuenta el 

nivel de analito en la muestra. También se puede analizar la linealidad mediante la des-

viación estándar de la pendiente, contrastando la hipótesis de que la pendiente es signi-

ficativamente distinta de 0 mediante una prueba basada en la t de Student con el área 

de rechazo definida por b/Sb > tn-2;α, o bien calcular los intervalos de confianza para la 

pendiente, que no deben incluir el 0. 

• Test de proporcionalidad: Es necesario también conocer si la recta pasa por el origen de 

coordenadas, determinando si la variable independiente es significativamente distinta 

de 0. Habitualmente suele aceptarse que el valor de dicha ordenada sea como máximo 

el que corresponde a un 1% de la respuesta del analito en el valor asignado como 

100%. Para llevar a cabo este test se recurre, como en el caso anterior, a una prueba 

de significación según la t de Student, mediante la que se contrasta la hipótesis de que 

la ordenada en el origen tiene que ser igual a 0 para el nivel de significación escogido, 

con el área de rechazo definida por a/Sa > tn-2;α; esto implica también que en los interva-

los de confianza alrededor de la ordenada en el origen debe estar incluido el 0. En caso 

de no cumplirse el test de proporcionalidad, a la hora de valorar una muestra sería ne-

cesario interpolar el resultado del análisis entre al menos dos patrones, uno superior y 

otro inferior, para obviar así el sesgo del método. 

En el estudio de linealidad no se suele incluir un parámetro que se podría definir como “lineali-

dad de muestra”, que supone estudiar la señal con distintas cantidades de muestra alrededor 

de la que se quiere validar. En los métodos que implican extracción es un parámetro útil, pues 

permite definir un rango de muestras con el que se puede llegar a trabajar, sin variar el resto de 

parámetros, si en algún caso no hay muestra suficiente, o bien si conviene tomar más muestra 

porque la concentración de analito en la muestra sea anormalmente baja. Es útil también cono-

cer el comportamiento del método con distintas cantidades de muestra cuando se va a aplicar 

el método de rutina a muestras de las que no se sabe de cuánto se va a disponer, como los 

tejidos biológicos. La estadística a aplicar es la misma que en el caso de la linealidad de anali-

to. 
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1.5.3 Exactitud 

La exactitud de un procedimiento analítico expresa la proximidad entre el valor que es acepta-

do como verdadero (valor de referencia) y el valor experimental encontrado [543, 545]. 

La principal complicación del cálculo de la exactitud está en la determinación de cuál es el valor 

verdadero en la muestra. Si se dispone de muestras con contenido certificado, es sencillo, pues 

basta con aplicar el método a validar sobre la muestra con un contenido conocido de analito. 

También se acepta la comparación con un método de referencia validado y la relación entre los 

valores obtenidos al aplicar a la muestra ambos métodos expresa también la exactitud. La for-

ma más habitual de estimar la exactitud es la que se conoce como placebo cargado, que se 

basa en una muestra blanco, es decir, que contiene todos los elementos de la matriz de la 

muestra pero no el analito en cuestión, que se añade de forma controlada para posteriormente 

analizar con el método a validar la muestra así creada y la relación entre la cantidad encontra-

da y la teórica expresará la exactitud [543]. 

Estas tres aproximaciones son las habituales cuando se trabaja con muestras como los prepa-

rados farmacéuticos, pero cuando se quiere validar un método para muestras de las que no se 

dispone de material de referencia, no se conoce ningún método de referencia y no existe una 

matriz sin analito (el caso más habitual cuando se quiere medir alguna sustancia no farmacoló-

gica en muestras biológicas), se debe realizar alguna otra aproximación y se puede aplicar la 

técnica de la adición de patrón, mediante la cual se prepara una serie de muestras que conten-

gan todas la misma cantidad de la misma muestra y se les añaden cantidades conocidas cre-

cientes del analito de interés, conservando un nivel sin añadir nada. Se evalúa entonces la li-

nealidad obtenida, y, para cada uno de los puntos, se puede conocer la relación entre la canti-

dad encontrada y la teórica, lo que nos indicará la exactitud del método. La media de todas las 

relaciones debe ser, de forma ideal, igual a 1 (100%) y esta hipótesis se debe contrastar [543, 

546]. Debería ser equivalente a contrastar la hipótesis de que la pendiente de la recta obtenida 

al representar las cantidades encontradas frente a las teóricas sea igual a 1, aunque no siem-

pre se cumplan ambas condiciones simultáneamente. 

Esta relación entre la cantidad encontrada y la teórica se conoce generalmente como recupe-

ración, aunque existen también otras definiciones de la recuperación [543], basadas en la efi-

cacia en la extracción del analito a partir de la matriz biológica. La recuperación cuantificada 

mediante la adición de patrón engloba a ambos conceptos. 

La recuperación esperada depende de la matriz de la muestra, del procedimiento de prepara-

ción de la muestra y de la concentración de analito en la muestra. Aunque es deseable alcan-

zar valores de recuperación cercanos al 100%, en según qué tipos de muestras de matrices 

complejas sólo se obtienen valores inferiores al 80%. 
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Porcentaje de analito 
en la muestra (p/p) 

Factor de Recu-
peración (%) 

100 98-102 
≥10 98-102 
≥1 97-103 

≥0.1 95-105 
0.01 90-107 
0.001 80-110 

0.0001 80-110 
0.00001 80-110 

0.000001 60-115 
0.0000001 40-120 

En el Cuadro 1 se presenta el criterio de aceptación de la AOAC (Association of Official Analy-

tical Chemists), que puede orientar en la estimación de la recuperación que se debería obtener 

en función de la concentración de analito en la muestra, aunque pueden aceptarse valores de 

recuperación más bajos según las necesidades del método [543]. 

1.5.4 Precisión 

La precisión expresa el grado de concordancia (o de dispersión) entre una serie de medidas de 

tomas múltiples a partir de una misma muestra homogénea en las condiciones fijadas [543]. 

El objetivo del estudio de la precisión es conocer la variabilidad del método de ensayo. Esta 

variabilidad es debida a errores aleatorios inherentes a todo método de ensayo. Como conse-

cuencia de la existencia de estos errores, los análisis efectuados sobre muestras idénticas, en 

las mismas circunstancias, no conducen generalmente a resultados idénticos. Los factores 

susceptibles de influir sobre los resultados no pueden ser siempre controlados y de aquí la im-

portancia del estudio de precisión. 

La precisión engloba distintos tipos de estudios: 

• La repetitividad (o repetibilidad, o precisión intra-ensayo) estudia la variabilidad del mé-

todo efectuando una serie de análisis realizados de forma independiente sobre la mis-

ma muestra homogénea en las mismas condiciones operativas (mismo analista, equipo, 

reactivos, etc), en un mismo laboratorio y en un periodo corto de tiempo. Se expresa 

matemáticamente por el valor de RSD (Relative Standard Deviation) de una serie de 

medidas, 5 ó 6 [543, 546, 548]. Uno de los factores que más pueden influir en este pa-

rámetro es la concentración del analito, ya que la desviación estándar de las respuestas 

obtenidas aumenta al disminuir la concentración, por lo que si se trabaja con concentra-

ciones altas se aceptan valores de RSD más bajos que cuando se trabaja con concen-

traciones más bajas. En función de la concentración del analito, la AOAC propone una 

serie de valores límite de RSD, que se resumen en el cuadro 2. Pero no es el único cri-

Cuadro 1: 
Factores de 
recuperación 
aceptados 
según la AOAC 
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terio, otros autores, como Kolthoff y Horwitz han propuesto otros valores, que también 

se resumen en el Cuadro 2 [543]. 

 
Porcentaje de analito 

en la muestra 
RSD (%) máximo 

Kolthoff 
RSD (%) máximo 

Horwitz 
RSD (%) máximo 

AOAC 
100 0.1-0.3 2 1.3 
50 0.3 2.2  
10 1 2.8 1.8 
1 2.0-5.0 4 2.7 

0.1 5.0-10.0 5.7 3.7 
0.01 10 8 5.3 
0.001  11.3 7.3 

0.0001  16 11 
0.00001   21 

0.000001   30 

 
 
 
 
 

• Dentro de la repetitividad se puede estudiar separadamente la instrumental, es decir, la 

variación debida a las posibles imprecisiones debidas al sistema de inyección, detec-

ción, etc. Se determina analizando repetidamente una misma muestra de forma conse-

cutiva de 6 a 10 veces y estudiando el porcentaje de variación de la señal obtenida. La 

precisión instrumental obtenida debería ser inferior al 1%. La variabilidad instrumental 

se puede considerar incluida dentro de la del método, y, en cualquier caso, resulta con-

veniente en la aplicación del método a los ensayos de rutina comprobar antes de cada 

análisis la adecuabilidad del sistema mediante el análisis repetido de un mismo patrón. 

• La precisión intermedia estudia la variabilidad del método efectuando una serie de aná-

lisis sobre la misma muestra en el mismo laboratorio, pero en condiciones operativas 

distintas. Típicos factores a estudiar incluyen el día, el analista, el instrumento, etc. No 

es necesario estudiar cada uno de estos por separado, sino que es suficiente compro-

bar que la variabilidad aportada por el conjunto de factores está dentro de los límites es-

tablecidos. Generalmente se aceptan valores de coeficientes de variación de la preci-

sión intermedia inferiores al doble del coeficiente de variación de la repetitividad del mé-

todo. 

 

Cuadro 2: Valores máximos de RSD para 
aceptar la repetitividad del método. 
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2 OBJETIVOS 
Dados los diversos problemas o contradicciones que hemos ido analizando sobre el papel de la 

vitamina E en situaciones de cambios en el estrés oxidativo y en particular la dieta rica en de-

terminados ácidos grasos, la gestación y la diabetes, en la presente Tesis nos planteamos los 

siguientes objetivos concretos: 

• Poner a punto, desarrollar y validar nuevos métodos de análisis de α-tocoferol en todas 

las matrices que han interesado para el estudio: aceites y grasas, dietas experimenta-

les, tejido adiposo, glándula mamaria y sangre total 

• Estudiar la influencia de cambios en la composición de ácidos grasos de la dieta sobre 

los niveles endógenos de α-tocoferol en ratas vírgenes y en gestantes. En este segundo 

caso, conociendo que la gestación per se produce un incremento en el estrés oxidativo, 

cabría esperar que en esta situación la respuesta a los cambios de ácidos grasos de la 

dieta diferiría de la que encontráramos en las ratas vírgenes. 

• Determinar las consecuencias en el desarrollo perinatal de la rata sometida a condicio-

nes dietéticas que conlleven la aparición de una deficiencia generalizada en vitamina E 

y la potencial respuesta a la suplementación. 

• Estudiar parámetros del metabolismo del α-tocoferol en ratas alimentadas con distintos 

tipos de ácidos grasos y sometidos a diabetes experimental, a fin de llegar a conocer en 

una situación diferente a la gestación, de qué forma influye la ingesta de una elevada 

proporción de ácidos grasos poliinsaturados en condiciones en que hay una tendencia 

al estrés oxidativo, como es el caso de la diabetes. 
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3 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Animales experimentales 

3.1.1 Condiciones generales de estabulación 

Para todos los experimentos recogidos en la presente Memoria se han utilizado ratas (Rattus 

norvegicus) de la cepa Sprague-

Dawley (Ico:OFA-SD, Charles River 

Laboratories, España) criadas en el 

propio animalario de la Universidad 

San Pablo-CEU. En todos los expe-

rimentos las condiciones de estabu-

lación fueron las mismas (v. Fig. 8): 

temperatura de 22 ± 2 ºC y humedad 

relativa 55% ± 10% con la frecuencia 

adecuada de renovaciones de aire, 

bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 

horas (la luz se enciende a las 

08:00h). La dieta que toman las ratas 

hasta entrar en el estudio correspondiente es la “Dieta de 

mantenimiento para rata y ratón” (RMM, Harlan Interfauna Ibérica, Madrid, España). 

3.1.2 Métodos de tratamiento de los animales 

3.1.2.1 Gestación y Lactancia 
Para los experimentos en los que se deseó estudiar la gestación, se seleccionaron ratas hem-

bras con un peso similar y se aparearon en harén (en la proporción de unas 6 hembras por 

macho) con un macho de la misma cepa. Cuando aparecieron espermatozoides en el frotis 

vaginal se consideró día 0 de la gestación y se colocaron en una jaula aparte. La mitad de los 

animales se mantuvieron vírgenes y se estudiaron en paralelo a las ratas preñadas. Una vez 

preñadas, las ratas se asignaron a un determinado grupo experimental y se mantuvieron en 

jaulas comunitarias durante toda la gestación. Estas jaulas eran del tipo IV (1820 cm2), tenían 

Fig. 8: El animalario de la 
USP-CEU. Celda de cría 
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un lecho de viruta de chopo (29/12 ó 7/4, Souralit, España) y nunca se mantuvo a más de 6 

ratas por jaula. 

Si sólo se deseaba estudiar la gestación, los animales no llegaron a parir, mientras que cuando 

se deseó estudiar la lactancia, en el día 20 (uno antes del parto) se trasladaron a jaulas indivi-

duales tipo III (800 cm2) con nueva viruta (C32/23, Souralit, España), donde se mantuvieron 

durante toda la lactancia con la camada. 

3.1.2.2 Desarrollo postnatal 
Para estudiar la evolución postnatal de las crías se evaluaron distintos parámetros indicadores 

de un correcto desarrollo, basándonos en los descritos por López-Tejero et al  [550]. El desa-

rrollo se estudió según la ganancia de peso corporal, el aumento de talla corporal, la aparición 

de los incisivos superiores e inferiores, la apertura del conducto auditivo externo, la separación 

de párpados, el test de adquisición del reflejo de giro en el aire (ARR, Air Righting Reflex) y el 

test de adquisición del reflejo de giro en superficie (SRR, Surface Righting Reflex). 

La talla se midió siempre desde la punta del hocico de la rata hasta la base de la cola. La ad-

quisición del ARR se evaluó dejando caer a las crías colocadas en posición dorsal desde unos 

50 cm sobre una superficie blanda. El test se considera positivo cuando la rata consigue girarse 

en el aire y caer en posición normal. El test de adquisición del SRR se lleva a cabo depositando 

a las crías boca arriba sobre una superficie blanda y cronometrando el tiempo (hasta 60 se-

gundos) que tardan en girarse. 

Para evaluar todos estos parámetros sin un excesivo estrés tanto para las madres como para 

las crías, se mantuvo separada a la camada de la madre durante la realización de los tests y 

además en superficie caliente (aproximadamente 37 ºC) para imitar las condiciones del nicho 

materno. 

3.1.2.3 Estimación de la producción de leche 
La producción de leche de las madres se estimó siguiendo el método descrito por Sampson y 

Jansen [551]. Este método calcula la producción de leche de manera sencilla a partir de la ga-

nancia de peso de las crías en 24 horas, teniendo en cuenta la energía necesaria para el man-

tenimiento de estructuras de las crías. La ecuación que relaciona estos parámetros es 

 Producción = 0.0322 + 0.0667 x Peso inicial + 0.877 x Ganancia 

donde  

Producción = Cantidad de leche producida por una madre (g/cría/día) 
Peso inicial = Peso medio de las crías antes de las veinticuatro horas (g) 
Ganancia = Diferencia en el peso medio de las crías tras veinticuatro horas (g/día) 
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3.1.2.4 Obtención de leche 
Para obtener una muestra de leche de las madres se siguió un protocolo previamente descrito 

[552]: se anestesió a las madres mediante una inyección i.p. (intraperitoneal) de una mezcla de 

ketamina (Imalgène 500, Rhône Mérieux, Francia) y clorpromacina (Largactil, Rhône-Poulenc, 

España) (9 mg y 0.25 mg, respectivamente, en 0.5 mL, correspondientes a 200 g de animal). 

Una vez dormidas, a las ratas se les inyectó i.p. 0.25 mL/200 g de animal de una disolución de 

oxitocina (2 IU/mL Syntocinón, Novartis Farmacéutica, España) e inmediatamente después se 

inició un suave masaje en los doce pezones, recogiendo la leche en tubos enfriados en hielo. 

3.1.2.5 Diabetes 
En la presente tesis se utilizó la diabetes como situación en la que se incrementa el estrés oxi-

dativo. Una de las formas de inducir esta situación patológica, es mediante la administración de 

estreptozotocina (STZ), droga que ataca selectivamente a las células β productoras de insulina 

de los islotes de Langerhans del páncreas. 

Para inducir una diabetes severa se administró i.p. 5 mg de STZ (Sigma, España) por cada 100 

g de animal, disuelta (200 mg/mL) en una disolución de ácido cítrico (Panreac, España) 0.05 M 

pH 4.5. Se consideró establecida la patología si a los tres días de la administración la concen-

tración de glucosa en sangre era superior a 150 mg/dL. 

3.1.2.6 Obtención de tejidos y sacrificio 
Para la obtención de pequeñas muestras de sangre se ha realizado se ha realizado de dos 

formas: una pequeña punción en la vena safena permite la obtención de una gota de sangre 

para la determinación de la glucosa, de forma poco traumática para el animal. Para la obten-

ción de 1-2 mL de sangre se consideró preferible obtenerla del extremo del rabo. Para este 

método, se realizó un pequeño corte en el extremo del rabo y se obtuvo la sangre aplicando un 

suave masaje a lo largo del apéndice. 

En los experimentos descritos en esta Memoria se han empleado dos métodos de sacrificio: 

cuando no se deseaba analizar la sangre total (porque sólo se analizaba el plasma), los anima-

les se sacrificaron por decapitación y la sangre del cuello se recogió en tubos con EDTA-Na2 

(aproximadamente 1 mg/mL sangre). Sin embargo, cuando interesaba analizar el contenido en 

α-tocoferol, α-tocoferol quinona y α-tocoferol hidroquinona en sangre total con suficiente garan-

tía analítica, se consideró necesario obtener la sangre de una forma en la que la muestra fuera 

más homogénea: mediante punción cardiaca bajo anestesia i.p. de ketamina/acepromacina 

(7.5-10 mg/100 g de animal y 0.25 mg/100 g de animal, respectivamente). La sangre se recogió 

en tubos con EDTA-Na2 (aproximadamente 1 mg/mL de sangre). 
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Una vez obtenida la sangre de cualquiera de las dos formas, el plasma se separó por centrifu-

gación a 500 g durante al menos 20 min, a 4ºC. Se tomaron alícuotas (0.75-1mL), que se con-

servaron a -20ºC hasta el momento de su análisis. 

Tras el sacrificio del animal, se extrajeron los distintos tejidos en función del experimento, que 

se congelaban inmediatamente en N2 líquido, se pesaban y fueron posteriormente almacena-

dos a –80 ºC hasta el momento de su análisis. 

3.2 Dietas experimentales 

En todos los experimentos se han utilizado dietas semisintéticas basadas en la utilizada pre-

viamente en nuestro laboratorio [553], con la composición básica que se resume en el Cuadro 

3. Esta composición variaba ligeramente en cada experimento, en función del tipo y contenido 

de grasa, cantidad de almidón y de vitamina E y estas diferencias también se indican en el 

Cuadro 3. 

Ingrediente P G O PE PE-gL PE-AA PE-10E G-2E O-2E PE-2E 
Caseína1 170 170 170 170 170 170 170 170 170 170 

Sales minerales2 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 
Vitaminas3 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 

Colina (HCl) 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 
Celulosa4 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

Almidón de maíz5 630/580 630/580 630/580 630/580 580 580 580 580 580 580 
Grasa Palma 50/100          

 Girasol   50/100      100   
 Oliva   50/100      100  
 Pescado    50/100 80 80 100   100 
 Borraja     20      
 ARASCO      20     

Acetato de α-
tocoferol 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 1 0.2 0.2 0.2 

P: Dieta con grasa de Palma (Cargil, España); G: Dieta con aceite de girasol (Koipe, España); O: Dieta con aceite de 
oliva (virgen extra 1º, Koipe, España); PE: Dieta con aceite de pescado (Cofares, España); PE-γL: Dieta con aceite de 
pescado enriquecida con ácido γ-linolénico por el aceite de borraja (Larodan Fine Chemicals, Suecia); PE-AA: Dieta con 
aceite de pescado enriquecida con ácido araquidónico por el ARASCO (Martek Biosciences Corp., EE.UU.); PE-10E: 
Dieta con aceite de pescado suplementada con 1 g de vitamina E/kg de dieta seca; G-2E: Dieta con aceite de girasol con 
200 mg de vitamina E/kg de dieta seca; O-2E: Dieta con aceite de oliva con 200 mg de vitamina E/kg de dieta seca; PE-
2E: dieta con aceite de pescado con 200 mg de vitamina E/kg de dieta seca. 

1 Caseína: Caseína ácida industrial, humedad<12%, grasa <2%, acidez<11 ccs, 
(Manuel Riesgo, Madrid, España) 

2 Sales minerales: CuSO4 0.1; NH4MoO4 0.026; NaIO4 0.0003; K2CrO4 0.028; ZnSO4 
0.091; CaHPO4 0.145; (NH4)2FeSO4·6H2O 2.338; MgSO4 3.37; MnSO4 1.125; NaCl 4; 
CaCO3 9.89; KH2PO4 14.75 

3 Vitaminas: Biotina 5·10-4; ácido fólico 5·10-3; menadiona (bisulfito sódico) 8.3 ·10-4 

;retinil palmitato 2.4·10-3; colecalciferol 2.5·10-5; tiamina 6.6·10-3; ácido ascórbico 0.1 

4 Celulosa: Celulosa tipo Avicel, humedad < 3.7%, pH=6.2, pureza > 99.3% (Manuel 
Riesgo, Madrid, España) 

5 Almidón de maíz: Cerestar, humedad < 12% (Manuel Riesgo, Madrid, España) 

El perfil de ácidos grasos de todos los aceites fue determinado mediante cromatografía de ga-

ses y se detalla en el Cuadro 4. 

Cuadro 3: Composición de 
las dietas empleadas en los 
experimentos descritos en 
esta Memoria. Todas las 
cantidades están expresa-
das en g/kg de dieta seca. 



Tesis: Vitamina E, dieta y gestación/lactancia o diabetes MATERIALES Y MÉTODOS 
 

59 

Las dietas se prepararon siempre de la misma forma: se mezclaron los componentes mayorita-

rios (caseína, almidón y celulosa) en la proporción adecuada para preparar de 4 a 6 kg de dieta 

seca con el aceite correspondiente, en el cual se habían disuelto las vitaminas liposolubles. En 

paralelo se preparaba una suspensión acuosa de todos los minerales, vitaminas hidrosolubles 

y la colina. Una vez homogeneizados los componentes sólidos con el aceite, se añadía la sus-

pensión, amasando continuamente y se añadía agua de forma semicuantitativa hasta aproxi-

madamente unos 4-6 litros, de manera que la humedad de la dieta era aproximadamente del 

50%. Una vez mezclado y homogeneizado todo, se prepararon pequeñas fracciones (unos 150 

g), que se envolvían en papel de aluminio para protegerlas de la luz y se protegían de la oxida-

ción guardándolos en bolsas de plástico con cierre hermético en atmósfera de nitrógeno. Se 

almacenaban a –20 ºC y se descongelaban a 4 ºC durante un mínimo de doce horas antes de 

su administración a las ratas. 

 

Ácido Graso 
(%) 

Grasa de 
palma 

Aceite de 
Girasol 

Aceite de 
Oliva 

Aceite de 
Pescado 

Aceite de 
Borraja 

ARASCO 

12:0 40.7 0.3 0.31 <0.1 <0.1 <0.1 

14:0 15.1 0.3 0.33 4.1 <0.1 0.5 

16:0 16.8 7.1 10.9 20.7 9.9 8.8 

18:0 22.4 4.9 3.6 3.5 4.4 9.8 

16:1ω7 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 

18:1ω9 5.0 23.6 74.8 23.3 16.2 17.1 

18:2ω6 <0.1 62.13 7.4 <0.1 28.2 6.7 

18:3ω6 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 41.2 3.0 

20:4ω6 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 43.9 

20:5ω3 <0.1 <0.1 <0.1 9.5 <0.1 0.2 

22:6ω3 <0.1 <0.1 <0.1 11.4 <0.1 <0.1 

 

Dentro de las dietas que contienen un mismo porcentaje de grasa, las dietas son equicalóricas. 

Las dietas con un 5% de grasa aportan 3650 kcal/kg de dieta, de las cuales la grasa representa 

un 12.3% de la energía total, mientras que las que contenían un 10% de grasa aportan 3900 

kcal/kg de dieta, de las cuales la grasa representa un 23% de la energía total. 

Cuadro 4: Pro-
porción de los 
distintos ácidos 
grasos presentes 
en los aceites 
empleados para 
la preparación de 
las dietas. En 
negrita, los áci-
dos grasos mayo-
ritarios y/o carac-
terísticos 
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3.3 Diseños experimentales 

3.3.1 Experimento 1: Ingesta durante la gestación de dietas 
conteniendo 5% y 10% de grasa 

Para estudiar el efecto de dietas que se diferenciaban en el tipo y cantidad relativa de grasa de 

la dieta durante la gestación, se emplearon 86 ratas, repartidas en 16 grupos experimentales, 8 

de ratas preñadas y 8 de vírgenes, como se esquematiza en la Fig. 9. Las ratas se alimentaron 

con la dieta correspondiente (descritas en el cuadro 3) durante toda la gestación o un tiempo 

equivalente en el caso de las no gestantes. La identificación de los grupos es la siguiente1: 

 P5-V y P10-V: Ratas vírgenes alimentadas con la dieta P (palma) al 5% (P5-V) o al 10% 

(P10-V), (n=6 y n=5). 

 G5-V y G10-V: Ratas vírgenes alimentadas con la dieta G (girasol) (n=5 y n=4). 

 O5-V y O10-V: Ratas vírgenes alimentadas con la dieta O (oliva) (n=6 y n=5). 

 PE5-V y PE10-V: Ratas vírgenes alimentadas con la dieta PE (pescado) (n=5 y n=6). 

 P5-G y P10-G: Ratas gestantes alimentadas con la dieta P (n=6 y n=5). 

 G5-G y G10-G: Ratas gestantes alimentadas con la dieta G (n=5 y n=4). 

 O5-G y O10-G: Ratas gestantes alimentadas con la dieta O (n=6 y n=5). 

 PE5-G y PE10-G: Ratas gestantes alimentadas con la dieta PE (n=5 y n=6). 

Se seleccionaron ratas hembras de un peso entre 180 y 200 g (aproximadamente de noventa 

días de edad). Cuarenta y dos de estas ratas se cruzaron con machos de la misma cepa y el 

resto permanecieron sin preñar. El día 0 de gestación y/o tratamiento comenzaron a ser ali-

mentadas con la correspondiente dieta, que se les suministraba cada mañana después de reti-

rar y pesar la del día anterior, dato que se anotaba y era orientativo de la ingesta de los anima-

les. En el día 20 de la gestación/tratamiento se sacrificó a los animales mediante decapitación. 

Todos los animales se sacrificaron entre las 8:30 y las 10:30. Se recogió la sangre como se ha 

descrito en el apartado 3.1.2.6 y se diseccionó a los animales para extraerles y pesar el hígado 

y el tejido adiposo lumbar, y, en el caso de las madres preñadas, además el conceptus. De 

este conceptus se extrajeron y pesaron las placentas y cada uno de los fetos. Las placentas se 

introdujeron inmediatamente en nitrógeno líquido y los fetos se decapitaron rápidamente, reco-

giendo la sangre de todos los fetos de una misma madre en un mismo tubo con EDTA-Na2. Se 

extrajo también el hígado de los fetos, que también se congeló en N2 líquido y se almacenó 

posteriormente a –80 ºC. 

 
1 Para la identificación de los grupos, se ha seguido siempre el mismo criterio: primero unas letras para indicar el tipo de dieta 
(según el código del Cuadro 3), con un número en el primer experimento para indicar el porcentaje de grasa, (que en todos los 
demás experimentos fue siempre del 10%) y luego una letra para indicar la condición de los animales (V-vírgenes, G-gestantes, L-
lactantes, D-Diabéticos) 
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3.3.2 Experimento 2: Ingesta de dietas con aceite de oliva o 
pescado durante la gestación y la lactancia 

En este experimento se utilizaron 13 ratas preñadas que se dejaron parir y estaban distribuidas 

en dos grupos experimentales: 

 O-L: Ratas alimentadas durante la gestación y lactancia con dieta O (n=6). 

 PE-L: Ratas alimentadas durante la gestación y lactancia con dieta PE (n=7). 

Fig. 9: Diseño Experimental 1: Ingesta durante la gestación de dietas conteniendo 
5% y 10% de grasa 
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Las ratas partían de un peso inicial de 180-200 g. Se cruzaron con machos de la misma cepa y 

empezaron a tomar la correspondiente dieta en el día 0 de la gestación. Las ratas de cada gru-

po tomaron la dieta correspondiente durante toda la gestación y la lactancia. 

Tras el nacimiento, todas las camadas se uniformizaron a 8 crías. El día en que nacieron, se 

pesó y midió a las crías que no iban a continuar el experimento y en los días señalados en el 

diseño experimental (Fig. 10) se estudió el desarrollo postnatal de las 8 crías restantes, como 

se detalla en el apartado 3.1.2.2. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las madres y sus crías se sacrificaron en el día 21 de la lactancia, mediante decapitación. Se 

recogió y mezcló la sangre de todas las crías procedentes de una misma madre y la sangre se 

procesó como siempre para obtener el plasma. Se extrajeron el hígado y el cerebro de las 

crías, que se congelaron inmediatamente en N2 líquido, se pesaron y se mantuvieron congela-

dos a –80 ºC hasta el momento de su análisis. 

Fig. 10: Diseño Experimental 2: Ingesta de las dietas de oliva o 
pescado durante la gestación y la lactancia 
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3.3.3 Experimento 3: Ingesta durante la gestación y lactancia 
de dietas con aceite de oliva, pescado o pescado su-
plementadas 

En este experimento se utilizaron cinco dietas (una para cada grupo experimental): las dietas 

de oliva o pescado fueron iguales a las utilizadas en los experimentos anteriores (v. cuadro 3, 

dietas PE y O con un 10% de grasa) y además se usaron tres dietas basadas en la de aceite 

de pescado, suplementadas con ácido araquidónico, ácido γ-linolénico y vitamina E (dietas PE-

AA, PE-gL y PE-10E). El diseño experimental se esquematiza en la Fig. 11: 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 O-L: Ratas alimentadas durante la gestación y la lactancia con la dieta O (n=4). 

 PE-L: Ratas alimentadas durante la gestación y la lactancia con la dieta PE (n=5). 

 PE-gL-L: Ratas alimentadas durante la gestación y la lactancia con la dieta PE-gL 

(n=5). 

Fig. 11: Diseño Experimental 3: Ingesta durante la gestación y lactancia de dietas de oliva, pescado o 
pescado suplementadas 
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 PE-AA-L: Ratas alimentadas durante la gestación y la lactancia con la dieta PE-AA 

(n=6). 

 PE-10E-L: Ratas alimentadas durante la gestación y la lactancia con la dieta PE-10E 

(n=5). 

 
Para este experimento se seleccionaron ratas hembras con un peso aproximado de 180-200 g 

que se aparearon con un macho y durante toda la gestación y lactancia (hasta 20 días después 

del parto) fueron alimentadas con una de las dietas descritas. En las 24 h tras el parto, las ca-

madas se uniformizaron a 8 crías. El día en que nacieron se pesó y midió a aquellos animales 

que continuaron con el experimento y en los días indicados en el diseño experimental se estu-

dió el desarrollo postnatal de las crías de la misma manera que en el experimento anterior. Se 

calculó también la ingesta de las madres lactantes en los días señalados en el diseño experi-

mental (Fig. 11). 

3.3.4 Experimento 4: Intercambio de crías al nacer entre ma-
dres que ingieren dietas diferentes 

En este experimento, cada rata tomaba durante la gestación y la lactancia una misma dieta 

(dietas O ó PE del 10%), pero las crías se intercambiaron entre las madres, de manera que se 

formaron 4 grupos experimentales, como se esquematiza en la Fig. 12: 

 OG-PEL: Crías nacidas de madres que habían tomado la dieta de aceite de oliva duran-

te la gestación, cambiadas a madres recién paridas que estaban tomando la dieta de 

aceite de pescado (n=7 camadas). 

 OG-OL: Crías nacidas de madres que habían tomado la dieta de aceite de oliva durante 

la gestación, cambiadas a madres recién paridas que estaban tomando la dieta de acei-

te de oliva (n=7 camadas). 

 PEG-OL: Crías nacidas de madres que habían tomado la dieta de aceite de pescado 

durante la gestación, cambiadas a madres recién paridas que estaban tomando la dieta 

de aceite de oliva (n=7 camadas). 

 PEG-PEL: Crías nacidas de madres que habían tomado la dieta de aceite de pescado 

durante la gestación, cambiadas a madres recién paridas que estaban tomando la dieta 

de aceite de pescado (n=6 camadas). 

Se cruzaron ratas de un peso similar (unos 190 g) con machos de la misma cepa y desde el 

primer día de la gestación empezaron a tomar la correspondiente dieta, que no dejaron de to-

mar hasta el final del tratamiento (21 días tras el parto). Cuando parieron las camadas se uni-

formizaron a ocho individuos y en ese mismo día se intercambiaron las camadas entre madres 
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que hubieran parido en el mismo día, para formar los cuatro grupos experimentales descritos. 

Especial atención tuvimos en intercambiar de madres a las crías de los grupos PEG-PEL y OG-

OL, ya que, aunque las madres respectivas eran alimentadas con la misma dieta durante la 

gestación y la lactancia, era importante realizar el intercambio para descartar en los resultados 

cualquier efecto debido a la variación de la madre. 

Una vez intercambiadas las camadas, se dejó crecer a las crías y se determinaron los paráme-

tros indicadores del desarrollo postnatal descritos en el apartado 3.1.2.2 en los días fijados pre-

viamente. 

Entre los días 7 y 8 y entre los días 14 y 15 se cuantificó la producción de leche mediante el 

método descrito en el apartado 3.1.2.3. En el día 12 se obtuvo una muestra de leche según el 

método descrito en el apartado 3.1.2.4 y se almacenó a –20 ºC, hasta el día en que se analizó 

el contenido de vitamina E. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el día 21 de la lactancia se sacrificó a las madres y a las crías mediante decapitación y se 

recogió la sangre en EDTA-Na2, juntando la sangre de todas las crías de una misma camada. 

Posteriormente se separó el plasma como en experimentos anteriores. Se extrajeron hígado y 

cerebro de las crías, e hígado, glándula mamaria y tejido adiposo de las madres, que fueron 

inmediatamente congelados en N2 líquido y, una vez pesados, se almacenaron a –80 ºC hasta 

el momento de su análisis. 

Fig. 12: Diseño Experimental 
4: Intercambio de crías al 
nacer entre madres que ingie-
ren dietas diferentes 
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3.3.5 Experimento 5: Destino de la vitamina E en ratas diabé-
ticas alimentadas con dietas de oliva, girasol y pescado 
suplementadas con vitamina E. 

En este experimento se combinó la dieta suplementada con vitamina E (200 mg de acetato de 

α-tocoferol/kg seco, el doble que en los experimentos anteriores), con la situación de diabetes 

inducida por STZ. Puesto que la IDDM sin control metabólico produce una gran pérdida de pe-

so, se prefirió trabajar con animales más grandes, por lo que se seleccionaron 43 machos de la 

cepa SD de un peso aproximado de 380 g, repartidos en los siguientes grupos experimentales: 

 O-2E: Ratas controles alimentadas durante 20 días con la dieta O-2E (n=9), de aceite 

de oliva suplementada con vitamina E. 

 O-2E-D: Ratas diabéticas alimentadas durante 20 días con la dieta O-2E (n=6). 

 G-2E: Ratas alimentadas durante 20 días con la dieta G-2E (n=9), de aceite de girasol 

suplementada con vitamina E. 

 G-2E-D: Ratas diabéticas alimentadas durante 20 días con la dieta G-2E (n=6). 

 PE-2E: Ratas alimentadas durante 20 días con la dieta PE-2E (n=9), de aceite de pes-

cado suplementada con vitamina E. 

 PE-2E-D: Ratas diabéticas alimentadas durante 20 días con la dieta PE-2E (n=4). 

Todos los animales empezaban a tomar la dieta ad libitum en el día 0, que en el caso de los 

animales diabéticos era el día en el que se les administra la droga, según se describe en el 

apartado 3.1.2.5. En el caso de los animales diabéticos, continuaban el estudio hasta el final 

siempre que se comprobara a los tres días que la administración de STZ había establecido la 

diabetes. Esta comprobación se llevaba a cabo determinando la glucosa con un analizador au-

tomático Accutrend (Boehringer, Alema-

nia) utilizando una gota de sangre obteni-

da mediante punción en la vena safena. 

Al inicio del día 20 se separaba a los ani-

males en jaulas metabólicas individuales 

(v. Fig. 13), en las que pasaban veinticua-

tro horas en ayuno. Al inicio de este perio-

do, en cuanto terminaba el ciclo de oscuri-

dad de los animales, se les extrajo sangre 

de la cola. En la Fig. 14 se esquematiza el 

experimento. 

  

Fig. 13: Jaulas Metabólicas 



Tesis: Vitamina E, dieta y gestación/lactancia o diabetes MATERIALES Y MÉTODOS 
 

67 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Se recogió también la orina producida en el total de estas 24 horas en que los animales esta-

ban aislados. Esta orina se recogía en tubos a los que se les había añadido una pequeña can-

tidad de BHT, para atenuar los posibles procesos de oxidación de la muestra. La orina así re-

cogida se congeló en N2 y posteriormente se almacenó a –80 ºC hasta el día de su análisis. 

Al final de las 24 horas se obtenía la sangre mediante punción cardiaca. Los animales se sacri-

ficaban a continuación mediante dislocación cervical y se extraían hígado, tejido adiposo lum-

Fig. 14: Diseño Experimental 5: 
Destino de la vitamina E en ratas 
diabéticas alimentadas con die-
tas de oliva, girasol y pescado 
suplementadas con vitamina E 



Fco. Javier Rupérez Tesis: Vitamina E, dieta y gestación/lactancia o diabetes  
 

 

68 

bar y cerebro de los animales, que eran inmediatamente congelados en N2 líquido, y, una vez 

pesados, almacenados a –80 ºC hasta el momento de su análisis. 

3.4 Métodos Analíticos 

3.4.1 Instrumentación 

3.4.1.1 HPLC 
Para el análisis mediante HPLC de las muestras, se han empleado equipos equivalentes, aun-

que podían tener distinta configuración: 

 Bombas: Se han empleado bombas Beckman (Beckman-Coulter, Fullerton, CA, 

EE.UU.) Mod. 116, 126 y 128. 

 Inyector automático: Beckman Mod. 502 y 507e. 

 Detector: 

o UVD: Beckman Mod. 166 (longitud de onda variable) o Mod. 168 (diode array) 

o FD: Waters 474 (Milford, MA, EE.UU.)  

o ED: BAS LC-4C (amperométrico) (West Lafayette, IN, EE.UU.)  

o Cuando se utilizaban los detectores de fluorescencia o electroquímico, los datos 

se suministraban al procesador de datos mediante una interfase Beckman AI-

406 

 Columna: En todos los métodos se ha trabajado con columnas de fase inversa Nucleosil 

C18 5 µ, 150x4.6 mm (Teknokroma, Sant Cugat del Vallès, España), termostatizadas a 

35-40 ºC en hornos Bio-Rad (Hercules, CA, EE.UU.) o Gecko 2000 (Cluzeau Info-Labo, 

Ste. Foy La Grande, Francia) 

 Los datos se recogían en ordenadores personales equipados con el software Beckman 

SystemGold v. 8.1. Este software es el que se utilizó también para el análisis de los 

cromatogramas obtenidos. 

3.4.1.2 Otros Equipos 
 Espectrofotómetros: 

o De cubeta: Uvikon 922 (Kontron, Milan, Italia) y Beckman DU650  

o Con muestreador: Hitachi U-1000 e Hitachi U-1500 (Tokyo, Japón) 

 Fluorímetro 

o Hitachi F-2000  
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 Sonicadores dr. hielscher UP200S, (dr. hielscher, Berlín, Alemania) y Misonix Sonicator 

(Misonix, Farmingdale, NY, EE.UU.) 

 Evaporador centrífugo Virtis Sentry (Virtis, Gardiner, NY, EE.UU.) unido a una centrífuga 

Savant SpeedVac Plus SC110 (Holbrook, NY, EE.UU.) 

 Centrífugas: 

o De mesa: Megafuge 1.0 R (Heraeus Instruments, Langeselbold, Alemania) y Be-

ckman GS-6R. 

o Microfuga: Mikro 22 R (Hettich, Tuttlingen, Alemania) 

3.4.1.3 Reactivos 
Todos los disolventes empleados (etanol, metanol, cloroformo, hexano y acetona), han sido de 

calidad HPLC, de Scharlab (Barcelona) o de Merck (Darmstadt, Alemania). 

Los patrones de dl-α-tocoferol, acetato de α-tocoferol y acetato de vitamina A han sido de Fluka 

(Buchs SG, Suiza); la vitamina K1 de Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.) y el fenildodecano de 

Merck (Darmstadt, Alemania). El tocol fue un generoso regalo de Roche (Basilea, Suiza). 

EDTA-Na2 y BHT fueron de Sigma y LiClO4·3 H2O, NaOOC-CH3, KH2PO4 y NaOH de Panreac 

(Montcada i Reixac). Na2S2O3 de Prolabo (Madrid) y FeCl3 y (C2H5)4NClO4 de Merck 

(Darmstadt, Alemania). 

El H2O de las distintas disoluciones y fases móviles fue siempre de calidad ultrapura, obtenida 

mediante una estación Milli-Qplus 185 (Millipore, Billerica, MA, EE.UU.). 

3.4.2 Determinaciones de vitamina E y productos relaciona-
dos 

3.4.2.1 Método de valoración de α-tocoferol en plasma, hígado, 
placenta, cerebro, leche, tejido adiposo y glándula mamaria de 
rata y dietas experimentales. 

El esquema del tratamiento de muestras de los métodos para analizar el contenido de α-

tocoferol en estas muestras, que se representa en la Fig. 15, fue común y se basa en una ex-

tracción líquido–líquido con hexano, con variaciones para cada tipo de muestra, que dependen 

de la naturaleza de la matriz en la que se encuentra el α-tocoferol [554-557]. Todos los protoco-

los experimentales se encuentran recogidos en el Apéndice I. 
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3.4.2.1.1 Obtención de disolución para extracción 

3.4.2.1.1.1 Muestras 
El plasma y la leche no requirieron ningún proce-

samiento previo a la extracción, pero a las mues-

tras sólidas se les sometió a una homogeneiza-

ción previa para tener así una muestra líquida 

adecuada para alicuotar. A fragmentos de hígado 

se les añadía un volumen de tampón fosfato 5 

mM pH 7.4 igual en µL al peso en mg y se homo-

geneizaban mecánicamente en Potter. El cerebro 

y la placenta se procesaron igual, pero homoge-

neizando con más tampón fosfato: 8 µL por cada 

mg de tejido. La glándula mamaria y el tejido adi-

poso se homogeneizaron con un medio distinto, 

etanol:agua 1:1 (v/v), que se añadía a una por-

ción de tejido adiposo o a polvo de glándula ma-

maria (obtenido triturando en N2 líquido), en la 

proporción 10 µL por cada mg. En el caso de las dietas, la muestra líquida se obtenía directa-

mente en el tubo de análisis con un pequeño fragmento de dieta (unos 100 mg) al que se le 

añadían 50 µL de una disolución de BHT 40 mM (en etanol), preparada en el día del análisis a 

partir de una disolución concentrada que se conservaba aislada de la luz en nevera y 200 µL 

de una disolución de EDTA-Na2 0.01M (aq) también preparada en el día del análisis. 

En tubos de vidrio de fondo redondo se alicuotaban 200 µL de plasma, o 50 µL de leche más 

150 µL de tampón fosfato 5 mM y en ambos casos se añadían 200 µL de etanol, 200 µL de 

metanol y 50 µL de la disolución de patrón interno correspondiente. 100 µL de etanol, 200 µL 

de metanol y 50 µL de patrón interno también se añaden a la mezcla de dieta, BHT y EDTA y 

se homogeneizaba mediante sonda de ultrasonidos. En el caso del hígado se alicuotaban 50 

µL del homogeneizado y se añadían 50 µL del patrón interno, mientras que, para placenta, ce-

rebro, tejido adiposo y glándula mamaria, se alicuotaban 200 µL de los respectivos homogenei-

zados y se les añadía 50 µL de la disolución de patrón interno. 

3.4.2.1.1.2 Patrones 
Disolución de almacenamiento: Se preparaban sendas disoluciones, todas en etanol, de α-

tocoferol (8 mg/mL), acetato de α-tocoferol (8 mg/mL) y de los patrones internos acetato de 

vitamina A (1.2 mg/mL), vitamina K1 (0.6 mg/mL) y fenildodecano (8 mg/mL) y se almacenaban 

por separado a -20ºC. 
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acuosa Fase

orgánica 1

Extraer, centrifugar
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Evaporar disolvente

Residuo 
seco
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Fig. 15: Esquema del 
tratamiento de muestra 
de los métodos para 
analizar vitamina E en 
plasma, hígado, cerebro, 
placenta, leche, tejido 
adiposo, glándula mama-
ria y dietas experimenta-
les 
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En el día del análisis, se preparaban los patrones de trabajo, para lo cual se diluían con etanol 

las disoluciones de almacenamiento, en una proporción que variaba según la muestra a anali-

zar: Si se iba a analizar plasma o leche se diluía la disolución de α-tocoferol 1/200 (v/v), 1/750 

(v/v) en el caso del hígado, 1/1000 (v/v) para el cerebro y la placenta y 1/500 (v/v) para el tejido 

adiposo y glándula mamaria. Para analizar el contenido en vitamina E de las dietas experimen-

tales se preparaba una disolución con α-tocoferol y acetato de α-tocoferol juntos, diluidos 1/800 

y 1/267 (v/v), respectivamente. 

El patrón interno y las diluciones que se empleaban en cada caso fueron las siguientes: para 

plasma, acetato de vitamina A 1/100 (v/v), para hígado, placenta y cerebro se utilizaba la vita-

mina K1 sin diluir y diluida 1/5 (v/v) para tejido adiposo y glándula mamaria y fenildodecano, 

diluido 1/20, para los análisis de leche y dietas experimentales. Hay que tener en cuenta que 

en hígado, placenta y cerebro, junto con la vitamina E, que se analizaba por fluorescencia, se 

analizaban distintas formas de vitamina A mediante la señal que daban en el detector UV y la 

cantidad de vitamina K se ajustaba para que diera una señal intermedia a la de todos los anali-

tos en ambos canales de detección. En tejido adiposo y glándula mamaria sólo se analizaba la 

vitamina E por fluorescencia. 

Las concentraciones de α-tocoferol y de acetato de α-tocoferol de las correspondientes disolu-

ciones de patrón de trabajo se determinaban espectrofotométricamente en el día del análisis, 

según sus respectivos coeficientes de extinción en etanol, ε = 3058 M-1·cm-1 a 294 nm para el 

α-tocoferol y ε = 2057 M-1·cm-1 a 284 nm para el acetato de α-tocoferol. 

En tubos de vidrio de fondo redondo se alicuotaban 50 µL de la disolución de patrón de trabajo 

correspondiente y 200 µL de tampón fosfato 5 mM (si se analizaban plasma, leche, hígado, 

cerebro, o placenta) o etanol:agua 1:1 (v/v) (si se analizan tejido adiposo o glándula mamaria). 

Los patrones de valoración de las dietas se preparaban con 50 µL de la disolución de patrón de 

trabajo, 100 µL de agua, 50 µL de BHT 40 mM, 50 µL de la disolución de patrón interno, 200 µL 

de metanol y 200 µL de EDTA 10 mM. 

3.4.2.1.2 Extracción-evaporación-resuspensión 
Los patrones y las muestras se procesaban en paralelo: Se añadía a todos los tubos 1 mL de 

n-hexano y se extraía la fracción liposoluble, mediante agitación intensa en el caso del plasma 

y mediante sonicación con sonda en el resto. Todos los tubos se centrifugaban a 500 g durante 

5 min y el sobrenadante se separaba en tubos nuevos. Este proceso de extracción-

centrifugación se repetía y se juntaban los dos extractos. El disolvente se evaporaba a conti-

nuación mediante vacío en evaporador centrífugo y el residuo seco se resuspendía en 200 µL 

de metanol en el caso del plasma, 300 µL de cloroformo:metanol 1:2 (v/v) para la leche, 200 µL 

de cloroformo:metanol 1:1 para la placenta, cerebro y dietas, 200 µL de cloroformo:metanol 1:3 
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para el hígado, 400 µL de cloroformo:metanol 1:1 para el tejido adiposo y 750 µL de clorofor-

mo:metanol 1:1 para la glándula mamaria. 

3.4.2.1.3 Condiciones cromatográficas 
La cromatografía se llevaba a cabo utilizando como fase móvil metanol:agua, desde 97.5:2.5 

(v/v) hasta 94:6 (v/v), a un flujo constante de 2.0 mL/min, en las columnas de fase inversa ya 

descritas. El volumen de inyección era en general 25 µL, excepto en el plasma que era 40 µL. 

La detección se llevaba a cabo en UVD a 325 nm para el acetato de vitamina A, a 260 nm para 

el fenildodecano, a 295 nm para el α-tocoferol y a 284 nm para el acetato de α-tocoferol. En 

fluorescencia la vitamina K1 absorbe radiación a 268 nm y emite a 330 nm, el fenildodecano 

absorbe a 260 nm y emite a 600 nm y el α-tocoferol absorbe a 295 nm y emite a 350 nm.  

Para cuantificar el α-tocoferol y el acetato de α-tocoferol en las muestras, el patrón de trabajo 

se analizó junto con las muestras y la proporción de las áreas de las picos fue usada para rea-

lizar los cálculos siguiendo el método del patrón interno. Por motivos desconocidos, el fenildo-

decano, con una pureza certificada >99%, originaba dos picos en el cromatograma de fluores-

cencia, pero esto no afectaba a los cálculos, pues se podía cuantificar en función del área de 

cualquiera de los dos picos, o de la suma de las áreas (datos no presentados). 

3.4.2.2 Método de valoración de α-tocoferol en aceite. 
Las disoluciones stock de α-tocoferol y de vitamina K se preparaban igual que en los métodos 

anteriores: α-tocoferol (8 mg/mL) y vitamina K (0.6 mg/mL), ambas en etanol. 

En el día del análisis, la disolución stock de α-tocoferol se diluye 1/20 con etanol y de esta nue-

va disolución se tomaba 1 mL que se llevaba a 10 mL con cloroformo:metanol 1:1. El patrón 

interno no se diluye. La concentración de la disolución patrón en etanol se determinaba espec-

trofotométricamente, según el coeficiente de extinción del α-tocoferol en etanol a 294 nm, ε = 

3058 M-1·cm-1. 

Se pesaba exactamente una cantidad de aceite lo más próxima posible a 100 mg, se añadían 

500 µL de patrón interno y se enrasaba a 10 mL con cloroformo:metanol 1:1. Se disolvía bien el 

aceite y se inyectaban alícuotas de 40 µL en el cromatógrafo. 

Los patrones se procesaban de la misma forma, usando 1 mL de la disolución patrón en vez de 

aceite y 500 µL de patrón interno y llevando a 10 mL con cloroformo:metanol 1:1. 

La cromatografía se llevaba a cabo usando metanol:agua 96.5:3.5 (v/v) como fase móvil a un 

flujo constante de 2.0 mL/min. La detección se llevaba a cabo por la fluorescencia específica 

del α-tocoferol   (absorción a 294 nm, emisión a 350 nm) y de la vitamina K (absorción a 330 

nm y emisión a 400 nm). 
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Para cuantificar el α-tocoferol en las muestras, el patrón de trabajo fue siempre analizado junto 

con las muestras y la proporción de las áreas de los picos fue usada para realizar los cálculos 

siguiendo el método del patrón interno. 

3.4.2.3 Método de valoración de α-tocoferol, α-tocoferol quinona y α-
tocoferol hidroquinona en sangre total. 

3.4.2.3.1 Síntesis de α-tocoferol quinona a partir de α-tocoferol 
La disolución stock de α-tocoferol  se preparaba en una concentración aproximada de 20-40 

mg/mL en etanol. A partir de ésta se preparaba una dilución 1/50 utilizando como disolvente la 

fase móvil que se usará para la cromatografía. Se transfería esta disolución a una célula elec-

troquímica. Como electrodo de trabajo, se empleaba una malla de platino, el electrodo auxiliar 

o contraelectrodo era una lámina de platino, separada de la disolución dentro de un tubo con 

frita porosa con tapón de agar rellena de KCl 3M. Para oxidar el α-tocoferol se aplicaba un po-

tencial constante de +0.6V durante al menos 4 horas. La disolución resultante se almacena a –

20 ºC hasta el día del análisis.  

3.4.2.3.2 Síntesis de α-tocoferol hidroquinona a partir de α-tocoferol 
quinona 

Se preparaba una célula culombimétrica de mercurio pesando aproximadamente 70 g de Hg en 

una célula especial que permitía conectar el Hg con el electrodo. Se añadían 25 mL de la diso-

lución de α-tocoferol quinona y se burbujeaba con N2 durante 15 min para desplazar el oxígeno 

disuelto. Se introducía el electrodo auxiliar de lámina de Pt directamente en la disolución y el 

electrodo de referencia en puente salino con tapón de agar. Con agitación constante se aplica-

ba un potencial de –0.30 V durante 2-3 horas, hasta que la pendiente de la culombimetría era 

constante. La disolución resultante se almacenaba a –20 ºC hasta el día del análisis. 

3.4.2.4 Análisis de α-tocoferol, α-tocoferol quinona y α-tocoferol hi-
droquinona 

3.4.2.4.1 Disoluciones previas 
La disolución stock de α-tocoferol se preparaba igual que en todos los ensayos anteriores: 8 

mg/mL en etanol; el patrón interno era el tocol, que se preparaba también en etanol (3 mg/mL) 

y se almacenaban por separado a -20ºC. 

Las disoluciones stock de α-tocoferol quinona y de α-tocoferol hidroquinona eran las resultantes 

del proceso de síntesis y se almacenaban por separado a -20 ºC. 
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Además se preparaban sendas disoluciones de EDTA-Na2 0.2 g/mL (aq) y de BHT 200 mM en 

etanol y tampón fosfato 5 mM. En el día del análisis, a partir de la disolución stock de BHT, se 

preparaba una disolución 0.8 µM en acetona. Esta era la disolución de trabajo de BHT. 

3.4.2.4.1.1 Muestras 
Una vez obtenida la sangre, se mezclaba con el EDTA en la proporción de 2 partes de sangre 

por cada parte de EDTA (v/v). De esa mezcla se tomaban 200 µL, que se echaban en un tubo 

eppendorf en el que previamente se habían alicuotado 350 µL de la disolución de BHT 0.8 µM 

en acetona y 50 µL de la disolución de tocol. 

3.4.2.4.1.2 Patrones 
Se preparaban dos tipos de patrones, por separado: uno para la α-tocoferol hidroquinona y otro 

para el α-tocoferol y la α-tocoferol quinona 

En un matraz se diluía 1/500 (v/v) el stock de tocol y se enrasaba con acetona y esta era la 

disolución de trabajo de tocol. En otro matraz se diluía 1/1000 la disolución stock de α-tocoferol 

hidroquinona, se enrasaba con acetona y ésta era la disolución de trabajo de α-tocoferol hidro-

quinona. En el último se diluían 1/1000 la disolución stock de α-tocoferol quinona y 1/250 la de 

α-tocoferol y se enrasaba con acetona, ésta era la disolución de trabajo de α-tocoferol y de α-

tocoferol quinona. 

Las concentraciones de las disoluciones patrón de α-tocoferol y de α-tocoferol quinona en eta-

nol se determinaban espectrofotométricamente en disoluciones independientes preparadas de 

forma paralela, pero en etanol, según los coeficientes de extinción, del α-tocoferol en etanol, ε = 

3058 M-1·cm-1 a 294 nm y de la α-tocoferol quinona ε = 19730 M-1·cm-1 a 268 nm. 

La concentración de α-tocoferol hidroquinona se determinaba electroquímicamente: En la célu-

la de medida se preparaban 100 mL de una disolución de perclorato de tetraetilamonio 0.050M 

en acetonitrilo. Se sumergía la malla de Pt, el electrodo auxiliar de lámina de Pt en el puente 

relleno con la misma disolución (y tapón de agar en el extremo) y el electrodo de referencia en 

puente salino relleno con KCl 3M (y tapón de agar). Con agitación constante se aplicaba un 

potencial de +0.40 V y se esperaba a que la corriente alcanzara un valor constante. Entonces 

se añadían, con micropipeta, 100 µL de la disolución stock de α-tocoferol hidroquinona. Se de-

bía producir un aumento brusco de la corriente y un descenso exponencial hasta hacerse cons-

tante. Mediante el área bajo la curva se cuantificaba la cantidad de hidroquinona en la disolu-

ción 

Los patrones se procesaban igual que las muestras, pero con 200 µL de una disolución 

EDTA:tampón fosfato 5 mM 1:2 (v/v) en vez de sangre, 50 µL de la disolución de trabajo co-

rrespondiente (α-tocoferol hidroquinona o α-tocoferol quinona más α-tocoferol), 300 µL de la 
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disolución de BHT 0.8 mM y 50 µL de la disolución de patrón interno. 

3.4.2.4.1.3 Procesamiento de patrones y muestras 
Se sonicaban todos los tubos eppendorf y se centrifugaban a 11840 g durante 1 min. El sobre-

nadante se trasvasaba a viales de cromatografía para su posterior análisis. 

3.4.2.4.1.4 Cromatografía 
La cromatografía se llevaba a cabo usando metanol y una fase acuosa en la proporción 92:8 

(v/v) como fase móvil a un flujo constante de 2.0 mL/min. La fase acuosa era una disolución de 

LiClO4 150 mM y NaOOC-CH3/HOOC-CH3 50 mM en agua ultrapura. 

La detección se llevaba a cabo por la corriente de oxidación que se produce a 700 mV vs 

Ag/AgCl. Los analitos pasaban previamente por un electrodo que estaba aplicando un potencial 

de reducción de -350 mV. La señal se transformaba hasta un rango de 0.1 µA y se le aplicaba 

un filtro de 0.2 Hz. 

Para cuantificar el α-tocoferol  en las muestras, el patrón de trabajo era siempre analizado junto 

con las muestras y la proporción de las áreas de los picos era utilizada para realizar los cálcu-

los siguiendo el método del patrón interno. 

3.4.3 Validaciones 

3.4.3.1 Valoración de vitamina E en tejido adiposo 
Todas las muestras preparadas para la validación se procesaron con el método descrito en el 

apartado 3.4.2.1 y detallado en el apéndice I. La validación se llevó a cabo en dos días distin-

tos, a los que se hace referencia como día 1 y día 2. 

La estabilidad del α-tocoferol en disolución y en muestras biológicas ha sido extensivamente 

estudiada por otros autores [451, 554], por lo que no se consideró necesario en nuestro estu-

dio. Los tejidos, obtenidos como se ha descrito anteriormente, se conservaban a -80 ºC y siem-

pre se analizaron antes de que hubiera transcurrido un mes desde su obtención. 

3.4.3.1.1 Linealidad de patrones 
La linealidad de la curva patrón se verificó mediante el análisis de dos series de 12.5, 25, 50, 

75 y 100 µL del patrón de trabajo (aproximadamente 0.032 mg/mL), que se llevaron a 200 µL 

con etanol, añadiéndose 200 µL de agua y 50 µL de la disolución de trabajo del patrón interno. 

Tras el procesamiento de extracción, evaporación y resuspensión se analizaron por HPLC y se 

obtuvieron los correspondientes cromatogramas. La linealidad de patrones se realizó en el día 

1. 
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Dado que el método implicaba extracción y concentración del α-tocoferol, la representación de 

la nube de puntos se llevó a cabo tomando como abscisas la cantidad de α-tocoferol corres-

pondiente a la disolución patrón empleada expresada en µg, en vez de en unidades de concen-

tración, y, como ordenadas, el cociente de las áreas (expresadas en unidades arbitrarias) de 

los picos respectivos del α-tocoferol y de la vitamina K (patrón interno), resultantes de la sepa-

ración cromatográfica y de la detección específica por fluorescencia. Estas cantidades de α-

tocoferol correspondían a una concentración en el vial que se analizó en el cromatógrafo desde 

0.6 hasta 4.8 mg/L. 

Se realizó un análisis de la regresión de los resultados obtenidos, para obtener los principales 

parámetros que permitieran evaluar la linealidad. 

3.4.3.1.2 Linealidad de muestras 
El ensayo de linealidad de muestras se llevó a cabo analizando dos series de 50, 100, 200, 300 

y 400 µL de homogeneizados de tejido. Todas las muestras se llevaron a 400 µL con eta-

nol:agua 1:1 y se les añadió el patrón interno. Este ensayo se realizó en el día 1. 

La representación de la nube de puntos realizó tomando como abscisas la cantidad de tejido 

que hay en cada tubo (expresado en mg), pues se esperaba que la distribución de vitamina E 

fuera homogénea en las muestras y la cantidad de analito proporcional al volumen de homoge-

neizado. Como ordenadas, el cociente de las áreas (expresadas en unidades arbitrarias) de los 

picos respectivos del α-tocoferol y de la vitamina K, resultantes de la separación cromatográfica 

y de la detección específica por fluorescencia. 

Los resultados se analizaron estadísticamente para evaluar la linealidad. 

3.4.3.1.3 Precisión 
La precisión se determinó valorando en dos días distintos la cantidad de α-tocoferol que había 

en 12 alícuotas de 200 µL, 6 cada día, de un mismo homogeneizado, que se mantuvo congela-

do a -20 ºC entre las dos valoraciones. En cada uno de los días, las muestras fueron valoradas 

frente a patrones que se prepararon en el día correspondiente. Las alícuotas y los patrones 

fueron procesados de la forma descrita en el apartado 3.4.2.1. 

Se evaluó la precisión mediante análisis estadístico de la media y la dispersión de los datos de 

cada uno de los días (repetitividad) y conjuntamente (precisión intermedia). 

3.4.3.1.4 Exactitud 
El experimento de exactitud se hizo añadiendo a una cantidad constante de homogeneizado 

(100 µL) cantidades crecientes (12.5, 25, 50, 75 y 100 µL) del patrón de trabajo, es decir, una 

cantidad conocida de α-tocoferol. Se añadieron 150 µL de agua y etanol hasta completar 400 
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µL y a todos los tubos se les añadió el patrón interno y se procesaron como ya se ha descrito. 

Los resultados se representaron en forma de cantidad de α-tocoferol valorado frente al α-

tocoferol teórico, que se calculó sumando la cantidad añadida, que era conocida, más la canti-

dad que se encontró en el ensayo de linealidad de muestras para el volumen de homogeneiza-

do que se utilizó. 

Se evaluó la exactitud mediante análisis estadístico de la media y la dispersión de la recupera-

ción en cada uno de los niveles y mediante el análisis de la regresión de la cantidad recupera-

da frente a la teórica. 

3.4.3.2 Valoración de vitamina E en glándula mamaria 
La validación del método de análisis de α-tocoferol en glándula mamaria fue muy similar a la 

del tejido adiposo, con diferencias fundamentalmente en los rangos de α-tocoferol ensayados. 

Los detalles de este método están descritos en el apartado 3.4.2.1 y en el Apéndice I. Al igual 

que con el tejido adiposo, los tejidos se analizaron antes de que pasara un mes desde su ex-

tracción y estuvieron congelados a -80 ºC hasta ese momento. 

3.4.3.2.1 Linealidad de patrones 
La linealidad de la curva patrón se verificó mediante el análisis de dos series de 12.5, 25, 50, 

75 y 100 µL del patrón de trabajo (aproximadamente 0.08 mg/mL), que se llevaron a 200 µL 

con etanol, añadiéndose 200 µL de agua y patrón interno. La linealidad de patrones se realizó 

en el día 1. 

También en este método se evaluó la linealidad de la señal (cociente de áreas) frente a la can-

tidad de α-tocoferol, no la concentración y la evaluación de la regresión se realizó de la misma 

forma. Estas cantidades de α-tocoferol correspondían a una concentración en el vial que se 

analizó en el cromatógrafo desde 1.25 hasta 10 mg/L. 

3.4.3.2.2 Linealidad de muestras 
El ensayo de linealidad de muestras se llevó a cabo analizando dos series de 50, 100, 200, 300 

y 400 µL de homogeneizados de tejido. Todas las muestras se llevaron a 400 µL con eta-

nol:agua 1:1, se les añadió el patrón interno y se procesaron como se ha descrito. Este ensayo 

se realizó en el día 1. 

La linealidad se evaluó representando la señal frente a los mg de muestra que hay en cada 

tubo y se analizó la regresión como de costumbre. 

3.4.3.2.3 Precisión 
La precisión se determinó valorando en dos días distintos la cantidad de α-tocoferol que había 
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en 12 alícuotas de 200 µL, 6 cada día, de un mismo homogeneizado, que se mantuvo congela-

do a -20 ºC entre las dos valoraciones. En cada uno de los días, las muestras fueron valoradas 

frente a patrones que se prepararon en el día correspondiente. Las alícuotas y los patrones 

fueron procesados de la forma descrita en el apartado 3.4.2.1. 

Se evaluó la precisión mediante análisis estadístico de la media y la dispersión de los datos de 

cada uno de los días (repetitividad) y conjuntamente (precisión intermedia). 

3.4.3.2.4 Exactitud 
El experimento de exactitud se hizo añadiendo en distintos tubos a 100 µL de homogeneizado 

12.5, 25, 50, 75 y 100 µL del patrón de trabajo. Se añadieron 150 µL de agua y etanol hasta 

completar 400 µL y a todos los tubos se les añadió el patrón interno y se procesaron como ya 

se ha descrito. Los resultados se representaron en forma de cantidad de α-tocoferol valorado 

frente al α-tocoferol teórico. 

Se evaluó la exactitud mediante análisis estadístico de la media y la dispersión de la recupera-

ción en cada uno de los niveles y mediante el análisis de la regresión de la cantidad recupera-

da frente a la teórica. 

3.4.3.3 Valoración de vitamina E en aceites 
Todas las muestras preparadas para la validación se procesaron con el método descrito en el 

apartado 3.4.2.2 y detallado en el apéndice I. Dado que las muestras nunca se almacenaron, 

sino que se empleaban para fabricar las dietas en el mismo día en que se abrían, no se consi-

deró necesario estudiar la estabilidad en la muestra más allá de las conclusiones que se pue-

den obtener del estudio de la precisión intermedia. 

3.4.3.3.1 Linealidad de patrones 
El ensayo de linealidad de curva patrón se realiza valorando cantidades crecientes conocidas 

(250, 500, 1000, 1500 y 2000 µL) del patrón de trabajo de α-tocoferol (0.4 mg/mL), al que se 

añade el patrón interno y se completa en todos los casos el volumen hasta 10 mL con cloro-

formo:metanol 1:1 (v/v). 

También en este método se evaluó la linealidad de la señal (cociente de áreas) frente a la can-

tidad de α-tocoferol y la regresión se analizó como de costumbre. Estas cantidades de α-

tocoferol correspondían a una concentración en el vial que se analizó en el cromatógrafo desde 

0.2 hasta 1.3 mg/L. 

3.4.3.3.2 Linealidad de muestras 
Para realizar este ensayo, previamente se preparó una disolución concentrada de muestra, 
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disolviendo aproximadamente 1 g en 10 mL de cloroformo:metanol 1:1 (v/v). El ensayo de li-

nealidad de muestras se realizó analizando 250, 500, 1000, 1500 y 2000 µL de esa disolución 

de muestra, que se llevan a 10 mL con cloroformo:metanol 1:1 (v/v). Esta dilución intermedia 

de muestra se realizó para minimizar las variaciones de volumen de disolvente en cada una de 

las muestras y que no afectaran a la concentración. Este ensayo se hizo en el día 1. 

La representación de la nube de puntos se llevó a cabo tomando como abscisas la cantidad de 

aceite en el matraz y como ordenadas, el cociente de las áreas de los picos respectivos del α-

tocoferol y de la vitamina K. Se analizó la regresión mediante los algoritmos habituales. 

3.4.3.3.3 Precisión 
Estos parámetros se determinaron valorando en dos días distintos la cantidad de α-tocoferol 

que hay en 12 alícuotas de 100 mg, 6 cada día, de un mismo aceite, que se mantuvo en el re-

frigerador hasta el momento de su valoración. En cada uno de los días, las muestras fueron 

valoradas frente a patrones que se prepararon en el día del análisis. La media de la concentra-

ción medida y su dispersión fueron evaluadas estadísticamente para determinar la repetitividad 

y la precisión intermedia. 

3.4.3.3.4 Exactitud 
El experimento de exactitud se hizo añadiendo a una cantidad constante (500 µL) de la dilución 

intermedia de aceite que se ha indicado en el apartado de la linealidad de muestras de este 

método cantidades crecientes (125, 250, 500, 750, 1000 µL) del patrón de trabajo de α-

tocoferol. Los resultados se representaron en forma de cantidad de α-tocoferol valorado frente 

al α-tocoferol teórico. 

Se evaluó la exactitud mediante análisis estadístico de la media y la dispersión de la recupera-

ción en cada uno de los niveles y mediante el análisis de la regresión de la cantidad recupera-

da frente a la teórica. 

3.4.3.4 Valoración de vitamina E (α-tocoferol y acetato de α-
tocoferol) en dietas 

Este método comparte la estructura común ya descrita en el apartado 3.4.2.1 y está detallado 

en el apéndice I, pero en su validación hubo que introducir pequeñas variaciones para poder 

adecuar las proporciones de todos los reactivos para todos los niveles de analito y de muestra 

ensayadas, teniendo en cuenta, además, la amplia variabilidad posibilidad en el rango de con-

centraciones de α-tocoferol en la muestra, que depende del tipo de grasa empleada. 

3.4.3.4.1 Linealidad de patrones α-tocoferol 
Se prepararon tres diluciones de la disolución “stock”: 1/2000, 1/400 y 1/133 (v/v), que equiva-
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len a concentraciones aproximadas de 0.004, 0.02 y 0.06 mg/mL, respectivamente. La lineali-

dad de la curva patrón se verificó, mediante el análisis de dos series de 12.5, 25, 50, 75 y 100 

µL de la dilución 1/2000; 25, 50, 75 y 100 µL de la dilución 1/400 y 25, 50, 75 y 100 µL de la 

1/133, que se llevaron a 100 µL con etanol, añadiéndose además el BHT, patrón interno, meta-

nol, EDTA y agua en la proporción descrita en el apartado 3.4.2.1. 

Tras el procesamiento y análisis, se representaron los valores obtenidos y se analizaron las 

regresiones de las respectivas señales (cociente de áreas en UV y cociente de áreas en fluo-

rescencia) frente a la cantidad de α-tocoferol. Se analizaron los trece puntos en ambos detecto-

res, pero sólo se pudieron obtener dos representaciones de once puntos cada una, pues en el 

detector ultravioleta los dos primeros puntos no daban señal apreciable y en el detector de fluo-

rescencia los dos últimos saturaban la señal. Las concentraciones correspondientes en el vial 

de análisis fueron, por tanto, en UV, desde 0.51 hasta 15.2 mg/L y en fluorescencia, desde 0.13 

mg/L hasta 12.6 mg/L. 

3.4.3.4.2 Linealidad de patrones acetato α-tocoferol 
Para verificar la linealidad del acetato de α-tocoferol se analizaron dos series de 12.5, 25, 50, 

75 y 100 µL del patrón de trabajo (concentración aproximada 0.15 mg/mL) que se llevaron a 

100 µL con etanol, añadiéndose además el BHT, patrón interno, metanol, EDTA y agua en la 

proporción descrita en el apartado 3.4.2.1. 

Se procesaron y analizaron y se obtuvo la regresión del cociente de áreas frente a la cantidad 

de acetato de α-tocoferol, que fue analizada. Las concentraciones respectivas en los viales 

analizados iban desde 4.7 hasta 37.9 mg/L. 

3.4.3.4.3 Linealidad de muestras 
El ensayo de linealidad de muestras se llevó a cabo analizando dos series de 160, 325, 650, 

975 y 1300 µL de homogeneizado de dieta, preparado como se describe en el apartado 3.4.2.1. 

Todas las muestras se llevaron a 1400 µL con las cantidades correspondientes de etanol, BHT, 

patrón interno, metanol, EDTA y agua, de manera que en todos los tubos se mantuviera la pro-

porción etanol:metanol:agua 1:1:1.5 (v/v/v). 

Tras el procesamiento y análisis se obtuvieron tres regresiones frente a la cantidad de muestra 

en el tubo: la de α-tocoferol en fluorescencia, la de α-tocoferol en ultravioleta y la de acetato de 

α-tocoferol, siempre corregidas las áreas por las del patrón interno de cada cromatograma. 

Estas regresiones fueron evaluadas como siempre. 

3.4.3.4.4 Precisión de α-tocoferol y de acetato de α-tocoferol 
Estos parámetros se determinan valorando en dos días distintos la cantidad de α-tocoferol y de 
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acetato de α-tocoferol que hay en 12 alícuotas de 550 µL, 6 cada día, de un mismo homoge-

neizado, que se mantuvo a 4 ºC bajo atmósfera de N2 entre los dos días hasta el momento de 

su valoración. En cada uno de los días, las muestras fueron valoradas frente a patrones que se 

prepararon en el día del análisis. 

3.4.3.4.5 Exactitud de α-tocoferol 
Para llevar a cabo el experimento de exactitud se preparó un homogeneizado de dieta, con 

BHT, metanol, EDTA y agua, preparado de manera que 550 µL de homogeneizado tuviera 

aproximadamente 50 mg de dieta (un 50% de una muestra normal). El experimento de exacti-

tud se hizo añadiendo a esa cantidad constante de homogeneizado cantidades crecientes de 

las diluciones en etanol correspondientes de la disolución de trabajo y así, se añadió α-

tocoferol a dos series de doce muestras, desde 12.5 ng hasta 3 µg y se completó en todos los 

tubos hasta 650 µL con etanol. Se calcularon el α-tocoferol teórico y el α-tocoferol encontrado y 

el cociente entre ambos expresaba la recuperación. 

Se evaluó la recuperación media, la dispersión de la recuperación y además se analizó la re-

gresión del α-tocoferol medido frente al teórico. 

3.4.3.4.6 Exactitud de acetato de α-tocoferol 
Se utilizó el mismo homogeneizado de dieta descrito en el apartado anterior y se añadió a cin-

co tubos con una cantidad constante de homogeneizado (550 µL) cantidades crecientes de las 

diluciones en etanol correspondientes de la disolución “stock” y así, se añadió acetato de α-

tocoferol a cinco muestras, desde 1.5 µg hasta 12.1 µg y se completó en todos los tubos hasta 

650 µL con etanol. Los cálculos que se realizaron para evaluar la exactitud son idénticos a los 

ya descritos. 

3.4.3.4.7 Estabilidad de la vitamina E en las dietas 
Aunque no era necesario para demostrar la validez del método, se realizó un experimento para 

comprobar la estabilidad de ambas formas de vitamina E en las condiciones en las que se ad-

ministraba la dieta a los animales experimentales (descritas en el apartado 1.1). 

Para ello se midió el contenido en vitamina E en las dietas frescas, recién preparadas. Una vez 

preparadas, las dietas eran inmediatamente congeladas. A los quince días de haber sido con-

gelada, se sacó una porción de la dieta que se iba a valorar y se dejó descongelar a 4ºC duran-

te una noche. Una vez descongelada, se midió por triplicado el contenido en vitamina E y se 

dejó expuesta a las condiciones de luz, temperatura y humedad del animalario, durante dos 

días, al cabo de los cuales se volvió a valorar por triplicado el contenido de vitamina E. 
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3.4.3.5 Valoración de α-tocoferol en sangre 
Todas las muestras preparadas para la validación se procesaron con el método descrito en el 

apartado 3.4.2.3 y detallado en el apéndice I. 

3.4.3.5.1 Linealidad de patrones 
La linealidad de la curva patrón se verificó mediante el análisis de dos series de 12.5, 25, 50, 

75 y 100 µL del patrón de trabajo (aproximadamente 0.008 mg/mL), que se llevaron a 350 µL 

con acetona, BHT y patrón interno, añadiéndose 200 µL de tampón fosfato. 

Nuevamente se evaluó la linealidad de la señal (cociente de áreas) frente a la cantidad de α-

tocoferol y el análisis de la regresión se realizó de la misma forma que en las otras validacio-

nes. Estas cantidades de α-tocoferol correspondían a una concentración en el vial que se ana-

lizó en el cromatógrafo desde 0.12 hasta 1.2 mg/L. 

3.4.3.5.2 Precisión 
Por las especiales características de la muestra y el objetivo del análisis, que era poder valorar 

α-tocoferol en la sangre inmediatamente obtenida, no se consideró necesario el estudio de pre-

cisión intermedia, pero sí se determinó la repetitividad, valorando la cantidad de α-tocoferol que 

había en 6 alícuotas de una misma muestra de sangre mezclada con EDTA, tal y como se des-

cribe en el apartado 2.4.2.3. 

Se evaluó la precisión mediante análisis estadístico de la media y la dispersión de los datos. 

3.4.3.5.3 Exactitud 
El experimento de exactitud se hizo añadiendo en distintos tubos 5, 12, 25, 50 y 75 µL del pa-

trón de trabajo a 100 µL de mezcla sangre-EDTA. Se añadieron 100 µL de tampón fosfato-

EDTA (mezclado en la misma proporción que la sangre), acetona y BHT hasta completar 600 

µL. A todos los tubos se les añadió el patrón interno y se procesaron como ya se ha descrito. 

Los resultados se representaron en forma de cantidad de α-tocoferol valorado frente al α-

tocoferol teórico. 

Se evaluó la exactitud mediante análisis estadístico de la media y la dispersión de la recupera-

ción en cada uno de los niveles y mediante el análisis de la regresión de la cantidad recupera-

da frente a la teórica. 
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3.4.4 Determinaciones complementarias 

3.4.4.1 Triglicéridos en plasma 
La concentración de triglicéridos se determinó en plasma siguiendo el método enzimático colo-

rimétrico descrito por Buccolo y David [558], utilizando el kit comercial de la casa Menarini (Ita-

lia). 

3.4.4.2 Colesterol en plasma 
La concentración de colesterol se determinó en plasma siguiendo el método enzimático colori-

métrico descrito por Allain et al.  [559], utilizando el kit comercial de la casa Menarini (Italia). 

3.4.4.3 Glucosa en plasma 
La determinación de glucosa plasmática se realizó mediante el método enzimático colorimétrico 

basado en el descrito por Hugget y Nixon [560], utilizando el kit comercial de Boehringer-

Manheim (Alemania). 

3.4.4.4 TBARS en plasma 
El ácido tiobarbitúrico (TBA) reacciona con el MDA, para dar un aducto fluorescente (Fig. 16). 

El aducto formado tiene un color rosado característico y puede cuantificarse su concentración 

mediante su absorbancia a λ = 515 nm, o su fluorescencia, a λex = 515 nm, λem = 553 nm. El 

protocolo detallado para esta determinación se encuentra en el apéndice I. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aunque el MDA no es la única molécula plasmática que puede reaccionar con el TBA, esta 

determinación se considera como un valor de referencia para la estimación del daño inducido 

por estrés oxidativo sobre las estructuras lipídicas.  
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Fig. 16: Reacción del MDA con el TBA 
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3.4.4.5 Hidroperóxidos en plasma 
La determinación de hidroperóxidos plasmáticos se llevó a cabo mediante el kit comercial de 

Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, Estados Unidos), con pequeñas modificaciones, como se 

registra en el protocolo detallado en el apéndice I. En esencia, el método consiste en extraer 

los hidroperóxidos en cloroformo, para usar a continuación el extracto en un ensayo que se 

basa en las reacciones redox de los hidroperóxidos con el ion ferroso: 

ROOH + Fe2+ → RO· + Fe3+ (Reacción 1) 
RO· + Fe2+ + H+ → ROH + Fe3+ (Reacción 2) 

Fe3+ + 5 SCN- → Fe(SCN)52- (Reacción 3) 
 

El Fe(SCN)5
2- da un color rosado característico a la disolución y puede cuantificarse mediante 

fotometría a λ = 500 nm, pues la absorbancia de la disolución es directamente proporcional a la 

cantidad de hidroperóxidos que hubiera en la disolución muestra. 

3.4.4.6 Isoprostanos en orina 
Este ensayo está basado en la reacción entre el 8-IP y un conjugado de 8-IP con acetilcolines-

terasa (trazador de 8-IP), que compiten por unirse a un número limitado de sitios de unión de 8-

IP, anticuerpos específicos obtenidos a partir de suero de conejo. La acetilcolinesterasa catali-

za la hidrólisis de la acetiltiocolina, cuyo producto reacciona con el ácido 5,5’-ditio-bis-2-

nitrobenzoico para dar ácido 5-tio-2-nitrobenzoico, que absorbe luz a λ = 412 nm. De esta for-

ma, la cantidad de luz absorbida es inversamente proporcional a la cantidad de 8-IP en la 

muestra. El ensayo se realizaba mediante el kit comercial de la casa Cayman Chemical (Ann 

Arbor, MI, Estados Unidos), con pequeñas modificaciones que se recogen en el protocolo deta-

llado en el apéndice I. 

3.4.4.7 Creatinina en orina 
La orina se diluía cinco veces con agua destilada y la muestra así obtenida se analizaba me-

diante un analizador automático de creatinina (Creatinine Analyzer 2, Beckman), que cuantifica 

la creatinina mediante su reacción con el ácido pícrico, según el método de Jaffé [561]. 

3.4.4.8 Determinación de ácidos grasos 
El método se basa en la extracción de los lípidos de las muestras según el método de Folch  

[453] y su posterior transesterificación para su conversión en los correspondientes derivados 

metílicos. Los ácidos grasos así derivatizados se determinaron mediante cromatografía de ga-

ses y los resultados se expresan como porcentaje de cada uno de los ácidos grasos sobre el 

total. Esta determinación la llevó a cabo la Dra. Encarnación Amusquívar, siguiendo el protoco-

lo descrito en la Memoria de su tesis doctoral [562]. 
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3.4.5 Análisis estadístico 

Para evaluar los datos de las validaciones de los métodos puestos a punto y validados por no-

sotros se obtuvieron los estadísticos correspondientes mediante el programa Excel XP (Micro-

soft, EE.UU.). 

Todos los demás datos derivados de los experimentos con animales fueron analizados median-

te el programa StatGraphics PLUS 5.0 (Manugistics Inc., EE.UU.). Los datos han sido analiza-

dos mediante ANOVAs de una, dos o tres vías y los tests de comparación de medias emplea-

dos tras los correspondientes ANOVAS han sido el de Student-Newman-Keuls y el LSD (Least 

Signifficative Difference). 
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4 RESULTADOS 

4.1 Validaciones de métodos analíticos 

4.1.1 Método para medir α-tocoferol en tejido adiposo 

En la Fig. 17 se presentan cromatogramas representativos del análisis de patrones y muestras 

de tejido adiposo. Tras obtener los resultados analíticos, se calcularon los parámetros de la 

validación, resumiéndose los más relevantes en el Cuadro 5. Dichos resultados se discuten a 

continuación. 

4.1.1.1 Linealidad de α-tocoferol 
En la Fig. 18 se representa la nube de puntos obtenida al representar el área de α-tocoferol 

relativa a la de patrón interno (vitamina K), frente a la concentración de α-tocoferol. El coeficien-

te de correlación, r, es superior a 0.99, suficiente para ser aceptado, en función de la concen-

tración de analito en la muestra, entre 0.01 y 0.001% (p/p). 

Test de linealidad: La respuesta a la concentración de analito se puede considerar lineal, pues 

la pendiente ± intervalos de confianza (I.C.) no incluye el valor 0; tb (b/Sb, 49.6) es mayor que 

ttab (2.306), con una probabilidad del 95% y la RSD del factor de respuesta (3%) es inferior al 

5%, y, aunque no es inferior al 2%, está dentro de los límites que se pueden considerar admisi-

bles para el nivel de analito en la muestra. 

Test de proporcionalidad: Se puede considerar la respuesta proporcional y sin sesgo, pues la 

ordenada en el origen (O.O.) ± I.C. incluye el 0 y además se puede aceptar la hipótesis de que 

sea 0, pues ta (a/Sa, 0.45) es inferior a ttab(2.306). 

4.1.1.2 Linealidad de muestra 
Test de linealidad: Pendiente ± I.C. no incluye el valor 0 y como tb (65.8) es mucho mayor que 

2.306 se puede rechazar la hipótesis nula y aceptar la linealidad con una probabilidad del 95%. 

El factor de respuesta (0.132 ± 0.008), aunque un poco menor, es semejante a la pendiente de 

la recta de regresión. Sin embargo, su RSD es 9%, dentro de unos límites aceptables, pero 

algo elevado. En la observación de los datos individuales se aprecia una ligera tendencia a que 

el factor de respuesta sea más elevado cuando aumenta la cantidad de muestra, lo que apunta 

a una posible pérdida de respuesta cuando se trabaja con pequeñas muestras. 
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Test de proporcionalidad: I.C. para la O.O. no incluyen el 0 y la ta (8.5) es mayor que ttab, por lo 

que hay que aceptar que la recta de regresión de la linealidad de muestra tiene sesgo. Este 

sesgo está en consonancia con el hecho de que el factor de respuesta disminuya con la canti-

dad de muestra y ambos hechos indican que no se debe trabajar con cantidades de muestra 

inferiores a 18 mg de tejido (volumen de homogeneizado 200 µL). 
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Fig. 17: Cromatogramas representativos de patrón y mues-
tras de tejido adiposo 

Fig. 18: Representación de la linealidad de α-tocoferol en 
el método para medir α-tocoferol en tejido adiposo 
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Propiedad Parámetro Especificación Valor Aceptación 

Linealidad 

Patrones 

Rango (µg)  0.243 -1.94  

O.O. ± I.C. 0 -0.0 ± 0.1 Cumple 

Pendiente ± I.C. ≠ 0 2.0 ± 0.1 Cumple 

r ≥ 0.990 0.998 Cumple 

Muestras 

Rango (mg muestra)  4.54 - 36.4  

O.O. ± I.C. 0 -0.019 ± 0.002 No cumple 

Pendiente ± I.C. ≠ 0 0.145 ± 0.005 Cumple 

r ≥ 0.990 0.9996 Cumple 

Exactitud 
Recuperación (%) 80 - 110 95 Cumple 

RSD (%) < 7.3 3 Cumple 

Precisión 

Repetitividad 

n ≥ 6 6 Cumple 

Media (µg/g) ± I.C.  49 ± 2  

RSD (%) < 7.3 4.5 Cumple 

Precisión inter-
media 

n ≥ 12 12 Cumple 

Media (µg/g) ± I.C.  53 ± 4  

RSD (%) < 2·RSDdía1+día2 9 No Cumple 

 
 
 
 
 
 

4.1.1.3 Exactitud 
Cuando se contrasta la hipótesis de que se recupera el 100% del α-tocoferol que hay en la 

muestra, la hipótesis nula es que la media de las recuperaciones es el 100% de la vitamina E 

que hay. En este caso hay que rechazarla, pues la diferencia entre el valor esperado (100%) y 

el encontrado (95%) es superior al I.C. de la media (ttab·s/√n, 2%), al 95%. De todas formas, es 

lo suficientemente cercano al 100% como para aceptar el método. 

Test de linealidad: La recta de la recuperación tiene una pendiente significativamente distinta 

de 0, pues tb (34.1) es muy superior a ttab (2.306). De forma complementaria, se puede realizar 

un contraste de hipótesis en el que no se contraste la hipótesis nula de la igualdad a 0, sino 

que se desee saber si se puede aceptar que la pendiente sea 1. El valor de texp en este caso 

(1.9) es inferior a 2.306, por lo que hay que rechazar que la pendiente sea 1. Esto se demues-

tra de forma más intuitiva por el hecho de que aunque la pendiente de la recuperación (0.95) 

sea muy cercana a 1, pendiente ± I.C. (0.02) no incluye el 1 y todos estos datos están de 

acuerdo con lo ya explicado al hablar de la recuperación media de este método. 

Cuadro 5: Principales parámetros de la validación del 
método para cuantificar α-tocoferol en tejido adiposo 
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Test de proporcionalidad: La O.O. ± I.C. sí incluye el 0 y se puede aceptar la hipótesis de que a 
= 0 al 95% (0.03 < 2.306) y que por tanto no hay sesgo en la recuperación. 

4.1.1.4 Precisión 
La repetitividad es satisfactoria para los niveles de analito ensayado (≈0.005%), pues los coefi-

cientes de variación de ambos días (4.4% y 4.5%) son menores del 5%. En el Cuadro 2 se re-

cogen los límites admitidos para la precisión de un método y en ella se observa que esta preci-

sión cumple incluso con el valor máximo aceptado de la AOAC, que es el más restrictivo. 

La precisión intermedia, sin embargo, no resulta tan buena, pues el coeficiente de variación de 

la media conjunta de los días no es inferior (aunque por poco) al doble de la media de los coe-

ficientes de variación obtenidos en cada uno de los días. La media de los valores obtenidos el 

segundo día (49 µg/g) es inferior a la del primer día, por lo que se puede suponer que parte del 

α-tocoferol se ha podido oxidar, aunque el homogeneizado se guardara en frío y este descenso 

justifica la pérdida de la precisión intermedia. 

4.1.1.5 Consideraciones finales 
En la aplicación del método en ensayos de rutina se deberá tener en cuenta que no se debe 

trabajar con menos de 200 µL de homogeneizado. Si fuera necesario disminuir la cantidad de 

muestra porque la cantidad de α-tocoferol fuera muy grande y saturara la señal, sería preferible 

estudiar otras estrategias, como disminuir el volumen de inyección en el cromatógrafo, o au-

mentar la proporción de medio de homogeneización por cada mg de muestra, o aumentar el 

volumen de resuspensión de muestra. Parece también importante que el homogeneizado se 

analice en el mismo día en que se prepara, para minimizar las posibles pérdidas por degrada-

ción. 

4.1.2 Método para medir α-tocoferol en glándula mamaria 

En la Fig. 19 se presentan cromatogramas representativos del análisis de patrones y muestras 

de glándula mamaria. Tras obtener los resultados analíticos, se calcularon los parámetros de la 

validación y los más importantes están resumidos en el Cuadro 6. Se presentan a continuación 

los comentarios más relevantes acerca de la validación. 

4.1.2.1 Linealidad de α-tocoferol 
En la Fig. 20. se representa la nube de puntos obtenida al representar el área de α-tocoferol 

relativa a la de patrón interno (vitamina K), frente a la concentración de α-tocoferol. El coeficien-
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te de correlación, r, es superior a 0.99, suficiente para ser aceptado, en función de la concen-

tración de analito en la muestra, entre 0.1 y 0.01% (p/p). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Fig. 19: Cromatogramas representativos de patrón y mues-
tras de glándula mamaria 
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Fig. 20: Representación de la linealidad de α-tocoferol en 
el método para medir α-tocoferol en glándula mamaria 
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Propiedad Parámetro Especificación Valor Aceptación 

Linealidad 

Patrones 

Rango (µg)  0.94 - 7.51  

O.O. ± I.C. 0 -0.05 ± 0.07 Cumple 

Pendiente ± I.C. ≠ 0 0.36 ± 0.02 Cumple 

r ≥ 0.990 0.994 Cumple 

Muestras 

Rango (mg muestra)  4.54 – 36.4  

O.O. ± I.C. 0 -0.01 ± 0.05 Cumple 

Pendiente ± I.C. ≠ 0 0.31 ± 0.07 Cumple 

r ≥ 0.990 0.992 Cumple 

Exactitud 
Recuperación (%) 80 - 110 100 Cumple 

RSD (%) < 7.3 8 No cumple 

Precisión 

Repetitividad 

n ≥ 6 6 Cumple 

Media (µg/g) ± I.C.  177 ± 6  

RSD (%) < 5.3 3 Cumple 

Precisión inter-
media 

n ≥ 12 11 No cumple 

Media (µg/g) ± I.C.  205 ± 22  

RSD (%) < 2·RSDdía1+día2 15 No Cumple 

 
 
 
 
 
 
Test de linealidad: La respuesta a la concentración de analito se puede considerar lineal, pues 

la pendiente ± I.C. no incluye el valor 0; tb (5.2) es mayor que ttab (2.365), con una probabilidad 

del 95%. A pesar de esto, la RSD del factor de respuesta (12%) no es satisfactoria y advierte 

de posibles desviaciones de la linealidad. Basándonos en toda la experiencia acumulada sobre 

la linealidad de la respuesta del α-tocoferol no se consideró pertinente repetir el experimento, 

pues, en esencia, es idéntico al de la validación anterior, pero con distinto rango y se ha consi-

derado el que la RSD del factor de respuesta sea tan alta como una anomalía analítica puntual. 

Test de proporcionalidad: Se puede considerar la respuesta proporcional y sin sesgo, pues la 

O.O. ± I.C. incluye el 0 y además se puede aceptar la hipótesis de que sea 0, con un 95% de 

confianza, pues ta (0.2) es inferior a ttab (2.365). 

4.1.2.2 Linealidad de muestra 
Test de linealidad: Pendiente ± I.C. no incluye el valor 0 y tb (23) es mayor que 2.306, por lo 

que se puede rechazar la hipótesis nula y aceptar la linealidad con una probabilidad del 95%. 

Cuadro 6: Principales parámetros de la validación del 
método para medir α-tocoferol en glándula mamaria 
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El factor de respuesta (0.072) es semejante a la pendiente de la recta de regresión (0.070). Sin 

embargo, su RSD es 6.8%, dentro de unos límites aceptables, pero algo elevado. En la obser-

vación de los datos individuales se aprecia una ligera tendencia a que el factor de respuesta 

disminuya ligeramente cuando aumenta la cantidad de muestra, lo que indica una posible pér-

dida de respuesta cuando se trabaja con muestras más grandes. 

Test de proporcionalidad: Los límites de confianza para la O.O. incluyen el 0 y la ta (0.2) es me-

nor que ttab, por lo que se puede rechazar el que la recta de regresión de la linealidad de mues-

tra tenga sesgo. 

4.1.2.3 Exactitud 
Se puede aceptar la hipótesis de que se recupera el 100% del α-tocoferol que hay en la mues-

tra, pues la diferencia entre el valor esperado (100%) y el encontrado (100%) es inferior al I.C. 

de la media (6%), al 95%. 

Test de linealidad: La recta de la recuperación tiene una pendiente significativamente distinta 

de 0, pues tb (21.4) es muy superior a ttab (2.306). Si se contrasta la igualdad de la pendiente a 

1, se debe rechazar la hipótesis nula, pues el valor de tb en este caso (4.1) es superior a 2.306. 

Esto se demuestra de forma más intuitiva por el hecho de que la pendiente de la recuperación 

(0.84) es muy cercana a 1, pero pendiente ± I.C. (0.09) no incluyen el 1. Aunque pueda parecer 

sorprendente que la recuperación sea 100% y la pendiente no incluya el valor 1, estos datos 

tienen sentido por la RSD de la recuperación (8%), que lleva a los puntos a dispersarse dema-

siado alrededor de la recta. 

Test de proporcionalidad: La O.O. ± I.C. no incluye el 0 y se debe rechazar la hipótesis de que 

a = 0 al 95% (2.5 > 2.306). El sesgo en la recuperación se debe a que en los puntos más altos 

la recuperación es más baja, por lo que la O.O. aumenta. Esto está en consonancia con todos 

los demás datos que se han descrito acerca de la recuperación de este método. 

4.1.2.4 Precisión 
La repetitividad es satisfactoria para los niveles de analito ensayado (≈0.02%), pues los coefi-

cientes de variación de ambos días son menores del 4%. Estos valores cumplen incluso con el 

valor máximo aceptado de la AOAC. 

La precisión intermedia, sin embargo, no resulta tan buena, pues el coeficiente de variación de 

la media conjunta de los días es muy alto. Dado que el experimento se realizó en días distintos 

sobre el mismo homogeneizado, que la precisión de ambos días fue prácticamente igual y que 

la cantidad encontrada en el segundo día era inferior a la del primero, lo que nos indica este 
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experimento es que, al igual que ocurría con el tejido adiposo, no se debe medir en un día dis-

tinto al que se homogeneiza el tejido. 

4.1.2.5 Consideraciones finales 
La cantidad de tejido con la que se trabaja es, también en este tejido, un parámetro a conside-

rar cuando se aplique el método en ensayos de rutina. Pero al contrario que en el adiposo, las 

precauciones se deben tener en cuenta si se desea trabajar con una cantidad grande de mues-

tra. Si se desea obtener más señal deberían ensayarse otras estrategias. De nuevo se observa 

que no se debe medir en un día distinto al de la preparación de la muestra, para no tener pér-

didas incontroladas. 

4.1.3 Método para medir α-tocoferol en aceite 

En la Fig. 21 se presentan cromatogramas representativos del análisis de patrones y muestras 

de aceite. Al igual que en casos anteriores, a continuación se resumen los principales paráme-

tros de validación (Cuadro 7) y los comentarios correspondientes. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Fig. 21: Cromatogramas representativos de patrón y mues-
tras de aceite. 

PATRON
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Propiedad Parámetro Especificación Valor Aceptación 

Linealidad 

Patrones 

Rango (µg)  5.05 - 30.3  

O.O. ± I.C. 0 -0.00 ± 0.06 Cumple 

Pendiente ± I.C. ≠ 0 0.074 ± 0.003 Cumple 

r ≥ 0.9990 0.9992 Cumple 

Muestras 

Rango (mg muestra)  2.52 – 20.2  

O.O. ± I.C. 0 -0.0 ± 0.2 Cumple 

Pendiente ± I.C. ≠ 0 0.13 ± 0.01 Cumple 

r ≥ 0.9990 0.998 No cumple 

Exactitud 
Recuperación (%) 80 - 110 98 Cumple 

RSD (%) < 3.7 3 Cumple 

Precisión 

Repetitividad 

n ≥ 6 6 Cumple 

Media (mg/100 g) ± I.C.  17.2 ± 0.4  

RSD (%) < 5.3 2 Cumple 

Precisión inter-
media 

n ≥ 12 12 Cumple 

Media (mg/g) ± I.C.  16 ± 3  

RSD (%) < 2·RSDdía1+día2 6 No Cumple 

 
 
 
 
 
 

4.1.3.1 Linealidad de α-tocoferol 
En la Fig. 22 se representa la nube de puntos obtenida al representar el área de α-tocoferol 

relativa a la de patrón interno (vitamina K), frente a la cantidad de α-tocoferol. El coeficiente de 

correlación, r, es superior a 0.999, suficiente para ser aceptado, en función de la concentración 

de analito en la muestra, entre 0.1 y 0.01% (p/p). 

Test de linealidad: La respuesta a la concentración de analito se puede considerar lineal, pues 

la pendiente ± I.C. no incluye el valor 0; tb (62) es mayor que ttab (2.447) y la RSD del factor de 

respuesta, que coincide con la pendiente, (0.074 ± 0.001) es inferior al 2% (1.3%). 

Test de proporcionalidad: Se puede considerar la respuesta proporcional y sin sesgo, pues la 

O.O. ± I.C. incluye el 0 y además se puede aceptar la hipótesis de que sea 0, pues ta (0.12) es 

inferior a ttab (2.447). 

  

Cuadro 7: Principales parámetros de la validación del 
método para cuantificar α-tocoferol en aceite 
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4.1.3.2 Linealidad de muestra 
Test de linealidad: Pendiente ± I.C. no incluye el valor 0 y como tb (28.5) es mucho mayor que 

2.306 se puede rechazar la hipótesis nula y aceptar la linealidad con una probabilidad del 95%. 

El factor de respuesta (0.126 ± 0.008) es semejante a la pendiente de la recta de regresión 

(0.132 ± 0.007). Sin embargo, su RSD es 9%, dentro de unos límites aceptables, pero algo ele-

vado. En la observación de los datos individuales se observa una ligera tendencia a que el fac-

tor de respuesta sea más elevado cuando aumenta la cantidad de muestra, hasta llegar a un 

máximo, lo que apunta a una posible pérdida de respuesta cuando se trabaja con pequeñas 

muestras. 

Test de proporcionalidad: O.O. ± I.C. incluye el 0 y ta (0.5) es mayor que ttab, por lo que se pue-

de rechazar que la recta de regresión de la linealidad de muestra tenga sesgo.  

4.1.3.3 Exactitud 
La diferencia entre el valor esperado (100%) y el encontrado (98%) es inferior al I.C. de la me-

dia (5%), al 95% y la RSD de la recuperación (3%) está por debajo del límite máximo admitido 

por la AOAC (3.7%). 

Test de linealidad: La recta de la recuperación tiene una pendiente significativamente distinta 

de 0, pues tb (10.1) es mayor que ttab (2.306). Se puede aceptar además que la pendiente sea 

1, pues tb (0.1) es inferior a 2.306. 

Fig. 22: Representación de la linealidad de α-tocoferol en 
el método para cuantificar α-tocoferol en aceite 
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Test de proporcionalidad: La O.O. ± I.C. incluye el 0 y se puede aceptar la hipótesis de que a = 

0 al 95% (1.2 < 2.306) y que por tanto no hay sesgo en la recuperación. 

4.1.3.4 Precisión 
La repetitividad es satisfactoria para los niveles de analito ensayado (≈0.01%), pues los coefi-

cientes de variación de ambos días son menores del 3%, por lo que cumplen incluso con las 

especificaciones de la AOAC 

El coeficiente de variación de la media conjunta de los días es sólo ligeramente superior al do-

ble de la media de los coeficientes de variación obtenidos en cada uno de los días (5.8% frente 

a 5.5%), por lo que puede aceptarse esta variabilidad entre días. Dado que el valor encontrado 

en el segundo día es ligeramente inferior al del primero, puede pensarse que la variabilidad no 

es sólo debida a parámetros exclusivamente analíticos, sino que es posible que, una vez abier-

to el recipiente en el que se almacena el aceite, parte del α-tocoferol se degrada progresiva-

mente. 

4.1.3.5 Consideraciones finales 
A la vista de los datos de la linealidad de muestra y de la precisión, no debería intentarse anali-

zar menos de 100 mg de muestra y la muestra debería ser lo más fresca posible. 

El método así validado fue aplicado a 6 muestras aleatorias de grasa de palma, aceite de gira-

sol, oliva y pescado y los resultados se resumen en el Cuadro 8. 

 

Aceite (grasa) 
Concentración de 

α-tocoferol 
(mg/100 g) 

PALMA 1.10 ± 0.06 

GIRASOL 63.8 ± 3 

OLIVA 18.1 ± 0.9 

PESCADO 20.0 ± 0.7 

 

 

 

 

Cuadro 8: Concentración de α-tocoferol en los 
aceites empleados en nuestros experimentos.  
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4.1.4 Método para medir vitamina E (α-tocoferol y acetato de 
α-tocoferol) en dietas 

En la Fig. 23 se presentan cromatogramas representativos del análisis de patrones y muestras 

de dietas. Los parámetros de validación (Cuadros 9, 10 y 11) y su discusión se recogen a con-

tinuación. 
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Fig. 23: Cromatogramas representativos de patrón y mues-
tras de dietas, obtenidos mediante UVD y FD. 
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Propiedad Parámetro Especificación Valor Aceptación 

Linealidad 

Patrones 

Rango (µg)  0.507 - 3.04  

O.O. ± I.C. 0 -0.03 ± 0.05 Cumple 

Pendiente ± I.C. ≠ 0 1.46 ± 0.03 Cumple 

r ≥ 0.990 0.9990 Cumple 

Muestras 

Rango (mg muestra)  2.52 – 20.2  

O.O. ± I.C. 0 -0.02 ± 0.08 Cumple 

Pendiente ± I.C. ≠ 0 0.0181 ± 0.0007 Cumple 

r ≥ 0.990 0.9992 Cumple 

Exactitud 
Recuperación (%) 80 - 110 88 Cumple 

RSD (%) < 7.3 9 No cumple 

Precisión 

Repetitividad 

n ≥ 6 6 Cumple 

Media (µg/g) ± I.C.  17.0 ± 0.7  

RSD (%) < 7.3 4 Cumple 

Precisión inter-
media 

n ≥ 12 11 No cumple 

Media (µg/g) ± I.C.  16.5 ± 0.5  

RSD (%) < 2·RSDdía1+día2 5 Cumple 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Cuadro 9: Principales parámetros de la validación del método 
para cuantificar α-tocoferol en dietas mediante FD 

Fig. 24: Representación de la linealidad de α-tocoferol en el 
método para cuantificar α-tocoferol en dietas mediante FD. 
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Propiedad Parámetro Especificación Valor Aceptación 

Linealidad 

Patrones 

Rango (µg)  2.03 – 6.09  

O.O. ± I.C. 0 -0.00 ± 0.02 Cumple 

Pendiente ± I.C. ≠ 0 0.164 ± 0.003 Cumple 

r ≥ 0.990 0.9994 Cumple 

Muestras 

Rango (mg muestra)  2.52 – 20.2  

O.O. ± I.C. 0 -0.00 ± 0.09 Cumple 

Pendiente ± I.C. ≠ 0 0.0040 ± 0.0008 Cumple 

r ≥ 0.990 0.98 No cumple 

Exactitud 
Recuperación (%) 80 - 110 92 Cumple 

RSD (%) < 7.3 9 No cumple 

Precisión 

Repetitividad 

n ≥ 6 6 Cumple 

Media (µg/g) ± I.C.  15.9 ± 0.7  

RSD (%) < 7.3 4 Cumple 

Precisión inter-
media 

n ≥ 12 11 No cumple 

Media (µg/g) ± I.C.  15.9 ± 0.4  

RSD (%) < 2·RSDdía1+día2 4 Cumple 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Cuadro 10: Principales parámetros de la validación del 
método para cuantificar α-tocoferol en dietas mediante UVD 
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Fig. 25: Representación de la linealidad de α-tocoferol en el 
método para cuantificar α-tocoferol en dietas mediante UVD. 
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Propiedad Parámetro Especificación Valor Aceptación 

Linealidad 

Patrones 

Rango (µg)  19.0 - 152  

O.O. ± I.C. 0 0.01 ± 0.06 Cumple 

Pendiente ± I.C. ≠ 0 0.237 ± 0.006 Cumple 

r ≥ 0.9990 0.9994 Cumple 

Muestras 

Rango (mg muestra)  20.2 – 202  

O.O. ± I.C. 0 -0.15 ± 0.09 No cumple 

Pendiente ± I.C. ≠ 0 0.0136 ± 0.0008 Cumple 

r ≥ 0.9990 0.998 No cumple 

Exactitud 
Recuperación (%) 90 – 107 89 No cumple 

RSD (%) < 5.3 7 No cumple 

Precisión 

Repetitividad 

n ≥ 6 6 Cumple 

Media (µg/g) ± I.C.  89 ± 3  

RSD (%) < 5.3 2.7 Cumple 

Precisión inter-
media 

N ≥ 12 11 No cumple 

Media (µg/g) ± I.C.  90 ± 3  

RSD (%) < 2·RSDdía1+día2 4.3 Cumple 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cuadro 11: Principales parámetros de la validación del 
método para cuantificar acetato de α-tocoferol en dietas 
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Fig. 26: Representación de la linealidad de α-tocoferol en el 
método para cuantificar acetato de α-tocoferol en dietas. 
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4.1.4.1 Linealidad 

4.1.4.1.1 De α-tocoferol 

4.1.4.1.1.1 Fluorescencia 
En la Fig. 24 se representa la nube de puntos obtenida al representar el área de α-tocoferol 

relativa a la de patrón interno (fenildodecano), frente a la concentración de α-tocoferol. El coefi-

ciente de correlación, r, es superior a 0.99, suficiente para ser aceptado, en función de la con-

centración de analito en la muestra, alrededor de 0.001% (p/p). 

Test de linealidad: La respuesta a la concentración de analito se puede considerar lineal, pues 

la pendiente ± I.C. no incluye el valor 0; tb (88) es mayor que ttab (2.086), con una probabilidad 

del 95%. La media del factor de respuesta (1.54 ± 0.05) es superior a la pendiente de la recta y 

esto, unido a la alta variabilidad del factor de respuesta (8%), que tiende a disminuir con la 

concentración de analito, indica que existe una pérdida de linealidad a mayores concentracio-

nes, debido a la saturación de la señal en este detector. 

Test de proporcionalidad: Se puede considerar la respuesta proporcional y sin sesgo, pues la 

O.O. ± I.C. incluye el 0 y además se puede aceptar la hipótesis de que sea 0, pues ta (1.3) es 

inferior a ttab (2.086). 

4.1.4.1.1.2 Absorbancia 
En la Fig. 25 se representa la nube de puntos obtenida al representar el área de α-tocoferol 

relativa a la de patrón interno (fenildodecano), frente a la concentración de α-tocoferol, siendo 

el coeficiente de correlación, r, superior a 0.999. 

Test de linealidad: La respuesta a la concentración de analito se puede considerar lineal, pues 

la pendiente ± I.C. no incluye el valor 0; tb (136) es mayor que ttab (2.086), con una probabilidad 

del 95%. La media del factor de respuesta (0.161 ± 0.004) es prácticamente igual a la pendien-

te de la recta y la RSD del factor de respuesta (5.5%), sin descartar ningún punto, está muy 

cerca de estar dentro de los límites oficiales. Al contrario que en fluorescencia, las desviaciones 

de la linealidad se observan en este caso en los puntos de concentración más baja, en los que 

la dispersión de la señal es más alta. 

Test de proporcionalidad: Se puede considerar la respuesta proporcional y sin sesgo, pues la 

O.O. ± I.C. incluye el 0 y además se puede aceptar la hipótesis de que sea 0, pues ta (1.3) es 

inferior a ttab (2.086). 

4.1.4.1.2 Linealidad de acetato de α-tocoferol 
En la Fig. 26 se representa la nube de puntos obtenida al representar el área de α-tocoferol 

relativa a la de patrón interno (fenildodecano), frente a la concentración de α-tocoferol. El coefi-
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ciente de correlación, r, es superior a 0.999 y cumple con lo que se debe esperar de un analito 

que está en una concentración aproximada de un 10% (p/p). 

Test de linealidad: La respuesta a la concentración de analito se puede considerar lineal, pues 

la pendiente ± I.C. no incluye el valor 0; tb (89) es mayor que ttab (2.306), la media del factor de 

respuesta (0.239 ± 0.006) es prácticamente igual a la pendiente de la recta y la RSD del factor 

de respuesta (3.4%), está dentro de los límites establecidos. 

Test de proporcionalidad: Se puede considerar la respuesta proporcional y sin sesgo, pues la 

O.O. ± I.C. incluye el 0 y se puede aceptar la hipótesis de que sea 0, pues ta (0.5) es inferior a 

ttab (2.306). 

4.1.4.2 Linealidad de muestra 

4.1.4.2.1 De α-tocoferol 

4.1.4.2.1.1 Fluorescencia 
El coeficiente de correlación es superior a 0.999 y se podría aceptar incluso siendo sólo supe-

rior a 0.99. 

Test de linealidad: Pendiente ± I.C. no incluye el valor 0 y como tb (64) es mucho mayor que 

2.571 se puede rechazar la hipótesis nula y aceptar la linealidad con una probabilidad del 95%. 

El factor de respuesta (0.019 ± 0.002) es semejante a la pendiente de la recta de regresión 

(0.181 ± 0.007). Sin embargo, su RSD es demasiado elevado, 10%. En la observación de los 

datos individuales se observa una ligera tendencia a que el factor de respuesta disminuya 

cuando aumenta la cantidad de muestra, lo que apunta a una posible pérdida de respuesta 

cuando se trabaja con demasiada muestra. 

Test de proporcionalidad: O.O. ± I.C. incluyen el 0 y la ta (0.6) es menor que ttab, por lo que se 

puede rechazar que la recta de regresión de la linealidad de muestra tenga sesgo. 

4.1.4.2.1.2 Absorbancia 
El coeficiente de correlación no cumple con las especificaciones, pues, aunque está cerca de 

0.99, no llega a ese valor. 

Test de linealidad: Pendiente ± I.C. no incluye el valor 0 y como tb (13) es mayor que 2.447 se 

puede rechazar la hipótesis nula y aceptar la linealidad con una probabilidad del 95%. El factor 

de respuesta (0.0041 ± 0.002) es semejante a la pendiente de la recta de regresión (0.0040 ± 

0.0008). Sin embargo, su RSD es muy elevado, 16%. En la observación de los datos individua-

les se aprecia una tendencia a que el factor de respuesta disminuya cuando aumenta la canti-

dad de muestra, lo que de nuevo y como es lógico, apunta a una posible pérdida de respuesta 
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cuando se trabaja con demasiada muestra, que se acusa más en este detector que en el de 

fluorescencia. 

Test de proporcionalidad: O.O. ± I.C. incluyen el 0 y la ta (0.1) es menor que ttab, por lo que se 

puede rechazar que la recta de regresión de la linealidad de muestra tenga sesgo. 

4.1.4.2.2 De acetato de α-tocoferol 
El coeficiente de correlación no cumple con las especificaciones, aunque por un pequeño mar-

gen, pues, aunque está cerca de 0.999, no llega a ese valor. 

Test de linealidad: Pendiente ± I.C. no incluye el valor 0 y como tb (41) es mayor que 2.447 se 

puede rechazar la hipótesis nula y aceptar la linealidad con una probabilidad del 95%. El factor 

de respuesta (0.017 ± 0.003) es mayor que la pendiente de la recta de regresión (0.0136 ± 

0.0008) y además su, su RSD es muy elevado, 21%. En la observación de los datos individua-

les, de nuevo se observa una clara tendencia a que el factor de respuesta disminuya cuando 

aumenta la cantidad de muestra, por lo que se tiene una nueva evidencia de que la respuesta 

disminuye cuando aumenta la cantidad de muestra. 

Test de proporcionalidad: O.O. ± I.C. no incluye el 0 y la ta (4.1) es mayor que ttab, por lo que no 

se puede rechazar que la recta de regresión de la linealidad de muestra tenga sesgo. Este 

sesgo está en consonancia con la disminución de señal ya mencionada. 

4.1.4.3 Exactitud 

4.1.4.3.1 De α-tocoferol 

4.1.4.3.1.1 Fluorescencia 
La diferencia entre el valor esperado (100%) y el encontrado (88%) es superior al I.C. de la 

media (4%), al 95% y la RSD de la recuperación (9%) está por encima del límite máximo admi-

tido por la AOAC (7.3%). 

Test de linealidad: La recta de la recuperación tiene una pendiente significativamente distinta 

de 0, pues tb (68) es muy superior a ttab (2.110). Sí se puede aceptar además que la pendiente 

sea 1, pues el valor de tb en este caso (0.8) es inferior a 2.306. 

Test de proporcionalidad: La O.O. ± I.C. (-0.11 ± 0.05) no incluye el 0 y no se puede aceptar la 

hipótesis de que a = 0 al 95% (4.3 > 2.120), es decir, que la recuperación tiene sesgo. La ob-

servación de los valores individuales lleva a la conclusión de que en los niveles bajos de analito 

la recuperación es más baja. 
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4.1.4.3.1.2 Absorbancia 
La diferencia entre el valor esperado (100%) y el encontrado (92%) es superior al I.C. de la 

media (4%), al 95% y la RSD de la recuperación (9%) está por encima del límite máximo admi-

tido por la AOAC (7.3%). 

Test de linealidad: La recta de la recuperación tiene una pendiente significativamente distinta 

de 0, pues tb (67) es muy superior a ttab (2.120). Se puede aceptar además que la pendiente 

sea 1, pues el valor de tb en este caso (1.6) es inferior a 2.306. 

Test de proporcionalidad: La O.O. ± I.C. (-0.054 ± 0.054) no incluye por muy poco el 0, aunque, 

estrictamente hablando, se puede aceptar la hipótesis de que a = 0 al 95% (2.118 < 2.120). La 

observación de los valores individuales indica que en los niveles bajos de analito la dispersión 

de la recuperación es mayor, pero se podría aceptar que no hay sesgo en la recuperación.  

4.1.4.3.2 De acetato de α-tocoferol 
La diferencia entre el valor esperado (100%) y el encontrado (89%) es superior al I.C. de la 

media (4%), al 95% y la RSD de la recuperación (7%) está por encima del límite máximo admi-

tido por la AOAC (2.8%). 

Test de linealidad: La recta de la recuperación tiene una pendiente significativamente distinta 

de 0, pues tb (14) es muy superior a ttab (2.306). Se puede aceptar que la pendiente sea 1, pues 

tb (1.8) es inferior a 2.306. 

Test de proporcionalidad: La O.O. ± I.C. (0 ± 1) incluye el 0 y se puede aceptar la hipótesis de 

que a = 0 al 95% (0.1 < 2.306), es decir, que la recuperación no tiene sesgo. 

4.1.4.4 Precisión 

4.1.4.4.1 De α-tocoferol 

4.1.4.4.1.1 Fluorescencia 
La repetitividad es satisfactoria para los niveles de analito ensayado (≈0.001%), pues los coefi-

cientes de variación de ambos días son menores del 5.3%, por lo que cumplen incluso con las 

especificaciones de la AOAC 

El coeficiente de variación de la media conjunta de los días es inferior al doble de la media de 

los coeficientes de variación obtenidos en cada uno de los días, por lo que se puede aceptar la 

precisión intermedia del método 

4.1.4.4.1.2 Absorbancia 
La repetitividad es satisfactoria pues, al igual que en fluorescencia, los coeficientes de variación 

de ambos días son menores del 5.3%. 
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También en UV se puede aceptar la precisión intermedia, de nuevo el coeficiente de variación 

de la media conjunta de los días es inferior al doble de la media de los coeficientes de variación 

obtenidos en cada uno de los días. 

4.1.4.5 De acetato de α-tocoferol 
También en este caso la repetitividad es satisfactoria para los niveles de analito ensayado 

(≈0.01%), aunque las especificaciones sean más estrictas, pues los coeficientes de variación 

de ambos días son menores del 2.8%. 

El coeficiente de variación de la media conjunta de los días es inferior al doble de la media de 

los coeficientes de variación obtenidos en cada uno de los días, por lo que se puede aceptar la 

precisión intermedia del método. 

4.1.4.6 Estabilidad en las dietas 
Tras realizar los análisis descritos en el apartado 3.4.3.5.7, se obtuvieron los resultados que se 

detallan en el Cuadro 12 y en la Fig. 27. Sobre los datos de cada uno de los días se realizó un 

análisis de la varianza de una vía y las medias de cada uno de los días se compararon median-

te el test de Student-Newman-Keuls y se pudo observar que la concentración de α-tocoferol 

disminuye con el almacenamiento y posterior descongelación, hasta valores inferiores a la mi-

tad de los iniciales (Cuadro 12). 

 Día 0 Día 15 Día 17 
α-tocoferol (µg/g) 28.9 ± 0.9b 15 ± 2a 12.7 ± 0.5a 

Acetato de α-tocoferol (µg/g) 85 ± 3a 87 ± 10a 81 ± 2a 

 

 

 

 

En la Fig. 27 se presentan los resultados en forma percentual, considerando como 100% el 

valor medio medido en el día 0. Se puede apreciar que el α-tocoferol no es estable, pues dis-

minuye en estas condiciones hasta niveles que están por debajo del 50% de los iniciales, mien-

tras que se puede considerar perfectamente estable su forma acetilada. Así pues, el tener pro-

tegido el hidroxilo convierte al acetato de α-tocoferol en una forma estable de vitamina E. 

  

Cuadro 12: Concentración de vitamina E (α-tocoferol y acetato de α-
tocoferol) en dietas preparadas, congeladas y descongeladas tras dos 
semanas. Los resultados se presentan en forma de media ± error están-
dar. Letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre las 
medias. 
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4.1.4.7 Consideraciones finales 
En el caso del análisis de α-tocoferol, la alta variabilidad de analito en la muestra, debido a las 

distintas fuentes posibles de aceite, llevó a validar el método en un amplio rango de concentra-

ciones, y, aunque la respuesta al analito es satisfactoria, la presencia de la muestra complica el 

análisis, pues tanto cuando hay poca muestra como cuando hay poco analito en la muestra, la 

recuperación parece menor. Las consecuencias prácticas de esto son que hay que trabajar con 

cantidades de muestra iguales o ligeramente superiores a 100 mg y no intentar aumentar la 

señal aumentando la cantidad de muestra. El detector de fluorescencia parece tener mejores 

características para la determinación de α-tocoferol cuando hay muestras, pero la cuantifica-

ción con el detector de UV podría ser suficiente en la mayoría de los casos y el comportamiento 

de ambos detectores resulta equivalente. Las diferencias en la aceptabilidad de la hipótesis de 

proporcionalidad de la recuperación en las mismas muestras analizadas por UV o por Fluores-

cencia se deben a que la mayor dispersión de los datos en los puntos más bajos en el análisis 

por UV hacen que las hipérbolas de confianza sean relativamente más grandes que cuando se 

analiza por fluorescencia. 

Si bien el contenido en α-tocoferol de las dietas no se puede considerar el mismo al cabo de los 

días, pues el almacenamiento le afecta drásticamente, el acetato de α-tocoferol se mantiene 

estable, y, puesto que se añade en cantidad suficiente a las dietas, garantiza un aporte cons-

Estabilidad de vitamina E en dietas
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Fig. 27: Representación de la estabilidad de α-tocoferol (a-T) y de aceta-
to de α-tocoferol (Ac a-T) en dietas congeladas y descongeladas tras dos 
semanas. En cada uno de los días se representa la media ± error están-
dar. Se considera 100% el valor de la media obtenida en el día 0. 
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tante y uniforme de vitamina E a los animales durante el tiempo que dura el estudio, indepen-

dientemente de la dieta. En cualquier caso, resulta conveniente proporcionar dieta recién des-

congelada a los animales cada día, para minimizar los efectos de la oxidación. 

4.1.5 Método para medir α-tocoferol en sangre 

En la Fig. 28 se presentan cromatogramas representativos del análisis de patrones y muestras 

de sangre. Tras obtener los resultados analíticos, se calcularon los parámetros de la validación 

y los más importantes están resumidos en el Cuadro 13. Se presentan a continuación los co-

mentarios más relevantes acerca de la validación. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.1.5.1 Linealidad de α-tocoferol 
En la Fig. 29 se representa la nube de puntos obtenida al representar el área de α-tocoferol 

relativa a la de patrón interno (tocol), frente a la cantidad de α-tocoferol. El coeficiente de corre-

lación, r, es superior a 0.99, suficiente para ser aceptado, en función de la concentración de 

analito en la muestra, inferior a 0.0001% (p/p). 

Test de linealidad: La respuesta a la concentración de analito se puede considerar lineal, pues 

la pendiente ± I.C. no incluye el valor 0; tb (28) es mayor que ttab (2.365). La pendiente, sin em-

bargo, es ligeramente inferior al factor de respuesta (5.1 ± 0.3), debido fundamentalmente a 

que en el punto de cantidad de α-tocoferol más baja, la señal es más baja de lo que debiera y 

Fig. 28: Cromatogramas representativos 
de patrón y muestra de sangre 
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en consecuencia, la RSD del factor de respuesta (8%) es más elevada de lo que debería ser 

para cumplir con los criterios generales de aceptación. 

Test de proporcionalidad: Se puede considerar la respuesta proporcional y sin sesgo, pues la 

O.O. ± I.C. incluye el 0 y además se puede aceptar la hipótesis de que sea 0, pues ta (1.7) es 

inferior a ttab (2.365). 

 
Propiedad Parámetro Especificación Valor Aceptación 

Linealidad Patrones 

Rango (µg)  0.08 – 0.8  

O.O. ± I.C. 0 0.1 ± 0.2 Cumple 

Pendiente ± I.C. ≠ 0 4.6 ± 0.4 Cumple 

R ≥ 0.990 0.996 Cumple 

Exactitud 
Recuperación (%) 80 - 110 98 Cumple 

RSD (%) < 7.3 7.4 No cumple 

Precisión Repetitividad 

N ≥ 6 4 No cumple 

Media (mg/dL) ± I.C.  337 ± 14  

RSD (%) < 7.3 3 Cumple 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 29: Representación de la linealidad de α-tocoferol en 
el método para cuantificar α-tocoferol en sangre 
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Cuadro 13: Principales parámetros de la validación del 
método para medir α-tocoferol en sangre 
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4.1.5.2 Exactitud de la recuperación de α-tocoferol 
La diferencia entre el valor esperado (100%) y el encontrado (98%) es inferior al I.C. de la me-

dia (6%), al 95% y la RSD de la recuperación (7.4%) está sólo una décima por encima del lími-

te máximo admitido por la AOAC (7.3%). 

Test de linealidad: La recta de la recuperación tiene una pendiente significativamente distinta 

de 0, pues tb (19) es mayor que ttab (2.447). A pesar de que se pueda aceptar la hipótesis de la 

igualdad de la recuperación a 100%, no se puede aceptar que la pendiente de la recuperación 

sea 1, porque tb (4.5) es superior a ttab, debido a que la recuperación en el punto de mayor con-

centración es inferior a 100%. 

Test de proporcionalidad: La O.O. ± I.C. (48 ± 36) no incluye el 0, por lo que no se puede acep-

tar la hipótesis de que sea 0 al 95% (3.309 < 2.306) y por tanto hay sesgo en la recuperación, 

que está relacionado también con la disminución en la recuperación en el punto más alto. 

4.1.5.3 Precisión 
Debido a las especiales características de esta muestra, se decidió que no se evaluaría la pre-

cisión intermedia, pues la sangre no es repetitiva de un día para otro. La repetitividad es satis-

factoria para los niveles de analito ensayado (≈0.0001%), pues el coeficiente de variación es 

menor del 3%, por lo que cumple incluso con las especificaciones de la AOAC para niveles de 

analito muy superiores. Problemas analíticos independientes del tratamiento de muestra hicie-

ron que sólo se pudieran analizar cuatro réplicas, pero dado que los resultados eran muy satis-

factorios, no se consideró necesario sacrificar otro animal para completar los resultados. 

4.1.5.4 Consideraciones finales 
Se puede considerar que los parámetros de validación son satisfactorios para un método con el 

que se ha conseguido el objetivo propuesto de analizar una muestra de sangre en la menor 

cantidad posible de tiempo, pues en menos de 10 min desde que se obtenga la sangre puede 

estar analizándose en el cromatógrafo. 



Tesis: Vitamina E, dieta y gestación/lactancia o diabetes RESULTADOS 
 

113 

4.2 Experimentos con animales 

4.2.1 Experimento 1: Utilización durante la gestación de die-
tas conteniendo 5% y 10% de grasa 

4.2.1.1 Dieta 
Como se puede observar en la Fig. 30, las dietas utilizadas tenían un contenido similar de vi-

tamina E, debido sobre todo a que a todas se les añadía acetato de α-tocoferol en la misma 

proporción. Hay que recordar que el método para cuantificar vitamina E en las dietas no permi-

te conocer la proporción de cada uno de los estereoisómeros de la vitamina E, por lo que no se 

puede estimar la actividad debida al α-tocoferol. En el caso del aceite de oliva virgen, se puede 

suponer que, dado que debe provenir del prensado en frío de la materia prima, todo el α-

tocoferol sea de la forma RRR-, pero en el caso del aceite de girasol y de pescado, su proce-

samiento supone la pérdida de gran parte de la vitamina E que naturalmente poseen, por lo 

que es habitual añadir α-tocoferol sintético como antioxidante y no se puede saber cuánto hay 

de cada una de las posibles formas de vitamina E. En la Fig. 30 se ha optado por representar la 

vitamina E en forma de moles de α-tocoferol. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las dietas se distinguen fundamentalmente por el distinto contenido en ácidos grasos, como se 

puede observar en la Fig. 31, aunque esta proporción es independiente del contenido total de 

grasa en las mismas. Así, la dieta de grasa de palma contiene una proporción más alta de los 

Fig. 30: Concentración de vitamina E en las 
dietas del Experimento 1. Los datos se pre-
sentan como media ±SEM. N.S.: No signifi-
cativo. 

α -Tocoferol en las dietas

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

5% 10% 5% 10% 5% 10% 5% 10%

Palma Girasol Oliva Pescado

al
fa

-to
co

fe
ro

l (
m

m
ol

/k
g 

se
co

)

N.S.



Fco. Javier Rupérez Tesis: Vitamina E, dieta y gestación/lactancia o diabetes  
 

 

114 

ácidos grasos saturados que el resto de las dietas. La dieta de aceite de girasol presenta un 

contenido de ácido grasos poliinsaturados de la serie ω-6 (principalmente ácido linoléico, 

C18:2ω-6) muy superior al resto de las dietas y una proporción de ácidos grasos monoinsatura-

dos (sobre todo ácido oleico, C18:1ω-9) moderada, aunque inferior a la de oliva. Esta dieta pre-

senta mucha mayor proporción de ácido grasos monoinsaturados (oleico casi exclusivamente) 

que cualquiera de las otras dietas y su contenido en ácido linoléico es inferior al de la dieta de 

girasol, pero superior a la de cualquiera de las otras dietas estudiadas. La dieta de pescado es 

la única que presenta cantidades importantes de los ácidos grasos ω-3, principalmente el EPA 

y el DHA y su contenido en monoinsaturados es moderado. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las ratas recibieron la correspondiente dieta ad libitum durante 20 días, que en el caso de las 

ratas preñadas coincide con los primeros 20 días de gestación. La ingesta media de las ratas a 

 PALMA GIRASOL OLIVA PESCADO 
12:O 41,74 0,15 0,88 0,01 
14:O 14,54 0,43 0,74 0,01 
16:O 15,48 7,89 12,59 17,52 
18:O 20,25 5,51 4,46 3,83 

16:1(ω-7) 0,01 0,17 1,22 5,70 
18:1(ω-9) 5,83 24,75 70,35 20,83 
18:2(ω-6) 0,74 59,77 7,38 1,11 
20:4(ω-6) 0,01 0,01 0,01 0,01 
20:5(ω-3) 0,01 0,01 0,09 9,46 
22:6(ω-3) 0,01 0,01 0,01 10,21 

 

Ácidos grasos en la dieta de PALMA (%)

92,0
0,7

0,0

5,8

0,8

Ácidos grasos en la dieta de OLIVA (%)

18,7

71,6

7,4

0,1

7,5

Ácidos grasos en la dieta de GIRASOL (%)

14,0

24,9

60,8 59,8

0,1

Ácidos grasos en la dieta de PESCADO (%)

21,4

26,5
1,1

19,720,8

Fig. 31: Proporción de ácidos grasos en 
las distintas dietas empleadas en el Expe-
rimento 1. En el cuadro adjunto se detallan 
las proporciones individuales de los ácidos 
grasos indicados. 

Saturados  

Monoinsaturados  

Poliinsaturados totales 

Poliinsaturados ω-3 

Poliinsaturados ω-6 
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lo largo del experimento fue estimada y analizada previamente [562] y en la presente Memoria 

se comentan los datos correspondientes. Como se muestra en el Cuadro 14, la ingesta media 

diaria durante la última semana de tratamiento y gestación dentro de un mismo porcentaje de 

grasa es similar en todos los grupos. Al comparar la ingesta de ratas vírgenes frente a las 

preñadas, dentro de un mismo porcentaje de dieta, se observa la conocida hiperfagia gestacio-

nal. 

De una forma global, se puede apreciar una disminución importante en la ingesta cuando las 

ratas toman la dieta con un 10% de grasa con relación a la del 5%, pero la ingesta energética 

es similar entre ratas vírgenes, independientemente del porcentaje de grasa y lo mismo ocurre 

con las ratas preñadas. En cuanto a la ingesta absoluta de grasa, se observa que las ratas que 

toman la dieta con un 10% de grasa realmente no ingieren el doble de grasa que las del 5%, 

sino sólo alrededor de un 60% más. A su vez, es interesante hacer notar que la ingesta calórica 

de los animales resultó ser más baja en las ratas que recibían dieta con un 10% de grasa que 

las que ingerían la dieta con un 5% de grasa (Cuadro 15) 

 

   DIETAS 
   Palma Girasol Oliva Pescado 

5% 

VÍRGENES 

g/rata/día 24.3±0.4 21.2±4.4 22.7±1.2 22.3±1.5 

kcal/rata/día 92.3±2.7 76.5±15.7 85.9±4.8 83.4±6.3 

g grasa/rata/día 1.2±0.0 1.1±0.2 1.1±0.1 1.1±0.1 

PREÑADAS 

g/rata/día 30.4±0.4 29.2±0.8 31.5±1.6 32.1±1.4 

kcal/rata/día 110.6±1.4 106.7±3.1 115.2±5.8 115.7±5.9 

g grasa/rata/día 1.5±0.0 1.5±0.0 1.6±0.1 1.6±0.1 

10% 

VÍRGENES 

g/rata/día 19.4±0.3 18.2±0.2 18.5±0.6 18.3±0.5 

kcal/rata/día 75.7±1.2 70.1±0.8 72.2±2.3 71.4±1.9 

g grasa/rata/día 1.9±0.0 1.8±0.0 1.9±0.1 1.8±0.1 

PREÑADAS 

g/rata/día 24.9±0.5 24.5±1.6 23.8±0.8 24.3±1.2 

kcal/rata/día 97.1±1.9 95.6±6.2 92.8±3.1 94.8±4.7 

g grasa/rata/día 2.5±0.1 2.5±0.2 2.4±0.2 2.4±0.1 

 

 

 

 

Cuadro 14: Ingesta media durante la última semana de experimento de las ratas alimen-
tadas con distintas dietas. Los resultados se muestran como media±SEM. Datos tomados 
de la tesis doctoral de la Dra. E. Amusquivar [562] 
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4.2.1.2 Parámetros corporales 
En el Cuadro 15 se puede observar que el peso corporal final (al día 20 de gestación) no se 

modificó en las ratas vírgenes ni en las preñadas con ninguna de las cuatro dietas estudiadas, 

independientemente de la cantidad de grasa que tuvieran. Sin embargo y como era de esperar, 

el peso corporal era siempre más alto en las ratas preñadas que en las vírgenes y esta diferen-

cia se observa tanto en el peso total como en el peso neto, estimado restando el peso del con-

ceptus. 

GRUPO Peso total 
día 20 (g) Peso neto Peso híga-

do (g) 
Peso 

TAL (g) 
Peso con-
ceptus (g) 

Peso 
placenta 

(g) 
Nº de 
fetos 

Peso 
fetal (g) 

Peso 
hígado 
fetal (g) 

P5-V 231.7±3.8  9.41±0.26 1.04±0.16
a      

G5-V 261.3±13.9  9.31±0.45 1.29±0.13
a      

O5-V 248.8±3.9  9.47±0.23 1.05±0.11
a      

PE5-V 235.8±10.3  9.41±0.26 0.58±0.07
a      

P5-G 345.4±10.4 
*** 

266.5±6.0 
12.06±0.33 

*** 
1.54±0.11 

AB * 78.9±4.3 0.54±0.03 14.6±0.8 3.65±0.06 0.23±0.01 

G5-G 364.7±10.5 
*** 291.0±8.3 12.27±0.68 

** 
1.92±0.27 

AB* 73.7±2.0 0.59±0.04 13.3±0.7 3.89±0.18 0.26±0.02 

O5-G 339.6±12.6 
*** 270.7±10.4 

11.85±0.74 
** 

1.79±0.18 
AB 68.9±2.2 0.55±0.04 12.8±1.2 4.00±0.26 0.27±0.01 

PE5-G 337.8±9.2 
*** 251.5±6.5 11.76±0.46 

* 
1.26±0.17

A* 86.3±3.1 0.58±0.03 15.0±0.8 3.61±0.08 0.24±0.01 

P10-V 247.9±6.3  9.27±0.09 1.24±0.14
a      

G10-V 283.3±14.5  10.87±1.02 3.52±0.42
b      

O10-V 258.1±1.5  9.87±0.34 1.69±0.19
a      

PE10-V 255.5±5.6  11.14±0.33 1.16±0.10
a      

P10-G 369.5±12.1 
*** 286.8±7.5 14.92±0.95 

*** 
2.27±0.15

AB*** 82.7±5.7 0.46±0.05 13.8±1.2 3.97±0.14 0.26±0.01 

G10-G 376.7±15.0 
*** 294.4±10.4 12.64±0.81 2.19±0.45

B 82.3±5.2 0.50±0.01 13.5±0.3 3.61±0.14 0.24±0.02 

O10-G 358.3±8.3 
*** 277.1±5.5 13.93±0.72 

*** 
2.64±0.18

AB 81.2±2.5 0.49±0.02 14.2±0.2 3.71±0.15 0.26±0.02 

PE10-G 332.5±14.3 
*** 256.6±10.1 

13.49±0.82 
* 

1.43±0.18
A 75.9±5.7 0.52±0.03 12.0±1.0 3.78±0.14 0.27±0.02 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cuadro 15: Parámetros corporales de las ratas estudiadas a día 20 de gestación y tratamiento o día 20 de tra-
tamiento. Los datos se presentan como media±SEM. Datos tomados de la tesis doctoral de la Dra. E. Amusquivar 
[562] 
Cuando hay diferencias estadísticamente significativas, la homogeneidad de medias se indica mediante letras: 
Letras minúsculas distintas indican diferencias entre todos los grupos de ratas vírgenes y mayúsculas entre todas 
las preñadas. Si hay diferencias estadísticamente significativas entre los grupos de vírgenes y preñadas de un 
mismo tipo de dieta y porcentaje de grasa se indica mediate asteriscos: *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001. 
Para la identificación de los grupos, se ha seguido siempre el mismo criterio: primero unas letras para indicar el 
tipo de dieta (P-Palma; G-Girasol; O-Oliva; PE-Pescado), con un número para indicar el porcentaje de grasa y 
luego una letra para indicar la condición de los animales (V-vírgenes, G-gestantes) 
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Las distintas dietas tampoco modificaron el peso del hígado en ratas vírgenes ni en preñadas, 

aunque se observa el aumento sistemático del tamaño del hígado debido a la gestación. Asi-

mismo, se puede observar una tendencia a que las ratas alimentadas con las dietas que con-

tienen el 10% de grasa presenten un mayor peso del hígado que las alimentadas con un 5% de 

grasa. 

Se puede observar también un menor peso del tejido adiposo lumbar en las ratas alimentadas 

con la dieta de aceite de pescado, tanto con un 5% como con un 10%, frente a los otros grupos 

y esta disminución es aún mayor en el caso de las preñadas. 

Además se observa que, como cabía esperar, existe una tendencia a un mayor peso del tejido 

adiposo lumbar en las preñadas comparándolas con las vírgenes alimentadas con dietas basa-

das en el mismo tipo de grasa. Por otro lado, se observa también un mayor peso del tejido adi-

poso lumbar en las ratas alimentadas con dieta con 10% de grasa con relación a las del 5%. 

Ni el peso del conceptus, de los fetos, del hígado fetal o de las placentas, ni el número de fetos 

se modificaron con la ingesta materna de cualquiera de las cuatro dietas y el distinto porcentaje 

de grasa en estas dietas tampoco modificó estos parámetros. 

4.2.1.3 α-Tocoferol tisular 
Para analizar los resultados tanto en plasma como en hígado o tejido adiposo se asumió la 

homogeneidad de varianzas y se realizaron sendos ANOVAS de tres vías, basados en mode-

los de tres niveles de interacción y se obtuvieron los correspondientes p-valores asociados a 

las probabilidades de significatividad de cada factor e interacción. Tras el ANOVA, se realizaron 

sendos tests de comparaciones múltiples de Student-Newman-Keuls (con un nivel de confianza 

del 95%) para cada uno de los tres factores ensayados (Dieta = tipo de grasa en la dieta -

palma, girasol, oliva o pescado-; gestación = vírgenes o preñadas; porcentaje = porcentaje de 

grasa en la dieta - 5% ó 10%-). 

Para poder interpretar de una forma más visual los resultados se realizaron, para cada tejido, 

dos ANOVAS de una vía, uno para analizar las diferencias entre los grupos de ratas vírgenes y 

otro para las preñadas, independientemente de la cantidad de grasa que tomaban en la dieta. 

Tras estos ANOVAS se evaluaron las diferencias entre las medias de cada grupo mediante el 

test de comparaciones múltiples de Student-Newman-Keuls (al 95%) y los resultados se expre-

san en cada caso en las respectivas figuras mediante letras que indican la homogeneidad de 

las medias. Se hicieron también comparaciones basadas en la t de Student, entre cada pareja 

de medias (vírgenes y preñadas) correspondientes a la misma dieta y cantidad de grasa y 

cuando la diferencia resultó significativa se indica en las figuras mediante asteriscos. 
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En el caso de los resultados en placenta e hígado fetal, tras un ANOVA de dos vías basado en 

un modelo de dos niveles de interacción, se obtuvieron los correspondientes p-valores asocia-

dos a las probabilidades de significatividad de cada factor e interacción. Tras estos ANOVAS 

se realizaron sendos tests de comparaciones múltiples de Student-Newman-Keuls (con un nivel 

de confianza del 95%) para cada uno de los dos factores ensayados (dieta y porcentaje). Se 

han realizado también ANOVAS de una vía, para posteriormente analizar las diferencias entre 

las medias mediante el test de comparaciones múltiples de Student-Newman-Keuls, al 95% y 

los resultados se expresan en cada caso en las respectivas figuras mediante letras que indican 

la homogeneidad de las medias. 

4.2.1.3.1 α-Tocoferol en plasma 

4.2.1.3.1.1 Concentración de α-tocoferol en plasma 
Los resultados obtenidos para cada uno de los 16 grupos experimentales se representan en la 

Fig. 32 y en los Cuadros 16 y 17 se resumen los principales parámetros obtenidos al realizar el 

análisis estadístico de los datos. 

Tipo de dieta: Como se resume en el Cuadro 16, existe una fuerte evidencia estadística de que 

el tipo de dieta influye sobre la concentración plasmática de α-tocoferol. Al analizar las medias 

de α-tocoferol plasmático correspondientes a cada dieta (Cuadro 17), se encuentra que las 

ratas alimentadas con aceite de pescado tienen menos α-tocoferol en el plasma. 

Gestación: La gestación también tiene una influencia significativa en el modelo estadístico que 

relaciona la concentración plasmática de α-tocoferol con los distintos factores ensayados, como 

se ve en el Cuadro 16 y así las ratas preñadas tienen niveles plasmáticos de α-tocoferol más 

altos que las vírgenes, como se indica en el Cuadro 17. 

Porcentaje de grasa: El que las ratas tomen las dietas con un 5 o un 10% de grasa influye sig-

nificativamente sobre los niveles de α-tocoferol en plasma (Cuadro 16) y en el Cuadro 17 se 

aprecia globalmente que, con excepción de las ratas que tomaron la dieta de grasa de palma, 

las ratas que ingieren las dietas con un 10% de grasa tienen menos α-tocoferol en plasma que 

las que tomaron las dietas con un 5% de grasa. Este efecto del incremento de grasa en la dieta 

reduciendo los niveles de α-tocoferol en plasma se observa claramente en los animales que 

ingieren aceite de girasol o de pescado y tanto en las ratas vírgenes como en las preñadas. 
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Fig. 32: α-Tocoferol en plasma de ratas a día 20 de gestación alimentadas con distintas dietas y en 
ratas vírgenes sometidas al mismo tratamiento. Los datos se presentan en forma de media±SEM. 
Letras minúsculas distintas indican diferencias estadísticamente significativas entre todos los grupos 
de ratas vírgenes y mayúsculas entre todas las preñadas. Si hay diferencias estadísticamente signi-
ficativas entre los grupos de vírgenes y preñadas de un mismo tipo de dieta y porcentaje de grasa 
se indica mediate asteriscos: *, p<0.05; **, p<0.01 

Cuadro 16: Comparación de las medias de α-
tocoferol en plasma en cada uno de los grupos 
de los correspondientes factores de variación. 
Las aspas en una misma columna indican que 
las medias son homogéneas (G.H. = grupos 
homogéneos). Los grupos se ordenan según su 
media de arrriba a abajo, de menor a mayor. 

Dieta G.H. Gestación G.H. % G.H. 

Pescado  X  Vírgenes X  10% X  
Oliva  X Preñadas  X 5%  X 

Girasol  X       
Palma   X       

 

Cuadro 17: p-valor asociado a la proba-
bilidad de que la influencia de los distintos 
factores e interacciones entre los factores 
sea significativa sobre los niveles de α-
tocoferol en plasma. 

EFECTOS PRINCIPALES p 
Dieta  0.0002 

Gestación 0.0006 
Porcentaje 0.02 

  
INTERACCIONES  
Dieta-Gestación  0.08 
Dieta-Porcentaje  0.02 

Gestación-Porcentaje 0.3 
Dieta-Gestación-Porcentaje 0.07 
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Interacciones de la gestación con el porcentaje de grasa y el tipo de dieta: En el modelo esco-

gido para analizar los datos de la concentración de α-tocoferol en plasma, la interacción del 

factor “porcentaje” con el factor “gestación” (Cuadro 16) no es significativa, lo que significa que 

ambos factores ejercen su influencia sobre los niveles de α-tocoferol en plasma de forma inde-

pendiente y no existe ninguna sinergia (o inhibición) entre ambos factores. La gestación ejerce 

su influencia también independientemente del tipo de grasa de la dieta, pues, como se aprecia 

en el Cuadro 16, la interacción gestación-tipo de grasa tampoco es significativa (con un 95% de 

confianza). 

Interacción del porcentaje de grasa y el tipo de dieta: Sin embargo, la interacción del tipo de 

grasa de la dieta con el porcentaje de grasa sí es significativa (Cuadro 16). Para ayudar a ex-

plicar esta interacción se pueden agrupar los valores de concentración plasmática de α-

tocoferol correspondientes a cada dieta según el porcentaje de grasa, independientemente del 

estado gestacional, es decir, todos los valores de concentración de α-tocoferol plasmático de 

las ratas alimentadas con dietas con un 5% de grasa por un lado y todas las de dietas con un 

10% por otro. Una vez agrupados, se puede evaluar el valor del cociente entre los valores del 

5% y del 10% de cada una de las dietas. De esta forma se observa que la variación en los nive-

les de α-tocoferol asociada a un mayor porcentaje de grasa en la dieta es distinta según el tipo 

de grasa, pues la concentración de α-tocoferol de las ratas P5 es 0.6 veces la de las ratas P10, 

en las ratas O5 la concentración es 1.3 veces la de las ratas de O10, los niveles de α-tocoferol 

de las ratas G5 son 2.3 veces los de las G10 y los de PE5 son casi 3 veces los de PE10. Esto 

indica que la disminución de la concentración plasmática de α-tocoferol que se observa cuando 

el porcentaje de grasa de la dieta es mayor, es más acusada cuando las dietas son más ricas 

en ácidos grasos poliinsaturados. 

4.2.1.3.1.2 Relación de α-tocoferol frente a lípidos totales en plasma 
Para estudiar si las variaciones de α-tocoferol son dependientes o no del metabolismo lipídico, 

es habitual expresar la concentración plasmática de α-tocoferol corregida por la concentración 

de lípidos (triglicéridos y colesterol). En la Fig. 33 se presentan los resultados obtenidos al rea-

lizar estos cálculos. La estadística aplicada es la misma que en el caso anterior y se resume en 

los Cuadros 18 y 19. 

Tipo de dieta: Como se muestra en el Cuadro 18, existe una evidencia significativa de que el 

tipo de grasa de la dieta modifica el cociente α-tocoferol/lípidos, que, como se puede ver en el 

Cuadro 19, es más bajo en las ratas que tomaron las dietas de oliva y de pescado. La dieta de 

aceite de girasol, con más α-tocoferol, eleva esta relación α-tocoferol/lípidos. 

Porcentaje de grasa: El porcentaje de grasa en la dieta también altera la proporción de α-

tocoferol frente a lípidos, porque en el Cuadro 18 se puede ver que el p-valor asociado a la hi-
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pótesis de que el factor “porcentaje” influya es inferior a 0.05. La tendencia es la misma que se 

observaba al estudiar la concentración plasmática de α-tocoferol, es decir, que las ratas que 

toman una dieta con un 5% de grasa tienen valores más altos que los de las que toman dietas 

con un 10%, en este caso del cociente α-tocoferol/lípidos. Aunque ésta es la tendencia global, 

en el caso de los valores de α-tocoferol/lípidos en plasma de las ratas alimentadas con la dieta 

de grasa de palma no se aprecia que cuando la dieta tiene un 10% de grasa la relación α-

tocoferol/lípidos sea menor que cuando la dieta tiene un 5% de grasa. 

Gestación: En términos globales, la gestación no modifica significativamente este cociente en-

tre el α-tocoferol y el conjunto de lípidos, como se aprecia en el Cuadro 18. En consecuencia, la 

media agrupada de todos los valores correspondientes a las ratas vírgenes es homogénea con 

la de todos los de ratas preñadas (Cuadro 19). A pesar de esta tendencia global, se puede ob-

servar que en el caso de la dieta con un 5% de aceite de girasol sí hay evidencia estadística de 

un mayor valor de α-tocoferol/lípidos en el plasma de las ratas vírgenes frente a las correspon-

dientes preñadas (Fig. 33). 

Interacción del tipo de dieta con la gestación o con el porcentaje de grasa: La interacción del 

factor “dieta” con cualquiera de los otros dos resulta significativa, como se indica en el Cuadro 

18. Por una parte, los valores de α-tocoferol/lípidos totales de los grupos de palma no siguen la 

tendencia global observada en los otros grupos, en los que se aprecia que esta relación α-

tocoferol/lípidos en plasma es menor cuando el porcentaje de grasa en la dieta es mayor y así, 

el que exista una dieta en la que no se cumple esta tendencia supone que la interacción del 

factor “dieta” con el factor “porcentaje” sea estadísticamente significativa. A su vez, la dieta de 

aceite de girasol altera la tendencia global de la falta de influencia de la gestación sobre los 

valores de α-tocoferol/lípidos en plasma y se puede observar (Cuadro 18) que sólo en estos 

grupos de ratas alimentadas con la dieta de aceite de girasol los valores de α-tocoferol/lípidos 

en plasma correspondientes a los grupos de ratas preñadas son inferiores a los de sus corres-

pondientes controles, por lo que la interacción del factor “dieta” con el factor “gestación” resulta 

estadísticamente significativa. 

Interacción de la gestación y el porcentaje de grasa: De nuevo, como ocurría en los valores de 

concentración plasmática de α-tocoferol (Cuadro 16), no hay evidencia de interacción entre la 

gestación y el porcentaje de grasa de la dieta sobre la relación α-tocoferol/lípidos (Cuadro 18) y 

cada uno de estos factores ejerce su influencia por separado. 
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Fig. 33: Cociente de α-tocoferol entre lípidos (triglicéridos y colesterol) en plasma de ratas a día 20 
de gestación alimentadas con distintas dietas y en ratas vírgenes sometidas al mismo tratamiento. 
Los datos se presentan en forma de media±SEM. Letras minúsculas distintas indican diferencias 
estadísticamente significativas entre todos los grupos de ratas vírgenes y mayúsculas entre todas las 
preñadas. Si hay diferencias estadísticamente significativas entre los grupos de vírgenes y preñadas 
de un mismo tipo de dieta y porcentaje de grasa se indica mediante asteriscos: *, p<0.05 

Cuadro 19: p-valor asociado a la proba-
bilidad de que la influencia de los distintos 
factores e interacciones entre los factores 
sea significativa sobre los niveles de α-
tocoferol corregidos por lípidos totales en 
plasma. 

Cuadro 18: Comparación de las medias del 
cociente α-tocoferol/(TG+COL) en plasma en cada 
uno de los grupos de los correspondientes facto-
res de variación. Las aspas en una misma colum-
na indican que las medias son homogéneas (G.H. 
= grupos homogéneos). Los grupos se ordenan 
según su media de arrriba a abajo, de menor a 
mayor. 

Dieta G.H. Gestación G.H. % G.H. 

Pescado  X  Vírgenes X  10% X  
Oliva X  Preñadas X  5%  X 

Palma  X X       
Girasol  X       

 

EFECTOS PRINCIPALES p 
Porcentaje  0.0003 

Dieta  0.002 
Gestación 0.2 

  
INTERACCIONES  
Dieta-Porcentaje  0.05 

Gestación-Porcentaje 0.3 
Dieta-Gestación  0.02 

Dieta-Gestación-Porcentaje 0.996 
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4.2.1.3.2 α-Tocoferol en hígado 

4.2.1.3.2.1 Concentración de α-tocoferol 
Los resultados obtenidos para la concentración de α-tocoferol en hígado de cada uno de los 16 

grupos experimentales se representan en la Fig. 34 y en los Cuadros 20 y 21 se resumen los 

principales parámetros estadísticos obtenidos. 

Tipo de dieta: El tipo de grasa de la dieta de nuevo ejerce una influencia muy significativa, en 

este caso sobre la concentración de α-tocoferol en hígado, como se indica en el Cuadro 20. En 

términos generales, se puede afirmar que las ratas que toman la dieta con grasa de palma pre-

sentan una mayor concentración de α-tocoferol que las de las dietas de girasol y oliva y éstas a 

su vez tienen una mayor concentración de α-tocoferol que las de pescado, como se observa en 

el Cuadro 21. 

Porcentaje de grasa: El porcentaje de grasa en la dieta modifica la concentración de α-tocoferol 

en hígado (Cuadro 20), pero de manera inversa a como lo hacía en plasma; es decir, que las 

ratas que toman las dietas con un 10% de grasa tienen una mayor concentración hepática de 

α-tocoferol (Cuadro 21). 

Gestación: Existe también una evidencia significativa de que la gestación disminuye la concen-

tración hepática de α-tocoferol, pues el p-valor asociado a la influencia del factor “gestación”, 

indicado en el Cuadro 20, es inferior a 0.05 y la media agrupada de todos los valores de con-

centración de α-tocoferol en hígado de ratas vírgenes no es homogénea con la correspondiente 

media agrupada de las preñadas, como se expresa en el Cuadro 21. 

Interacción del porcentaje de grasa y el tipo de dieta: Sólo existe evidencia de una interacción, 

la que presentan el tipo de dieta y el porcentaje de grasa en la dieta, como se observa en el 

Cuadro 20. En relación con esta interacción, el grado de saturación de la grasa de la dieta pa-

rece estar relacionado con el aumento de concentración de α-tocoferol en hígado que se ob-

serva en los grupos alimentados con dietas con un 10% de grasa frente a los del 5%. En con-

secuencia, además de aumentar la concentración cuanto más saturada sea la grasa de la die-

ta, en las ratas alimentadas con dietas con un 10% de grasa la concentración hepática de α-

tocoferol es tanto mayor cuanto más saturada sea la dieta y así, la concentración media de las 

ratas PE10 es 0.9 veces la de las ratas PE5, la de las ratas G10 es 1.1 veces la de las ratas 

G5, la de las ratas O10 es 1.4 veces la de O5 y la de las P10 es 1.5 veces la de las P5. Es de-

cir, que, como ocurría con la concentración plasmática de α-tocoferol (Fig. 32), cuanto más pool 

insaturada es la dieta, menor es el incremento asociado al mayor porcentaje de grasa en la 

dieta que se observa en la concentración de α-tocoferol en hígado. 
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Fig. 34: Concentración de α-tocoferol en hígado de ratas a día 20 de gestación alimentadas con 
distintas dietas y en ratas vírgenes sometidas al mismo tratamiento. Los datos se presentan en 
forma de media±SEM. Letras minúsculas distintas indican diferencias estadísticamente significativas 
entre todos los grupos de ratas vírgenes y mayúsculas entre todas las preñadas. Si hay diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos de vírgenes y preñadas de un mismo tipo de dieta y 
porcentaje de grasa se indica mediate asteriscos: *, p<0.05; **, p<0.01 

Cuadro 21: p-valor asociado a la probabili-
dad de que la influencia de los distintos 
factores e interacciones entre los factores 
sea significativa sobre la concentración de α-
tocoferol en hígado. 

Cuadro 20: Comparación de las medias de la concentra-
ción de α-tocoferol en hígado en cada uno de los grupos 
de los correspondientes factores de variación. Las aspas 
en una misma columna indican que las medias son homo-
géneas (G.H. = grupos homogéneos). Los grupos se or-
denan según su media de arrriba a abajo, de menor a 
mayor. 

 

Dieta G.H. Gestación G.H. % G.H. 

Pescado X   Preñadas  X  5% X  
Girasol   X  Vírgenes  X 10%  X 
Oliva  X        
Palma   X       

 

EFECTOS PRINCIPALES p 
Dieta  0.0000 

Gestación 0.04 
Porcentaje 0.0002 

  
INTERACCIONES  
Dieta-Gestación  0.3 
Dieta-Porcentaje  0.001 

Gestación-Porcentaje 0.09 
Dieta-Gestación-Porcentaje 0.08 
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Interacciones de la gestación con el tipo de dieta y el porcentaje de grasa: La gestación ejerce 

su influencia independientemente de los otros dos factores, aunque en el caso de la interacción 

con el porcentaje de grasa está cerca de ser significativa, como se indica en el Cuadro 20. El 

que la gestación tienda a disminuir la concentración de α-tocoferol en hígado y que tomar las 

dietas con un 10% de grasa tienda a aumentarla es lo que lleva a que las diferencias entre gru-

pos de vírgenes y preñadas de las dietas de palma, girasol y pescado sean significativas cuan-

do la dieta tiene un 5% de grasa y no lo sean cuando la dieta tiene un 10%, aunque en el caso 

de la dieta de aceite de oliva no son significativas en ninguno de los dos casos, como se puede 

apreciar en la Fig. 34. 

4.2.1.3.2.2 Cantidad de α-tocoferol 
Dado que, como se ha presentado en el Cuadro 15, el porcentaje de grasa y la gestación modi-

fican el peso del hígado, se calculó también la cantidad total de α-tocoferol por hígado, multipli-

cando la concentración por el peso correspondiente. Los resultados se presentan en la Fig. 35 

y en los Cuadros 22 y 23. 

Tipo de dieta: Como era de esperar, los resultados de cantidad de α-tocoferol en hígado según 

la dieta siguen el mismo patrón que la concentración: la dieta de aceite de pescado produce 

una disminución en la cantidad total frente a oliva y girasol y las cantidades en estos grupos 

son a su vez menores que en los grupos de grasa de palma. 

Gestación: Se observa en estos datos (Cuadro 22) que en la gestación varía esta cantidad 

acumulada, pero en distinto sentido que la concentración, pues aunque disminuya la concen-

tración de α-tocoferol en hígado (Cuadros 20 y 21), aumenta la cantidad total de α-tocoferol 

presente en este órgano, aunque en las comparaciones dos a dos entre vírgenes y preñadas 

(Fig. 35), sólo en las de los grupos a dieta con un 10% de grasa de palma el aumento es signi-

ficativo y en el caso de las ratas que tomaron las dietas con un 5% de grasa de palma son las 

ratas preñadas las que presentan una menor cantidad de α-tocoferol en hígado. 

Porcentaje de grasa: Dado que, como ya se ha presentado, el tamaño del hígado aumenta en 

las ratas que toman las dietas con un 10% de grasa (Cuadro 15) y la concentración de α-

tocoferol en hígado también aumenta en estos animales (Cuadros 20 y 21), es lógico que tam-

bién la cantidad total de α-tocoferol presente en el hígado aumente cuando la dieta tiene un 

10% de grasa y esto se refleja en los Cuadros 22 y 23. 

Interacción de la gestación y el tipo de dieta: De nuevo, como ocurría con la concentración de 

α-tocoferol en plasma (Cuadro 16) y en hígado (Cuadro 20), se observa en el Cuadro 22 que la 

gestación modifica (en este caso aumentando) de manera independiente del tipo de grasa de la 

dieta, pues la interacción no es significativa. 
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Fig. 35: Cantidad total de α-tocoferol en hígado de ratas a día 20 de gestación alimentadas con 
distintas dietas y en ratas vírgenes sometidas al mismo tratamiento. Los datos se presentan en 
forma de media±SEM. Letras minúsculas distintas indican diferencias estadísticamente significativas 
entre todos los grupos de ratas vírgenes y mayúsculas entre todas las preñadas. Si hay diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos de vírgenes y preñadas de un mismo tipo de dieta y 
porcentaje de grasa se indica mediate asteriscos: *, p<0.05; **, p<0.01 

Cuadro 23: p-valor asociado a la proba-
bilidad de que la influencia de los distintos 
factores e interacciones entre los factores 
sea significativa sobre la cantidad de α-
tocoferol en hígado. 

Dieta G.H. Gestación G.H. % G.H. 

Pescado  X   Vírgenes  X  5% X  
Girasol  X  Preñadas  X 10%  X 
Oliva  X        
Palma   X       

 

Cuadro 22: Comparación de las medias de la cantidad de 
α-tocoferol en hígado en cada uno de los grupos de los 
correspondientes factores de variación. Las aspas en una 
misma columna indican que las medias son homogéneas 
(G.H. = grupos homogéneos). Los grupos se ordenan según 
su media de arrriba a abajo, de menor a mayor. 

EFECTOS PRINCIPALES p 
Dieta  0.0000 

Gestación 0.003 
Porcentaje 0.0000 

  
INTERACCIONES  
Dieta-Gestación  0.3 
Dieta-Porcentaje 0.001 

Gestación-Porcentaje 0.02 
Dieta-Gestación-Porcentaje 0.02 
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Interacción de la gestación y el porcentaje de grasa: En este caso la interacción de la gestación 

con el porcentaje de grasa de la dieta sí es significativa, como se indica en el Cuadro 22, mien-

tras que la interacción de estos mismos factores no era significativa ni para la concentración de 

α-tocoferol en plasma (Cuadro 16), ni para la relación α-tocoferol/lípidos (Cuadro 18), ni para la 

concentración de α-tocoferol en hígado (Cuadro 20). 

Interacción del porcentaje de grasa y el tipo de dieta: El tipo de grasa y el porcentaje de grasa 

de la dieta también interaccionan de manera significativa sobre la cantidad de α-tocoferol 

(Cuadro 22), como era de esperar, pues la influencia conjunta de estos dos factores sobre la 

concentración hepática (Cuadro 20) también era mayor de lo correspondiente a la suma de las 

respectivas influencias individuales. 

Cabe finalmente enfatizar la menor concentración (y cantidad) de α-tocoferol en el hígado de 

las ratas que ingieren dieta de aceite de pescado. Este resultado concuerda también con la 

menor concentración plasmática de α-tocoferol en estos animales, la cual es especialmente 

manifiesta en aquéllos que ingieren dietas con el 10% de grasa (Figs. 32 y 33). 

4.2.1.3.3 α-Tocoferol en tejido adiposo lumbar 

4.2.1.3.3.1 Concentración de α-tocoferol 
Los resultados obtenidos para cada uno de los 16 grupos experimentales se representan en la 

Fig. 36 y en los Cuadros 24 y 25. 

Como se aprecia en la Fig. 36, la concentración de α-tocoferol en tejido adiposo lumbar varía 

muy poco con el tipo de dieta o con el porcentaje de grasa de la dieta, de tal forma que las me-

dias de todos los grupos de ratas vírgenes son homogéneas, y, en el caso de las preñadas, tan 

sólo un grupo (P10G) tiene valores no homogéneos (más bajos) con relación a los otros siete. 

Tipo de dieta: Pero, aunque las diferencias son pequeñas, hay evidencia suficiente para afirmar 

que la respuesta al tipo de dieta es distinta (Cuadro 24) y que en las ratas alimentadas con 

grasa de palma y pescado la concentración de α-tocoferol en el tejido adiposo es menor que 

con aceite de oliva, mientras que la dieta de aceite de girasol produce una concentración mayor 

que con la grasa de palma, pero que no se puede afirmar que sea distinta de la concentración 

observada con el aceite de pescado o con el de oliva (Cuadro 25). 

Porcentaje de grasa: No hay evidencia de que el porcentaje de grasa en la dieta modifique la 

concentración de α-tocoferol en tejido adiposo, pues el p-valor asociado a este factor es supe-

rior a 0.05 (Cuadro 24). 
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 Cuadro 25: p-valor asociado a la pro-

babilidad de que la influencia de los 
distintos factores e interacciones entre 
los factores sea significativa sobre la 
concentración de α-tocoferol en tejido 
adiposo lumbar. 

Fig. 36: Concentración de α-tocoferol en tejido adiposo lumbar de ratas a día 20 de gestación ali-
mentadas con distintas dietas y en ratas vírgenes sometidas al mismo tratamiento. Los datos se 
presentan en forma de media±SEM. Letras minúsculas distintas indicarían diferencias estadística-
mente significativas entre todos los grupos de ratas vírgenes y mayúsculas entre todas las preñadas. 
Si hay diferencias estadísticamente significativas entre los grupos de vírgenes y preñadas de un 
mismo tipo de dieta y porcentaje de grasa se indica mediate asteriscos: *, p<0.05 

Cuadro 24: Comparación de las medias de la concentra-
ción de α-tocoferol en tejido adiposo lumbar en cada uno de 
los grupos de los correspondientes factores de variación. 
Las aspas en una misma columna indican que las medias 
son homogéneas (G.H. = grupos homogéneos). Los grupos 
se ordenan según su media de arrriba a abajo, de menor a 
mayor. 

Dieta G.H. Gestación G.H. % G.H. 

Palma  X   Preñadas  X  10% X 
Pescado  X X  Vírgenes  X 5% X 
Girasol  X X      
Oliva   X      

 

EFECTOS PRINCIPALES p 
Dieta  0.002 

Gestación 0.0004 
Porcentaje 0.09 

  
INTERACCIONES  
Dieta-Gestación  0.9 
Dieta-Porcentaje 0.9 

Gestación-Porcentaje 0.8 
Dieta-Gestación-Porcentaje 0.3 
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Gestación: En el caso de la gestación, aunque sólo una comparación entre vírgenes y preña-

das que tomaran la misma dieta fuera significativa (P10V frente a P10G), se puede afirmar glo-

balmente que la concentración de α-tocoferol en tejido adiposo disminuye con la gestación 

(Cuadros 24 y 25). 

Interacciones: Estas influencias del tipo de grasa y la gestación deben ser completamente in-

dependientes, pues se puede observar en el Cuadro 24 que ninguna de las interacciones entre 

los factores es significativa. 

4.2.1.3.3.2 Cantidad de α-tocoferol 
Al igual que en los hígados, dado que el peso del tejido adiposo también se encontró que va-

riaba con la gestación y con el porcentaje de grasa en la dieta, interesó calcular la cantidad 

total de α-tocoferol acumulada en el tejido adiposo lumbar multiplicando la concentración medi-

da por el peso del órgano. Los resultados así obtenidos se resumen en la Fig. 37 y en los Cua-

dro 26 y Cuadro 27. 

Tipo de dieta: Al analizar la cantidad total de α-tocoferol en el tejido adiposo lumbar, al contrario 

que al estudiar la concentración en este tejido, sí se aprecian los efectos de tomar una dieta u 

otra, pues este factor tiene una influencia muy significativa sobre el modelo estadístico, como 

se indica en el Cuadro 26. Se puede observar en el Cuadro 27 que los valores de cantidad de 

α-tocoferol en adiposo según el tipo de dieta se agrupan en dos subconjuntos: los valores de 

las dietas de aceite de pescado y de grasa de palma son homogéneos entre sí y son menores 

que los valores de las dietas de oliva y girasol. 

Porcentaje de grasa: Cuanto mayor es el porcentaje de grasa en la dieta, mayor es el conteni-

do en α-tocoferol en el tejido adiposo, como se indica en los Cuadros 26 y 27. 

Gestación: En este parámetro (cantidad de α-tocoferol en adiposo), la gestación no influye sig-

nificativamente, como se indica en el Cuadro 26, de manera que la disminución observada en 

la concentración de α-tocoferol en el tejido adiposo (Cuadros 24 y 25) se compensa con la ma-

yor cantidad de tejido de las preñadas y así los valores de cantidad de α-tocoferol dependen 

sólo del tipo y cantidad de grasa ingerida. 

Interacción de la gestación y el porcentaje de grasa: La única interacción de dos factores que 

resulta significativa es la del factor “gestación” con el valor “porcentaje” (Cuadro 26) y esto está 

relacionado con el hecho de que los valores observados en dos de los grupos escapan comple-

tamente de la tendencia general: la media de los valores de G10V son más altos de lo espera-

do y los de G10G más bajos y así, la diferencia entre estos dos grupos es la única entre vírge-

nes y preñadas que tomaran la misma dieta que alcanza significación estadística (Fig. 37). 
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Dieta G.H. Gestación G.H. % G.H. 

Pescado  X  Preñadas  X  5% X  
Palma  X  Vírgenes X  10%  X 
Girasol  X       
Oliva  X       

 

Fig. 37: Cantidad total de α-tocoferol en tejido adiposo lumbar de ratas a día 20 de gestación ali-
mentadas con distintas dietas y en ratas vírgenes sometidas al mismo tratamiento. Los datos se 
presentan en forma de media±SEM. Letras minúsculas distintas indican diferencias estadísticamente 
significativas entre todos los grupos de ratas vírgenes y mayúsculas entre todas las preñadas. Si hay 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos de vírgenes y preñadas de un mismo tipo 
de dieta y porcentaje de grasa se indica mediate asteriscos: *, p<0.05 

Cuadro 27: p-valor asociado a la pro-
babilidad de que la influencia de los 
distintos factores e interacciones entre 
los factores sea significativa sobre la 
cantidad de α-tocoferol en tejido adiposo 
lumbar. 

Cuadro 26: Comparación de las medias de la 
cantidad de α-tocoferol en tejido adiposo lumbar 
en cada uno de los grupos de los correspondien-
tes factores de variación. Las aspas en una mis-
ma columna indican que las medias son homogé-
neas (G.H. = grupos homogéneos). Los grupos se 
ordenan según su media de arrriba a abajo, de 
menor a mayor. 

EFECTOS PRINCIPALES p 
Dieta  0.0000 

Gestación 0.6 
Porcentaje 0.04 

  
INTERACCIONES  
Dieta-Gestación  0.2 
Dieta-Porcentaje 0.3 

Gestación-Porcentaje 0.04 
Dieta-Gestación-Porcentaje 0.02 
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4.2.1.3.4 α-Tocoferol en placenta 
Los resultados obtenidos para cada uno de los 8 grupos experimentales se representan en la 

Fig. 38 y en los Cuadros 28 y 29.  

Tipo de dieta: De nuevo la dieta produce una respuesta muy diferente en la concentración de α-

tocoferol, en este caso en las placentas (Cuadro 28). La concentración en los grupos de ratas 

que tomaron durante la gestación la dieta de aceite de pescado es menor que en los otros gru-

pos, que presentan niveles homogéneos entre sí (Cuadro 29). 

Porcentaje de grasa: En los Cuadros 28 y 29 se puede apreciar que el porcentaje de grasa en 

la dieta, en términos globales, disminuye la concentración de α-tocoferol, aunque sólo en el 

caso de la dieta de aceite de girasol la diferencia entre los valores de 5 y de 10% es estadísti-

camente significativa (Fig. 38). 

Interacción del porcentaje de grasa y el tipo de dieta: La interacción entre los dos factores tam-

bién es significativa, como se aprecia en el Cuadro 28. Esto significa que la variación debida al 

porcentaje de grasa en la dieta es distinta según el tipo de grasa que se trate y la disminución 

en la concentración de α-tocoferol en la placenta asociada al aumento del porcentaje de grasa 

es más acusada cuanto más insaturada sea la dieta. En la Fig. 38 se puede observar que, con 

la grasa de palma, la concentración de α-tocoferol en la placenta aumenta cuando aumenta la 

cantidad de grasa en la dieta, mientras que con la dieta de oliva disminuye un poco y con las 

dietas de aceite de girasol y de pescado disminuye aún más. De todas formas, es de resaltar la 

menor concentración que se presenta de nuevo en los dos grupos de aceite de pescado con 

relación a los otros dos grupos (Fig. 38). Este menor aporte de α-tocoferol en las ratas preña-

das alimentadas con dieta de aceite de pescado, lógicamente ha de influir en su llegada al feto. 
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Fig. 38: α-Tocoferol en placenta de ratas a día 20 de gestación alimentadas con distintas 
dietas. Los datos se presentan en forma de media±SEM. Las letras distintas indican diferen-
cias estadísticamente significativas. 

Cuadro 28: p-valor asociado a la probabi-
lidad de que la influencia de los distintos 
factores e interacciones entre los factores 
sea significativa sobre la concentración de 
α-tocoferol en placenta. 

Cuadro 29: Comparación de las 
medias de la concentración de α-
tocoferol en placenta en cada uno de 
los grupos de los correspondientes 
factores de variación. Las aspas en 
una misma columna indican que las 
medias son homogéneas (G.H. = 
grupos homogéneos). 

Dieta G.H. % G.H. 

Pescado  X  10% X  
Palma  X 5%  X 
Oliva   X    

Girasol  X    
 

EFECTOS PRINCIPALES p 
Dieta  0.0000 

Porcentaje 0.01 
  

INTERACCIONES  
Dieta-Porcentaje  0.04 
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4.2.1.3.5 α-Tocoferol en hígado fetal 
Para saber cómo las variaciones en la dieta materna afectaban a la disponibilidad de vitamina 

E en los fetos, se analizaron los hígados fetales. Se deseaba analizar también los plasmas de 

estos mismos fetos, pero no hubo cantidad de muestra suficiente con garantía analítica para 

poder sacar conclusiones válidas. Los resultados obtenidos para cada uno de los 8 grupos ex-

perimentales se representan en la Fig. 39 y en los Cuadros 30 y 31.  

En todos los casos la concentración de α-tocoferol en los hígados de los fetos es mucho más 

baja que en los hígados maternos, y, como se indica en los Cuadros 30 y 31, con la dieta de 

pescado la concentración hepática fetal de α-tocoferol es menor que en los otros tres grupos, 

entre los que no hay diferencias estadísticamente significativas. 

No hay variaciones en el α-tocoferol de los hígados de los fetos según el porcentaje de grasa 

en la dieta de sus madres (Cuadros 30 y 31) y tampoco existe ninguna evidencia de interacción 

entre el tipo de grasa y la cantidad de grasa sobre la concentración de α-tocoferol en el hígado 

fetal, como se presenta en el Cuadro 30. 
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Fig. 39: α-Tocoferol en hígado de fetos de ratas de ratas a día 20 de gestación alimentadas con 
distintas dietas. Los datos se presentan en forma de media±SEM. Las letras distintas indican diferen-
cias estadísticamente significativas. 

Cuadro 31: p-valor asociado a la pro-
babilidad de que la influencia de los 
distintos factores e interacciones entre 
los factores sea significativa sobre la 
concentración de α-tocoferol en hígado 
fetal. 

Cuadro 30: Comparación de las 
medias de la concentración de α-
tocoferol en hígado fetal en cada 
uno de los grupos de los correspon-
dientes factores de variación. Las 
aspas en una misma columna indi-
can que las medias son homogé-
neas (G.H. = grupos homogéneos). 

Dieta G.H. % G.H. 

Pescado  X  10% X 
Girasol   X 5% X 
Oliva   X   
Palma  X   

 

EFECTOS PRINCIPALES p 
Porcentaje  0.7 

Dieta 0.0000 
  

INTERACCIONES  
Dieta-Porcentaje  0.1 
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4.2.1.3.6 Correlaciones 
Dada la importancia de la placenta para el transporte de nutrientes al feto, se realizaron corre-

laciones lineales con los datos individuales de los niveles (plasmáticos) de α-tocoferol maternos 

y la concentración de α-tocoferol en la placenta y en el hígado fetal. Los resultados correspon-

dientes a la correlación entre α-tocoferol en la placenta y en el plasma materno se representan 

en la Fig. 40. A su vez, en la Fig. 41 se presentan los resultados al evaluar la correlación entre 

la concentración de α-tocoferol en la placenta y la del hígado fetal y en la Fig. 42 entre el plas-

ma materno y el hígado fetal. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Todas las correlaciones son altamente significativas, indicando que la cantidad de α-tocoferol 

de la que va a disponer el feto en el momento del nacimiento depende fuertemente de la canti-

dad de α-tocoferol que pueda suministrar la placenta y este órgano a su vez tiene una concen-

tración de α-tocoferol muy relacionada con los niveles plasmáticos. 

Fig. 40: Correlación entre las concentraciones de 
α-tocoferol en plasma y en placenta de ratas 
preñadas alimentadas con distintas dietas 

 Palma  Girasol 

 Oliva  Pescado  

Fig. 41: Correlación entre las concentraciones de 
α-tocoferol en placenta y en hígado fetal de ratas 
preñadas alimentadas con distintas dietas 
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Fig. 42: Correlación entre las concentraciones de 
α-tocoferol en hígado fetal y en plasma de ratas 
preñadas alimentadas con distintas dietas 
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4.2.2 Experimento 2: Ingesta de dietas con aceite de oliva o 
pescado durante la gestación y la lactancia 

La disminución en la concentración de α-tocoferol en el plasma y tejidos de las ratas que toma-

ban la dieta de aceite de pescado, cualquiera que fuera su proporción de grasa, y, particular-

mente, en el hígado fetal, nos llevó a plantear a continuación la posibilidad de que esta dismi-

nución en la etapa fetal pudiera tener consecuencias negativas en el desarrollo postnatal. De 

hecho, desde el descubrimiento de la vitamina E se sabe que es necesaria para que la repro-

ducción ocurra satisfactoriamente. Esto nos llevó a un nuevo experimento en el que se deter-

minaron, entre otros, parámetros relacionados con el desarrollo postnatal en las crías de ma-

dres a las que se administró durante la gestación y la lactancia la dieta conteniendo 10% de 

aceite de pescado (dieta PE) y como referencia se empleó el desarrollo de crías cuyas madres 

tomaron la dieta con un 10% de aceite de oliva (dieta O), también durante toda la gestación y 

lactancia. 

Dado que las dietas se prepararon de la misma forma que en el experimento anterior, el conte-

nido en vitamina E en estas dietas fue igual al previamente medido y representado en la Fig. 

30. 

Todas las comparaciones estadísticas de este experimento se hicieron dos a dos, contrastando 

la hipótesis de la igualdad de medias mediante la t de Student, tras comprobar la homogenei-

dad de varianzas. Cuando las diferencias resultaron ser significativas (P>95%), se indica en las 

respectivas figuras mediante asteriscos: *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001. 

4.2.2.1 α-Tocoferol en la gestación 
Parte de los animales fueron sacrificados en el día 20 de gestación, con el fin de tener datos 

acerca de los valores en plasma y cerebro de las crías, de los que en el experimento previo no 

se pudo disponer. 

Al estudiar la concentración de α-tocoferol en el plasma materno (Fig. 43), se pudo comprobar 

que en las madres se reproducían los resultados del experimento anterior (Fig. 32), de forma 

que la concentración de α-tocoferol en plasma de las madres era igual a la encontrada previa-

mente, es decir, mucho más baja en las ratas alimentadas con dieta de aceite de pescado que 

en las de aceite de oliva. 

En el plasma de los fetos de estas madres (Fig. 44) se encontró que la concentración era muy 

inferior a la de las madres correspondientes (los fetos de O-G, 3.8 veces menos y los de PE-G, 

5.0 veces menos). A su vez, también observamos la misma tendencia que se observó en los 
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hígados fetales del experimento anterior (Fig. 39): las muestras que provenían de los fetos del 

grupo PE-G tenían una menor concentración plasmática de α-tocoferol que las del grupo O-G. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aunque proporcionalmente las diferencias entre los dos grupos en los niveles de α-tocoferol en 

el cerebro de los fetos no fueron tan grandes como en plasma, como se aprecia en la Fig. 45, 

sí fueron altamente significativas, debido sobre todo a la homogeneidad de los datos dentro de 

cada grupo. Así, la concentración de α-tocoferol en cerebro es más baja en los fetos de madres 

que ingieren la dieta de aceite de oliva, siendo la diferencia altamente significativa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 44: Concentración de α-tocoferol 
en plasma de fetos de ratas alimenta-
das con dietas con un 10% de aceite 
de oliva o de pescado. O-G vs PE-G 
***, p<0.001 

Fig. 45: Concentración de α-
tocoferol en cerebro de fetos de 
ratas alimentadas con dietas con un 
10% de aceite de oliva o de pesca-
do. O-G vs PE-G ***, p<0.001 

Fig. 43: Concentración de α-tocoferol 
en plasma de ratas preñadas alimenta-
das con dietas con un 10% de aceite de 
oliva o de pescado. O-G vs PE-G *, 
p<0.05 
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4.2.2.2 Desarrollo tras el nacimiento 
En las Figs. 46 y 47, se presenta el peso corporal y la talla de las crías de madres alimentadas 

con dieta de pescado o de oliva durante la gestación y la lactancia (PE-L y O-L). Desde el día 

del nacimiento, las crías PE-L presentan un menor peso corporal que las crías O-L y esta dife-

rencia se hace especialmente manifiesta a partir del día 8 de lactancia, en que las diferencias 

en el peso entre las crías O-L y PE-L de la misma edad son significativas y se van haciendo 

cada vez mayores. La talla de las crías PE-L fue significativamente menor que en O-L a partir 

del día 10 de lactancia, diferencia que al igual que en el caso del peso se fue haciendo mayor a 

lo largo de la lactancia.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En el desarrollo postnatal de la rata, la aparición de incisivos, la apertura del conducto auricular 

y la separación de los párpados son acontecimientos que ocurren en un momento determinado 

y los retrasos en la aparición de estas características son indicativos de un mal desarrollo. Por 

ello interesó determinar en qué momento ocurrían estos acontecimientos y los resultados se 

muestran en la Fig. 48. 

Aunque no se observan diferencias significativas entre los grupos en el tiempo de aparición de 

incisivos (Fig. 48), la apertura del conducto auditivo (Fig. 48) se produce antes en las crías O-L 

que en las PE-L. De hecho, las diferencias a día 12 de lactancia ya son significativas y también 

Fig. 47: Evolución postnatal de la 
talla de crías de ratas alimentadas 
con dietas con un 10% de aceite de 
oliva o de pescado. O-L vs PE-L **, 
p<0.01; ***, p<0.001 

Fig. 46: Evolución postnatal del peso 
de crías de ratas alimentadas con dietas 
con un 10% de aceite de oliva o de 
pescado. O-L vs PE-L *, p<0.05; **, 
p<0.01; ***, p<0.001 

Evolución del peso de las crías

0

10

20

30

40

0 5 10 15 20 25

Días post parto

Pe
so

 (g
)

PE-L
O-L*** ***

** ** **

**
*

Evolución de la talla de las crías

0
2
4
6
8

10
12

0 5 10 15 20 25

Días post parto

Lo
ng

itu
d 

(c
m

)

PE-L
O-L

*** ***
** ** **



Tesis: Vitamina E, dieta y gestación/lactancia o diabetes RESULTADOS 
 

139 

a día 15 y la totalidad de las crías PE-L no adquieren esta característica hasta el día 18. Al es-

tudiar la apertura de ojos se encontró que en el día 15 casi un 90% de las crías O-L tenían ya 

abiertos los ojos, mientras que en ese mismo día sólo alrededor de un 17% de las crías PE-L lo 

consiguieron (Fig. 48). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Para evaluar la adquisición del reflejo de caída libre (ARR), una vez obtenidos los datos del 

porcentaje de crías de la camada que en un día determinado presentaban la capacidad de gi-

rarse en el aire, representados en la Fig. 49, se transformaron los datos percentuales a unida-

des “probit”  [563]. Al representar estas unidades “probit” frente al tiempo se obtuvieron repre-

sentaciones en forma de rectas de adquisición del reflejo, de manera que se puede obtener 

una estimación del día en el que el 50% de la camada había adquirido el reflejo (I50). En la Fig. 

Fig. 48: Aparición de incisivos, aper-
tura del conducto auricular y separa-
ción de párpados de crías de ratas 
alimentadas con dietas con un 10% 
de aceite de oliva o de pescado. O-L 
vs PE-L *, p<0.05; ***, p<0.001 
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50 se representa la media de los respectivos I50, donde se observa que la adquisición de este 

reflejo de caída libre es más tardía en las crías PE-L que en las O-L. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En el caso de la adquisición del reflejo de giro en superficie (SRR), se cronometró el tiempo 

que las crías tardaban en girarse colocadas boca arriba sobre un almohadón y la media de 

esos tiempos se representa en la Fig. 51. Para una mejor evaluación de los resultados, se con-

sideró como completamente adquirido el reflejo cuando no sólo conseguían girarse, sino que 

tardaban menos de un segundo en hacerlo. Con estos resultados se pudo llevar a cabo la 

transformación “probit”, y, como en el caso del test del ARR comentado antes, representar el I50 

(Fig. 52). Se encontró que las crías PE-L también tardaban más en adquirir el SRR que las 

crías O-L, siendo esta diferencia altamente significativa. 

  

Fig. 49: Adquisición del reflejo de 
giro en el aire de crías de ratas ali-
mentadas con dietas con un 10% de 
aceite de oliva o de pescado 

Fig. 50: Día en el que la mitad de la 
camada adquiere el reflejo de giro en el 
aire. Crías de ratas alimentadas con 
dietas con un 10% de aceite de oliva o 
de pescado O-L vs PE-L *, p<0.05 
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Fig. 53: Dos crías en el día 12 
de lactancia pertenecientes a 
una camada O-L (a la izquierda) 
y a una camada PE-L (a la dere-
cha) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Todo lo comentado anteriormente muestra que existe un 

marcado retraso en el desarrollo de las crías PE-L con 

respecto a las crías O-L, cuyas madres tomaban la dieta 

de aceite de oliva. Esto se recoge de una manera más 

gráfica en la Fig. 53, en la que se observan dos crías re-

presentativas de ambas camadas y se puede apreciar có-

mo en el mismo día de la lactancia (día 12), las crías PE-L 

presentan un aspecto físico mucho menos desarrollado 

que las crías O-L. 

De forma paralela a los pesos corporales, las crías PE-L 

presentan un tamaño del hígado menor en el día 21 de lac-

tancia, como se presenta en la Fig. 54. La diferencia de pe-

so entre los cerebros, que se puede apreciar en la Fig. 55, 

también es muy significativa, pero de nuevo hay que resaltar 

el que, con una diferencia tan pequeña entre ambas medias (el peso de los cerebros de las 

crías O-L es sólo un 20% mayor que el de las PE-L, mientras que el hígado medio de las crías 

O-L pesa más del doble del hígado de las crías PE-L), la diferencia es muy significativa por la 

gran uniformidad de los datos.  

 

Cría PE-L 

Cría O-L 

Fig. 52: Día en el que la mitad de 
la camada adquiere el reflejo de 
giro en superficie. Crías de ratas 
alimentadas con dietas con un 10% 
de aceite de oliva o de pescado O-L 
vs PE-L ***, p<0.001 

Fig. 51: Adquisición del reflejo 
de giro en superficie de crías 
de ratas alimentadas con dietas 
con un 10% de aceite de oliva 
o de pescado 
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La disminución del tamaño del hígado, como se ha comentado, es paralela a la del peso corpo-

ral total, como se puede apreciar en el hecho de que el peso relativo del hígado, representado 

en la Fig. 56, no es distinto entre ambos grupos de crías. Sin embargo, en el caso del cerebro 

se puede observar en la Fig. 57 que, a pesar de que el tamaño corporal sea menor en el caso 

de las crías PE-L, el que la diferencia en el peso del cerebro sea tan pequeña implica que el 

tamaño relativo del cerebro de las crías PE-L es significativamente mayor que en las crías O-L. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Fig. 55: Peso del cerebro de 
crías de ratas alimentadas 
con dietas con un 10% de 
aceite de oliva o de pescado. 
O-L vs PE-L ***, p<0.001 

Fig. 56: Peso relativo del hígado 
de crías de ratas alimentadas con 
dietas con un 10% de aceite de 
oliva o de pescado. N.S.: Diferencia 
no significativa 

Fig. 54: Peso del hígado de crías 
de ratas alimentadas con dietas con 
un 10% de aceite de oliva o de 
pescado. O-L vs PE-L ***, p<0.001 
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4.2.2.3 α-Tocoferol en la lactancia 
A las tres semanas tras el parto, correspondientes al final de la lactancia, se sacrificó a los 

animales y se analizó la concentración de α-tocoferol en el plasma materno y en el plasma, 

hígado y cerebro de las crías. 

La concentración plasmática de α-tocoferol en las madres al final de la lactancia se presenta en 

la Fig. 58, en la que se aprecia que estos animales tenían menos α-tocoferol en plasma que los 

que tomaron la misma dieta durante la gestación y fueron sacrificados antes del parto (Fig. 32 y  

43) y están prácticamente al mismo nivel que las ratas no preñadas (Fig. 32). En las ratas PE-L 

se observa que, de nuevo, los niveles de α-tocoferol son menores, lo que puede suponer que la 

cantidad de α-tocoferol que puedan suministrar a su descendencia en la leche esté disminuída. 

En la concentración de α-tocoferol en el plasma de las crías, representado en la Fig. 59, se 

observa la misma tendencia que en sus madres: Los niveles de α-tocoferol en el plasma de las 

crías PE-L son menores que los de las crías O-L. Hay que reseñar que en los datos del grupo 

PE-L se encontró que había dos subconjuntos de datos: uno (3 camadas) en el que los niveles 

de α-tocoferol eran comparables a los del grupo O-L y otro (4 camadas) en el que eran muchí-

simo más bajos. A pesar de esta gran variabilidad, no se debía rechazar la hipótesis de la ho-

mogeneidad de varianzas y la comparación de medias se hizo como de costumbre. Esta dife-

rencia en la concentración de α-tocoferol no es corregida por el contenido total en lípidos plas-

máticos, como se puede apreciar en la Fig. 60, de forma que el cociente entre α-tocoferol y 

lípidos plasmáticos es significativamente inferior en las crías PE-L que en las O-L. 

  

Fig. 57: Peso relativo del cerebro 
de crías de ratas alimentadas con 
dietas con un 10% de aceite de 
oliva o de pescado. O-L vs PE-L **, 
p<0.01 
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Estos resultados en plasma se corresponden con lo que se observa tanto en hígado (Fig. 61) 

como en cerebro (Fig. 62); es decir, que la concentración de α-tocoferol en ambos tejidos en 

las crías PE-L es menor que en las de O-L. Resulta destacable de nuevo la alta uniformidad de 

los datos en cerebro, que lleva a que la diferencia, aunque pequeña, sea significativa. 

  

Fig. 58: α-tocoferol en plasma de madres 
alimentadas con dietas con un 10% de 
aceite de oliva o de pescado durante la 
gestación y la lactancia. O-L vs PE-L *, 
p<0.05 

Fig. 59: α-tocoferol en plasma de crías 
cuyas madres fueron alimentadas con 
dietas con un 10% de aceite de oliva o 
de pescado durante la gestación y la 
lactancia. O-L vs PE-L *, p<0.05 

Fig. 60: Cociente α-tocoferol/lípidos 
totales en plasma de crías cuyas ma-
dres fueron alimentadas con dietas con 
un 10% de aceite de oliva o de pescado 
durante la gestación y la lactancia. O-L 
vs PE-L *, p<0.05 
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Dado que la concentración de α-tocoferol en hígado de las crías PE-L es menor que en las 

crías O-L y que el hígado de las crías PE-L es más pequeño que el de las crías O-L, es lógico 

que las diferencias entre ambas dietas sean aún más acusadas al calcular la cantidad total de 

α-tocoferol en hígado, representada en la Fig. 63. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 61: Concentración de α-tocoferol 
en hígado de crías cuyas madres 
fueron alimentadas con dietas con un 
10% de aceite de oliva o de pescado 
durante la gestación y la lactancia. O-
L vs PE-L *, p<0.05 

Fig. 63: Cantidad total de α-tocoferol en hígado de 
crías cuyas madres fueron alimentadas con dietas 
con un 10% de aceite de oliva o de pescado durante 
la gestación y la lactancia. O-L vs PE-L ***, p<0.001 

Fig. 62: Concentración de α-tocoferol 
en cerebro de crías cuyas madres fue-
ron alimentadas con dietas con un 10% 
de aceite de oliva o de pescado durante 
la gestación y la lactancia. O-L vs PE-L 
**, p<0.01 
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4.2.3 Experimento 3: Ingesta durante la gestación y lactancia 
de dietas con aceite de oliva, pescado o pescado su-
plementadas 

Con objeto de determinar si el retraso en el desarrollo detectado en las crías de madres alimen-

tadas con la dieta PE era debido a la manifiesta deficiencia de vitamina E que presentaban, 

quisimos comprobar si la suplementación con vitamina E (acetato de α-tocoferol) durante la 

gestación y la lactancia era capaz de disminuir dicho retraso. Para ello, a un grupo de animales 

se les alimentó con una dieta de aceite de pescado suplementada con vitamina E (acetato de 

α-tocoferol). La suplementación suponía aumentar 10 veces la cantidad de vitamina E que se 

añadía a la dieta (dieta PE-10E). A su vez, para contrastar la posibilidad de que la causa del 

retraso no fuera la deficiencia de vitamina E, sino la deficiencia de ácido araquidónico, presente 

también en las ratas alimentadas con dieta PE, se administró a otros dos grupos de animales 

durante la gestación y la lactancia otras dos dietas, también suplementadas, una con ácido 

araquidónico (C20:4ω-6), dieta PE-AA y otra con su inmediato precursor metabólico, el ácido γ-

linolénico (C18:3ω-6), dieta PE-gL. 

El contenido de α-tocoferol en todas las dietas, excepto en la PE-10E, es similar, como se pue-

de apreciar en la Fig. 64. En la dieta suplementada con acetato de α-tocoferol, la concentración 

disponible de α-tocoferol es unas diez veces superior a la de las otras dietas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La composición percentual de ácido grasos de las distintas dietas empleadas en este experi-

mento se representa en la Fig. 65. El aumento en el porcentaje de ácidos grasos de la serie ω-

Fig. 64: Concentración de α-tocoferol en las 
dietas empleadas en el Experimento 3. Los datos 
se presentan en forma de media±SEM. Las letras 
distintas indican diferencias estadísticamente 
significativas (p<0.05). 
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3 en las dietas PE-gL y PE-AA con respecto a la dieta PE se debe específicamente al incre-

mento en la cantidad de ácido γ-linolénico en la dieta PE-gL y de ácido araquidónico en la dieta 

PE-AA. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ácidos grasos en la dieta PE (%)

28,3

29,7

0,0

21,021,0

Ácidos grasos en la dieta O (%)

15,1

75,8

7,4

0,1

7,5

Ácidos grasos en la dieta PE-10E (%)

33,2

42,0

2,5

15,618,1

Ácidos grasos en la dieta PE-gL (%)

19,9

28,7

15,6

20,7
36,3

Ácidos grasos en la dieta PE-AA (%)

25,1

32,5

14,4

17,8
32,2

 O PE PE-gL PE-AA PE-10E 
12:0 0.31 0.01 0.01 0.01 0.01 

14:0 0.33 4.11 2.63 3.40 5.40 

16:0 10.87 20.66 12.85 15.30 21.64 

18:0 3.59 3.48 4.38 6.41 6.19 

16:1 (ω-7) 0.95 6.38 5.45 6.37 8.67 

18:1 (ω-9) 74.83 23.33 23.21 26.17 33.30 

18:2 (ω-6) 7.39 0.01 7.50 4.04 2.50 

18:3 (ω-6) 0.01 0.01 8.13 0.72 0.01 

20:4 (ω-6) 0.01 0.01 0.01 9.60 0.01 

20:5 (ω-3) 0.04 9.54 8.27 7.54 5.49 

22:6 (ω-3) 0.01 11.44 12.38 10.28 10.06 

 

Fig. 65: Proporción de ácidos grasos en 
las distintas dietas empleadas en el Expe-
rimento 3. En el cuadro adjunto se detallan 
las proporciones individuales de los ácidos 
grasos indicados. 

 Saturados  

 Monoinsaturados 

 Poliinsaturados totales  

 Poliinsaturados ω-3 

 Poliinsaturados ω-6 
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4.2.3.1 Parámetros maternos 
La dieta se administró ad libitum a las ratas durante la gestación y la lactancia y en dos mo-

mentos de la lactancia se controló la cantidad de dieta que se les dejaba en el comedero y la 

que quedaba tras 24 h, para estimar la cantidad real de dieta ingerida. Con estos datos se es-

timó la ingesta de cada animal y con los datos obtenidos se realizó un ANOVA de dos vías ba-

sado en un modelo de dos niveles de interacción y se obtuvieron los correspondientes p-

valores asociados a las probabilidades de significatividad de cada factor e interacción, que se 

indican en el Cuadro 32. Tras estos ANOVAS se realizaron sendos tests de comparaciones 

múltiples de Student-Newman-Keuls (con un nivel de confianza del 95%) para cada uno de los 

dos factores ensayados (dieta y día) y los resultados se resumen en el Cuadro 33. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se han realizado también ANOVAS de una vía con los datos de cada uno de los días, para 

posteriormente analizar las diferencias entre las medias mediante el test de comparaciones 

Fig. 66: Ingesta durante la lactancia de ratas alimentadas con 
distintas dietas. Los datos se presentan en forma de media±SEM. 
No existen diferencias estadísticamente significativas entre las 
ingestas de cada uno de los días. *, p<0.05; **, p<0.01 

Cuadro 33: p-valor asociado a la pro-
babilidad de que la influencia de los 
distintos factores e interacciones entre 
los factores sea significativa sobre la 
ingesta 

Cuadro 32: Comparación de las 
medias de la ingesta en cada uno de 
los grupos de los correspondientes 
factores de variación. Las aspas en 
una misma columna indican que las 
medias son homogéneas (G.H. = 
grupos homogéneos).  

Dieta G.H. Día G.H. 

O  Día 8 X  
PE Día 14  X 
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X 
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PE-AA X    
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múltiples de Student-Newman-Keuls, al 95%. Los resultados han sido negativos, es decir, en 

cada uno de los días no existe ningún grupo significativamente distinto de los otros. Dentro de 

cada dieta se compararon los datos de ambos días y en la Fig. 66 se muestra que sólo alcanza 

significación estadística la comparación entre la ingesta de día 8 y día 14 de las ratas O-L y de 

las ratas PE-gL-L.  

Como se aprecia en la Fig. 67, todos los grupos parten de un peso similar al inicio del experi-

mento, correspondiente al día 0 de gestación. Aunque el día del parto las diferencias en peso 

corporal no llegan a ser significativas, se aprecian unas claras tendencias que acentúan las 

diferencias a lo largo de la lactancia. Así, como se muestra en la Fig. 67, mientras que las ratas 

O-L mantienen un peso más o menos constante a lo largo de la lactancia, las ratas PE-gL-L 

disminuyen ligeramente su peso durante los cinco primeros días después del parto para des-

pués mantenerse constante. Sin embargo, las madres alimentadas con la dieta de aceite de 

pescado (PE-L), o con la misma dieta suplementada con vitamina E (PE-10E-L) o con ácido 

araquidónico (PE-AA-L) disminuyen significativamente de peso con respecto a las ratas O-L. 

Sin embargo, las diferencias entre las ratas PE-gL-L y las O-L no llegan a ser significativos nin-

guno de los días estudiados (Fig. 67). 
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Fig. 67: Peso corporal durante la lactancia de las ratas alimentadas durante la gestación y la lactancia 
con la dieta de aceite de oliva (O-L) o de pescado (PE-L) suplementadas o no con acetato de vitamina E 
(PE-10E-L), ácido γ-linolénico (PE-gL-L), o ácido araquidónico (PE-AA-L). Las letras diferentes indican 
diferencias estadísticamente significativas dentro de un mismo día de lactancia (p<0.05) 

 Días 
 4 7 9 11 13 17 19 

O-L b b b b b b c 
PE-L a a a a a a bc 

PE-10E-L a a a a a a a 
PE-gL-L ab ab ab ab ab ab bc 
PE-AA-L a a a a a a ab 
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4.2.3.2 Parámetros de desarrollo postnatal 
Como se aprecia en la Fig. 68, el incremento del peso de las crías O-L es más rápido que en el 

resto de los grupos. A pesar de ello, no se aprecian diferencias significativas en ninguno de los 

días estudiados entre el peso de las crías PE-gL-L y las O-L. Sin embargo, a partir del día 11 

de lactancia se observa una diferencia significativa en el peso de las crías O-L frente a las crías 

de PE-L, PE-10E-L y PE-AA-L, la cual se va haciendo mayor a medida que avanza el tiempo 

de lactancia (Fig. 68). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La evolución de la talla de los animales es similar a la del peso, aunque las diferencias entre 

los grupos son menos manifiestas (Fig. 69). En este caso, a pesar de existir una tendencia 

desde el día 9 de lactancia a que las crías O-L presenten un mayor tamaño que el resto, no se 
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Fig. 68: Peso corporal durante la lactancia de las crías de ratas alimentadas durante la 
gestación y la lactancia con la dieta de aceite de oliva (O-L) o de pescado (PE-L) suplemen-
tadas o no con acetato de vitamina E (PE-10E-L), ácido γ-linolénico (PE-gL-L), o ácido 
araquidónico (PE-AA-L). Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente significa-
tivas dentro de un mismo día de lactancia (p<0.05) 
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producen diferencias estadísticamente significativas entre los distintos grupos hasta el día 14 

de lactancia (Fig. 69). Por otra parte, no existen diferencias significativas en el tamaño de las 

crías O-L y PE-gL-L en ninguno de los días estudiados (Fig. 69). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Como se presenta en la Fig. 70, el porcentaje de crías en cada camada a las que en un deter-

minado día les habían aparecido los incisivos, se les había abierto el conducto auricular o se 

les habían separado los párpados, era similar entre los distintos grupos de crías en cualquiera 

de los días de estudio. Sin embargo, se aprecia una tendencia a que en las crías del grupo que 

tomaban la dieta de aceite de pescado suplementada con vitamina E (PE-10E-L) se abran los 

oídos y los ojos más tarde que en el resto de los grupos (Fig. 70). 
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Fig. 69: Talla durante la lactancia de las crías de ratas alimentadas durante la gestación 
y la lactancia con la dieta de aceite de oliva (O-L) o de pescado (PE-L) suplementadas o 
no con acetato de vitamina E (PE-10E-L), ácido γ-linolénico (PE-gL-L), o ácido araquidó-
nico (PE-AA-L). Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas 
dentro de un mismo día de lactancia (p<0.05) 



Fco. Javier Rupérez Tesis: Vitamina E, dieta y gestación/lactancia o diabetes  
 

 

152 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para evaluar la adquisición del ARR, una vez obtenidos los datos del porcentaje de crías de la 

camada que en un día determinado presentaban la capacidad de girarse en el aire, represen-

tados en la Fig. 71, se transformaron los datos percentuales a unidades “probit”  [563]. En la 

Fig. 72 se representan las medias de los respectivos I50, observándose que la suplementación 

con vitamina E no consigue mejorar los resultados de las crías cuyas madres tomaban la dieta 

de pescado (grupo PE-L), mientras que sí se acercan a los resultados del grupo O-L las crías 

de PE-gL-L y PE-AA-L. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Fig. 71: Adquisición del reflejo de giro 
en el aire de crías de ratas alimentadas 
con dietas con un 10% de aceite de 
oliva, de pescado, o de pescado suple-
mentado con acetato de α-tocoferol, 
ácido γ-linolénico o ácido araquidónico. 
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Fig. 70: Porcentaje de crías en las camadas 
en las que se produjo la aparición de incisivos, 
la apertura del conducto auricular y la separa-
ción de párpados en los días indicados. Crías 
de ratas que fueron alimentadas con la dieta de 
aceite de oliva (O-L),o de pescado (PE-L), 
suplementada o no con acetato de α-tocoferol 
(PE-10E-L), con ácido γ-inolénico (PE-gL-L), o 
ácido araquidónico (PE-AA-L). 
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En el caso de la adquisición del SRR, se cronometró el tiempo que las crías tardaban en girar-

se y la media de esos tiempos se representa en la Fig. 73. Se consideró como completamente 

adquirido el reflejo cuando tardaban menos de un segundo en girarse. Con estos resultados se 

pudo llevar a cabo la transformación “probit” y representar el I50 (Fig. 74). Se encontró que las 

crías PE-L y las PE-10E-L también tardaban más que los otros grupos en adquirir esta habili-

dad. La suplementación con araquidónico no consigue la total recuperación en la adquisición 

de este reflejo, mientras que la suplementación con el ácido γ-linolénico sí consigue que las 

crías PE-gL-L alcancen los valores observados en el grupo O-L. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 72: Día en el que la mitad de la 
camada adquiere el reflejo de giro en 
el aire. Crías de ratas alimentadas con 
dietas con un 10% de aceite de oliva, 
de pescado, o de pescado suplemen-
tado con acetato de α-tocoferol, ácido 
γ-linolénico o ácido araquidónico. 
Letras iguales indican grupos homo-
géneos (p<0.05). 

Fig. 73: Adquisición del reflejo de 
giro en superficie de crías de ratas 
alimentadas con dietas con un 10% 
de aceite de oliva, de pescado, o de 
pescado suplementado con acetato 
de α-tocoferol, ácido γ-linolénico o 
ácido araquidónico. 

Fig. 74: Día en el que la mitad de la 
camada adquiere el reflejo de giro en 
superficie. Crías de ratas alimentadas 
con dietas con un 10% de aceite de 
oliva, de pescado, o de pescado su-
plementado con acetato de α-
tocoferol, ácido γ-linolénico o ácido 
araquidónico. Letras iguales indican 
grupos homogéneos (p<0.05). 
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De acuerdo con el menor peso corporal observado en todos los grupos con dietas basadas en 

aceite de pescado frente al de las crías del grupo de aceite de oliva (O-L), ya observado en la 

Fig. 68, el peso del hígado de las crías PE-L, PE-10E-L, PE-gL-L y PE-AA-L era homogéneo, e 

inferior al de las crías O-L, como se aprecia en la Fig. 75. Aunque se pueda apreciar una apa-

rente normalización de estas diferencias en la Fig. 76, cuando el peso del hígado se corrige por 

el peso corporal, las diferencias entre los grupos PE-L y PE-10E-L frente al grupo O-L siguen 

siendo significativas. Hay que recordar que en el experimento anterior la diferencia en el peso 

relativo del hígado entre el grupo de crías cuyas madres tomaban la dieta de aceite de oliva 

frente a las del aceite de pescado no era significativa (Fig. 56), pero en este caso, con valores 

muy similares, la adición de nuevos grupos lleva a que la significatividad de la diferencia sea 

distinta. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En el caso del peso absoluto del cerebro se vuelve a observar que, aunque las diferencias no 

sean muy grandes, el grupo de crías O-L presenta un peso significativamente mayor que el 

resto de grupos de crías cuyas madres estaban alimentadas con dietas basadas en aceite de 

pescado, excepto aquellas cuya dieta estaba suplementada con ácido γ-linolénico (PE-gL-L), 

en las que el peso del cerebro no es distinto del de las de oliva (Fig. 77 y 78). 

Dado que el peso absoluto del cerebro es similar y los pesos corporales son distintos, es lógico 

que el peso relativo del cerebro sea inferior en las crías O-L que en el resto de grupos, aunque 

de nuevo la diferencia con el grupo PE-gL-L no llegue a ser significativa (Fig. 78). 

Fig. 75: Peso del hígado de crías de 
ratas alimentadas con dietas con un 
10% de aceite de oliva, de pescado, o 
de pescado suplementado con acetato 
de α-tocoferol, ácido γ-linolénico o ácido 
araquidónico. Letras iguales indican 
grupos homogéneos (p<0.05). 

Fig. 76: Peso relativo del hígado de crías 
de ratas alimentadas con dietas con un 
10% de aceite de oliva, de pescado, o de 
pescado suplementado con acetato de α-
tocoferol, ácido γ-linolénico o ácido ara-
quidónico. Letras iguales indican grupos 
homogéneos (p<0.05). 
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4.2.3.3 α-Tocoferol en la lactancia 
Al final de la lactancia (21 días tras el parto), se sacrificó a los animales y se analizó el conteni-

do en α-tocoferol del plasma materno, así como en plasma, hígado y cerebro de las crías. 

La concentración plasmática de α-tocoferol en las madres durante la lactancia se presenta en 

la Fig. 79. En ella se puede observar que la suplementación con acetato de α-tocoferol en la 

dieta supone que los animales del grupo PE-10E-L tengan unos niveles plasmáticos de α-

tocoferol equiparables a los de las ratas O-L. Hay que reseñar, no obstante, que en la dieta de 

aceite de pescado suplementada con acetato de α-tocoferol había aproximadamente 10 veces 

la concentración de α-tocoferol que tenía la dieta de aceite de pescado (Fig. 64), pero los nive-

les de α-tocoferol en el plasma de las ratas PE-10E-L no son 10 veces superiores a los de α-

tocoferol en plasma de las ratas O-L. En cuanto a las otras dos suplementaciones, se observa 

que no afectan a los niveles plasmáticos de α-tocoferol (Fig. 79) y no hay diferencias entre los 

grupos PE-L, PE-gL-L y PE-AA-L. 

  

Fig. 77: Peso del cerebro de 
crías de ratas alimentadas con 
dietas con un 10% de aceite de 
oliva, de pescado, o de pescado 
suplementado con acetato de α-
tocoferol, ácido γ-linolénico o 
ácido araquidónico. Letras igua-
les indican grupos homogéneos 
(p<0.05). 

Fig. 78: Peso relativo del cerebro de 
crías de ratas alimentadas con dietas 
con un 10% de aceite de oliva, de 
pescado, o de pescado suplementado 
con acetato de α-tocoferol, ácido γ-
linolénico o ácido araquidónico. Letras 
iguales indican grupos homogéneos 
(p<0.05). 
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En la concentración de α-tocoferol en el plasma de las crías, representada en la Fig. 80, se 

observa la misma tendencia que en sus madres: Los niveles de α-tocoferol en el plasma de las 

crías PE-10E-L son similares a los de las crías O-L y superiores a los de los grupos cuyas ma-

dres tomaron cualquiera de las otras tres dietas basadas en el aceite de pescado. 

Como puede observarse en la Fig. 80, la suplementación con acetato de α-tocoferol en la dieta 

de las madres supone que en la leche a las crías llegue más α-tocoferol y que la fracción lipídi-

ca plasmática en las crías PE-10E-L esté más enriquecida en α-tocoferol (Fig. 81). Hay que 

recordar de nuevo que la diferencia en la concentración de vitamina E entre la dieta PE-10E y 

el resto de las dietas (Fig. 64) es muy superior a la diferencia que se observa entre los niveles 

de α-tocoferol en el plasma de las crías. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 80: Concentración plasmática de α-
tocoferol en crías de ratas alimentadas con 
dietas con un 10% de aceite de oliva, de 
pescado, o de pescado suplementado con 
acetato de α-tocoferol, ácido γ-linolénico o 
ácido araquidónico. Letras iguales indican 
grupos homogéneos (p<0.05). 

Fig. 81: Cociente α-tocoferol/lípidos 
totales en plasma de crías cuyas ma-
dres tomaban dietas con un 10% de 
aceite de oliva, de pescado, o de pesca-
do suplementado con acetato de α-
tocoferol, ácido γ-linolénico o ácido 
araquidónico. Letras iguales indican 
grupos homogéneos (p<0.05). 

Fig. 79: Concentración plasmática 
de α-tocoferol en ratas alimentadas 
con dietas con un 10% de aceite de 
oliva, de pescado, o de pescado 
suplementado con acetato de α-
tocoferol, ácido γ-linolénico o ácido 
araquidónico. Letras iguales indican 
grupos homogéneos (p<0.05). 
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En el hígado se observa también el mismo patrón: En la Fig. 82 se puede apreciar que en los 

grupos PE-L, PE-gL-L y PE-AA-L la concentración hepática de α-tocoferol es semejante y más 

baja que en los grupos O-L y PE-10E-L. La concentración de α-tocoferol en el hígado de las 

crías cuyas madres tomaron la dieta de pescado suplementada con acetato de α-tocoferol (PE-

10E-L) es incluso superior (pero no significativamente) a la de las crías O-L, pero si se estima 

la cantidad total de α-tocoferol teniendo en cuenta el peso del hígado (Fig. 83) se invierte la 

relación que se observaba en la concentración, siendo la cantidad total de α-tocoferol en híga-

do superior en el caso de las crías O-L que en las PE-10E-L. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A pesar de esas diferencias entre los grupos en la concentración de α-tocoferol en hígado, la 

concentración de α-tocoferol en cerebro es mucho más estable. Así, como se observa en la 

Fig. 84, la concentración de α-tocoferol en cerebro es igual en todos los grupos, sin diferencias 

entre ellas. 

  

Fig. 82: Concentración de α-tocoferol 
en hígado de crías de ratas alimenta-
das con dietas con un 10% de aceite 
de oliva, de pescado, o de pescado 
suplementado con acetato de α-
tocoferol, ácido γ-linolénico o ácido 
araquidónico. Letras iguales indican 
grupos homogéneos (p<0.05). 

Fig. 83: α-tocoferol total en hí-
gado de crías cuyas madres 
tomaban dietas con un 10% de 
aceite de oliva, de pescado, o de 
pescado suplementado con ace-
tato de α-tocoferol, ácido γ-
linolénico o ácido araquidónico. 
Letras iguales indican grupos 
homogéneos (p<0.05). 
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4.2.4 Experimento 4: Intercambio de crías al nacer entre ma-
dres que ingieren dietas diferentes 

El retraso observado en las crías cuyas madres tomaban las dietas basadas en aceite de pes-

cado podía ser consecuencia de la ingestión de dicha dieta bien durante la gestación, bien du-

rante la lactancia. Para determinar si el retraso era consecuencia de la ingesta en una etapa o 

en otra, se diseñó un experimento en el que las crías cambiaban de madre, de manera que 

crías procedentes de una madre que hubiera ingerido una determinada dieta durante la gesta-

ción lactaban de una madre cuya dieta fuera diferente. A estas madres de las que lactaban las 

crías se hará referencia en el texto como nodrizas. Tomando como referencia la dieta con acei-

te de oliva (10%), se organizaron cuatro grupos de crías: OG-PEL, crías nacidas de madres 

que habían tomado la dieta de aceite de oliva durante la gestación, cambiadas a nodrizas re-

cién paridas que estaban tomando la dieta de aceite de pescado; OG-OL: crías nacidas de ma-

dres que habían tomado la dieta de aceite de oliva durante la gestación, cambiadas a nodrizas 

recién paridas que estaban tomando la dieta de aceite de oliva; PEG-OL, crías nacidas de ma-

dres que habían tomado la dieta de aceite de pescado durante la gestación, cambiadas a no-

drizas recién paridas que estaban tomando la dieta de aceite de oliva; PEG-PEL, crías nacidas 

de madres que habían tomado la dieta de aceite de pescado durante la gestación, cambiadas a 

nodrizas recién paridas que estaban tomando la dieta de aceite de pescado 

Para tener en cuenta los efectos que pudiera tener el cruce tanto sobre las madres como sobre 

las crías, se realizaron cruces incluso con las crías que pasaron a lactar de nodrizas que inge-

rían la misma dieta que su correspondiente madre durante la gestación. 

Dado que las dietas se prepararon de la misma forma que en los experimentos anteriores, su 

contenido en vitamina E fue igual al previamente medido, que fue representado en las Figs. 30 

y 64. 

Fig. 84: Concentración de α-
tocoferol en cerebro de crías 
de ratas alimentadas con die-
tas con un 10% de aceite de 
oliva, de pescado, o de pesca-
do suplementado con acetato 
de α-tocoferol, ácido γ-
linolénico o ácido araquidónico. 
Letras iguales indican grupos 
homogéneos (p<0.05). 
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Como las madres no cambiaban de dieta tras el parto, se consideró que no había más que dos 

grupos de madres: las que tomaban la dieta de oliva y las que tomaban la de pescado (O-L y 

PE-L, respectivamente). Por tanto, todas las comparaciones estadísticas referidas a las madres 

se hicieron dos a dos, contrastando la hipótesis de la igualdad de medias mediante la t de Stu-

dent, tras comprobar la homogeneidad de varianzas. Cuando las diferencias resultaron ser sig-

nificativas (P>95%), se indica en las respectivas figuras mediante asteriscos: *, p<0.05; **, 

p<0.01; ***, p<0.001. 

Cuando se deseó comparar los datos correspondientes a los cuatro grupos de crías, tras un 

ANOVA de una vía, se compararon las medias mediante el test de Student-Newman-Keuls, 

considerándose significativas las diferencias con un 95% de confianza. 

4.2.4.1 Parámetros maternos 
La ingesta de las nodrizas fue estimada de la misma forma que en el experimento anterior, y, al 

igual que se representa en la Fig. 66, se encontró que no había diferencias significativas entre 

la ingesta de ambos grupos. 

A pesar de no existir diferencias significativas en el peso de las madres al inicio de la gestación 

(Fig. 85) el peso de las madres que ingerían la dieta conteniendo aceite de oliva durante la ges-

tación y lactancia es significativamente superior a partir del día del parto que el de las madres 

alimentadas con una dieta con aceite de pescado (Fig. 85). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 85: Peso corporal durante la lactancia de las ratas alimenta-
das durante la gestación y la lactancia con la dieta de aceite de 
oliva (O-L) o de pescado (PE-L). O-L vs PE-L *, p<0.05; ***, 
p<0.001 
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4.2.4.1.1 Producción y composición de la leche 
Las diferencias encontradas en los experimentos anteriores en cuanto a la composición del 

plasma y tejidos maternos en función de las dietas ingeridas nos llevaron a pensar que podría 

estar modificada la composición de la leche por ellas secretada, así como la cantidad de leche 

producida. 

Por ello se estimó la producción de leche en dos días distintos de la lactancia. Para ello se si-

guió el protocolo descrito en el apartado 3.1.2.3 del capítulo de Materiales y Métodos de la pre-

sente Memoria. Como se puede observar en la Fig. 86, se encontró que las madres alimenta-

das con la dieta de aceite pescado producen menos leche que las de oliva en los dos días. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A su vez, en el día 12 tras el parto se obtuvo una muestra de leche de todas las madres y se 

cuantificó en ella la concentración de α-tocoferol. En la Fig. 87 se puede observar que la con-

centración de α-tocoferol en la leche de madres que están tomando la dieta de pescado es mu-

cho menor que en la leche de las madres que ingieren la dieta de oliva. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Así pues, la suma de estos dos factores, la menor producción de leche y la menor concentra-

ción de α-tocoferol en ésta, nos lleva a la conclusión de que las crías de madres PE-L ingieren 

mucho menos α-tocoferol que las de las ratas O-L. 

Fig. 86: Producción de leche. 
Ratas alimentadas con dietas 
con un 10% de aceite de oliva o 
de pescado. 

     

Fig. 87: Concentración de α-tocoferol 
en la leche de ratas alimentadas con 
dietas con un 10% de aceite de oliva o 
de pescado. O-L vs PE-L, ***, p<0.001 
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4.2.4.1.2 Parámetros corporales 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En el día 21 de la lactancia las madres alimentadas con la dieta conteniendo aceite de oliva 

presentan mayores pesos del tejido adiposo lumbar, hígado y glándula mamaria que las ali-

mentadas con la dieta de aceite de pescado (Fig. 88). El menor tamaño del hígado y de la 

glándula mamaria de estas ratas a dieta de aceite de pescado está directamente relacionado 

con el menor tamaño corporal, pues, como se representa en la Fig. 88, el peso relativo de am-

bos órganos no varía en función de la dieta. Sin embargo, el peso de tejido adiposo lumbar en 

las ratas que toman la dieta de pescado es mucho más pequeño que el de las de oliva, de ma-

Fig. 88: Pesos y pesos relativos de hígado, tejido adiposo lumbar y glándula mamaria de 
ratas alimentadas con dietas con un 10% de aceite de oliva o de pescado. O-L vs PE-L ; N.S., 
no significativo; *, p<0.05; ***, p<0.001 
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nera que también el peso relativo de este órgano en las ratas PE-L es menor que el de las O-L 

(Fig. 88). 

4.2.4.2 Desarrollo tras el nacimiento 
Como se muestra en las Figs. 89 y 90, tanto el peso corporal como la talla fueron menores en 

las crías lactadas por nodrizas alimentadas con dieta de pescado durante la lactancia (PEG-

PEL y OG-PEL), que la de crías lactadas por nodrizas alimentadas con dieta de oliva (OG-OL y 

PEG-OL), en ambos casos de forma independiente de la dieta que habían ingerido sus respec-

tivas madres durante la gestación. Es decir, que las crías PEG-PEL y OG-PEL presentan peso 

y talla significativamente menores que las crías OG-OL y PEG-OL desde el día 8 (peso) y des-

de el día 10 (talla) tras el parto, haciéndose las diferencias más importantes a medida que 

avanza la lactancia, hasta el final de la misma (Figs. 89 y 90) 
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Fig. 89: Evolución postnatal del peso de 
crías. PEG-OL: Crías de madres que du-
rante la gestación tomaron la dieta de 
pescado y lactadas por nodrizas que toma-
ban la dieta de oliva. OG-OL: Oliva durante 
la gestación, oliva en la lactancia. OG-PEL: 
Oliva en la gestación, pescado en la lac-
tancia. PEG-PEL: Pescado en la gestación, 
pescado en la lactancia. Las letras distintas 
indican diferencias estadísticamente signi-
ficativas entre los distintos grupos en un 
mismo día de desarrollo (p<0.05). 
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Fig. 90: Evolución postnatal de la talla de 
crías. PEG-OL: Crías de madres que duran-
te la gestación tomaron la dieta de pescado 
y lactadas por nodrizas que tomaban la dieta 
de oliva. OG-OL: Oliva durante la gestación, 
oliva en la lactancia. OG-PEL: Oliva en la 
gestación, pescado en la lactancia. PEG-
PEL: Pescado en la gestación, pescado en 
la lactancia. Las letras distintas indican dife-
rencias estadísticamente significativas entre 
los distintos grupos en un mismo día de 
desarrollo (p<0.05). 
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Como se puede observar en la Fig. 91, a día 12 de lactancia un mayor porcentaje de crías de 

las camadas OG-OL y PEG-OL presentan abiertos los ojos y el conducto auditivo frente a las 

camadas PEG-PEL y OG-PEL. Además, aunque no se producen diferencias estadísticamente 

significativas, la aparición de dientes en las crías PEG-PEL y OG-PEL tiene lugar ligeramente 

más tarde que en las crías OG-OL y PEG-OL (Fig. 91). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En cuanto a la evaluación de los reflejos indicativos del desarrollo psicomotor, en la Fig. 92 se 

representa el porcentaje de crías que se giraban en el aire en un día determinado. En la Fig. 93 

se observa que el día en el que se estima que la mitad de las crías han adquirido esta capaci-

dad (I50) es anterior cuando la dieta de las nodrizas es la de oliva. Así, estos dos grupos (OG-

OL y PEG-OL) adquieren antes este reflejo que los dos grupos cuyas nodrizas tomaban la dieta 

de pescado (PEG-PEL y OG-PEL). Entre grupos cuyas nodrizas tomaban la misma dieta, las 

diferencias no son significativas y tampoco lo es la diferencia entre el I50 de los grupos PEG-OL 

y de PEG-PEL (Fig. 93) 
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Fig. 91: Apertura de ojos y oídos y apari-
ción de dientes en las crías. PEG-OL: Pes-
cado durante la gestación y oliva durante la 
lactancia. OG-OL: Oliva en la gestación, 
oliva en la lactancia. OG-PEL: Oliva en la 
gestación, pescado en la lactancia. PEG-
PEL: Pescado en la gestación, pescado en 
la lactancia. Letras distintas indican diferen-
cias estadísticamente significativas entre los 
distintos grupos en un mismo día de desa-
rrollo (p<0.05). 
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Se estudió también el tiempo que tardaban en girarse las crías y los resultados se representan 

en la Fig. 94. En la Fig. 95 se muestran los datos del día en que la mitad de la camada es ca-

paz de girarse en menos de un segundo. En ella se observa también que las crías que lactan 

de nodrizas que toman la dieta de oliva adquieren esta capacidad antes que las que lactan de 

nodrizas de pescado, aunque la diferencia entre el grupo PEG-OL y el PEG-PEL no es signifi-

cativa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Fig. 92: Adquisición del reflejo de giro en 
el aire de crías de ratas intercambiadas al 
nacer entre madres que tomaban distintas 
dietas. PEG-OL: Pescado en la gestación, 
oliva en la lactancia. OG-OL: Oliva durante 
la gestación, oliva en la lactancia. OG-
PEL: Oliva en la gestación, pescado en la 
lactancia. PEG-PEL: Pescado en la gesta-
ción, pescado en la lactancia.  

Fig. 93: Día en el que la mitad de la ca-
mada adquiere el reflejo de giro en el aire. 
Crías de ratas intercambiadas al nacer 
entre madres que tomaban distintas die-
tas. PEG-OL: Pescado en la gestación, 
oliva en la lactancia. OG-OL: Oliva durante 
la gestación, oliva en la lactancia. OG-
PEL: Oliva en la gestación, pescado en la 
lactancia. PEG-PEL: Pescado en la gesta-
ción, pescado en la lactancia. Las letras 
distintas indican diferencias estadística-
mente significativas entre los distintos 
grupos (p<0.05). 

Fig. 94: Tiempo de giro en superficie de 
crías de ratas intercambiadas al nacer 
entre madres que tomaban distintas die-
tas. PEG-OL: Pescado en la gestación, 
oliva en la lactancia. OG-OL: Oliva durante 
la gestación, oliva en la lactancia. OG-
PEL: Oliva en la gestación, pescado en la 
lactancia. PEG-PEL: Pescado en la gesta-
ción, pescado en la lactancia.  
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Además de la disminución en el peso y tamaño corporal observada en las crías PEG-PEL y 

OG-PEL, también tiene lugar en estas mismas crías una disminución del peso del hígado y 

cerebro a día 21 de lactancia (Figs. 96 y 97). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Como se observa en la Fig. 98, el tamaño relativo del hígado de las crías PEG-PEL es inferior 

al de los otros tres grupos, entre los que no hay diferencias significativas. 

En el caso del peso relativo del cerebro, representado en la Fig. 99, por un lado, no se aprecian 

diferencias entre los dos grupos de crías cuyas nodrizas tomaban la dieta de oliva (OG-OL y 

PEG-OL) y por el otro, tampoco se observan diferencias entre los dos grupos cuyas nodrizas 

Fig. 96: Peso del hígado de crías inter-
cambiadas al nacer entre madres que 
tomaban distintas dietas. PEG-OL: Pesca-
do en la gestación, oliva en la lactancia. 
OG-OL: Oliva durante la gestación, oliva 
en la lactancia. OG-PEL: Oliva en la ges-
tación, pescado en la lactancia. PEG-PEL: 
Pescado en la gestación, pescado en la 
lactancia. Las letras distintas indican dife-
rencias estadísticamente significativas 
entre los distintos grupos (p<0.05). 

Fig. 97: Peso del cerebro de crías inter-
cambiadas al nacer entre madres que 
tomaban distintas dietas. PEG-OL: Pesca-
do en la gestación, oliva en la lactancia. 
OG-OL: Oliva durante la gestación, oliva 
en la lactancia. OG-PEL: Oliva en la ges-
tación, pescado en la lactancia. PEG-PEL: 
Pescado en la gestación, pescado en la 
lactancia. Las letras distintas indican dife-
rencias estadísticamente significativas 
entre los distintos grupos (p<0.05). 

Fig. 95: Día en el que la mitad de la ca-
mada adquiere el reflejo de giro en super-
ficie. Crías de ratas intercambiadas al 
nacer entre madres que tomaban distintas 
dietas. PEG-OL: Pescado en la gestación, 
oliva en la lactancia. OG-OL: Oliva durante 
la gestación, oliva en la lactancia. OG-
PEL: Oliva en la gestación, pescado en la 
lactancia. PEG-PEL: Pescado en la gesta-
ción, pescado en la lactancia. Las letras 
distintas indican diferencias estadística-
mente significativas entre los distintos 
grupos (p<0.05). 
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tomaban la dieta de pescado (PEG-PEL y OG-PEL) y que presentan un peso relativo del cere-

bro mayor que los otros dos (Fig. 99). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.2.4.3 α-Tocoferol en la lactancia 
Al final de la lactancia, a los 21 días tras el parto, se sacrificó a los animales y se analizó la 

concentración de α-tocoferol en el plasma, hígado, tejido adiposo lumbar y glándula mamaria 

de las madres y en el plasma, hígado y cerebro de las crías. 

4.2.4.3.1 α-Tocoferol en tejidos maternos 
En el plasma de las ratas alimentadas con la dieta de pescado (ratas PE-L) se observa de nue-

vo una menor concentración plasmática de α-tocoferol que las alimentadas con aceite de oliva 

(ratas O-L) (Fig. 100). El cociente entre α-tocoferol y el conjunto de triglicéridos más colesterol 

(Fig. 101) es también menor en las ratas PE-L al final de la lactancia (21 días tras el parto), al 

igual que ocurría con las ratas vírgenes y gestantes que habían tomado la dieta de aceite de 

pescado durante 20 días (Figs. 32 y 43). 

En la Fig. 102 se observa que también en el hígado de las ratas alimentadas con la dieta de 

oliva (O-L) la concentración de α-tocoferol es superior a la de las ratas PE-L. En consecuencia, 

Fig. 98: Peso relativo del hígado de crías 
intercambiadas al nacer entre madres que 
tomaban distintas dietas. PEG-OL: Pesca-
do en la gestación, oliva en la lactancia. 
OG-OL: Oliva durante la gestación, oliva 
en la lactancia. OG-PEL: Oliva en la ges-
tación, pescado en la lactancia. PEG-PEL: 
Pescado en la gestación, pescado en la 
lactancia. Las letras distintas indican dife-
rencias estadísticamente significativas 
entre los distintos grupos (p<0.05). 

Fig. 99: Peso relativo del cerebro de crías 
intercambiadas al nacer entre madres que 
tomaban distintas dietas. PEG-OL: Pesca-
do en la gestación, oliva en la lactancia. 
OG-OL: Oliva durante la gestación, oliva 
en la lactancia. OG-PEL: Oliva en la ges-
tación, pescado en la lactancia. PEG-PEL: 
Pescado en la gestación, pescado en la 
lactancia. Las letras distintas indican dife-
rencias estadísticamente significativas 
entre los distintos grupos (p<0.05). 
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la cantidad estimada de α-tocoferol en el hígado en las ratas O-L es también mayor que en las 

PE-L (Fig. 103). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Fig. 100: Concentración de α-tocoferol en 
el plasma de ratas alimentadas con dietas 
con un 10% de aceite de oliva o de pesca-
do. O-L vs PE-L; ***, p<0.001 

Fig. 101: Cociente α-tocoferol 
/(triglicéridos + colesterol) en el plasma de 
ratas alimentadas con dietas con un 10% 
de aceite de oliva o de pescado. O-L vs 
PE-L; ***, p<0.001 

Fig. 102: Concentración de α-tocoferol en 
el hígado de ratas alimentadas con dietas 
con un 10% de aceite de oliva o de pesca-
do. O-L vs PE-L; ***, p<0.001 

Fig. 103: Cantidad total de α-tocoferol en 
el hígado de ratas alimentadas con dietas 
con un 10% de aceite de oliva o de pesca-
do. O-L vs PE-L; ***, p<0.001 
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Fig. 105: Cantidad total de α-tocoferol en 
el tejido adiposo lumbar de ratas alimenta-
das con dietas con un 10% de aceite de 
oliva o de pescado. O-L vs PE-L; ***, 
p<0.001 

Fig. 106: Concentración de α-tocoferol en 
la glándula mamaria de ratas alimentadas 
con dietas con un 10% de aceite de oliva o 
de pescado. O-L vs PE-L; ***, p<0.001 

Fig. 107: Cantidad total de α-tocoferol en 
la glándula mamaria de ratas alimentadas 
con dietas con un 10% de aceite de oliva o 
de pescado. O-L vs PE-L; ***, p<0.001 

Fig. 104: Concentración de α-tocoferol en 
el tejido adiposo lumbar de ratas alimenta-
das con dietas con un 10% de aceite de 
oliva o de pescado. O-L vs PE-L; ***, 
p<0.001 

Concentración de α -tocoferol en tejido adiposo 
lumbar de madres (día 21 post parto)

0

10

20

30

40

50

60

70

O-L PE-L

al
fa

-to
co

fe
ro

l (
µg

/g
) 

***

Cantidad total de α -tocoferol en tejido adiposo 
lumbar de madres (día 21 post parto)

0

20

40

60

80

100

120

O-L PE-L

al
fa

-to
co

fe
ro

l (
µg

) 

***

Concentración de α -tocoferol en glándula mamaria 
de madres (día 21 post parto)

0

10

20

30

40

50

60

O-L PE-L

al
fa

-to
co

fe
ro

l  
(µ

g/
g)

 N.S.

Cantidad total de α -tocoferol en glándula mamaria 
de madres (día 21 post parto)

0
100
200
300
400
500
600
700
800

O-L PE-L

al
fa

-to
co

fe
ro

l (
µg

) 

***



Tesis: Vitamina E, dieta y gestación/lactancia o diabetes RESULTADOS 
 

169 

En la Fig. 104 se observa que aunque la concentración de α-tocoferol en tejido adiposo es lige-

ramente inferior en el grupo PE-L que en el O-L, la diferencia es altamente significativa. De 

hecho, la diferencia entre los dos grupos es aún más acusada al estimar la cantidad total de α-

tocoferol en el tejido adiposo (Fig. 105). 

La concentración de α-tocoferol en glándula mamaria (Fig. 106) es del mismo orden de magni-

tud que la concentración de α-tocoferol en tejido adiposo (Fig. 104) y no hay diferencias signifi-

cativas entre los dos grupos. Sin embargo, al estimar la cantidad total de α-tocoferol en la glán-

dula mamaria (Fig. 107) sí se observa que, aunque los valores son próximos, la cantidad total 

de α-tocoferol en la glándula mamaria de las ratas O-L es superior a la de las PE-L. 

4.2.4.3.2 α-Tocoferol en tejidos de las crías 
En la Fig. 108 se observa que no hay diferencias en los valores de aquellos grupos cuyas no-

drizas tomaron la misma dieta (OG-OL y PEG-OL frente a OG-PEL y PEG-PEL). Además, 

cuando las crías han lactado de nodrizas alimentadas con la dieta de pescado (PEG-PEL y 

OG-PEL), la concentración de α-tocoferol en plasma es menor que en las crías que lactaban de 

nodrizas que tomaban la dieta de oliva (OG-OL y PEG-OL, Fig. 108). 

En la Fig. 109 se muestra el cociente de la concentración plasmática de α-tocoferol y los lípidos 

plasmáticos (triglicéridos más colesterol) y se observa que su valor sigue siendo más alto en 

los grupos OG-OL y PEG-OL, que en los PEG-PEL y OG-PEL. Las diferencias observadas en 

estos cocientes son ligeramente inferiores que en la concentración absoluta de α-tocoferol (Fig. 

108), pero la comparación estadística entre los grupos da el mismo resultado en ambos pará-

metros. 

En las Figs. 110 y 111 se muestra la concentración y la cantidad total de α-tocoferol en el híga-

do de las crías de los distintos grupos experimentales, que siguen el mismo patrón de distribu-

ción que en el plasma: tanto la concentración como la cantidad de α-tocoferol son superiores 

en los hígados de las crías que lactan de nodrizas que están tomando la dieta de oliva que en 

las crías que lactan de las nodrizas alimentadas con la dieta de aceite de pescado. 

A pesar de esas diferencias entre los grupos en los valores de α-tocoferol en plasma e hígado, 

la concentración de α-tocoferol en cerebro de las crías es muy semejante en todos los grupos 

(Fig. 112), sin que se observen diferencias significativas entre ninguno de los cuatro. 
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Fig. 108: Concentración de α-tocoferol en 
crías intercambiadas al nacer entre ma-
dres que tomaban distintas dietas. PEG-
OL: Pescado en la gestación, oliva en la 
lactancia. OG-OL: Oliva durante la gesta-
ción, oliva en la lactancia. OG-PEL: Oliva 
en la gestación, pescado en la lactancia. 
PEG-PEL: Pescado en la gestación, pes-
cado en la lactancia. Las letras distintas 
indican diferencias estadísticamente signi-
ficativas entre los distintos grupos 
(p<0.05). 

Fig. 109: Cociente α-
tocoferol/(triglicéridos + colesterol) en 
plasma de crías intercambiadas al nacer 
entre madres que tomaban distintas die-
tas. PEG-OL: Pescado en la gestación, 
oliva en la lactancia. OG-OL: Oliva durante 
la gestación, oliva en la lactancia. OG-
PEL: Oliva en la gestación, pescado en la 
lactancia. PEG-PEL: Pescado en la gesta-
ción, pescado en la lactancia. Las letras 
distintas indican diferencias estadística-
mente significativas entre los distintos 
grupos (p<0.05). 

Fig. 110: Concentración de α-tocoferol en 
hígado de crías intercambiadas al nacer 
entre madres que tomaban distintas die-
tas. PEG-OL: Pescado en la gestación, 
oliva en la lactancia. OG-OL: Oliva durante 
la gestación, oliva en la lactancia. OG-
PEL: Oliva en la gestación, pescado en la 
lactancia. PEG-PEL: Pescado en la gesta-
ción, pescado en la lactancia. Las letras 
distintas indican diferencias estadística-
mente significativas entre los distintos 
grupos (p<0.05). 

Fig. 111: Cantidad total de α-tocoferol en 
hígado de crías intercambiadas al nacer 
entre madres que tomaban distintas die-
tas. PEG-OL: Pescado en la gestación, 
oliva en la lactancia. OG-OL: Oliva durante 
la gestación, oliva en la lactancia. OG-
PEL: Oliva en la gestación, pescado en la 
lactancia. PEG-PEL: Pescado en la gesta-
ción, pescado en la lactancia. Las letras 
distintas indican diferencias estadística-
mente significativas entre los distintos 
grupos (p<0.05). 
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En resumen, este conjunto de resultados pone de manifiesto la importante influencia que tiene 

la dieta de la madre lactante sobre la disponibilidad de α-tocoferol en la leche y consecuente-

mente en las crías. Esta influencia es muy superior a la producida por la ingesta de la madre 

durante la gestación, ya que las crías procedentes de madres que durante la gestación estaban 

alimentadas con dieta de aceite de pescado, lograban normalizar sus niveles de α-tocoferol al 

ser lactadas por nodrizas alimentadas con dieta de aceite de oliva. Debemos también comentar 

que la menor llegada de α-tocoferol a las crías lactadas por nodrizas alimentadas con dieta de 

aceite de pescado no era sólo el resultado de su menor concentración en la leche, sino también 

de la menor producción de leche que se observaba en dichas nodrizas. Cabría también pen-

sarse que esa menor producción de leche en las nodrizas alimentadas con la dieta de aceite de 

pescado fuera consecuencia de una menor ingesta, como podría sugerirlo el menor peso cor-

poral de estos animales (Fig. 89). Sin embargo, ya vimos cómo la ingesta de las ratas alimen-

tadas con dieta de pescado no difería de la de las ratas a dieta de oliva, por lo que tanto el me-

nor peso corporal como la menor producción de leche deben ser consecuencia directa de dicha 

dieta de pescado sobre estos parámetros. 

4.2.5 Experimento 5: Destino del α-tocoferol en ratas diabéti-
cas alimentadas con dietas de oliva, girasol y pescado 
suplementadas con vitamina E. 

En todos los experimentos anteriores fue común el que los niveles o la concentración de α-

tocoferol fuera siempre menor cuando los animales ingerían una dieta basada en el aceite de 

pescado. Una posible explicación de esta disminución era que una dieta rica en PUFA aumen-

tara la peroxidación lipídica, y, consecuentemente, aumentara el consumo de α-tocoferol. Rea-

lizamos entonces un experimento para conocer si la oxidación de α-tocoferol estaba aumenta-

da en ratas que hubieran tomado durante tres semanas la dieta de aceite de pescado, compa-

rada con otra dieta rica también en PUFA como la de girasol, tomando como referencia anima-

les que ingerían la dieta de oliva. Todas las dietas fueron suplementadas con la misma canti-

Fig. 112: Concentración de α-tocoferol en 
cerebro de crías intercambiadas al nacer 
entre madres que tomaban distintas die-
tas. PEG-OL: Pescado en la gestación, 
oliva en la lactancia. OG-OL: Oliva durante 
la gestación, oliva en la lactancia. OG-
PEL: Oliva en la gestación, pescado en la 
lactancia. PEG-PEL: Pescado en la gesta-
ción, pescado en la lactancia. N.S.: No 
Significativo 
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dad de acetato de α-tocoferol. Para determinar el efecto de un incremento en el estrés oxidativo 

aumentado, parte de los animales que tomaban cada dieta fueron hechos diabéticos mediante 

la administración de estreptozotocina. A diferencia de los experimentos anteriores, en este to-

dos fueron ratas macho. 

Los resultados se han analizado considerando dos factores (tipo de dieta y diabetes). A su vez, 

parte del experimento se realizó con los animales en ayunas, por lo que cuando se analizaron 

los resultados antes y después del ayuno, se consideraron tres factores (ayuno, tipo de dieta y 

diabetes). Tras el ANOVA de dos o tres vías correspondiente, en los que se consideraban to-

das las posibilidades de interacción entre factores, se compararon las medias de los grupos 

mediante el test LSD (Least Signifficative Difference). A los principales resultados de estos aná-

lisis estadísticos se hace referencia sólo en el texto. Además se ha realizado en todo los casos 

un ANOVA de una vía y la posterior comparación de medias mediante el test LSD y los resulta-

dos de esa comparación son los que se muestran en las figuras mediante letras que indican la 

homogeneidad de medias. 

4.2.5.1 α-Tocoferol en las dietas 
Para conseguir que los animales tuvieran a su disposición una cantidad alta y uniforme de vi-

tamina E, se suplementaron las dietas con acetato de α-tocoferol (el doble de la cantidad habi-

tual) y cuando se analizó la concentración total de α-tocoferol en las dietas se obtuvieron los 

resultados que se observan en la Fig. 113: ningún valor es significativamente diferente de los 

otros. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Fig. 113: Concentración de 
α-tocoferol en las dietas em-
pleadas en el Experimento 5. 
Los datos se presentan en 
forma de media±SEM. N.S., 
No Significativo. 
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4.2.5.2 Ingesta y peso corporal 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

En la Fig. 114 se observa que durante las tres semanas que los animales estuvieron tomando 

las respectivas dietas, los animales diabéticos no aumentaron su peso, mientras que los con-

troles incrementaron su peso de manera constante. De esta forma, a día 13 las diferencias de 

peso empezaron a ser significativas entre los animales diabéticos y los controles, a pesar de 

que el peso de los diabéticos que tomaban la dieta de oliva (O-2E-D) y los diabéticos que to-

maban la dieta de pescado (PE-2E-D) era homogéneo con el de los controles. En el día 20, se 

aprecia claramente que, independientemente del tipo de dieta, los pesos de los animales diabé-

ticos eran menores que los de los controles. A lo largo de las tres semanas, en ningún momen-

to hubo diferencias dependiendo de las dietas; es decir, los pesos de los tres grupos controles 

fueron iguales entre sí y los pesos de los tres grupos de diabéticos fueron iguales entre sí, en 

todos los días estudiados. 

En la Fig. 115 se presentan los valores estimados de la ingesta media a lo largo de las tres 

semanas de estudio. Se puede apreciar que no hay diferencias debidas al tipo de dieta y que 

los tres grupos de animales diabéticos presentan la conocida hiperfagia con relación a las ratas 

controles. 
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Fig. 114: Evolución del peso corporal de ratas diabéticas y controles alimentadas con distintas dietas durante 
tres semanas O-2E: Ratas controles que tomaron durante 20 días la dieta de aceite de oliva suplementada con 
vitamina E; O-2E-D: Ratas diabéticas que tomaron durante 20 días la dieta O-2E; G-2E: Ratas que tomaron 
durante 20 días la dieta de aceite de girasol suplementada con vitamina E; G-2E-D: Ratas diabéticas que toma-
ron durante 20 días la dieta G-2E; PE-2E: Ratas que tomaron durante 20 la dieta de aceite de pescado suple-
mentada con vitamina E; PE-2E-D: Ratas diabéticas que tomaron durante 20 días la dieta PE-2E. Los datos se 
presentan en forma de media±SEM. Letras iguales indican medias homogéneas dentro de cada día. 



Fco. Javier Rupérez Tesis: Vitamina E, dieta y gestación/lactancia o diabetes  
 

 

174 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Durante las últimas 24 h del experimento los animales se mantuvieron en ayunas, con el pro-

pósito de determinar la desaparición del α-tocoferol, la aparición de los productos de oxidación 

del α-tocoferol y la excreción de isoprostanos en la orina. Al tiempo del sacrificio se extrajeron 

el hígado y el tejido adiposo lumbar, que fueron pesados. Se puede apreciar (Fig. 116) que los 

animales diabéticos tienen un hígado ligeramente mayor que los controles. Además, no hay 

diferencias entre los valores de los grupos de oliva y girasol, pero los animales alimentados con 

la dieta de pescado presentan un mayor peso hepático que los de las otras dos dietas. No exis-

te evidencia estadística de interacción entre la dieta de pescado y la diabetes, por lo que se 

puede considerar que cada uno de los dos factores ejerce su influencia por separado sobre el 

tamaño del hígado. 

Los pesos medios de los tejidos adiposos se presentan en la Fig. 117 y se puede apreciar que 

no hay diferencias significativas debidas al tipo de dieta, pero que la diabetes hace que la can-

tidad de tejido adiposo lumbar disminuya hasta incluso desaparecer en algunos casos. En este 

sentido hay que reseñar que hubo tres animales diabéticos (uno del grupo G-2E-D y dos del 

PE-2E-D) que no tenían nada de tejido adiposo lumbar. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 115: Ingesta media de ratas diabéticas 
y controles alimentadas con distintas dietas 
durante tres semanas O-2E: Ratas controles 
que tomaron durante 20 días la dieta de 
aceite de oliva suplementada con vitamina E; 
O-2E-D: Ratas diabéticas que tomaron du-
rante 20 días la dieta O-2E; G-2E: Ratas que 
tomaron durante 20 días la dieta de aceite de 
girasol suplementada con vitamina E; G-2E-
D: Ratas diabéticas que tomaron durante 20 
días la dieta G-2E; PE-2E: Ratas que toma-
ron durante 20 la dieta de aceite de pescado 
suplementada con vitamina E; PE-2E-D: 
Ratas diabéticas que tomaron durante 20 
días la dieta PE-2E. Letras iguales indican 
medias homogéneas. 

Fig. 116: Peso del hígado en ratas diabé-
ticas y controles alimentadas con distintas 
dietas durante tres semanas, tras 24 h de 
ayuno. O: Dieta de aceite de oliva (O-2E); 
G: Dieta de aceite de girasol (G-2E); PE: 
Dieta de aceite de pescado (PE-2E). Le-
tras iguales indican medias homogéneas. 
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4.2.5.3 Parámetros plasmáticos antes y después del ayuno 
De la sangre obtenida al inicio y al final de las 24h de ayuno se separó el plasma, en el que se 

determinaron distintos parámetros. 

Se midió en el plasma la concentración de glucosa, que se presenta en la Fig. 118. De manera 

global, el tipo de dieta no resulta ser un factor significativo (p>0.05) y, cuando no hay diabetes, 

los animales mantienen la glucemia durante el ayuno en un nivel semejante al de las ratas ali-

mentadas. Sin embargo, cuando los animales son diabéticos y se encuentran alimentados, los 

niveles de glucosa son mucho más elevados y más elevados aún en el grupo alimentado con la 

dieta de aceite de pescado (PE-2E-D). Aunque la concentración de glucosa baja en todos los 

grupos de diabéticos con el ayuno, los niveles siguen siendo mayores que en los animales no 

diabéticos, aunque desaparecen las diferencias entre los animales que habían sido previamen-

te alimentados con las distintas dietas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Fig. 118: Concentración plasmática de 
glucosa en ratas diabéticas y controles 
alimentadas con distintas dietas durante 
tres semanas, antes y después de 24 h de 
ayuno. O: Dieta de aceite de oliva (O-2E); 
G: Dieta de aceite de girasol (G-2E); PE: 
Dieta de aceite de pescado (PE-2E). 

Fig. 117: Peso del tejido adiposo lumbar 
en ratas diabéticas y controles alimenta-
das con distintas dietas durante tres se-
manas, tras 24 h de ayuno. O: Dieta de 
aceite de oliva (O-2E); G: Dieta de aceite 
de girasol (G-2E); PE: Dieta de aceite de 
pescado (PE-2E). Letras iguales indican 
medias homogéneas 
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Como reflejo del posible estrés oxidativo, en los animales se midieron en plasma los productos 

que reaccionan con el ácido tiobarbitúrico (TBARS) y se cuantificaron tomando como referencia 

la reacción del malondialdehído con el ácido tiobarbitúrico. En la Fig. 119 se representan los 

resultados de esta cuantificación. Cuando los animales están alimentados, la concentración de 

TBARS en los controles es superior en las ratas alimentadas con dieta de aceite de pescado 

que con los otros dos grupos. A su vez, la diabetes incrementa los niveles de TBARS en los 

tres grupos, pero este efecto es mucho mayor en los de la dieta de aceite de pescado que en 

los de aceite de girasol o de oliva. A su vez, el ayuno produce en general una disminución sig-

nificativa (p<0.001) de los TBARS en plasma, de manera que no hay diferencias entre las me-

dias de ninguno de los grupos tras 24 h de ayuno. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En el plasma de estos animales se determinó el perfil de ácidos grasos. En las ratas alimenta-

das se puede apreciar que el tipo de dieta lleva a que el perfil de ácidos grasos en plasma sea 

distinto (Fig. 120), de forma que en cada grupo están elevados los ácidos grasos característi-

cos de cada dieta: en las ratas alimentadas con la dieta de aceite de oliva se observa que el 

porcentaje de ácido oleico en plasma es mayor que en las otras dos dietas, en el plasma de las 

de girasol es el porcentaje de ácido linoleico el que está aumentado, mientras que los porcenta-

jes de los poliinsaturados de la serie ω-3 (EPA y DHA) están aumentados cuando los animales 

ingerían la dieta de pescado. En los animales diabéticos se puede observar que, cuando ali-

mentadas, el porcentaje de estos ácidos grasos característicos de cada dieta es superior al de 

los correspondientes controles y este aumento percentual se produce a costa principalmente 

de la proporción de ácidos grasos saturados. El ayuno da lugar a que los porcentajes de los 

distintos ácidos grasos en todos los grupos se igualen, produciéndose principalmente una dis-

minución en los ácidos grasos saturados. Al disminuir la proporción de ácidos graso saturados, 

en cada grupo aumenta la proporción de los ácidos grasos característicos/mayoritarios de cada 

dieta: en los grupos de oliva (O-2E y O-2E-D) la proporción de oleico aumenta, en los grupos 

de girasol (G-2E y G-2E-D) se mantienen elevados los ω-6 y en los grupos de pescado (PE-2E 

Fig. 119: Concentración plasmática de 
TBARS en ratas diabéticas y controles 
alimentadas con distintas dietas durante 
tres semanas, antes y después de 24 h de 
ayuno. O: Dieta de aceite de oliva (O-2E); 
G: Dieta de aceite de girasol (G-2E); PE: 
Dieta de aceite de pescado (PE-2E). 
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y PE-2E-D) los ω-3. Para una mejor interpretación de los resultados se presentan los mismos 

datos separando los distintos ácidos grasos en las Figs. 121, 122, 123 y 124. 
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Fig. 120: Porcentaje de ácidos grasos en plasma de 
ratas diabéticas y controles alimentadas con distintas 
dietas durante tres semanas, antes y después de 24 h 
de ayuno. Letras iguales indican medias homogéneas 
de cada ácido graso. 
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Fig. 121: Porcentaje de ácidos grasos saturados en plasma de ratas diabéticas y controles 
alimentadas con distintas dietas durante tres semanas, antes y después de 24 h de ayuno. 

Fig. 122: Porcentaje de ácido oleico en plasma de ratas diabéticas y controles alimentadas 
con distintas dietas durante tres semanas, antes y después de 24 h de ayuno. 
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Fig. 124: Porcentaje de ácidos grasos poliinsaturados ω-3 en plasma de ratas diabéticas y 
controles alimentadas con distintas dietas durante tres semanas, antes y después de 24 h de 
ayuno. 

Fig. 123: Porcentaje de ácidos grasos poliinsaturados ω-6 en plasma de ratas diabéticas y 
controles alimentadas con distintas dietas durante tres semanas, antes y después de 24 h de 
ayuno. 
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En la Fig. 125 se presentan los valores de la concentración de triglicéridos en plasma. El tipo 

de grasa de la dieta no modifica los niveles de triglicéridos, de forma que resultó ser un factor 

no significativo (p>0.05), ni como factor aislado ni como cofactor de interacción con alguno de 

los otros dos factores. Sin embargo, en los animales alimentados, la diabetes produjo un in-

cremento significativo (p<0.001), de forma que el que los animales fueran diabéticos supuso 

que, cuando alimentados, presentaran unos niveles muy elevados de triglicéridos, que bajaron 

con el ayuno hasta no diferir de los controles. El ayuno disminuyó los niveles de triglicéridos 

(p<0.001), pero de forma global, puesto que en los animales controles esta disminución no lle-

ga a ser significativa y las medias de todos los grupos controles son homogéneas entre sí. Al 

ser esta disminución de triglicéridos asociada al ayuno más acusada en los animales diabéti-

cos, la interacción diabetes-ayuno es muy significativa (p<0.001). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Los niveles de colesterol en plasma (Fig. 126) siguen una distribución casi paralela a la de los 

triglicéridos, aunque no idéntica: en los animales alimentados (antes de empezar el ayuno) la 

concentración plasmática de colesterol en el grupo PE-2E-D es superior a la de los otros dos 

grupos de ratas diabéticas (O-2E-D y G-2E-D). En conjunto, además, la concentración plasmá-

tica de colesterol en el grupo de pescado es superior a la de las otras dos dietas (p<0.05), por 

Fig. 125: Concentración plasmática de 
triglicéridos en ratas diabéticas y controles 
alimentadas con distintas dietas durante 
tres semanas, antes y después de 24 h de 
ayuno. O: Dieta de aceite de oliva (O-2E); 
G: Dieta de aceite de girasol (G-2E); PE: 
Dieta de aceite de pescado (PE-2E). 

Fig. 126: Concentración plasmática de 
colesterol en ratas diabéticas y controles 
alimentadas con distintas dietas durante 
tres semanas, antes y después de 24 h de 
ayuno. O: Dieta de aceite de oliva (O-2E); 
G: Dieta de aceite de girasol (G-2E); PE: 
Dieta de aceite de pescado (PE-2E). 
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lo que en este caso el tipo de dieta sí que supone una fuente de variación significativa (p<0.05). 

La diabetes produce en los animales un incremento en los niveles de colesterol (p<0.001), 

mientras que el ayuno los disminuye significativamente (p<0.001). Esta disminución asociada al 

ayuno es más pronunciada en los animales diabéticos, por lo que la interacción entre ambos 

factores es significativa (p<0.001). Dado que la concentración plasmática de colesterol del gru-

po PE-2E-D tras el ayuno no es distinta de la de los otros grupos y al inicio era incluso superior, 

es lógico que la interacción entre el factor “dieta” y el ayuno sea significativo (p<0.05). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la Fig. 127 se presentan las concentraciones de α-tocoferol en plasma, que presentan un 

perfil muy similar al de los triglicéridos y colesterol: Cuando los animales están alimentados, la 

concentración plasmática de α-tocoferol en los diabéticos es más alta que en los no diabéticos 

(p<0.001). Sin embargo, tras el ayuno disminuyen los niveles de α-tocoferol en las ratas diabé-

ticas y desaparecen las diferencias significativas entre los grupos y en consecuencia, la inter-

acción ayuno-diabetes sí es significativa (p<0.001) sobre los niveles plasmáticos de α-tocoferol. 

Tampoco son significativas las diferencias globales según la dieta, pero la concentración plas-

mática de α-tocoferol en el grupo PE-2E-D antes del ayuno sí es significativamente superior a 

la de todos los demás. 

En condiciones basales, no se observan diferencias significativas en la concentración de α-

tocoferol corregida por los lípidos plasmáticos (Fig. 128) y las diferencias en la concentración 

Fig. 127: Concentración plasmática de α-
tocoferol en ratas diabéticas y controles 
alimentadas con distintas dietas durante 
tres semanas, antes y después de 24 h de 
ayuno. O: Dieta de aceite de oliva (O-2E); 
G: Dieta de aceite de girasol (G-2E); PE: 
Dieta de aceite de pescado (PE-2E). 

Fig. 128: Cociente entre la concentración 
de α-tocoferol y la de triglicéridos más 
colesterol en ratas diabéticas y controles 
alimentadas con distintas dietas durante 
tres semanas, antes y después de 24 h de 
ayuno. O: Dieta de aceite de oliva (O-2E); 
G: Dieta de aceite de girasol (G-2E); PE: 
Dieta de aceite de pescado (PE-2E). 
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de α-tocoferol que se observaban en los animales alimentados debidas a la diabetes son co-

rregidas por los lípidos totales. En los animales alimentados se puede observar una tendencia 

(pero no significativa) a que los valores de α-tocoferol/lípidos sean inferiores en los grupos de 

diabéticos, mientras que al final del ayuno se puede observar una tendencia (también no signi-

ficativa) en sentido contrario: que los valores de este cociente tienden a ser superiores en todos 

los grupos de animales diabéticos. De esta forma, sobre el cociente α-tocoferol/lípidos la diabe-

tes no resulta ser una fuente de variación significativa (p>0.05), pero sí hay una evidencia de 

una interacción ayuno-diabetes (p<0.01) que implica que con el ayuno el cociente α-

tocoferol/lípidos aumenta más en los animales diabéticos que en los controles. El ayuno, anali-

zado independientemente, eleva significativamente (p<0.001) el valor de α-tocoferol/lípidos y es 

distinto este incremento según la dieta, pues en los animales que ingerían la dieta de pescado 

el cociente no aumenta tanto como en los otros grupos y la interacción ayuno-dieta resulta sig-

nificativa (p<0.05), aunque el tipo de grasa en conjunto no resulte ser una fuente significativa 

de variación (p>0.05). 

4.2.5.4 Otros parámetros de estrés oxidativo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Durante las 24 h del ayuno se recogió la orina de los animales y se valoró en ella la concentra-

ción de 8-IP. Para corregir el efecto de la poliuria presente en la diabetes, se valoró también la 

concentración de creatinina. En la Fig. 129 se presentan los valores de este parámetro. Se ob-

serva que la diabetes provoca que se excrete una mayor proporción de 8-IP, sin diferencias 

entre ninguno de los grupos de diabéticos debidas al tipo de dieta. Aunque tras un ANOVA de 

dos vías se debe aceptar que no hay diferencias debidas a la dieta, se puede observar que 

cuando las ratas no diabéticas tomaron la dieta de oliva (O-2E), la concentración de 8-IP fue 

superior a la de los otros dos grupos no diabéticos (G-2E y PE-2E). Al corregir el efecto de la 

poliuria determinando la cantidad total de 8-IP (multiplicando la concentración obtenida por el 

volumen total excretado), los resultados (Fig. 130) son muy similares a los expresados en rela-

Fig. 129: Concentración de 8-IP en orina 
de ratas diabéticas y controles alimenta-
das con distintas dietas durante tres se-
manas, tras 24 h de ayuno. O: Dieta de 
aceite de oliva (O-2E); G: Dieta de aceite 
de girasol (G-2E); PE: Dieta de aceite de 
pescado (PE-2E). 
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ción a la creatinina, pero la cantidad total del grupo G-2E no fue significativamente distinta de la 

de O-2E. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En el plasma obtenido tras el sacrificio se cuantificaron los hidroperóxidos totales y los resulta-

dos se presentan en la Fig. 131. No existen evidencias significativas de ninguna diferencia de-

bida tanto a dieta como a diabetes. Se pueden observar tan sólo tendencias a que con la dia-

betes los niveles de hidroperóxidos estén aumentados y a que con la dieta de pescado los ni-

veles sean menores que con las otras dietas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.2.5.5 α-Tocoferol tisular 
Al diseñar el experimento, uno de los parámetros que se pretendía determinar era la presencia 

y concentración de los principales productos de oxidación del α-tocoferol, la α-tocoferol quinona 

y la α-tocoferol hidroquinona, para lo que se puso a punto y validó un nuevo método de análi-

sis. Sin embargo, se demostró que si el método de tratamiento de la muestra incluía la presen-

cia de un complejante de metales como el EDTA, los niveles de cualquiera de los dos produc-

tos de oxidación en sangre estaban por debajo de los límites de cuantificación estudiados, que 

llegaban hasta menos de la décima parte del mínimo encontrado por otros autores [564]. Esto 

Fig. 130: Cantidad total de 8-IP en orina 
de ratas diabéticas y controles alimenta-
das con distintas dietas durante tres se-
manas, tras 24 h de ayuno. O: Dieta de 
aceite de oliva (O-2E); G: Dieta de aceite 
de girasol (G-2E); PE: Dieta de aceite de 
pescado (PE-2E). 

Fig. 131: Concentración de hidroperóxi-
dos en plasma de ratas diabéticas y no 
diabéticas alimentadas con distintas dietas 
durante tres semanas, tras 24 h de ayuno. 
O: Dieta de aceite de oliva (O-2E); G: 
Dieta de aceite de girasol (G-2E); PE: 
Dieta de aceite de pescado (PE-2E). 
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se puede apreciar en la Fig. 132, donde se observan los cromatogramas pertenecientes a dos 

alícuotas de la misma sangre, que fueron procesadas en paralelo, pero una de ellas con agua 

en vez de la disolución de EDTA. En ella se pude apreciar que, con respecto a la muestra en la 

que hay EDTA, cuando no está presente, el pico correspondiente a α-tocoferol es menor y cre-

ce el pico correspondiente a la α-tocoferol quinona, que en las condiciones óptimas, aunque se 

puede apreciar ligeramente, está cerca del límite de detección. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La concentración de α-tocoferol en sangre total se presenta en la Fig. 133. Se puede apreciar 

que el valor en los animales diabéticos es inferior al de sus correspondientes controles y que la 

dieta de pescado también produce una disminución en la concentración de α-tocoferol en san-

gre. Dado que habíamos observado que en plasma la concentración de α-tocoferol de las ratas 

en ayunas no difería entre los grupos (Fig. 127), estas diferencias en sangre total corresponden 

al contenido de α-tocoferol en células sanguíneas. 
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Fig. 132: Cromatogramas de dos muestras de una misma 
sangre, procesadas con y sin EDTA. 
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En los valores de concentración de α-tocoferol en hígado (Fig. 134) se puede observar que sólo 

hay un grupo cuya concentración sea significativamente diferente a la de los otros: la media de 

concentración de α-tocoferol en hígado de las ratas PE-2E es significativamente inferior a la de 

los otros. Cuando las ratas diabéticas habían ingerido las dietas de oliva o de pescado, la con-

centración de α-tocoferol es más elevada que cuando las ratas controles tomaron la misma 

dieta (aunque en el caso de oliva ese incremento no es significativo). Sin embargo, ese incre-

mento asociado a la diabetes no se produce en las ratas alimentadas con dieta de girasol. Es-

tas tendencias se intensifican cuando se estima la cantidad total de α-tocoferol en el hígado, 

multiplicando la concentración de α-tocoferol por el peso total del órgano (Fig. 135). La diferen-

cia entre la cantidad de α-tocoferol en el hígado de los grupos PE-2E-D y PE-2E sigue siendo 

significativa y la diferencia entre la cantidad de α-tocoferol en el hígado de O-2E-D y O-2E aho-

ra sí es significativa. Pero cuando los animales tomaron la dieta de aceite de girasol tampoco 

se observa una diferencia significativa asociada a la diabetes. En la cantidad total de α-

tocoferol no se aprecian diferencias significativas en función del tipo de grasa de la dieta. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Fig. 133: Concentración de α-tocoferol en 
sangre de ratas diabéticas y no diabéticas 
alimentadas con distintas dietas durante 
tres semanas, tras 24 h de ayuno. O: Dieta 
de aceite de oliva (O-2E); G: Dieta de 
aceite de girasol (G-2E); PE: Dieta de 
aceite de pescado (PE-2E). 

Fig. 134: Concentración de α-tocoferol en 
hígado de ratas diabéticas y controles 
alimentadas con distintas dietas durante 
tres semanas, tras 24 h de ayuno. O: Dieta 
de aceite de oliva (O-2E); G: Dieta de 
aceite de girasol (G-2E); PE: Dieta de 
aceite de pescado (PE-2E). 
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En el tejido adiposo lumbar (Fig. 136) se puede observar que la diabetes incrementa la concen-

tración de α-tocoferol en todos los casos, pero en menor medida cuando la dieta que tomaban 

los animales era la de pescado. Cuando se estima la cantidad total de α-tocoferol en el tejido 

adiposo (Fig. 137) se observa que desaparecen las diferencias debidas a la diabetes y que los 

grupos que tomaron la dieta de aceite de pescado siguen presentando medias inferiores a las 

de los otros grupos 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
De todos estos resultados podemos destacar dos aspectos que nos parecen relevantes: Por un 

lado la situación de diabetes, en la que el incremento en los niveles plasmáticos de TBARS y la 

Fig. 135: Cantidad total de α-tocoferol en 
hígado de ratas diabéticas y controles 
alimentadas con distintas dietas durante 
tres semanas, tras 24 h de ayuno. O: Dieta 
de aceite de oliva (O-2E); G: Dieta de 
aceite de girasol (G-2E); PE: Dieta de 
aceite de pescado (PE-2E). 

Fig. 136: Concentración de α-tocoferol en 
tejido adiposo lumbar de ratas diabéticas y 
controles alimentadas con distintas dietas 
durante tres semanas, tras 24 h de ayuno. 
O: Dieta de aceite de oliva (O-2E); G: 
Dieta de aceite de girasol (G-2E); PE: 
Dieta de aceite de pescado (PE-2E). 
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Fig. 137: Cantidad total de α-tocoferol en 
tejido adiposo lumbar de ratas diabéticas y 
controles alimentadas con distintas dietas 
durante tres semanas, tras 24 h de ayuno. 
O: Dieta de aceite de oliva (O-2E); G: 
Dieta de aceite de girasol (G-2E); PE: 
Dieta de aceite de pescado (PE-2E). 
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mayor excreción urinaria de 8-IP muestran una situación de estrés oxidativo. A pesar de ello, la 

cantidad de α-tocoferol disponible en el organismo no se encuentra reducida y en el caso del 

plasma, depende especialmente de la hipertrigliceridemia que se desencadena en estos anima-

les, ya que las diferencias de α-tocoferol entre los grupos desaparecen cuando los datos se 

corrigen por los lípidos circulantes. Por el otro lado tenemos el caso de la dieta de aceite de 

pescado, en el que únicamente podemos constatar un incremento en los TBARS en plasma, 

sin modificación en la excreción urinaria de 8-IP. En este caso sí que hemos constatado de 

forma consistente una menor concentración de α-tocoferol en sangre, en hígado y sobre todo 

en tejido adiposo, lo cual indica una deficiencia genérica en esta vitamina. 

Finalmente conviene comentar la ausencia de productos de oxidación del α-tocoferol en san-

gre. Ello indica que a pesar de lo descrito en la bibliografía, donde sí han observado la presen-

cia de estos productos en eritrocitos (pero no en plasma) [564-568] no parece que estos pro-

ductos salgan de los tejidos a la circulación. De hecho, el método aquí puesto a punto tiene la 

suficiente sensibilidad para detectar estos productos en sangre, pero a diferencia de lo utilizado 

por otros autores, nosotros hemos protegido la oxidación de las muestras a ensayar mediante 

la quelación de metales con EDTA. Por ello pensamos que el no haber tenido esta precaución 

ha hecho que esos otros autores hayan encontrado estos productos, formados probablemente 

en el procesamiento de las muestras después de su extracción. 
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6 DISCUSIÓN 

6.1 Validación de métodos analíticos 

A lo largo de los apartados correspondientes a la descripción de los resultados obtenidos de las 

validaciones de los respectivos métodos se han discutido los aspectos más relevantes de cada 

uno de los nuevos métodos, por lo que no repetiremos aquí lo ya expuesto. 

Baste decir que se han puesto a punto y validado nuevos métodos para la valoración de α-

tocoferol en tejido adiposo, de α-tocoferol en glándula mamaria, de α-tocoferol en aceites, de α-

tocoferol y acetato de α-tocoferol en dietas experimentales y de α-tocoferol en sangre. Este 

último método es también válido para la medida de α-tocoferol quinona y α-tocoferol hidroqui-

nona, para los que se han desarrollado nuevos métodos para su síntesis electroquímica. 

Los métodos aquí desarrollados se han aplicado en los experimentos con animales que se 

describen en la presente Tesis. 

6.2 Experimentos con animales 

6.2.1 Experimento 1: Utilización durante la gestación de die-
tas conteniendo 5% y 10% de grasa 

6.2.1.1 Consideraciones previas 
En los experimentos con animales de la presente Tesis las ratas se han alimentado ad libitum 

con dietas semisintéticas con un perfil de ácidos grasos muy diferente entre sí, pero con la 

misma concentración de vitamina E. Las cantidades de grasa empleadas fueron moderadas, 

inferiores a las usadas frecuentemente en otros estudios en los que se emplearon distintas 

grasas, que pueden llegar a comprender hasta un 40% de fracción lipídica en la dieta [569]. 

Los efectos metabólicos globales y sobre el metabolismo de los ácidos grasos de los distintos 

tipos de dietas aquí utilizados han sido ya descritos y discutidos en profundidad [562]. Por ello, 

en la presente Memoria nos limitaremos a comentar algunos de esos cambios metabólicos, 

para relacionarlos con las variaciones en la distribución tisular del α-tocoferol, que ha constitui-

do el eje central de esta Tesis. 

Una de las principales consideraciones que hay que realizar a partir de los resultados de nues-

tro experimento es que no hemos observado un patrón de distribución tisular de α-tocoferol 
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común para los cuatro tipos de dieta estudiadas, en función de la gestación o del porcentaje de 

grasa en la dieta. 

6.2.1.2 Influencia de la gestación sobre la distribución tisular de α-
tocoferol 

De una forma global, nuestros resultados muestran que la gestación eleva los niveles de α-

tocoferol en plasma y se observa también que hay un incremento de la cantidad de α-tocoferol 

en hígado. Este incremento de α-tocoferol hepático no se aprecia en la concentración de α-

tocoferol, sino que se pone de manifiesto en la cantidad total de α-tocoferol en este órgano, 

teniendo en cuenta que el tamaño del órgano aumenta durante la gestación. No sorprende este 

cambio paralelo en el α-tocoferol de plasma e hígado ya que ambos están muy relacionados, 

pues el α-tocoferol que circula en el plasma es recaptado en el hígado y vuelve a la circulación 

[200]. Por el contrario, en el principal tejido de depósito de α-tocoferol, el adiposo blanco, la 

concentración de α-tocoferol disminuyó con la gestación y aunque el tamaño del tejido adiposo 

lumbar aumenta con la gestación, al igual que el hígado, esta mayor masa no es suficiente pa-

ra que la cantidad de α-tocoferol en este tejido sea mayor en las ratas preñadas que en las 

vírgenes. El incremento en la concentración de α-tocoferol en plasma y en hígado confirma 

estudios de nuestro laboratorio realizados con ratas alimentadas con dieta estándar [191]. A su 

vez, puesto que la relación α-tocoferol/lípidos totales no se ve modificada por la gestación, con 

excepción de las ratas alimentadas con dieta de aceite de girasol al 5%, las variaciones en la 

concentración plasmática de α-tocoferol se pueden considerar paralelas a las de los lípidos 

circulantes, como se ha demostrado también en el caso de humanos [317]. 

En nuestro experimento, como era de esperar, se observó la característica hiperfagia asociada 

a la gestación, lo que podría llevar a pensar que la ingesta de α-tocoferol en las ratas preñadas 

fue mayor que en las vírgenes. Sin embargo, hay que tener en cuenta que las ratas preñadas 

pesan más y que, por tanto, la proporción de vitamina E ingerida por kg de rata no es distinta 

entre vírgenes y preñadas (10.1 y 9.6 µmol/kg rata/día, respectivamente), lo que implica que las 

diferencias en la concentración tisular de α-tocoferol no deberían deberse a esa mayor ingesta 

de α-tocoferol. Sin embargo, una posible mayor absorción intestinal de α-tocoferol en la gestan-

te, asociada a la conocida mayor absorción intestinal de lípidos al final de este período [190] sí 

podría ser uno de los factores que justificarían la mayor concentración plasmática de α-

tocoferol en las preñadas. De hecho se sabe que tras la sobrecarga oral de α-tocoferol sus ni-

veles en plasma alcanzan valores más altos en las ratas preñadas que en las vírgenes [191]. 

Puesto que no se conocen los posibles cambios en la expresión o en la estimulación/inhibición 

de la actividad de la α-TTP hepática como consecuencia de la gestación, no podemos más que 

especular acerca de si la incorporación de α-tocoferol a VLDL es o no más eficaz en la gesta-
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ción. Dado que se mantiene prácticamente inalterado el cociente α-tocoferol/lípidos plasmáti-

cos, en nuestros experimentos no hay nada que nos induzca a sospechar algún cambio en la 

eficacia de incorporación del α-tocoferol a las VLDL, por lo que eludiremos justificar nuestros 

resultados en función de la posible diferencia de actividad de esta proteína en la gestante. 

El incremento en la producción de VLDL-triglicéridos que se produce al final de la gestación 

[271-273, 276, 278, 570-572] supone también un incremento en la salida de α-tocoferol a plas-

ma, puesto que las VLDL son el único vehículo conocido de salida del α-tocoferol hepático a la 

circulación. Asimismo, en el último tercio de la gestación, la actividad LPL varía en sentido 

opuesto en el tejido adiposo y en la glándula mamaria. De hecho, la hipertrigliceridemia mater-

na ha sido asociada al descenso de la actividad de esta enzima en el tejido adiposo [573-575], 

lo que lleva a suponer que el aclaramiento de los niveles de α-tocoferol en plasma puede tam-

bién estar retrasado, contribuyendo así a su elevación. Sabemos que la actividad LPL aumenta 

en glándula mamaria y que juega un papel importante en la captación del α-tocoferol circulante 

[191], pero este efecto se produce alrededor del parto, después de que tenga lugar la disminu-

ción de actividad LPL en tejido adiposo. De hecho, pensamos que esa disminución de la LPL 

en adiposo puede ser uno de los factores que contribuyen no sólo al aumento de α-tocoferol en 

plasma e hígado, sino también a su disminución en el tejido adiposo. La concentración de α-

tocoferol en tejido adiposo durante la gestación no ha sido estudiada previamente, en humanos 

o en ratas. En nuestro laboratorio se han hecho experimentos con ratas Wistar, en las que se 

encontró que la concentración de α-tocoferol en ratas vírgenes sin tratar era ligeramente infe-

rior a las equivalentes de nuestros experimentos (teniendo en cuenta que la dieta que tomaban 

era distinta) y se observó también que existía una tendencia a que los valores de concentración 

de α-tocoferol en las ratas preñadas eran ligeramente inferiores a los de las vírgenes, aunque 

las diferencias no llegaron a ser significativas [191]. 

Aunque esté demostrado y aceptado que el estrés oxidativo aumenta durante la gestación 

[281], en nuestro experimento este aumento no resultó ser lo suficientemente grande como 

para disminuir los valores de α-tocoferol en los tejidos por debajo de los que tienen los anima-

les no gestantes en los casos de los animales alimentados con dietas de aceite de oliva o pal-

ma. Sin embargo, en el caso de los animales alimentados con las dietas de aceite de girasol y 

de pescado, no observamos el incremento de α-tocoferol en plasma (concentración) e hígado 

(concentración y total) asociado a la combinación de gestación y dieta de 10% y ello podría ser 

consecuencia del mayor porcentaje de PUFA en estos aceites, que junto con la mayor ingesta 

de las ratas preñadas podría contribuir a este efecto. 
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6.2.1.3 Influencia del porcentaje de grasa en la dieta sobre la distri-
bución tisular de α-tocoferol 

De forma global, cuando las ratas tomaron las dietas con un 10% de grasa la concentración de 

α-tocoferol en plasma fue menor que cuando las dietas contenían un 5%. A su vez, en conso-

nancia con los resultados en plasma, en la placenta también se observó que la concentración 

de α-tocoferol fue menor cuando los animales tomaron las dietas con un 10% de grasa que con 

un 5% y esta diferencia era especialmente manifiesta en los animales que tomaban la dieta de 

aceite de girasol. En hígado, tanto la concentración como la cantidad total de α-tocoferol pre-

sente fue superior cuando las ratas tomaron las dietas con un 10% de grasa. En el tejido adi-

poso no se observaron esas diferencias en la concentración de α-tocoferol en función del por-

centaje de grasa de la dieta, pero puesto que se observó un aumento del tamaño del tejido adi-

poso, sí que hubo una tendencia a que hubiera más α-tocoferol en el total del órgano. 

En estudios con ratas, utilizando cantidades moderadas o bajas de grasa en la dieta, similares 

a las empleadas en nuestros experimentos, no se han observado modificaciones en la absor-

ción aparente de vitamina E [187, 188]. En general, es más aceptado que la absorción intesti-

nal y la secreción a la linfa en los quilomicrones depende de la abundancia relativa de α-

tocoferol en la dieta [194]. Puesto que en nuestras dietas la concentración de α-tocoferol es la 

misma, podemos suponer que no hubo diferencias en la proporción de α-tocoferol absorbida en 

el intestino, en función de la cantidad de grasa de la dieta. 

El que en el plasma de los animales que tomaban las dietas con un 10% de grasa se encontra-

ra menos α-tocoferol que en el de los grupos del 5% puede estar motivado por un hecho inhe-

rente al experimento: Dado que las ratas ajustan la cantidad de alimento que toman de manera 

que presenten una ingesta isocalórica, la cantidad de dieta ingerida cuando tomaban la dieta 

con un 10% de grasa fue menor (dentro de cada conjunto de ratas preñadas o no preñadas) y 

consecuentemente, la cantidad total de vitamina E ingerida fue menor, puesto que no había 

diferencias significativas en la concentración de α-tocoferol de las dietas. Esto justificaría que la 

concentración plasmática de α-tocoferol, fuertemente dependiente de la ingesta reciente [576], 

fuera menor en estos animales. 

La relación α-tocoferol/lípidos totales fue también mayor cuando las ratas tomaron la dieta con 

un 5% de grasa, excepto en el caso de la grasa de palma, por motivos que se explicarán más 

adelante. Esto está de acuerdo con el hecho de que también en las dietas la relación α-

tocoferol/grasa es mayor en las del 5%. 

La concentración de α-tocoferol en hígado es menor cuando los animales ingerían la dieta con 

un 5% de grasa, lo cual apoya la hipótesis de que cuanto mayor es la concentración en plasma, 

menor es en hígado. La concentración de α-tocoferol en tejido adiposo, por su parte, no se ve 
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modificada por el porcentaje de α-tocoferol en la dieta y los valores son muy similares entre 

todos los grupos. 

Pero cuando los animales ingirieron la dieta con un 10% de grasa se observó un aumento de 

peso global de los animales, que se correspondía con un aumento del tamaño (peso) de los 

órganos estudiados. Aunque en ningún caso la diferencias entre los órganos con los corres-

pondientes grupos de 5% llegó a ser significativa, sí fue consistente en todas las dietas y este 

aumento de peso del hígado y del tejido adiposo lumbar motiva que la cantidad total de α-

tocoferol en ambos órganos fuera superior cuando los animales tomaban la dieta con un 10% 

de grasa. 

La concentración de α-tocoferol en la placenta sigue el mismo patrón de distribución que en el 

plasma y se observa una tendencia a la disminución de la concentración de α-tocoferol cuando 

la dieta tiene más grasa, en todas las dietas excepto en la de palma. El proceso de transporte 

de α-tocoferol a través de la placenta se ha aceptado clásicamente que es un proceso de difu-

sión pasivo, sólo dependiente de concentración [229, 317]. Aunque se han ido acumulando 

evidencias acerca de la presencia de α-TTP en el útero de ratón [223, 577] y de la actividad 

TBP en el citosol de placenta humana, la concentración de α-tocoferol en la placenta, en nues-

tro experimento, parece depender sólo de la concentración de α-tocoferol en el plasma materno 

y por eso es menor cuando el contenido en grasa de la dieta es mayor. 

A su vez, la concentración de α-tocoferol en el hígado fetal no varía cuando las madres ingieren 

una dieta más o menos rica en grasa. Aunque en humanos una suplementación con vitamina E 

en la última etapa de la gestación no supusiera un incremento en los niveles de α-tocoferol en 

la sangre del cordón umbilical [322], en nuestro laboratorio se ha encontrado que la concentra-

ción de α-tocoferol en el hígado de fetos de ratas a término se correlaciona con el que se admi-

nistra a la madre (150 mg de α-tocoferol administrados en una sola dosis en dos días seguidos 

frente a ninguna suplementación)  [578]. Frente a este último estudio podrían encontrarse 

nuestros resultados, en los que no se observa diferencia en la concentración de α-tocoferol en 

el hígado fetal en función del porcentaje de grasa, pero hay que tener en cuenta que, aunque 

ya hemos dicho que en nuestro estudio la ingesta de vitamina E es distinta según el porcentaje 

de grasa en la dieta, las diferencias en la ingesta total de vitamina E en nuestro experimento no 

son tan acusadas. A su vez, dado el limitado transporte placentario de vitamina E [326], cabe 

pensar que para obtener diferencias importantes en el paso se requieran grandes diferencias 

en la concentración plasmática, lo que no ocurre en nuestro experimento. 
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6.2.1.4 Influencia del tipo de grasa en la dieta sobre la distribución 
tisular de α-tocoferol 

Hubo un factor imposible de controlar en nuestro estudio que fue el porcentaje de RRR-α-

tocoferol en la dieta y por tanto la cantidad de RRR-α-tocoferol que ingerían los animales. Los 

aceites empleados tenían distinta concentración de α-tocoferol, que no sabemos si era de ori-

gen natural o añadido durante el proceso de refinado y, aunque la cantidad total de α-tocoferol 

de la dieta dependía fundamentalmente del acetato de all rac-α-tocoferol añadido, un pequeño 

porcentaje de RRR-α-tocoferol, que no supusiera un aporte cuantitativamente importante a la 

cantidad total de α-tocoferol, podría haber supuesto un factor de enriquecimiento en α-tocoferol 

de las lipoproteínas circulantes debido a la actividad de la α-TTP, que incorpora preferentemen-

te RRR-α-tocoferol a las VLDL [48, 79, 200, 579-583]. 

El aceite de girasol tiene más α-tocoferol que ningún otro de los otros aceites empleados para 

la preparación de las dietas. Si todo ese α-tocoferol fuera RRR-α-tocoferol, aunque la dieta 

preparada con este aceite no tenga una concentración de α-tocoferol significativamente diferen-

te de las otras, habría mayor porcentaje de RRR-α-tocoferol que en las otras dietas, lo que jus-

tificaría el que la relación α-tocoferol/lípidos totales en plasma sea superior cuando las ratas 

tomaban la dieta con un 5% de aceite de girasol. 

Los aspectos más llamativos del efecto de la ingesta de las distintas dietas sobre la distribución 

tisular de α-tocoferol se encuentran en las dos dietas más opuestas: la de palma, con un alto 

contenido en ácidos grasos saturados y la de pescado, con un perfil de ácidos grasos muy rico 

en ácidos grasos poliinsaturados, especialmente de la serie ω-3. 

En nuestro laboratorio se ha puesto recientemente de manifiesto que la dieta de palma produce 

una disminución en la actividad LPL de tejido adiposo en la rata (López-Soldado, I., datos sin 

publicar). Esta menor actividad justificaría la menor concentración de α-tocoferol en el tejido 

adiposo de los animales que tomaban esta dieta, asociado con unos niveles mayores de α-

tocoferol “circulante” (en plasma e hígado) y más acusado aún en el caso de las preñadas ali-

mentadas con la dieta con un 10% de grasa de palma. 

Por otra parte, al igual que se ha demostrado en otros estudios en ratas alimentadas con dietas 

con grasa de pescado frente a dietas ricas en otros ácidos grasos poliinsaturados [248, 250, 

251], en todos los tejidos estudiados la concentración y la cantidad total de α-tocoferol en los 

tejidos de las ratas alimentadas con aceite de pescado fue menor. En nuestro experimento 

también se puso de manifiesto que la relación α-tocoferol/lípidos totales era también menor 

cuando los animales tomaban esta dieta frente a las de palma o girasol. Se ha demostrado 

también en humanos que una disminución similar de la concentración plasmática de α-tocoferol 

que tomaban suplementos de aceite de pescado no se debía a la conocida acción hipolipe-
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miante de estos aceites, pues la relación de la concentración de α-tocoferol frente a la concen-

tración de EPA y DHA estaba también disminuida [254]. 

La hipótesis más comúnmente aceptada y que es acorde con nuestros resultados, es que la 

disminución absoluta y relativa de α-tocoferol en las ratas alimentadas con la dieta rica en acei-

te de pescado se debe al consumo aumentado de α-tocoferol para detener una peroxidación 

lipídica que debe ser mayor cuando el medio lipídico es más rico en ácidos grasos poliinsatura-

dos. 

Este efecto de la dieta de aceite de pescado reduciendo la concentración tisular de α-tocoferol 

se hace especialmente patente en el hígado de los fetos. En ellos se sumarían dos factores: 1) 

una menor llegada de α-tocoferol de la madre debido a su menor concentración en plasma y 2) 

un mayor consumo del α-tocoferol que les llega, como consecuencia de su mayor proporción 

en PUFA [562]. 

6.2.1.5 Interacciones entre los distintos factores 
Como ya se ha comentado previamente, la influencia de cada uno de los factores estudiados 

sobre la distribución tisular de α-tocoferol no es ejercida independientemente, sino que los da-

tos presentados en el capítulo de Resultados de la presente Memoria indican que la interacción 

de los distintos factores modifica en cada caso las tendencias generales observadas. 

En cada uno de los tejidos estudiados, el tipo de grasa de la dieta es el principal factor que dis-

torsiona las tendencias globales de distribución tisular de α-tocoferol asociadas a la gestación o 

al porcentaje de grasa en la dieta. 

Así, cuando las ratas preñadas toman la dieta de palma del 10%, la concentración de α-

tocoferol en plasma e hígado es más elevada que en ningún otro caso, a la vez que su concen-

tración en el tejido de depósito estudiado (adiposo lumbar) es menor que en ningún otro caso. 

Como ya se ha comentado, la disminución de la actividad LPL del tejido adiposo durante la 

gestación, unido a la posible disminución de la misma actividad asociada al mayor consumo de 

ácidos grasos saturados en la dieta podría justificar esta distribución. 

Cuando los animales tomaban la dieta de aceite de girasol, la relación α-tocoferol/lípidos totales 

en plasma de los animales alimentados con la dieta con un 5% es mayor que la de los otros 

grupos y la cantidad total de α-tocoferol en tejido adiposo de las ratas vírgenes alimentadas con 

un 10% de este aceite es superior a la de los otros grupos. Esta mayor abundancia de α-

tocoferol en estos animales alimentados con dieta de aceite de girasol podría ser consecuencia 

de un mayor contenido de RRR-α-tocoferol en este aceite, como hemos comentado anterior-

mente. 
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6.2.2 Experimentos 2, 3 y 4: Ingesta durante la gestación y la 
lactancia de dietas de oliva, pescado o pescado suple-
mentadas, e intercambio de crías al nacer entre madres 
que ingieren dietas diferentes 

Los fetos de ratas alimentadas con dietas de aceite de pescado presentaban una deficiencia en 

α-tocoferol frente a los fetos de madres que consumían la dieta de oliva y esa deficiencia se 

observó tanto en plasma como en cerebro, por lo que interesó conocer su desarrollo postnatal, 

para constatar si la deficiencia observada en vitamina E podía ser recuperada con una dieta 

adecuada durante la lactancia o se encontraba asociada a algún retraso en el desarrollo post-

natal, tanto físico como psicomotor. Además de esta deficiencia en α-tocoferol, los fetos del 

grupo de pescado presentaban también una deficiencia en ácido araquidónico, que podría es-

tar disminuido por una combinación de diversos factores, entre los que cabe destacar una inhi-

bición de la actividad Δ6 desaturasa como consecuencia de la ingestión de una dieta muy rica 

en PUFA [584-586]. 

Para corroborar el efecto de la disminución de α-tocoferol sobre el desarrollo de las crías de 

madres alimentadas durante la gestación y la lactancia con dieta con aceite de pescado, pen-

samos en la posibilidad de que la suplementación de la dieta con α-tocoferol pudiera revertir 

esta situación. A su vez, puesto que la dieta de aceite de pescado producía una deficiencia en 

ácido araquidónico, se prepararon también otros dos grupos experimentales cuya dieta estaba 

basada en la de aceite de pescado y que fueron suplementadas con ácido araquidónico o con 

un precursor del araquidónico, el ácido γ-linolénico. Asimismo, si la deficiencia observada en 

ácido araquidónico se debiera a un estrés oxidativo aumentado, la suplementación con vitami-

na E podría neutralizar la peroxidación lipídica y evitar la degradación del ácido araquidónico. 

Al observar los efectos negativos de la dieta de aceite de pescado sobre el desarrollo de las 

crías, en combinación con estos experimentos, quisimos comprobar si era más importante la 

dieta de la madre durante la gestación o durante la lactancia, o si la madre tenía que tomar la 

dieta de aceite de pescado durante las dos etapas para que aparecieran efectos adversos. 

Observamos que desde el mismo día del nacimiento, las crías de madres alimentadas con die-

tas de aceite pescado son menores y estas diferencias aumentan a medida que transcurre la 

lactancia. Este retraso corporal se manifiesta también en el peso del hígado, que disminuye en 

la misma proporción, puesto que el tamaño relativo del hígado de las crías no varía según la 

dieta de la madre. Sin embargo, el peso del cerebro de las crías cuyas madres tomaban las 

dietas basadas en el aceite de pescado no disminuye en proporción con el peso corporal. De 

hecho, en estos grupos el tamaño relativo del cerebro incluso aumenta, mostrando un esfuerzo 
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del organismo de las crías por mantener el tamaño absoluto de este órgano próximo a los valo-

res que tienen los cerebros de las crías de referencia. 

Otros parámetros aquí estudiados refuerzan la constatación del retraso en las crías de madres 

alimentadas con la dieta de pescado, como son los retrasos en cuanto a la edad de apertura de 

ojos y del conducto auditivo, en comparación con las crías de madres alimentadas durante la 

gestación y la lactancia con una dieta que contiene aceite de oliva. 

En relación con el desarrollo psicomotor, está establecido un patrón de aparición de determina-

dos reflejos en la rata [550, 587] y en el presente estudio se han analizado algunos de ellos. 

Los resultados de estos ensayos reflejan que también la maduración psicomotora se produce 

con retraso en las crías del grupo de pescado en relación a las del grupo de oliva. 

No se han encontrado en la literatura estudios acerca de un desarrollo físico y psicomotor alte-

rado asociado a una carencia de vitamina E, pero los síntomas de las enfermedades congéni-

tas que cursan con déficit en vitamina E incluyen retrasos asociados a degeneración neuronal 

[588, 589]. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el paralelismo de estas enfermedades 

congénitas con nuestro estudio no es adecuado, puesto que en las crías de madres alimenta-

das con la dieta de aceite de pescado sí se encuentra α-tocoferol y tras el parto, aunque la dis-

ponibilidad de α-tocoferol en los tejidos sea menor que en el caso de las crías del grupo de 

oliva, no parece adecuado describir esta situación como carencial. Faltan estudios que relacio-

nen la cantidad de α-tocoferol disponible en el organismo con el grado de subdesarrollo. 

Existen sin embargo estudios anteriores en los que se obtuvieron resultados similares a los 

nuestros: cuando las madres ingieren una elevada cantidad de ω-3, las crías presentan un me-

nor desarrollo corporal [313, 590] y cerebral [313, 591], así como un desarrollo neuronal retra-

sado en crías de madres alimentadas durante la gestación y la lactancia con dieta rica en áci-

dos grasos ω-3 [313, 590, 592]. El efecto de los ácidos grasos ω-3 de la dieta materna sobre el 

desarrollo de la descendencia puede ser positivo o negativo, dependiendo de la forma y canti-

dad en que se ingieren (suplementación, aporte en la dieta, como precursores o ya formados, 

proporción ω-6/ω-3...) y, aunque parece demostrado el papel esencial del DHA en el desarrollo 

visual y neuronal [313, 314, 406, 593], existen evidencias de los efectos negativos de un aporte 

excesivo de ω-3, que se han asociado con alteraciones en el metabolismo lipídico y/o en la 

mielinización de los axones neuronales [313, 590]. Se ha llegado a correlacionar este efecto 

negativo con la dosis de ω-3 [594] y en todos estos estudios la deficiencia siempre fue asocia-

da a la influencia directa de los ácidos grasos ω-3 (especialmente el DHA) sobre el desarrollo. 

Los efectos negativos de la dieta de pescado sobre el desarrollo de las crías también podrían 

estar influidos en parte por la menor producción de leche. No ha sido investigado si una defi-

ciencia en vitamina E podría disminuir la cantidad de leche producida por la glándula mamaria, 
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pero la menor producción de leche no coincide con una menor concentración de α-tocoferol en 

la glándula mamaria: a pesar de que en el plasma de las madres alimentadas con dieta de 

pescado es menor, la concentración de α-tocoferol en la glándula mamaria no es distinta entre 

el grupo de madres alimentadas con dieta de aceite de oliva y el de pescado. Por otra parte, se 

ha descrito un papel importante del ácido araquidónico en la producción de leche, pues si no 

hay suficiente cantidad de este ácido, se puede incluso llegar a inhibir el efecto secretagogo de 

la prolactina [595] y se encontró en nuestros animales que había una menor concentración de 

ácido araquidónico en la glándula mamaria en el grupo de pescado. 

Las madres que ingieren durante la gestación y la lactancia la dieta de pescado presentan un 

menor peso que las del grupo de oliva y esto se refleja en el peso del tejido adiposo lumbar y 

en el de la glándula mamaria, con lo que la reserva de grasas para ser utilizadas como sustrato 

para la síntesis de leche es también menor. El menor peso del tejido adiposo lumbar en las 

ratas alimentadas con la dieta de pescado podría deberse a un aumento de la lipolisis como 

consecuencia de que los ácidos poliinsaturados son un buen sustrato para la HSL y por tanto 

su depósito en el tejido adiposo blanco es bajo [596]. Nuestros resultados concuerdan con esta 

interpretación, ya que las ratas alimentadas durante la gestación con la dieta de pescado pre-

sentan un menor peso del tejido adiposo lumbar que las gestantes alimentadas con otro tipo de 

grasa. 

Puede ocurrir también que, si las crías del grupo de pescado son más pequeñas, tienen menos 

fuerza de succión y el estímulo para la estimulación de la secreción puede ser menor. Pero en 

nuestro estudio la menor producción de leche de las madres alimentadas con dieta de aceite 

de pescado no debe ser la única causa del retraso generalizado de sus crías, pues aunque 

existen estudios que han descrito una disminución en el peso de las crías por una menor pro-

ducción de leche de madres malnutridas [550, 597], los parámetros del desarrollo psicomotor 

no estaban tan afectados. Es por este motivo por el que parece que la composición de la leche 

podría estar también influyendo en el desarrollo de las crías. 

La concentración de α-tocoferol en la leche de las madres alimentadas con dieta de pescado es 

muy inferior a la de las de oliva. El mecanismo por el que el α-tocoferol es incorporado a la le-

che en la glándula mamaria está mediado por la actividad de la LPL [191] y aunque se ha pro-

puesto que la transferencia de α-tocoferol del plasma a la leche podría estar disminuida en 

condiciones de privación de α-tocoferol [598-600], la concentración de α-tocoferol en la glándu-

la mamaria no fue diferente entre los grupos de pescado y de oliva. Sí se observaron diferen-

cias en la cantidad total de α-tocoferol en el total de la glándula, puesto que el tamaño de este 

órgano era menor en las ratas alimentadas con dieta de aceite de pescado, en paralelo al me-

nor peso corporal total de estas ratas. 
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La menor proporción de α-tocoferol en la leche de las madres así como la menor producción de 

leche del grupo de pescado da lugar a que sus crías tengan una importante reducción de la 

disponibilidad de α-tocoferol y con ello tengan una menor proporción de α-tocoferol tanto en 

plasma como en hígado. Como ya se ha indicado, las deficiencias congénitas de vitamina E en 

el hombre dan lugar a cuadros clínicos con ataxias cerebelares, que indican un daño neurológi-

co, pero no producen efectos que se puedan confundir con cuadros de malnutrición. En nues-

tros experimentos encontramos que las diferencias en la concentración de α-tocoferol en el 

cerebro fueron siempre muy pequeñas, por lo que pensamos que, aunque en plasma e hígado 

de las crías de los grupos con dietas basadas en aceite de pescado la concentración de α-

tocoferol fuera menor que en las crías de los grupos de oliva, esta disminución no llega a supo-

ner una situación deficitaria para el desarrollo neuronal. 

Con el propósito de elevar las concentraciones de α-tocoferol en las crías de madres alimenta-

das con la dieta de pescado se suplementó la dieta de las madres con acetato de α-tocoferol y 

así poder determinar si el retraso observado en las crías de pescado podía ser revertido, bien 

por un efecto protector directo del α-tocoferol contra el posible incremento en el estrés oxidati-

vo, bien porque el α-tocoferol protegiera a los ácidos grasos poliinsaturados (en especial al 

ácido araquidónico) de la peroxidación lipídica. 

Nuestros resultados muestran que la suplementación con acetato de α-tocoferol es suficiente 

para elevar la disponibilidad de α-tocoferol en los tejidos de las crías hasta valores equivalentes 

a los de las crías cuyas madres tomaban la dieta de aceite de oliva. Si embargo, esta suple-

mentación no produce una mejora en el desarrollo de las crías en cuanto a los parámetros cor-

porales ni a la maduración psicomotora. Podemos concluir, por tanto, que el cuadro de malnu-

trición y retraso en el desarrollo psicomotor de las crías cuyas madres ingieren la dieta de acei-

te de pescado durante la gestación y la lactancia no se debe a una carencia de vitamina E. 

Además, la deficiencia en ácido araquidónico no es producida por un aumento en la susceptibi-

lidad a la peroxidación lipídica, puesto que la suplementación con vitamina E no restaura su 

concentración [601]. 

Por otra parte, la suplementación de la dieta de las madres con ácido γ-linolénico y, en menor 

medida, con araquidónico, permite que las crías mejoren sus resultados en las pruebas de eva-

luación del desarrollo psicomotor, mientras que el α-tocoferol de los tejidos de estas crías es 

tan bajo como el de las crías del grupo de pescado sin ninguna suplementación. En conse-

cuencia, podemos concluir que es la diferencia en ácido araquidónico y no en α-tocoferol, la 

responsable del retraso en el desarrollo postnatal de las crías de madres que ingieren dieta de 

aceite de pescado. 
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El menor peso de la glándula mamaria y la mayor proporción de ácidos grasos poliinsaturados 

en glándula mamaria y en leche, así como la menor producción de leche en las madres alimen-

tadas con la dieta de aceite de pescado, puede explicar el que las crías que nacen de madres 

del grupo de oliva pero lactan de las de pescado, presenten un desarrollo postnatal retrasado y 

semejante al de las crías que nacen y lactan de las madres del grupo de pescado. 

Es decir, que independientemente de la dieta de las madres durante la gestación, las crías de 

madres que durante la lactancia ingieren dieta de pescado presentan un menor peso y talla. A 

su vez, la apertura de ojos, la de oídos y la aparición de dientes se produce más tarde en las 

crías que ingieren la dieta de pescado, independientemente de la dieta que ingieran sus ma-

dres durante la gestación. En las pruebas de desarrollo psicomotor que aquí se han realizado, 

se detectan diferencias entre el grupo de crías que nacen y lactan de madres de oliva frente a 

las que nacen y lactan de madres del grupo de pescado. Sin embargo, no se detectan diferen-

cias en los resultados de las pruebas entre las crías de madres que durante la gestación ingie-

ren la dieta de pescado y que lactan de madres que ingieren la dieta de pescado (PEG-PEL) y 

las crías de madres que durante la gestación ingieren la dieta de pescado y lactan de madres 

que durante la lactancia ingieren la dieta de oliva (PEG-OL). Ello indicaría que aunque ligera-

mente, existe una influencia de la dieta de la madre durante la gestación sobre el desarrollo 

postnatal en las crías. 

En cuanto a la concentración de α-tocoferol del plasma, hígado y cerebro de las crías, resulta 

que es clara y fuertemente dependiente del α-tocoferol que les llega de la leche materna, pues 

no hay diferencias en ningún caso entre las crías que lactan de madres que toman la dieta de 

aceite de pescado, independientemente de la dieta que hubieran tomado las madres durante la 

gestación y tampoco la hay entre las que lactan de madres que toman la dieta de aceite de 

oliva. 

Los resultados muestran que un exceso proporcional de ácidos grasos ω-3 en la dieta produ-

cen una disminución del α-tocoferol en el organismo, provocando una situación deficiente en 

este antioxidante tanto en la madre como en los fetos. La ingesta de aceite de pescado aumen-

ta los requerimientos de vitamina E [602] y este aumento ha sido relacionado con una conse-

cuencia del enriquecimiento en PUFA sobre la peroxidación lipídica [603]. Esta situación con-

trasta con la menor susceptibilidad a la peroxidación lipídica que ocurre cuando las ratas toman 

dietas suplementadas con aceite de oliva [604], permitiendo que las concentraciones endóge-

nas de α-tocoferol sean apropiadas, como hemos encontrado en nuestro estudio, tanto en las 

ratas preñadas como en sus fetos. A pesar de la menor concentración de α-tocoferol (y de áci-

do araquidónico) en los fetos de las ratas que durante la gestación se alimentaron con la dieta 

de aceite de pescado, el tamaño de la camada y el peso de los fetos no se vieron afectados. 

Resultados similares fueron obtenidos por otros autores al someter a ratas durante la gestación 
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a distintas composiciones de la grasa de la dieta [605], e incluso a menor concentración de α-

tocoferol [606]. Estos resultados apoyan la idea de que durante la gestación en las ratas, ni 

cambios sustanciales en los ácidos grasos de la dieta ni una condición deficiente en antioxidan-

tes afectan al éxito de la gestación, probablemente porque en estas especies una parte muy 

importante del desarrollo del tejido neuronal ocurre tras el nacimiento [607], como ocurre tam-

bién en humanos [608]. En nuestro estudio esto se ve apoyado por el experimento del inter-

cambio de crías, en el que las crías que nacen de madres que tomaron la dieta de pescado 

durante la gestación presentaron un ritmo de crecimiento postnatal y unos índices de madura-

ción psicomotora similares a los de las madres que tomaron la dieta de oliva cuando se les 

permitió mamar de madres que tomaban la dieta de oliva. 

La suplementación con vitamina E (acetato de α-tocoferol) en la dieta de las madres durante la 

gestación y la lactancia aumentó la concentración de α-tocoferol en plasma e hígado de las 

crías, pero no la modificó en el cerebro, en relación a la encontrada en las crías de los grupos 

de oliva. En humanos se ha observado que una suplementación con una gran cantidad de α-

tocoferol no aumenta la concentración de α-tocoferol en el fluido cefalorraquídeo [609] y en 

ratas, la ingesta de α-tocoferol incrementa sólo ligeramente la concentración de α-tocoferol en 

el cerebro [610, 611], siendo el cambio mucho menor que en plasma u otros tejidos, incluido el 

hígado. En realidad, el reemplazo o la vida media de intercambio de α-tocoferol en el sistema 

nervioso es mucho más lento que en el plasma [612] y el índice de captación de α-tocoferol por 

el cerebro en ratones es muy bajo [613]. Además, el alto contenido en DHA en los fosfolípidos 

del cerebro en las crías de las ratas que tomaron la dieta de pescado suplementada con vita-

mina E pueden haber aumentado el consumo de antioxidantes y de esta forma haber impedido 

que la concentración de α-tocoferol en el cerebro de las crías de este grupo fuera superior al de 

las crías del grupo de oliva. Dado que la deficiencia en vitamina E tiene un papel en las altera-

ciones del metabolismo de monomanías en el cerebro de la rata [614], no hay forma de deter-

minar si esta condición agrava la disfunción del sistema nervioso causada por el alterado perfil 

de ácidos grasos de estos animales. Sin embargo, el hecho de que la suplementación con γ-

linolénico en la dieta de pescado incrementara el contenido en ácido araquidónico de los fosfo-

lípidos del cerebro [601] y normalizara el peso corporal y las variables de maduración psicomo-

triz, a pesar de las bajas concentraciones de α-tocoferol, apoya el que la disponibilidad ade-

cuada de ácido araquidónico sea más importante en el desarrollo postnatal que la disponibili-

dad de vitamina E. 
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6.2.3 Experimento 5: Destino del α-tocoferol en ratas diabéti-
cas alimentadas con dietas de oliva, girasol y pescado 
suplementadas con vitamina E 

Con el objeto de estudiar la influencia del estrés oxidativo de la diabetes combinado con una 

dieta rica en ácidos grasos poliinsaturados, ratas hechas diabéticas con STZ se alimentaron 

con dietas con aceite de pescado (rica en ácidos grasos poliinsaturados ω-3), aceite de girasol 

(poliinsaturados ω-6) o con aceite de oliva (monoinsaturados). Las dietas se administraron du-

rante tres semanas, pues previamente se había establecido que a las tres semanas de la ad-

ministración de STZ se presenta un máximo en la concentración de TBARS y en la actividad de 

SOD, catalasa y glutatión peroxidasa, en hígado y páncreas [377]. 

Durante el estudio se observó en los animales diabéticos la característica hiperfagia, que no se 

reflejó en una ganancia de peso, sino que al contrario, se acompañó de una disminución del 

peso corporal. Esta disminución de peso ya había sido observada previamente en el modelo de 

diabetes inducida por STZ a ratas [377, 381, 382, 416, 615-617], cuando no se trataba a los 

animales con insulina. A pesar de la disminución de peso global, el hígado de los animales dia-

béticos es mayor que en los controles. Esta hepatomegalia es otro de los síntomas descritos y 

conocidos de la diabetes inducida por STZ, que se produce por una hiperplasia inicial tras la 

administración de la droga y una menor apoptosis posterior, por lo que aumenta el número de 

células [618]. A su vez, observamos que las ratas no diabéticas alimentadas con dieta de pes-

cado tienen un hígado mayor que las de oliva o girasol y que las diabéticas alimentadas con 

aceite de pescado presentan un hígado mayor que las de los otros dos grupos de diabéticas, 

aunque no encontramos evidencia de una interacción entre ambos factores. En ratas no diabé-

ticas alimentadas con dietas ricas en aceite de pescado otros autores observaron un incremen-

to en el tamaño del hígado [619], pero no se ha dado una explicación o justificación de este 

fenómeno. 

El tamaño del tejido adiposo tras el ayuno es muy inferior en los animales diabéticos. Dado que 

la insulina disminuye la actividad de la HSL, aumenta la LPL endotelial, inhibe la movilización 

de FFA del tejido adiposo [330] y aumenta la expresión del receptor de LDL [345, 620], en esta 

situación de diabetes por STZ, en la que se produce una deficiencia insulínica, se desencadena 

una situación general de falta de acumulación de grasa junto a un estímulo de su movilización. 

Ello justifica este menor tamaño del tejido adiposo en los animales diabéticos. Aunque no hay 

diferencias estadísticamente significativas entre los pesos de los tejidos adiposos de los tres 

grupos de animales diabéticos (alimentados con la dieta de oliva, de girasol, o de pescado), 

hay que resaltar el que en los grupos alimentados con las dietas más ricas en PUFA (girasol y 
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pescado) se encontraron tres animales que no tenían nada de tejido adiposo apreciable, indi-

cando una lipolisis muy activa y un depósito de grasa muy disminuido. 

El ayuno en el que se mantiene a los animales durante 24 h no produce alteraciones visibles en 

los parámetros bioquímicos estudiados en las ratas controles, mientras que en las diabéticas 

se produce un cambio muy grande en su situación: los niveles plasmáticos de glucosa, triglicé-

ridos y colesterol pasan tras el ayuno a niveles comparables a los controles. Esta “mejora” de la 

situación metabólica de las ratas diabéticas con el ayuno está lógicamente influida por la falta 

de sustratos tanto exógenos como endógenos. De hecho, sus escasas reservas grasas (pues-

tas de manifiesto por el bajo peso del tejido adiposo lumbar) les impiden mantener esa elevada 

lipemia, lo cual supone un indudable beneficio para su cuadro metabólico. 

Desde hace tiempo se sabe que la diabetes modifica la actividad de los sistemas de desatura-

ción y afecta más a la Δ9 desaturasa que a la Δ6 desaturasa [621]. Pero en nuestro estudio no 

se puede establecer una tendencia tan clara en ese sentido porque en la dieta hay un aporte 

de determinados ácidos grasos que camuflan otras tendencias. El estudio detallado de la in-

fluencia combinada del tipo de grasa de la dieta en la IDDM sobre el metabolismo de los ácidos 

grasos requeriría haber valorado la distribución de ácidos grasos en más tejidos y en las distin-

tas fracciones lipídicas. Hemos podido constatar, sin embargo, que la dieta produce variaciones 

en la distribución de ácidos grasos en el plasma: como era de esperar, en el plasma de las ra-

tas alimentadas con la dieta de oliva, aumenta la proporción de ácido oleico, en el plasma de 

las de girasol, la proporción de linoleico y en las de pescado, las proporciones de eicosapen-

taenoico y docosahexaenoico. En estas últimas, además, disminuye la proporción de ácido 

araquidónico. 

La diabetes produce un aumento de los ácidos grasos característicos de cada dieta, a expen-

sas de una disminución en la proporción de los ácidos grasos saturados. Dado que estos áci-

dos grasos saturados provienen en gran medida de la síntesis endógena, esto podría indicar 

una menor actividad de los sistemas de lipogénesis, como de hecho se sabe que ocurre en la 

rata diabética por STZ [622]. 

La diabetes produce un incremento en el estrés oxidativo, como se ha indicado en la Introduc-

ción y en nuestro estudio esto se ve corroborado por el hecho de que los TBARS en plasma de 

las ratas diabéticas alimentadas están aumentados, al igual que había sido previamente descri-

to [378, 623, 624]. A su vez, el 8-IP en orina de 24h de las ratas diabéticas está aumentado. La 

determinación de los F2-isoprostanos en general y del 8-IP en particular ha cobrado fuerza en 

los últimos tiempos como indicador de estrés oxidativo, pero sigue habiendo discrepancias en 

la literatura acerca de si es conveniente determinar la concentración de la forma libre en plas-

ma, el total (libre y esterificado) en plasma o el total, que se encuentra en forma libre, en orina. 
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Bachi et al encontraron un incremento de 8-IP en la orina de 24 h de ratas diabéticas por STZ 

[625], pero Feillet-Coudray et al no encontraron diferencias en el 8-IP libre en plasma de ratas 

diabéticas y controles [378], mientras que Montero et al sí encontraron diferencias significativas 

entre ratas diabéticas y controles similares a las anteriores, tanto en la orina como en el 8-IP 

libre en plasma [626]. Hay que reseñar que los mismos autores que no encontraron diferencias 

en plasma, recientemente han publicado un estudio en el que encontraron una correlación ne-

gativa entre los niveles de 8-IP en orina y plasma en pacientes con diabetes tipo II [378]. Aun-

que parecen claramente establecidas las respectivas relaciones entre un mayor estrés oxidati-

vo y la producción aumentada de 8-IP y entre la diabetes y un incremento del estrés oxidativo, 

faltan más estudios que determinen con mayor precisión la relación entre el grado de diabetes 

y las distintas posibilidades de determinación de 8-IP. En nuestro estudio decidimos cuantificar-

lo en orina, porque es una muestra muy sencilla de obtener y tratar, porque sólo se encuentra 

8-IP en una forma (libre), porque la concentración en orina puede ser más alta que en plasma y 

además, porque es en orina donde en la literatura existen menos discrepancias acerca de la 

relación entre diabetes y aumento de 8-IP. 

En cuanto a la relación de la determinación de 8-IP con la ingesta de las distintas dietas, pare-

ce existir una tendencia a que los niveles de 8-IP sean menores cuando los animales tomaban 

las dietas más ricas en ácidos grasos poliinsaturados (girasol y pescado) cuando se corrigen 

los resultados por la creatinina excretada y menores en el caso de los animales alimentados 

con la dieta de pescado si los resultados son expresados como cantidad total excretada. El 

efecto de los ácidos ω-3 de la dieta disminuyendo la cantidad de 8-IP excretada ha sido obser-

vado también en humanos y aunque ha sido atribuido a una disminución del estrés oxidativo al 

consumir esta dieta [627, 628], no hay datos que sustenten este efecto protector de los ácidos 

grasos ω-3 sobre el estrés oxidativo. Teniendo en cuenta que una dieta rica en ω-3 disminuye 

la concentración de ácido araquidónico en todos los tejidos que nosotros hemos estudiado 

[601] y dado que el araquidónico es el único precursor de los prostanoides, podríamos atribuir a 

esta falta de precursor más que a una disminución en el estrés oxidativo la disminución en 8-IP 

que hemos observado en las ratas diabéticas alimentadas con dicha dieta rica en aceite de 

pescado. De hecho, nosotros esperábamos incluso menores niveles de 8-IP en la orina de las 

ratas alimentadas con dieta de pescado, precisamente como consecuencia de la disminución 

en el precursor de 8-IP, el ácido araquidónico. Teniendo en cuenta que los niveles de TBARS 

en el plasma de las ratas alimentadas con aceite de pescado son mayores que los de las ratas 

alimentadas con las dietas de aceite de oliva y de girasol, es posible que el mayor estrés oxida-

tivo en las ratas alimentadas con dieta de pescado esté compensando la disminución en el pre-

cursor. 
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La concentración de hidroperóxidos, sin embargo, no se ve significativamente afectada, segu-

ramente porque sólo fueron valorados tras las 24h de ayuno, cuando también los TBARS se 

ven normalizados a niveles equiparables a los de controles. En ratas diabéticas otros autores 

han encontrado niveles aumentados de hidroperóxidos lipídicos o lipoperóxidos en plasma 

[629-632], pero estos estudios se han realizado siempre en animales que estaban alimentados, 

por lo que no son comparables a la situación de ayuno aquí utilizada. 

En nuestro experimento nos interesó desarrollar un método para medir el α-tocoferol muy poco 

tiempo después de la extracción de la sangre, por lo que se optó por hacer una determinación 

en sangre total, antes de la separación de plasma y células sanguíneas. Acerca de los niveles 

de α-tocoferol en sangre total no se han encontrado referencias en la literatura, existiendo sólo 

referencias a la evaluación por separado de la concentración de α-tocoferol en plasma y la 

concentración en eritrocitos y otras células sanguíneas. El contenido en α-tocoferol se determi-

nó en la sangre total tras las 24h de ayuno y se observó que tras el ayuno los niveles en plas-

ma se igualan entre diabéticos y controles, pero en sangre total los niveles de α-tocoferol de los 

tres grupos diabéticos es menor y menor aún en el grupo de pescado. Tras el ayuno de nuestro 

experimento, nosotros hemos observado que la concentración de α-tocoferol en plasma de los 

animales controles disminuye aproximadamente un 40%, mientras que en el caso de los diabé-

ticos disminuyen aproximadamente un 83%. 

Como se ha indicado en la introducción, la IDDM sin controlar está asociada a una mayor con-

centración de α-tocoferol en plasma y un descenso en la concentración de α-tocoferol en eritro-

citos [566, 633]. Una disminución del contenido en α-tocoferol en los eritrocitos parecida a la 

observada en el plasma, supondría la práctica desaparición del α-tocoferol en eritrocitos. A par-

tir de nuestros resultados hemos podido estimar el contenido en α-tocoferol de los eritrocitos 

(teniendo en cuenta un valor aproximado de 40% para el hematocrito de las ratas) y hemos 

observado que, mientras que la concentración de α-tocoferol en los eritrocitos de los controles 

no es menor que en su plasma correspondiente, en los diabéticos la práctica totalidad del α-

tocoferol en sangre tras el ayuno está en el plasma y la concentración en eritrocitos es casi 

nula. 

Por otra parte, observamos que la dieta de aceite de pescado produce una disminución en los 

niveles en sangre total de α-tocoferol, que resulta paralela a la disminución en la concentración 

de α-tocoferol en plasma de estas ratas. El que la dieta de pescado produzca una disminución 

en la concentración plasmática de α-tocoferol ha sido la tónica general observada en todas las 

situaciones experimentales estudiadas a lo largo de esta Tesis. 

Uno de los propósitos de este experimento fue el estudiar la producción de productos de oxida-

ción de α-tocoferol en esta situación de estrés oxidativo y activo consumo de α-tocoferol, como 
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era la diabetes severa y la ingesta de dieta rica en ácidos grasos poliinsaturados. Para ello, 

desarrollamos el método para poder cuantificar la concentración de los dos principales produc-

tos de oxidación del α-tocoferol, la α-tocoferol quinona y la α-tocoferol hidroquinona. La concen-

tración de α-tocoferol quinona en plasma estaba descrito que era muy baja, menos de un 

0.05% del α-tocoferol plasmático [542], mientras que se podía esperar que los niveles de α-

tocoferol quinona en eritrocitos fueran significativamente mayores, del orden de 10 a 30% del 

α-tocoferol en estas células [634]. Por ello y porque el método se puso a punto y validó en un 

rango de concentraciones de α-tocoferol quinona cuyo límite inferior era 10 veces menor que el 

descrito, esperábamos poder detectar la α-tocoferol quinona sin problemas en sangre total. 

Acerca de la α-tocoferol hidroquinona sólo existía información previa sobre su concentración en 

tejidos [161]. No obstante lo anterior, cuando se trataba la muestra correctamente con un com-

plejante de cationes como el EDTA, observamos que los niveles de ambos productos de oxida-

ción, en caso de que estuvieran presentes, lo estaban por debajo de los límites de cuantifica-

ción del ensayo. Este complejante de cationes no estaba presente en los métodos empleados 

anteriormente [542, 568, 635], por lo que pensamos que es posible que estos investigadores 

hayan generado la α-tocoferol quinona en el tratamiento experimental, que incluye saponifica-

ción y adición de antioxidantes. En nuestra experiencia, los antioxidantes empleados normal-

mente no son suficientes para prevenir la aparición de la α-tocoferol quinona y se hace necesa-

ria la presencia del EDTA para conseguirlo. En condiciones nativas, los cationes inorgánicos no 

están libres, sino en estructuras proteicas como la ceruloplasmina o la hemoglobina, pero 

cuando dichas proteínas son desnaturalizadas, los cationes quedan libres y el EDTA cumple la 

función de complejarlos para impedir que den lugar a reacciones como la de Fenton. 

En cuanto a la concentración de α-tocoferol en hígado, el aumento en hígado de ratas diabéti-

cas observado previamente [378] no se reprodujo en nuestro experimento, aunque sí observa-

mos que la cantidad total estimada de α-tocoferol en el hígado de los animales diabéticos ali-

mentados con la dieta de oliva y de pescado es mayor que en sus respectivos controles, mien-

tras que en el caso de los animales diabéticos alimentados con la dieta de girasol no hay dife-

rencias entre diabéticos y controles. Hay que tener en cuenta que los animales se sacrificaron 

tras el ayuno y que las reservas de lípidos en estos animales estaban muy disminuidas, por lo 

que el α-tocoferol que pudiera estar presente en los depósitos grasos del animal se habría mo-

vilizado a lo largo de las 24h de ayuno. 

En el caso del α-tocoferol en tejido adiposo, observamos que, aunque la cantidad total almace-

nada no era distinta entre diabéticos y no diabéticos, la concentración de α-tocoferol en el adi-

poso de los animales diabéticos era muy superior a la de los controles. Este hecho resulta se-

guramente por la activa lipolisis que se produce en este tejido en ausencia de insulina, de ma-

nera que existe una salida muy activa de FFA a la circulación. Estos resultados indican que, así 
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como la captación de α-tocoferol en el tejido adiposo se produce conjuntamente con la de áci-

dos grasos libres (a través de la actividad LPL) y con la de triglicéridos (a través de los recepto-

res de lipoproteínas), los mecanismos, hasta la fecha desconocidos, de salida de α-tocoferol 

del tejido adiposo no están ligados a los mecanismos de salida de FFA de este tejido a la circu-

lación. 
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7 CONCLUSIONES 

• En la presente Tesis hemos desarrollado, puesto a punto y validado la metodología pa-

ra la cuantificación de α-tocoferol en las siguientes matrices: tejido adiposo, glándula 

mamaria, aceites alimentarios, dietas experimentales y sangre total. A su vez, hemos 

desarrollado métodos para la determinación de α-tocoferol quinona y α-tocoferol hidro-

quinona en sangre total. Todos los métodos han sido aplicados a los experimentos rea-

lizados con ratas. 

En lo que hace referencia a los resultados obtenidos con animales experimentales, podemos 

extraer las conclusiones que consideramos más relevantes: 

• Aunque se ha descrito que en la gestación incrementa el estrés oxidativo, nosotros he-

mos observado que salvo algunas excepciones producidas por el tipo de dieta, la rata 

gestante presenta en plasma unos niveles de α-tocoferol superiores a los de la rata vir-

gen. Esta diferencia desaparece cuando los datos se corrigen por los de lípidos circu-

lantes (cociente α-tocoferol / [triglicéridos + colesterol]), de forma que ese incremento 

que se observa en la rata gestante en los niveles de α-tocoferol son el reflejo de su hi-

perlipidemia. Tampoco viene acompañado por un cambio sustancial en la concentración 

y/o contenido de α-tocoferol en los tejidos (hígado o tejido adiposo). 

• Una variación en la cantidad de grasa en la dieta de los animales afecta poco a la con-

centración plasmática o tisular de α-tocoferol. Sin embargo, el tipo de grasa sí que afec-

ta a este parámetro, de manera que la dieta conteniendo aceite de palma tiende a pro-

ducir una concentración plasmática y hepática de α-tocoferol superior a los otros tipos 

de grasa, en particular en el caso de las ratas gestantes. A su vez, la dieta conteniendo 

aceite de pescado causa una importante reducción en la concentración (o cantidad) de 

α-tocoferol en plasma, hígado y tejido adiposo, siendo este efecto especialmente mani-

fiesto con el mayor porcentaje de grasa en la dieta utilizado (10%). Puesto que esta re-

ducción en los depósitos endógenos de α-tocoferol no se puede asociar a un menor 

contenido en la dieta, puede concluirse que sea el resultado de su mayor consumo co-

mo consecuencia del elevado porcentaje de ácidos grasos poliinsaturados en esta die-

ta. 

• En el caso de las ratas gestantes, la dieta conteniendo aceite de pescado también pro-

duce una importante reducción en la concentración de α-tocoferol en la placenta y en el 

hígado de los fetos. Estos cambios son dependientes de los niveles de α-tocoferol en 

plasma materno, como lo muestran las correlaciones significativas observadas entre las 



Fco. Javier Rupérez Tesis: Vitamina E, dieta y gestación/lactancia o diabetes  
 

 

214 

respectivas concentraciones de α-tocoferol en placenta e hígado fetal frente a la del 

plasma materno. 

• Durante la gestación, la dieta conteniendo aceite de pescado, en comparación con la de 

aceite de oliva, produce también una importante depleción de α-tocoferol en plasma y 

cerebro fetales. A su vez, cuando estos tratamientos se mantienen durante la lactancia, 

dicha dieta de aceite de pescado produce un importante retraso en el desarrollo corpo-

ral y psicomotor de las crías y al final de la lactancia (día 21 de edad) estas crías mues-

tran una concentración de α-tocoferol en plasma, hígado y cerebro mucho mas baja que 

la de las crías de las ratas con dieta de aceite de oliva. Dichas crías de madres lactan-

tes alimentadas con dieta de aceite de pescado también presentan una reducción en la 

proporción de ácido araquidónico en plasma y en fosfolípidos cerebrales. 

• Mediante experimentos de suplementación con acetato de α-tocoferol, ácido araquidó-

nico o ácido γ-linolénico como precursor del ácido araquidónico, hemos demostrado que 

es la deficiencia en ácido araquidónico más que la de α-tocoferol la principal responsa-

ble del retraso en el desarrollo postnatal de las crías de madres alimentadas con la dieta 

de aceite de pescado. 

• Mediante experimentos de intercambio de crías al nacer entre madres que ingieren die-

tas diferentes, podemos también concluir que la ingestión de un exceso de ácidos gra-

sos poliinsaturados (dieta de aceite de pescado) durante la lactancia influye más en el 

desarrollo postnatal de las crías que cuando la madre la ingiere durante la gestación. A 

su vez, la producción de leche y la concentración en la leche de α-tocoferol son mucho 

mas bajas en las ratas alimentadas con dieta de aceite de pescado que las de aceite de 

oliva y lógicamente estos dos efectos (malnutrición y deficiencia de α-tocoferol en la le-

che) deben también contribuir al retraso postnatal de las crías lactadas de madres ali-

mentadas con la dieta de aceite de pescado.  

• La diabetes severa producida por estreptozotocina en la rata incrementa la concentra-

ción plasmática de TBARS y este efecto es mucho mas acusado en las ratas alimenta-

das con la dieta de aceite de pescado, que produce un importante incremento en los ni-

veles circulantes de ácidos grasos ω-3 que en las ratas alimentadas con dieta de aceite 

de oliva o de aceite de girasol. A pesar de que estos resultados indican un incremento 

del estrés oxidativo en las ratas diabéticas, sus niveles de α-tocoferol en plasma son 

más altos que los de las ratas controles y este cambio se produce en paralelo con un 

incremento también en los niveles circulantes de triglicéridos y de colesterol. En conse-

cuencia, el cociente α-tocoferol/ (triglicéridos + colesterol) no se modifica con la diabetes 
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y ello pone de manifiesto que los niveles circulantes de α-tocoferol son más dependien-

tes de los lípidos plasmáticos que del grado de estrés oxidativo de los animales.  

• En ayunas, la excreción urinaria de 8-isoprostano es más alta en las ratas diabéticas 

que en sus controles, siendo este efecto independiente del tipo de dieta a la que habían 

estado sometidas. Sin embargo, en el caso de las ratas diabéticas alimentadas con la 

dieta de aceite de pescado, la reducción en su porcentaje de ácido araquidónico circu-

lante hace sospechar que impide una mayor producción de 8-isoprostano, como corres-

pondería a su elevado índice de estrés oxidativo. En este caso, al finalizar las 24 h de 

ayuno, las ratas diabéticas sí presentaban una disminución significativa de los niveles 

circulantes de α-tocoferol, al tiempo que manifestaban unos bajos niveles circulantes de 

triglicéridos y de colesterol, los cuales ya no diferían con los de las ratas controles. Sin 

embargo, la concentración (o cantidad) hepática de α-tocoferol aumentó en las ratas 

diabéticas alimentadas con dieta de aceite de oliva o de pescado y la concentración en 

tejido adiposo aumentó en las ratas alimentadas con dieta de aceite de oliva o de gira-

sol.  

7.1 Consideraciones finales 

Del conjunto de los resultados aquí presentados podemos destacar tres aspectos que nos pa-

recen importantes: 

A. Los niveles circulantes de α-tocoferol dependen más de los lípidos plasmáticos que de su 

disponibilidad en la dieta. 

B. Un exceso de ácidos grasos poliinsaturados en la dieta, como es el caso de la dieta de 

aceite de pescado, produce una depleción circulante y tisular de α-tocoferol, que supone un 

importante incremento del riesgo de desencadenar un estrés oxidativo en situaciones sus-

ceptibles a ello, como es el caso de la gestación o la diabetes. 

C. La importante depleción de α-tocoferol que se produce en las crías de madres alimentadas 

con la dieta de aceite de pescado no es directamente responsable de su retrasado desarro-

llo, aunque lógicamente coloca a estos animales en importante riesgo de una mayor sus-

ceptibilidad de sufrir patologías dependientes del estrés oxidativo. 
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APÉNDICE I: PROTOCOLOS EXPERIMENTALES 

VALORACIÓN DE VITAMINA E EN PLASMA DE RATA 
REACTIVOS Y EQUIPOS 

• Vitamina E: dl-α-tocopherol, Fluka 
• Acetato de vitamina A: vitamin A-acetate, Fluka 
• KH2PO4 y NaOH P.A. 
• H2O ultrapura. 
• Metanol, etanol y hexano calidad HPLC 
• Cromatógrafo de líquidos con detector UV 
• Espectrofotómetro 
• Centrífuga 
• Evaporador centrífugo 

DISOLUCIONES PREVIAS 
• Vitamina E: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 200.0 mg de dl-α-

tocopherol y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de α-tocoferol y se con-
serva a –20 ºC. 

• Acetato de vitamina A: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 20.0 
mg de vitamin A-acetate y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de Acetato 
de vitamina A y se conserva a –20 ºC. 

• Tampón fosfato 5 mM, pH 7.4: Se pesan 68 mg de KH2PO4 y se disuelven en unos 80 mL de 
H2O. Se lleva la disolución hasta pH 7.4 con una disolución de NaOH 0.1 M y se transfiere cuan-
titativamente la disolución a un matraz aforado de 100 mL. Se enrasa con H2O. 

VALORACIÓN 
Patrones 
En el día de la valoración se toman: 

• 125 µL de la disolución stock de α-tocoferol y se llevan a 50 mL de etanol en matraz aforado. Se 
enrasa con etanol. Este es el patrón de trabajo de α-tocoferol. 

• 100 µL de la disolución stock de acetato de vitamina A y se llevan a 10 mL de etanol en matraz 
aforado. Se enrasa con etanol. Este es el patrón de trabajo de acetato de vitamina A. 

La concentración real de α-tocoferol se determina en el patrón de trabajo en el espectrofotómetro a 294 
nm, según ε = 3058 M-1·cm-1 
Procesamiento de patrones y muestras 
En tubos de centrífuga de fondo redondo de 100x10 mm se preparan: 
 

 Tampón 
fosfato Plasma α-tocoferol A Acetato Etanol Metanol 

Patrones 200 µL - 50 µL 50 µL 150 µL 200 µL 

Muestras - 200 µL  50 µL 200 µL 200 µL 

 
Se agita en vórtex. 
Para extraer el α-tocoferol se añade 1 mL de hexano y se agita en vórtex durante 1 min. Se centrifuga a 
500 g durante 5 min a T ambiente y se separa el sobrenadante. Se repite la extracción y centrifugación y 
se juntan los dos sobrenadantes. La fase acuosa se descarta y la orgánica se evapora a sequedad me-
diante vacío en un evaporador centrífugo. El residuo seco se redisuelve en 200 µL de metanol y se tras-
vasa a viales de cromatografía. 
Cromatografía 

• Fase móvil: Metanol:H2O 97.5:2.5 (v/v) desgasificada. 
• Columna: Nucleosil C18 150x4.6 mm 5 µm (Teknokroma) 
• Temperatura: 35-40ºC 
• Flujo: 2 mL/min 
• Inyección: 40 µL 
• Detección: UVD 294-298 nm. 
• t total de análisis ≈ 6 min 
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VALORACIÓN DE VITAMINA E EN HÍGADO DE RATA 
REACTIVOS Y EQUIPOS 

• Vitamina E: dl-α-tocopherol, Fluka 
• Vitamina K: vitamin K1, Sigma 
• KH2PO4 y NaOH P.A. 
• H2O ultrapura. 
• Metanol, etanol, cloroformo y hexano calidad HPLC 
• Cromatógrafo de líquidos con detector UV y FD 
• Espectrofotómetro, Sonicador, Centrífuga y Evaporador centrífugo 

DISOLUCIONES PREVIAS 
• Vitamina E: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 200.0 mg de dl-α-

tocopherol y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de α-tocoferol y se con-
serva a –20 ºC. 

• Vitamina K: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 14.0 mg de vita-
min K1 y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de vitamina K y se conserva 
a –20 ºC. 

• Tampón fosfato 5 mM, pH 7.4: Se pesan 68 mg de KH2PO4 y se disuelven en unos 80 mL de 
H2O. Se lleva la disolución hasta pH 7.4 con una disolución de NaOH 0.1 M y se transfiere cuan-
titativamente la disolución a un matraz aforado de 100 mL. Se enrasa con H2O. 

VALORACIÓN 
Patrones 
En el día de la valoración se toman: 

• 100 µL de la disolución stock de α-tocoferol y se llevan a matraz aforado de 25 mL. Se enrasa 
con etanol. Este es el patrón de trabajo de α-tocoferol. 

• La disolución de trabajo de vitamina K es la misma que la stock. 
La concentración real de α-tocoferol se determina en el patrón de trabajo en el espectrofotómetro a 294 
nm, según ε = 3058 M-1·cm-1 
Procesamiento de patrones y muestras 
Previamente se prepara el hígado en un homogeneizador de émbolo tipo Potter, mezclando un fragmen-
to de tejido con 1 µL de tampón fosfato por cada mg de hígado. 
En tubos de centrífuga de fondo redondo de 100x10 mm se preparan: 
 

 Tampón 
fosfato Homogeneizado α-tocoferol Vitamina K 

Patrones 50 µL - 50 µL 50 µL 

Muestras - 50 µL  50 µL 

 
Se agita en vórtex. 
Para extraer el α-tocoferol se añade 1 mL de hexano y se sonica durante 10 s. Se centrifuga a 500 g 
durante 5 min a T ambiente y se separa el sobrenadante. Se repite la extracción y centrifugación y se 
juntan los dos sobrenadantes. La fase acuosa se descarta y la orgánica se evapora a sequedad median-
te vacío en un evaporador centrífugo. El residuo seco se redisuelve en 200 µL de metanol:cloroformo 3:1 
(v/v) y se trasvasa a viales de cromatografía. 
Cromatografía 

• Fase móvil: Metanol:H2O 97.5:2.5 (v/v) desgasificada. 
• Columna: Nucleosil C18 150x4.6 mm 5µm (Teknokroma) 
• Temperatura: 35-40ºC 
• Flujo: 2 mL/min 
• Inyección: 25 µL 
• Detección: FD λex=295 nm, λem=350 nm hasta el minuto 6; λex=330 nm, λem=400 nm hasta el final 
• t total de análisis ≈ 25 min 
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VALORACIÓN DE VITAMINA E EN PLACENTA DE RATA 
REACTIVOS Y EQUIPOS 

• Vitamina E: dl-α-tocopherol, Fluka 
• Vitamina K: vitamin K1, Sigma 
• KH2PO4 y NaOH P.A. 
• H2O ultrapura. 
• Metanol, etanol, cloroformo y hexano Calidad HPLC 
• Cromatógrafo de líquidos con detector de fluorescencia 
• Espectrofotómetro, Sonicador, Centrífuga, Evaporador centrífugo 

DISOLUCIONES PREVIAS 
• Vitamina E: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 200.0 mg de dl-α-

tocopherol y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de α-tocoferol y se con-
serva a –20 ºC. 

• Vitamina K: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 14.0 mg de vita-
min K1 y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de vitamina K y se conserva 
a –20 ºC. 

• Tampón fosfato 5 mM, pH 7.4: Se pesan 68 mg de KH2PO4 y se disuelven en unos 80 mL de 
H2O. Se lleva la disolución hasta pH 7.4 con una disolución de NaOH 0.1 M y se transfiere cuan-
titativamente la disolución a un matraz aforado de 100 mL. Se enrasa con H2O. 

VALORACIÓN 
Patrones 
En el día de la valoración se toman: 

• 50 µL de la disolución stock de α-tocoferol y se llevan a matraz aforado de 50 mL. Se enrasa 
con etanol. Este es el patrón de trabajo de α-tocoferol. 

• La disolución de trabajo de vitamina K es la misma que la stock. 
La concentración real de α-tocoferol se determina en el patrón de trabajo en el espectrofotómetro a 294 
nm, según ε = 3058 M-1·cm-1 
Procesamiento de patrones y muestras 
Previamente se prepara la muestra en un homogeneizador de émbolo tipo Potter, mezclando un frag-
mento de tejido con 8 µL de tampón fosfato por cada mg de placenta. 
En tubos de centrífuga de fondo redondo de 100x10 mm se preparan: 
 

 Tampón 
fosfato Homogeneizado α-tocoferol Vitamina K 

Patrones 200 µL - 50 µL 50 µL 

Muestras - 200 µL  50 µL 

 
Se agita en vórtex. 
Para extraer el α-tocoferol se añade 1 mL de hexano y se sonica durante 10 s. Se centrifuga a 500 g 
durante 5 min a T ambiente y se separa el sobrenadante. Se repite la extracción y centrifugación y se 
juntan los dos sobrenadantes. La fase acuosa se descarta y la orgánica se evapora a sequedad median-
te vacío en un evaporador centrífugo. El residuo seco se redisuelve en 200 µL de metanol:cloroformo 1:1 
(v/v) y se trasvasa a viales de cromatografía. 
Cromatografía 

• Fase móvil: Metanol:H2O 97.5:2.5 (v/v) desgasificada. 
• Columna: Nucleosil C18 150x4.6 mm 5 µm (Teknokroma) 
• Temperatura: 35-40ºC 
• Flujo: 2 mL/min 
• Inyección: 25 µL 
• Detección: FD λex=295 nm, λem=350 nm hasta el minuto 6; λex=330 nm, λem=400 nm hasta el final 
• t total de análisis ≈ 10 min 
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VALORACIÓN DE VITAMINA E EN CEREBRO DE RATA 
REACTIVOS Y EQUIPOS 

• Vitamina E: dl-α-tocopherol, Fluka 
• Vitamina K: vitamin K1, Sigma 
• KH2PO4 y NaOH P.A. 
• H2O ultrapura. 
• Metanol, etanol, cloroformo y hexano calidad HPLC 
• Cromatógrafo de líquidos con detector de fluorescencia 
• Espectrofotómetro, Sonicador, Centrífuga, Evaporador centrífugo 

DISOLUCIONES PREVIAS 
• Vitamina E: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 200.0 mg de dl-α-

tocopherol y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de α-tocoferol y se con-
serva a –20 ºC. 

• Vitamina K: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 14.0 mg de vita-
min K1 y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de vitamina K y se conserva 
a –20 ºC. 

• Tampón fosfato 5 mM, pH 7.4: Se pesan 68 mg de KH2PO4 y se disuelven en unos 80 mL de 
H2O. Se lleva la disolución hasta pH 7.4 con una disolución de NaOH 0.1 M y se transfiere cuan-
titativamente la disolución a un matraz aforado de 100 mL. Se enrasa con H2O. 

VALORACIÓN 
Patrones 
En el día de la valoración se toman: 

• 50 µL de la disolución stock de α-tocoferol y se llevan a matraz aforado de 50 mL. Se enrasa 
con etanol. Este es el patrón de trabajo de α-tocoferol. 

• La disolución de trabajo de vitamina K es la misma que la stock. 
La concentración real de α-tocoferol se determina en el patrón de trabajo en el espectrofotómetro a 294 
nm, según ε = 3058 M-1·cm-1 
Procesamiento de patrones y muestras 
Previamente se prepara la muestra en un homogeneizador de émbolo tipo Potter, mezclando un frag-
mento de tejido con 8 µL de tampón fosfato por cada mg de cerebro. 
En tubos de centrífuga de fondo redondo de 100x10 mm se preparan: 
 

 Tampón 
fosfato Homogeneizado α-tocoferol Vitamina K 

Patrones 200 µL - 50 µL 50 µL 

Muestras - 200 µL  50 µL 

 
Se agita en vórtex. 
Para extraer el α-tocoferol se añade 1 mL de hexano y se sonica durante 10 s. Se centrifuga a 500 g 
durante 5 min a T ambiente y se separa el sobrenadante. Se repite la extracción y centrifugación y se 
juntan los dos sobrenadantes. La fase acuosa se descarta y la orgánica se evapora a sequedad median-
te vacío en un evaporador centrífugo. El residuo seco se redisuelve en 200 µL de metanol:cloroformo 1:1 
(v/v) y se trasvasa a viales de cromatografía. 
Cromatografía 

• Fase móvil: Metanol:H2O 97.5:2.5 (v/v) desgasificada. 
• Columna: Nucleosil C18 150x4.6 mm 5 µm (Teknokroma) 
• Temperatura: 35-40ºC 
• Flujo: 2 mL/min 
• Inyección: 25 µL 
• Detección: FD λex=295 nm, λem=350 nm hasta el minuto 6; λex=330 nm, λem=400 nm hasta el final 
• t total de análisis ≈ 10 min 
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VALORACIÓN DE VITAMINA E EN TEJIDO ADIPOSO DE RATA 
REACTIVOS Y EQUIPOS 

• Vitamina E: dl-α-tocopherol, Fluka 
• Vitamina K: vitamin K1, Sigma 
• H2O ultrapura. 
• Metanol, etanol, cloroformo y hexano Calidad HPLC 
• Cromatógrafo de líquidos con detector de fluorescencia 
• Espectrofotómetro 
• Sonicador 
• Centrífuga 
• Evaporador centrífugo 

DISOLUCIONES PREVIAS 
• Vitamina E: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 200.0 mg de dl-α-

tocopherol y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de α-tocoferol y se con-
serva a –20 ºC. 

• Vitamina K: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 14.0 mg de vita-
min K1 y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de vitamina K y se conserva 
a –20 ºC. 

VALORACIÓN 
Patrones 
En el día de la valoración se toman: 

• 100 µL de la disolución stock de α-tocoferol y se llevan a matraz aforado de 50 mL. Se enrasa 
con etanol. Este es el patrón de trabajo de α-tocoferol. 

• 1000 µL de la disolución stock de vitamina K y se llevan a matraz aforado de 5 mL. Se enrasa 
con etanol. Este es el patrón de trabajo de vitamina K. 

La concentración real de α-tocoferol se determina en el patrón de trabajo en el espectrofotómetro a 294 
nm, según ε = 3058 M-1·cm-1 
Procesamiento de patrones y muestras 
Previamente se prepara el tejido adiposo en un homogeneizador de émbolo tipo Potter, mezclando un 
fragmento de tejido con 10 µL de etanol:agua 1:1 (v/v) por cada mg de tejido adiposo. 
En tubos de centrífuga de fondo redondo de 100x10 mm se preparan: 
 

 Etanol:agua Homogeneizado α-tocoferol Vitamina K 

Patrones 200 µL - 50 µL 50 µL 

Muestras - 200 µL  50 µL 

 
Se agita en vórtex. 
Para extraer el α-tocoferol se añade 1 mL de hexano y se sonica durante 10 s. Se centrifuga a 500 g 
durante 5 min a T ambiente y se separa el sobrenadante. Se repite la extracción y centrifugación y se 
juntan los dos sobrenadantes. La fase acuosa se descarta y la orgánica se evapora a sequedad median-
te vacío en un evaporador centrífugo. El residuo seco se redisuelve en 400 µL de metanol:cloroformo 1:1 
(v/v) y se trasvasa a viales de cromatografía. 
Cromatografía 

• Fase móvil: Metanol:H2O 96.5:3.5 (v/v) desgasificada. 
• Columna: Nucleosil C18 150x4.6 mm 5 µm (Teknokroma) 
• Temperatura: 35-40ºC 
• Flujo: 2 mL/min 
• Inyección: 25 µL 
• Detección: FD λex=295 nm, λem=350 nm hasta el minuto 9; λex=330 nm, λem=400 nm hasta el final 
• t total de análisis ≈ 15 min 
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VALORACIÓN DE VITAMINA E EN GLÁNDULA MAMARIA DE RATA 
REACTIVOS Y EQUIPOS 

• Vitamina E: dl-α-tocopherol, Fluka 
• Vitamina K: vitamin K1, Sigma 
• KH2PO4 y NaOH P.A. 
• H2O ultrapura. 
• Metanol, etanol, cloroformo y hexano Calidad HPLC 
• Cromatógrafo de líquidos con detector de fluorescencia 
• Espectrofotómetro, Sonicador, Centrífuga, Evaporador centrífugo 

DISOLUCIONES PREVIAS 
• Vitamina E: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 200.0 mg de dl-α-

tocopherol y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de α-tocoferol y se con-
serva a –20 ºC. 

• Vitamina K: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 14.0 mg de vita-
min K1 y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de vitamina K y se conserva 
a –20 ºC. 

VALORACIÓN 
Patrones 
En el día de la valoración se toman: 

• 100 µL de la disolución stock de α-tocoferol y se llevan a matraz aforado de 50 mL. Se enrasa 
con etanol. Este es el patrón de trabajo de α-tocoferol. 

• 1000 µL de la disolución stock de vitamina K y se llevan a matraz aforado de 5 mL. Se enrasa 
con etanol. Este es el patrón de trabajo de vitamina K. 

La concentración real de α-tocoferol se determina en el patrón de trabajo en el espectrofotómetro a 294 
nm, según ε = 3058 M-1·cm-1 
Procesamiento de patrones y muestras 
Previamente se prepara la muestra en un homogeneizador de émbolo tipo Potter, mezclando polvo de 
glándula mamaria (triturada en N2 líquido en un mortero de porcelana) con 10 µL de etanol:agua 1:1 (v/v) 
por cada mg de glándula mamaria. 
En tubos de centrífuga de fondo redondo de 100x10 mm se preparan: 
 

 Etanol:agua Homogeneizado α-tocoferol Vitamina K 

Patrones 200 µL - 50 µL 50 µL 

Muestras - 200 µL  50 µL 

 
Se agita en vórtex. 
Para extraer el α-tocoferol se añade 1 mL de hexano y se sonica durante 10 s. Se centrifuga a 500 g 
durante 5 min a T ambiente y se separa el sobrenadante. Se repite la extracción y centrifugación y se 
juntan los dos sobrenadantes. La fase acuosa se descarta y la orgánica se evapora a sequedad median-
te vacío en un evaporador centrífugo. El residuo seco se redisuelve en 750 µL de metanol:cloroformo 1:1 
(v/v) y se trasvasa a viales de cromatografía. 
Cromatografía 

• Fase móvil: Metanol:H2O 96.5:3.5 (v/v) desgasificada. 
• Columna: Nucleosil C18 150x4.6 mm 5 µm (Teknokroma) 
• Temperatura: 35-40ºC 
• Flujo: 2 mL/min 
• Inyección: 25 µL 
• Detección: FD λex=295 nm, λem=350 nm hasta el minuto 9; λex=330 nm, λem=400 nm hasta el final 
• t total de análisis ≈ 15 min 
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VALORACIÓN DE VITAMINA E EN LECHE DE RATA 
REACTIVOS Y EQUIPOS 

• Vitamina E: dl-α-tocopherol, Fluka 
• Fenildodecano: Phenildodecane, Merck 
• KH2PO4 y NaOH P.A. 
• H2O ultrapura. 
• Metanol, etanol, cloroformo y hexano Calidad HPLC 
• Cromatógrafo de líquidos con detector de fluorescencia 
• Espectrofotómetro 
• Centrífuga 
• Evaporador centrífugo 

DISOLUCIONES PREVIAS 
• Vitamina E: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 200.0 mg de dl-α-

tocopherol y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de α-tocoferol y se con-
serva a –20 ºC. 

• Fenildodecano: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 200.0 mg de 
Phenildodecane y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de Fenildodecano 
y se conserva a –20 ºC. 

• Tampón fosfato 5 mM, pH 7.4: Se pesan 68 mg de KH2PO4 y se disuelven en unos 80 mL de 
H2O. Se lleva la disolución hasta pH 7.4 con una disolución de NaOH 0.1 M y se transfiere cuan-
titativamente la disolución a un matraz aforado de 100 mL. Se enrasa con H2O. 

VALORACIÓN 
Patrones 
En el día de la valoración se toman: 

• 125 µL de la disolución stock de α-tocoferol y se llevan a matraz aforado de 50 mL. Se enrasa 
con etanol. Este es el patrón de trabajo de α-tocoferol. 

• 500 µL de la disolución stock de fenildodecano y se llevan a matraz aforado de 10 mL. Se enra-
sa con etanol. Este es el patrón de trabajo de fenildodecano. 

La concentración real de α-tocoferol se determina en el patrón de trabajo en el espectrofotómetro a 294 
nm, según ε = 3058 M-1·cm-1 
Procesamiento de patrones y muestras 
En tubos de centrífuga de fondo redondo de 100x10 mm se preparan: 
 

 Tampón 
fosfato Leche α-tocoferol Fenildodecano Etanol Metanol 

Patrones 200 µL - 50 µL 50 µL 150 µL 200 µL 

Muestras 150 50 µL - 50 µL 200 µL 200 µL 

 
Se agita en vórtex. 
Para extraer el α-tocoferol se añade 1 mL de hexano y se sonica durante 10 s. Se centrifuga a 500 g 
durante 5 min a T ambiente y se separa el sobrenadante. Se repite la extracción y centrifugación y se 
juntan los dos sobrenadantes. La fase acuosa se descarta y la orgánica se evapora a sequedad median-
te vacío en un evaporador centrífugo. El residuo seco se redisuelve en 300 µL de metanol:cloroformo 2:1 
(v/v) y se trasvasa a viales de cromatografía. 
Cromatografía 

• Fase móvil: Metanol:H2O 94:6 (v/v) desgasificada. 
• Columna: Nucleosil C18 150x4.6 mm 5µm (Teknokroma) 
• Temperatura: 35-40ºC 
• Flujo: 2 mL/min 
• Inyección: 25 µL 
• Detección: FD λex=260 nm, λem=600 nm hasta el minuto 8; λex=295 nm, λex=350 nm hasta el final 
• t total de análisis ≈ 12 min 
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VALORACIÓN DE VITAMINA E EN DIETAS EXPERIMENTALES 
REACTIVOS Y EQUIPOS 

• Vitamina E: dl-α-tocopherol, Fluka 
• Acetato de vitamina E: Vitamin E acetate, Fluka 
• Fenildodecano: Phenildodecane, Merck 
• BHT: Butylated hydroxytoluene, Sigma 
• EDTA: Ethylene diamine tetraacetic acid disodic salt, Sigma 
• H2O ultrapura. 
• Metanol, etanol, cloroformo y hexano Calidad HPLC 
• Cromatógrafo de líquidos con detector UV y de fluorescencia 
• Espectrofotómetro 
• Centrífuga 
• Sonicador 
• Evaporador centrífugo 

DISOLUCIONES PREVIAS 
• Vitamina E: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 200.0 mg de dl-α-

tocopherol y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de α-tocoferol y se con-
serva a –20 ºC. 

• Acetato de vitamina E: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 200.0 
mg de Vitamin E acetate y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de acetato 
de vitamina E y se conserva a –20 ºC. 

• Fenildodecano: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 200.0 mg de 
Phenildodecane y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de Fenildodecano 
y se conserva a –20 ºC. 

• BHT 200 mM: En matraz aforado de 100 mL, se pesan exactamente alrededor de 3.32 g de 
Butylated hydroxytoluene y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de BHT y 
se conserva a 4 ºC. 

• EDTA 200 mM: En matraz aforado de 100 mL, se pesan exactamente alrededor de 7.445 g de 
Ethylene diaminetetraacetic acid disodic salt y se disuelve y enrasa con agua. Esta es la disolu-
ción stock de EDTA y se conserva a 4 ºC. 

VALORACIÓN 
Patrones 
En el día de la valoración se toman: 

• 125 µL de la disolución stock de α-tocoferol y se llevan a matraz aforado de 50 mL. Se enrasa 
con etanol. Este es el patrón de trabajo de α-tocoferol. 

• 375 µL de la disolución stock de acetato de α-tocoferol y se llevan a matraz aforado de 50 mL. 
Se enrasa con etanol. Este es el patrón de trabajo de acetato de α-tocoferol. 

• Se prepara una mezcla 1:1 de ambos patrones de trabajo 
• 500 µL de la disolución stock de fenildodecano y se llevan a matraz aforado de 10 mL. Se enra-

sa con etanol. Este es el patrón de trabajo de fenildodecano. 
• 5 mL de la disolución stock de BHT y se llevan a matraz aforado de 25 mL. Se enrasa con eta-

nol. 
• 1.25 mL de la disolución stock de EDTA y se llevan a matraz aforado de 25 mL. Se enrasa con 

agua. 
La concentración real de α-tocoferol se determina en su patrón de trabajo en el espectrofotómetro a 294 
nm, según ε = 3058 M-1·cm-1 y la concentración real de acetato de α-tocoferol en su patrón de trabajo se 
determina en el espectrofotómetro a 284 nm, según ε = 2057 M-1·cm-1 
Procesamiento de patrones y muestras 
En tubos de centrífuga de fondo redondo de 100x10 mm se preparan: 
 

 Dieta Patrón E y 
E acetato BHT Fenildodecano Etanol Metanol EDTA Agua 

Patrones - 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 200 µL 200 µL 100 µL 

Muestras 100 mg - 50 µL 50 µL 100 µL 200 µL 200 µL - 

 
Se agita en vórtex. 
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Para extraer la vitamina E se añade 1 mL de hexano y se sonica durante 10 s. Se centrifuga a 500 g 
durante 5 min a T ambiente y se separa el sobrenadante. Se repite la extracción y centrifugación y se 
juntan los dos sobrenadantes. La fase acuosa se descarta y la orgánica se evapora a sequedad median-
te vacío en un evaporador centrífugo. El residuo seco se redisuelve en 200 µL de metanol:cloroformo 1:1 
(v/v) y se trasvasa a viales de cromatografía. 
Cromatografía 

• Fase móvil: Metanol:H2O 94:6 (v/v) desgasificada. 
• Columna: Nucleosil C18 150x4.6 mm 5 µm (Teknokroma) 
• Temperatura: 35-40ºC 
• Flujo: 2 mL/min 
• Inyección: 40 µL 
• Detección:  

o FD: λex=260 nm, λem=600 nm hasta el minuto 8; λex=295 nm, λem=350 nm hasta el final. 
o UVD: λ=260 nm hasta el minuto 8, λ=295 nm hasta el minuto 13 y λ=284 nm hasta el fi-

nal 
• t total de análisis ≈ 18 min 
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VALORACIÓN DE VITAMINA E EN ACEITE 
REACTIVOS Y EQUIPOS 

• Vitamina E: dl-α-tocopherol, Fluka 
• Vitamina K: vitamin K1, Sigma 
• Metanol, etanol, cloroformo y hexano Calidad HPLC 
• Cromatógrafo de líquidos con detector de fluorescencia 
• Espectrofotómetro 

DISOLUCIONES PREVIAS 
• Vitamina E: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 200.0 mg de dl-α-

tocopherol y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de α-tocoferol y se con-
serva a –20 ºC. 

• Vitamina K: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 14.0 mg de vita-
min K1 y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de vitamina K y se conserva 
a –20 ºC. 

VALORACIÓN 
Patrones 
En el día de la valoración se toman: 

• 1.25 mL de la disolución stock de α-tocoferol y se llevan a 25 mL de etanol en matraz aforado. 
Se enrasa con etanol. De esta dilución intermedia se toma 1 mL que se lleva a matraz aforado 
de 10 mL y se enrasa con cloroformo:metanol 1:1 (v/v). Este es el patrón de trabajo de α-
tocoferol. 

• La disolución de trabajo de vitamina K es la misma que la stock. 
La concentración real de α-tocoferol se determina en la dilución intermedia en el espectrofotómetro a 294 
nm, según ε = 3058 M-1·cm-1 
Procesamiento de patrones y muestras 
En matraces aforados de 10 mL se preparan: 
 

 Aceite α-tocoferol Vitamina K 

Patrones - 1 mL 0.5 mL 

Muestras 100 mg  0.5 mL 

 
• Se enrasan todos los matraces con cloroformo:metanol 1:1 (v/v) y se toma una alícuota que se 

trasvasa a viales de cromatografía. 
Cromatografía 
Fase móvil: Metanol:H2O 96.5:3.5 (v/v) desgasificada. 
Columna: Nucleosil C18 150x4.6 mm 5                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      
µm (Teknokroma) 
Temperatura: 35-40ºC 
Flujo: 2 mL/min 
Inyección: 40 µL 
Detección: FD λex=295 nm, λem=350 nm hasta el minuto 9; λex=330 nm, λem=400 nm hasta el final 

• t total de análisis ≈ 12 min 
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SÍNTESIS DE α-TOCOFEROL QUINONA A PARTIR DE α-TOCOFEROL: 
REACTIVOS Y EQUIPOS 

• Vitamina E: dl-α-tocopherol, Fluka  
• KCl, Agar, LiClO4, NaOOC-CH3, HOOC-CH3 (Panreac) 
• Metanol, Etanol Calidad HPLC 
• Agua ultrapura. 
• Potenciostato 

DISOLUCIONES PREVIAS 
• Disolución A: Pesar 12.033 g LiClO4, 2.051 g NaOOC-CH3 y 1.501 g HOOC-CH3, disolver en 

aproximadamente 300 mL de agua y transferir cuantitativamente a matraz aforado de 500 mL. 
Enrasar con agua. 

• Fase móvil: Metanol:Disolución A 92:8 (v/v). 
• KCl 3M: Pesar 228.3 g y disolver en 1 L de agua. 
• Tapón de Agar: Mezclar 0.25 g de agar, 1.5 g de KNO3 con 10 mL de agua. Calentar hasta ebu-

llición y depositar unas gotas de la disolución en el fondo de los puentes salinos. Enfriar en co-
rriente de agua. 

• Disolución stock de α-tocoferol: Pesar en matraz aforado de 25 mL exactamente alrededor de 1 
g de α-tocoferol. Disolver y enrasar con etanol. 

• Disolución de síntesis: Tomar 0.5 mL de la disolución stock de α-tocoferol y transferir a un ma-
traz aforado de 100 mL. Enrasar con la fase móvil. 

CULOMBIMETRÍA 
• Celda electroquímica: Se transfiere la disolución de síntesis a una célula electroquímica del vo-

lumen apropiado. 
o Electrodo de trabajo: Malla de platino 
o Electrodo auxiliar o contraelectrodo: Lámina de platino, separada de la disolución dentro 

de un tubo con frita porosa con tapón de agar rellena de KCl 3M. 
• Para oxidar el α-tocoferol se aplica un potencial constante de +0.6V durante al menos 4 horas. 

La disolución resultante se almacena a –20 ºC hasta el día del análisis.  
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SÍNTESIS DE α-TOCOFEROL HIDROQUINONA A PARTIR DE α-
TOCOFEROL QUINONA: 
REACTIVOS Y EQUIPOS 

• Hg 
• Agar, KNO3 
• Agua 
• Disolución de α-tocoferol quinona 
• Potenciostato 

DISOLUCIONES PREVIAS 
• Tapón de Agar: Mezclar 0.25 g de agar, 1.5 g de KNO3 con 10 mL de agua. Calentar hasta ebu-

llición y depositar unas gotas de la disolución en el fondo del puente salino. Enfriar en corriente 
de agua. 

CULOMBIMETRÍA 
• Celda culombimétrica: Se pesan aproximadamente 70 g de Hg en una célula especial que permi-

te conectar el Hg con el electrodo. Se añaden 25 mL de la disolución de α-tocoferol quinona y se 
burbujea con N2 durante 15 min para desplazar el oxígeno disuelto. Se introduce el electrodo au-
xiliar de lámina de Pt directamente en la disolución y el electrodo de referencia se conecta a tra-
vés de un puente salino con tapón de agar. 

• Con agitación constante se aplica un potencial de –0.30 V durante 2-3 horas, hasta que la pen-
diente de la culombimetría es constante. La disolución resultante se almacena a –20 ºC hasta el 
día del análisis. 
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CUANTIFICACIÓN ELECTROQUÍMICA DE α-TOCOFEROL HIDROQUINONA 
REACTIVOS Y EQUIPOS 

• Perclorato de tetraetilamonio 
• Acetonitrilo Calidad HPLC 
• Agar, KNO3 
• Agua 
• Disolución de α-tocoferol quinona 
• Potenciostato 

DISOLUCIONES PREVIAS 
• Tapón de Agar: Mezclar 0.25 g de agar, 1.5 g de KNO3 con 10 mL de agua. Calentar hasta ebu-

llición y depositar unas gotas de la disolución en el fondo del puente salino. Enfriar en corriente 
de agua. 

• Medio de reacción: Se pesan 11.49 g de perclorato de tetraetilamonio y se disuelven en 1 L de 
acetonitrilo. 

CULOMBIMETRÍA 
• En la célula de medida se preparan 100 mL del medio de reacción, en la que se sumerge la ma-

lla de Pt, el electrodo auxiliar de lámina de Pt en el puente relleno con el mismo medio (y tapón 
de agar en el extremo) y el electrodo de referencia en puente salino relleno con KCl 3M (y tapón 
de agar). 

• Con agitación constante se aplica un potencial de +0.40 V y se espera a que la corriente alcance 
un valor constante. Entonces se añaden, con micropipeta, 100 µL de la disolución stock de α-
tocoferol hidroquinona. Se debe producir un aumento brusco de la corriente y un descenso ex-
ponencial hasta hacerse constante. Mediante el área bajo la exponencial se cuantifica la canti-
dad de hidroquinona en la disolución 
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VALORACIÓN DE α-TOCOFEROL, α-TOCOFEROL QUINONA Y α-
TOCOFEROL HIDROQUINONA EN SANGRE DE RATA 
REACTIVOS Y EQUIPOS 

• Vitamina E: dl-α-tocopherol, Fluka 
• Tocol 
• Disolución de α-tocoferol quinona 
• Disolución de α-tocoferol hidroquinona 
• BHT: Butylated hydroxytoluene, Sigma 
• EDTA: Ethylene diamine tetraacetic acid disodic salt, Sigma 
• H2O ultrapura. 
• KH2PO4 y NaOH P.A. 
• Etanol, metanol y acetona Calidad HPLC 
• LiClO4, NaOOC-CH3, HOOC-CH3  
• Cromatógrafo de líquidos con detector electroquímico 
• Espectrofotómetro, Sonicador, Potenciostato, Centrífuga 

DISOLUCIONES PREVIAS 
• Vitamina E: En matraz aforado de 25 mL, se pesan exactamente alrededor de 200.0 mg de dl-α-

tocopherol y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de α-tocoferol y se con-
serva a –20 ºC. 

• Tocol: En matraz aforado de 10 mL, se pesan exactamente alrededor de 30.0 mg de tocol y se 
disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de α-tocoferol y se conserva a –20 ºC. 

• BHT 200 mM: En matraz aforado de 100 mL, se pesan exactamente alrededor de 3.32 g de 
Butylated hydroxytoluene y se disuelve y enrasa con etanol. Esta es la disolución stock de BHT y 
se conserva a 4 ºC. 

• EDTA 0.2 g/mL: En vaso de precipitados, se pesan exactamente alrededor de 20 g de Ethylene 
diaminetetraacetic acid disodic salt y se disuelve con agua. Se trasfiere cuantitativamente a ma-
traz aforado de 100 mL y se enrasa con agua. Se conserva a 4 ºC. 

• Tampón fosfato 5 mM, pH 7.4: Se pesan 68 mg de KH2PO4 y se disuelven en unos 80 mL de 
H2O. Se lleva la disolución hasta pH 7.4 con una disolución de NaOH 0.1 M y se transfiere cuan-
titativamente la disolución a un matraz aforado de 100 mL. Se enrasa con H2O. 

• Disolución A: Pesar 12.033 g LiClO4, 2.051 g NaOOC-CH3 y 1.501 g HOOC-CH3, disolver en 
aproximadamente 300 mL de agua y transferir cuantitativamente a matraz aforado de 500 mL. 
Enrasar con agua y filtrar a vacío con Kitasato 

VALORACIÓN 
Patrones 
En el día de la valoración se toman: 

• BHT: se toman 100 µL de la disolución stock de BHT y se llevan a 25 mL con acetona en matraz 
aforado.  

• Patrón TTQ: Se toman 100 µL de la disolución stock de BHT, 1000 µL de la disolución de α-
tocoferol quinona y 75 µL de la disolución stock de α-tocoferol y se llevan a 25 mL con acetona 
en matraz aforado. 

• Patrón THQ: se toman 100 µL de la disolución stock de BHT y 25 µL de la disolución de α-
tocoferol hidroquinona y se llevan a 25 mL con acetona en matraz aforado. 

• Patrón TL: se toman 100 µL de la disolución stock de BHT y 50 µL de la disolución stock de to-
col y se llevan a 25 mL con acetona en matraz aforado. 

• Patrón de valoración de α-tocoferol: Se toman 75 µL de la disolución stock de α-tocoferol y se 
llevan a 25 mL con etanol en matraz aforado. 

• Patrón de valoración de α-tocoferol quinona: Se toman 1000 µL de la disolución de α-tocoferol 
quinona y se llevan a 25 mL con etanol en matraz aforado. 

• Mezclar 2 partes de tampón fosfato por una parte de EDTA (v/v). 
La concentración real de α-tocoferol se determina en su patrón de valoración en el espectrofotómetro a 
294 nm, según ε = 3058 M-1·cm-1. La concentración real de α-tocoferol hidroquinona se determina en la 
disolución stock electroquímicamente. La concentración real de α-tocoferol quinona se determina en su 
patrón de valoración en el espectrofotómetro a 268 nm, según ε = 19730 M-1·cm-1. 
Procesamiento de patrones y muestras 

• Mezclar 2 partes de sangre por una parte de EDTA (v/v). 
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En tubos eppendorf de 1.5 mL mm se preparan: 
 

  BHT (Acetona) Sangre (EDTA) Patrón TTQ Patrón THQ Patrón TL Fosfato/EDTA 

Patrones 
TQT 300 µL - 50 µL - 50 µL 200 µL 

THQ - - - 50 µL 50 µL 200 µL 

Muestras  350 µL 200 µL - - 50 µL  

 
Se sonican todos los eppendorf y se centrifuga a 11480 g durante 1 min. El sobrenadante se trasvasa a 
viales de cromatografía para su posterior análisis. 
Cromatografía 

• Fase móvil: Metanol:Disolución A 92:8 (v/v). 
• Columna: Nucleosil C18 150x4.6 mm 5 µm (Teknokroma) 
• Temperatura: 35-40ºC 
• Flujo: 2 mL/min 
• Inyección: 40 µL 
• Detección:  

o ED: ∆V1=-350 mV; ∆V2=700 mV; Filtro: 0.2 Hz; Rango: 0.1 µA. 
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VALORACIÓN DE HIDROPERÓXIDOS EN PLASMA DE RATA 
REACTIVOS Y EQUIPOS 

• Cloroformo y metanol Calidad HPLC previamente desgasificados durante al menos 30 min me-
diante corriente de nitrógeno. El cloroformo se almacena en hielo hasta el momento de su utiliza-
ción y una parte se mezcla con metanol en la proporción cloroformo:metanol 2:1 (v/v). 

• Disolución patrón de hidroperóxidos, Extract ®, FTS1 ® y FTS2 ® (Cayman Chemical, Ann Har-
bor, MI, Estados Unidos) 

• Espectrofotómetro 
• Centrífuga 

DISOLUCIONES PREVIAS 
• Todos los reactivos se tienen que preparar y usar en el día del análisis. 
• Disolución de Extract R ®: pesar aproximadamente 100 mg del Extract R sólido, disolver en 

aproximadamente 15 mL de metanol, agitar. La disolución no es completa, queda un resto de 
precipitado. 

VALORACIÓN 
Preparación de muestras 
Por triplicado, alicuotar 200 µL de plasma en tubos de vidrio, añadir el mismo volumen de la disolución 
de Extract R y agitar. Añadir 600 µL de Cloroformo y agitar intensamente. Centrifugar a aproximadamen-
te 500 g durante 5 min (manteniendo la centrífuga a 0 ºC). Con pipetas Pasteur, se recoge el infranadan-
te, procurando que no se contamine en absoluto con el sobrenadante. Este es el extracto de muestra. 
Procesamiento de patrones y muestras 
En tubos de vidrio, preparar una serie de patrones de concentración creciente, siguiendo el siguiente 
esquema (cada uno de los niveles de patrón se debe ensayar por triplicado): 
 

  Patrón de 
hidroperóxidos (µL) 

Extracto de 
muestra (µL) Cloroformo (µL) Cloroformo:metanol 

2:1 (µL) 

Patrones 

Patrón0 0  350 225 

Patrón1 5  350 220 

Patrón2 10  350 215 

Patrón3 15  350 210 

Patrón4 20  350 205 

Patrón5 30  350 195 

Patrón6 40  350 185 

Patrón7 50  350 175 

Muestras   350  225 

 
El Chromogen ® es el reactivo que produce la reacción coloreada y se prepara inmediatamente antes de 
añadirlo. Para ello, se mezclan 1:1 los reactivos FTS1 ® y FTS2 ®. 
A todos los tubos, tanto de patrones como de muestras, se les añade 25 µL del Chromogen ® y se agi-
tan. Se deja reaccionar durante 5 min a temperatura ambiente y se lee la absorbancia a λ = 500 nm de 
todas las disoluciones, en cubetas resistentes a los disolventes orgánicos. El blanco se ajusta con una 
mezcla de cloroformo:metanol 5:1 (v/v). 



Tesis: Vitamina E, dieta y estrés oxidativo Apéndice I: PROTOCOLOS EXPERIMENTALES 
 

273 

VALORACIÓN DE TBARS EN PLASMA DE RATA 
REACTIVOS Y MATERIAL 

• Ácido Tiobarbitúrico (TBA), Sigma 
• Tetramethoxypropane (TMP), Sigma 
• HCl 35% 
• Ácido tricloroacético (TCA), Fluka 
• Agua Destilada 
• Fluorímetro, Centrífuga 

DISOLUCIONES PREVIAS 
• TCA 100%: Pesar 100 g de ácido tricloroacético y disolver en un poco de agua. Añadir agua has-

ta completar un volumen final de 100 mL.. 
• Reactivo TBARS: Pesar 750 mg de TBA, añadir unos 50 mL de agua, 5 mL de HCl, 30 mL de 

TCA y completar con agua hasta 200 mL. Disolver el TBA, agitando vigorosamente. 
• Disolución A: Se pesan exactamente alrededor de 20.525 mg de TMP en matraz aforado de 50 

mL, se añaden aproximadamente 40 gotas de HCl y se enrasa con agua. 
• Disolución B. En un tubo se pipetean 990 µL de agua y se mezclan con 10 µL de la disolución A.  
• Disolución C: Mezclar en un tubo 500 µL de la Disolución B y 500 µL de agua. 

TRATAMIENTO DE PATRONES Y MUESTRAS 
En tubos nuevos, pipetear (por triplicado): 

 

  Disolución B (µL) Disolución C (µL) Plasma (µL) Agua (µL) 

Patrones 

Patrón0 - - - 500 

Patrón1 - 2 - 498 

Patrón2 2 - - 498 

Patrón3 5 - - 495 

Patrón4 8 - - 492 

Patrón5 10 - - 490 

Patrón6 20 - - 480 

Muestras  - - 100 400 

 
Se añade a todos los tubos 1 mL del Reactivo TBARS previamente preparado y se agitan todos los tu-
bos. Se calienta a 85-90 ºC en baño, tomando precauciones para prevenir la luz y la evaporación. Una 
vez completada la reacción, se agitan vigorosamente los tubos para eliminar las burbujas y se enfrían los 
tubos en baño de agua. Se centrifugan todos los tubos a 400 g durante 10 min y el sobrenadante se 
transfiere a cubetas de fluorimetría. 
Se lee la fluorescencia a λex = 515 nm, λem = 553 nm. 
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VALORACIÓN DE 8-ISOPROSTANO EN ORINA DE RATA 
REACTIVOS Y MATERIAL 

• KOH, K2HPO4, KH2PO4, NaN3, NaCl P.A., H3PO4 85% (Panreac). 
• Etanol Calidad HPLC. 
• Agua ultrapura. 
• Tampón EIA ® concentrado, tampón de lavado concentrado, tween 20, patrón de 8-isoprostano, 

trazador concentrado, antisuero concentrado y Reactivo de Ellman (Cayman Chemical, Ann Har-
bor, MI, Estados Unidos). 

• Columnas de afinidad para 8-isoprostano (Cayman Chemical, Ann Harbor, MI, Estados Unidos). 
• Fotómetro lector de placas. 
• Evaporador centrífugo 

PURIFICACIÓN DE MUESTRAS 
DISOLUCIONES PREVIAS 

• KOH 15%: Pesar aproximadamente 75 g de KOH en vaso de precipitados, añadir aproximada-
mente 300 mL de agua y transferir cuantitativamente a matraz aforado de 500 mL, enrasando 
con agua. 

• H3PO4 1.5M: Pesar aproximadamente 101.15 g de H3PO4 y trasvasar cuantitativamente a matraz 
aforado de 1 L, enrasando con agua. 

• Tampón de columna: Pesar 13.3 g de K2HPO4, 3.22 g de KH2PO4, 0.5 g de NaN3 y 29.2 g de 
NaCl. Trasvasar cuantitativamente a matraz aforado de 1 L, enrasando con agua. 

• Disolución de elución: Etanol:agua 95:5 (v/v) 
• Tampón EIA: Disolver el contenido de un vial de tampón EIA ® concentrado con 90 mL de agua. 

TRATAMIENTO DE MUESTRA 
• Destapar las columnas de afinidad y dejar eluir el tampón. 
• Aplicar 1 mL de orina a la columna y lavar sucesivamente con 2 mL de tampón de columna y 2 

mL de agua, desechando el líquido eluido. 
• Preparar tubos para recoger la siguiente fracción y añadir dos veces 1 mL de disolución de elu-

ción, dejando eluir el primer mL antes de añadir el siguiente. 
• Evaporar hasta sequedad con vacío en evaporador centrífugo. 
• Regenerar las columnas lavando con 5 mL de agua y 5 mL de tampón de columna. Se tapan sin 

que eluya el tampón. 
• Resuspender las muestras en 500 µL de tampón EIA. 

INMUNOENSAYO 
DISOLUCIONES PREVIAS 

• Trazador: Se reconstituye el contenido del vial del trazador concentrado con la cantidad adecua-
da de tampón EIA. 

• Antisuero: Reconstituir el contenido del vial de antisuero concentrado con la cantidad adecuada 
de tampón EIA. 

• Patrón 8-Isoprostano: Tomar 100 µL del stock de 8-isoprostano y mezclar con 900 µL de agua. 
Este es el patrón de trabajo. A partir del patrón de trabajo se preparan 8 diluciones con EIA: la 
primera, mezclando 100 µL de patrón con 900 µL de tampón y las siguientes, mezclando 500 µL 
de la disolución anterior con 500 µL de tampón EIA y así sucesivamente, tomando siempre 500 
µL de la disolución inmediatamente anterior y mezclando siempre con 500 µL de tampón EIA, 
hasta tener 8 disoluciones de patrón, en un rango de concentraciones entre 0.5 ng/mL y 0.4 
pg/mL. 

• Tampón de lavado: Diluir el contenido del vial de lavado en la cantidad adecuada de agua ultra-
pura y añadir Tween 20 en la proporción correspondiente. 

DESARROLLO DE LA PLACA 
Cada placa debe contener un mínimo de 2 pocillos de blanco (B), dos de actividad total (TA), dos de 
unión no específica (NSB) y dos de unión máxima (NSB) y se debe analizar cada muestra y patrón en al 
menos dos pocillos. 
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Pocillos Tampón EIA Patrón Muestra Trazador Antisuero 
B      

TA      
NSB 100 µL   50 µL  
B0 50 µL   50 µL 50 µL 

Patrón  50 µL  50 µL 50 µL 
Muestra   50 µL 50 µL 50 µL 

 
Una vez añadidos todos los reactivos, se deja incubar durante al menos 18 h a temperatura ambiente. 
Transcurrido este tiempo, se lavan los pocillos al menos 5 veces con tampón de lavado. 
Cuando esté la placa preparada, se reconstituye el Reactivo de Ellman con la cantidad adecuada de 
agua y se añaden 200 µL de Reactivo de Ellman a cada pocillo y 5 µL del trazador a los pocillos TA. Se 
deja reaccionar durante 60-90 min y se lee la placa a λ = 405-420 nm. 
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