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Efectos de la inhibicion de la oxidacion de acidos
grasos sobre la actividad piruvato dehidrogenasa
en corazon perfundido de ratas
hipertrigliceridémicas.*

Montes, M6nica; Chicco, Adriana; Lombardo, Yolanda
Dpto. Cs. Biolégicas. FBCB. UNL. CC 530. (3000) Santa Fe.

RESUMEN: Ratas Wistar normales alimentadas por quince semanas con dieta rica en sacarosa, desarrollan hipertrigliceridemia,
aumento de dcidos grasos libres plasmaticos, hiperglicemia y normoinsulinemia. A nivel del musculo cardiaco, se observa un
incremento en los niveles tisulares de triglicéridos, glucdgeno, glucosa 6 fosfato, citrato, relacion AcetilCoA/CoASH y disminucién de
la actividad del complejo enzimatico Piruvato Dehidrogenasa (PDHa). Resultados que sugieren una bifurcacién del combustible
energético en dicho rgano.

El objetivo del presente trabajo fue analizar la actividad de dicho complejo enziméatico y su regulacién en presencia de un inhibidor de
la carnitina acetil transferasa (CPT-1), en corazén perfundido de ratas alimentadas con dieta rica en sacarosa.

Los resultados senialan que la adicidn del POCA Il al medio de perfusidn, logra normalizar la baja actividad PDHa y los metabolitos
que la regulan directa o indirectamente. Esto sugiere una alteracion en el flujo glicolitico, con menor oxidacion de glucosa,
probablemente debido a una mayor disponibilidad y oxidacién de los dcidos grasos libres presente en este modelo experimental.

SUMMARY: Normal Wistar ratas fed with a sucrose rich diet (SRD) for 15 weeks developed hypertriglyceridemia, hyperglicemia and
normoinsulinemia with an increase of plasma free fatty acids levels. This was accompanied by a significant increase in heart acetyl
CoA/CoASH ratio, triglyceride, glycogen, glucose 6 phospate and citrate levels, Moreover, PDHa -active forms of the pyruvate
dhahidroganase complex- was significantly lower in the cardiac muscle of these animals, suggesting changes in the metabolic fuels in
this tissue.

Inthe present study we investigate the effect of POCA Il {specific inhibitor of the carnitin palmitoil transferase 1) on PDH interconversion
in the “in vitro" perfused heart obtained from rats fed a SRD for 15 weeks. Our results show that PDHa activity as well as
acetylCoA/CoASH ratio, citrate and glucose 6 phospate levels reached normal values under the effect of POCA il. Therefore these data
suggest that an empaired glycolytic flux and glucose oxidation in heart muscle of SRD fed rats could be a consequence of increased
availability and oxidation of free fatty acids.

Introduccion

La variacion en el tipo y cantidad de carbohi-
dratos dietarios induce modificaciones en el meta-
bolismo glucidico y lipidico, las que se manifiestan
como hipertrigliceridemia, intolerancia a la glucosa
y resistencia insulinica. Estas alteraciones han sido
observadas en el hombre y en animales de experi-
mentacién (1,2).

Trabajos recientes de nuestro grupo han de-
mostrado que la hipertrigliceridemia inducida por
administracion a ratas machos normales de una
dieta rica en sacarosa (63% p/p) (DRS) durante un
periodo prolongado (15 semanas) se acomparia de

* Datos preliminares fueron presentados en el XV Congreso Interame-
ficano de Cardiologia. Santiago de Chile, Diciembre de 1995.

hiperglucemia, normoinsulinemia y acelerada lip6-
lisis basal del tejido adiposo epididimal con incre-
mento de acidos grasos libres plasmaticos (AGNE)
(3.4).

Estos cambios en el entorno hormonal y me-
tabdlico podrian jugar un rol importante en la provi-
sion de sustratos energéticos para el musculo car-
diaco. Al respecto, es bien conacido que en condi-
ciones normales y en estado de alimentacion el
misculo cardiaco utiliza aproximadamente un 70%
de 4cidos grasos y un 30% de glucosa como fuente
energética. Mas atin, Randle y col. (5) postularon
que una excesiva oxidacién de acidos grasos de
cadena larga generada ya sea por hidrélisis de los
triglicéridos endégenos o por captacién de los mis-
mos desde el plasma, serian los responsables de la
disminuida oxidacion de la glucosa en el corazon de
animales diabéticos.
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Un sistema enzimatico clave en la oxidacion
de la glucosa en el misculo cardiaco es el complejo
enzimatico mitocondrial piruvato dehidrogenasa
(PDH). Este complejo que cataliza la conversion
irreversible de piruvato a acetilCoA, esta regulado
metabdlica y hormonalmente en diferentes tejidos
incluyendo el masculo cardiaco. Por ejemplo PDHa
(forma activa del complejo) disminuye dramatica-
mente en ayuno y en diabetes experimental aloxani-
ca (6).

Trabajos previos de nuestro grupo (7,8) de-
mostraron tambien, una disminucién muy significa-
tiva de la actividad PDHa sin cambios en la actividad
total del complejo en musculo cardiaco de ratas
alimentadas con dieta rica en sacarosa durante 15
semanas. Estos cambios se acomparian de un sig-
nificativo incremento en los niveles tisulares de
citrato, glucosa 6 fosfato, triglicéridos, glucégeno y
de la relacion acetilCoA/CoASH, lo que sugiere un
cambio en la utilizacion de combustible energético
(lipidos por carbohidratos) en dicho misculo.

De lo expuesto, el objetivo del presente trabajo
fue: Analizar la actividad del complejo PDH y su
regulacion en corazon perfundido de ratas alimen-
tadas con dieta rica en sacarosa en presencia de un
inhibidor de la carnitina palmitoil transferasa | (CPT-
1), con el fin de recabar informacion adicional acerca
de como una oferta diferente de sustratos oxidables
al musculo cardiaco, podria contribuir a las altera-
ciones bioquimicas metabélicas previamente des-
criptas en este tejido.

Materiales y Métodos
Animales y Dietas

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar
de aproximadamente 180-200 gramos de peso ini-
cial, las cuales fueron divididas al azar en dos
grupos: experimental y control. El grupo experimen-
tal recibi¢ una dieta semisintética rica en sacarosa
(DRS) conteniendo por peso (g/100g): sacarosa
63%,caseina libre de vitaminas 17%, aceite de maiz
5%, celulosa 10%, mezcla de sales (AIN-76A) 3,5%,
mezcla de vitaminas (AIN-76A) 1%, clorhidrato de
colina 0.2% y metionina 0.3%. El grupo control (DC)
recibié la misma dieta semisintética que el grupo
DRS con la excepcion que la fuente de hidratos de
carbono, sacarosa, fue reemplazada por almidon de
maiz. La composicion de la mezcla de sales mine-
rales y vitaminas agregadas a ambas dietas fue
realizada de acuerdo a las recomendaciones del
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Report of the American Institute of Nutrition ad-hoc
Committee on Standards for Nutritional Studies
(9,10). Ambas dietas proveen aproximadamente
15,28 Kjoule/g de comida. Los animales fueron
alimentados “ad libitum” durante 15 semanas, re-
alizandose el control de peso durante todo el periodo
experimental. Las condiciones del bioterio fueron:
temperatura 22 + 1°C, ciclo de luz-oscuridad de 12
horas (7.00-19.00). En experimentos en paralelo de
10 animales en cada grupo dietario se constato la
ingesta caldrica y la ganancia de peso dos veces
por semana. Detalles de la metodologia usada han
sido descriptos previamente (11). Finalizado el pe-
riodo experimental, la comida fue removida a las
7.00 hs y los experimentos que se detallan a conti-
nuacion fueron llievados a cabo entre las 8.00 -
10.00 hs.

Técnica de Perfusion de Corazon

Los corazones fueron perfundidos “in vitro” de
acuerdo a la técnica retrograda no recirculante des-
cripta por Langendorff usando un reservorio locali-
zado a 60-65 cm por encima del corazén contenien-
do un buffer Krebs-Henseleit-bicarbonato con
11mM de glucosa, 2,5 mMCa**, pH=7,4, 02:C02
95:5. Luego de un periodo de estabilizacion de 15
minutos se infundio, en forma constante durante 20
minutos, POCA Il (Etomoxir, etil-2[6-(4-cloro-feno-
Xi) hexil] oxirano-2-carboxilato) 10 uM, disuelto en
el buffer mencionado previamente. Muestras de
perfusado fueron recolectadas a intervalos de un
minuto entre los minutos 13 y 35, analizandose en
las mismas las concentraciones de glicerol (12) y
lactato liberado (13). Los resultados obtenidos se
compararon con los de animales perfundidos en
idénticas condiciones pero en los cuales el POCA Il
fue reemplazado por buffer. El flujo corenario fue de
10 ml/min y las contracciones cardiacas 240-
280/min., permaneciendo ambos parametros cons-
tantes a lo largo de todo el periodo de perfusion. Al
finalizar éste, los corazones fueron rapidamente
congelados usando una pinza tipo Wollenberger
previamente enfriada a la temperatura del Nitrogeno
liquido y conservados a la misma hasta su uso. En
todos los experimentos se determind la relacion
peso humedo/seco. Alicuotas de los tejidos conge-
lados y pulverizados fueron utilizadas para la deter-
minacion del contenido de acetil-CoA, CoASH, ATP,
ADP, AMP, creatina fosfato, creatina, citrato y gluco-
sa 6 fosfato, por los métodos enzimaticos descrip-
tos por Bergmeyer (14). Otra alicuota fue utilizada
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para la determinacion del contenido de triglicéridos
(15). Las concentraciones de los metabolitos ana-
lizados fueron expresadas por gramo de tejido seco,
corrigiendo de esta manera diferencias en el conte-
nido de agua tisular. Mayores detalles de las meto-
daolug[as utilizadas fueron descriptas previamente
(8).

Actividad Enzimatica del Complejo Piruvato
Dehidrogenasa (PDH)

La actividad enzimatica PDH fue determinada
en homogeneizados de tejidos cardiacos usando un
sistema de reacciones acopladas con la formacion
final de acetil-fosfato y su posterior determinacion
colorimétrica como acetil-hidroxamato (16). La ho-
mogenizacion del tejido fue realizada a la tempera-
tura de 0-2 °C, corroborandose la eficiencia de la
extraccion del complejo PDH, mediante el ensayo
de la actividad de la enzima mitocondrial citrato-sin-
tasa (17) en dichos homogeneizados. La forma
activa del complejo PDH (PDHa) se determind di-
rectamente en el homogeneizado previa inhibicion
de la PDH fosfatasa por adicion de 20mM de NaF.
La actividad total (PDHt) fue ensayada luego que la
forma inactiva -fosforilada- fue convertida a activa
-no fosforilada-, preincubando el homogeneizado
en presencia de 0,5 mM de Ca** y 10 mM de
MgCl2 durante 60 minutos a 25°C. La actividad PDH
fue expresada por gramo de tejido seco y por unidad
de citrato sintasa. Mayores detalles de la metodolo-
gia utilizada fueron descriptos previamente (7,8).

Métodos Analiticos

Las ratas fueron anestesiadas intraperitoneal-
mente con pentobarbital (60 mg/Kg de peso corpo-
ral). Las muestras de sangre obtenidas a partir de
la vena jugular fueron centrifugadas inmediatamen-
te a4 °C y el suero utilizado el mismo dia o conser-
vado a -20°C hasta su ensayo. Los contenidos
plasmaticos de triglicéridos (15), acidos grasos
libres (AGNE)(18) y glucosa (14) fueron determina-
dos por métodos espectrofotométricos convencio-
nales,

Analisis Estadisticos

Los resultados fueron expresados como me-
dia £ SEM. Diferencias estadisticas entre los grupos
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experimental y control fueron analizadas por Anova,
con dieta y tratamiento como los efectos principales
y posterior test de Scheffe (19).

Reactivos

Enzimas, sustratos y coenzimas fueron obte-
nidos en Sigma Chemical Co (St Louis, MO) o
Boheringer Mennheim Biochemical (Indianapolis,
IN). El resto de los reactivos quimicos utilizados
fueron de grado analitico. POCA Il fue suministrado
gentiimente por el Dr. H.PO.Wolf, Byk Guldemn
Pharmazeutica, Komstanz, Germany.

Resultados

La ingesta calérica (Kjoule/dia) fue similar en
ambos grupos de animales durante todo el periodo
experimental: 286 + 9 en los alimentados con DRS
vs 285 + 25 en los que se suministrd DC. La
ganancia de peso (gramo/dia) también fue compa-
rable en ambos grupos: 2,05 + 0,2 en DRS vs 2,04
+0,3 en DC, lo que nos indica que la DRS fue bien
aceptada por los animales en experimentacion.

Al finalizar el periodo de ingesta los niveles
plasmaticos de triglicéridos, AGNE y glucosa de las
ratas alimentadas con DRS fueron significativamen-
te mayores que sus respectivos controles etarios
alimentados con DC: triglicéridos (mM): 1,80 +
0,18 en DRS vs 0,55 + 0,05 en DC, p<0,01; AGNE
(uM):650+35enDRS vs 282 +24 enDC, p<0,01;
glucosa (mM): 7,8 £ 0,1 en DRS vs 6,4 = 0,5 en
DG, p<0,05.

De igual forma y ratificando lo observado pre-
viamente el contenido de triglicéridos fue significa-
tivamente mayor y la actividad del complejo PDH
(PDHa- forma activa) significativamente menor en
los corazones de ratas alimentadas con DRS res-
pecto a los animales alimentados con DC. Triglice-
ridos (umol/gramo tejido seco): 46,20 + 2,40 en
DRS vs 24,05 + 1,92 en DC, p<0,01; PDHa (%de
PDHt): 20,35 + 3,10 en DRS vs 69,50 + 2,02 en
DC, p<0,01.

En la Tabla 1 se observa una disminucion
estadisticamente significativa de la actividad PDHa
del misculo cardiaco de ratas alimentadas con DRS
perfundidas con 11 mM de glucosa como unico
sustrato exogeno. El descenso de la actividad PDHa,
se constata independientemente de la forma de
expresion utilizada (unidades/gramo tejido seco,
mUnidades/unidades de citrato sintasa). La adicion
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Tabla 1. Efecto del POCA Il sobre la actividad PDH en corazon perfundido de ratas alimentadas con dieta rica en

sacarosa (DRS) o dieta control (OC).

ACTIVIDAD PDH ACTIVIDAD PDH PDHa

Dieta Tratamiente  PDHa(activa) PDHt{total)  PDHa(activa) PDH(total) (% del total)
{U/g.t.s) * {mU/U.citrato sintasa)
DC -POCAII(S) 1925+071'% 3064+151* 4084+147° 6585+403* 6530x3.20°
DRS - POCAII (6) 810=080" 2082+193% 1670+165% 6554+472° 2740+156°
DC +POCAlI(6) 21.04+185% 2080+096° 4330=384° 6192+201% 7024+450°
DRS + POCAI(6)  17.27+1.85% 30.21+£109% 3560+250° 628+219"  5780+554"
2x 2 Anova 2

Diela S NS S NS S
Tratamiento (POCA I} S NS S NS S
Dieta x Tratamiento S NS S NS S
RMS 8.1 121,02 34,12 5181 90.42

(") g.L.s.: gramo lejido seco

La infusion de 10 uM de POCA Il, comenzd a los 15 minutos de niciada la pertusién y se mantuve hasta el minuto 35. {Mas detalles ver

Materiales y Métodos;).

(1) Los valores son expresados como X + SEM, { } indica el ndme:o de experimentos.
(2) Analisis de Varianza: S electo significativo {p<0,05); NS ne significalivo,
Los valores de las columnas que no comparten fa misma lelra supereserita, son significativamente diferentes (p«0,05) cuando cada una de

las variables es analizada por el test de Scheffe,

de POCA Il (10 uM), normaliza la actividad enzima-
tica. No se observaron modificaciones de la activi-
dad PDHa en los corazones perfundidos de ratas
alimentadas con DC en ausencia o presencia del
inhibidor. La actividad total del complejo (PDHt) es
igual en los lotes DRS y DC, bajo las condiciones
experimentales expuestas. Similar actividad citrato
sintasa fue constatada en los lotes analizados (da-
tos no mostrados).

La normalizacion de la actividad PDHa en pre-
sencia de POCA Il (inhibidor de la ((3-oxidacion) en
musculo cardiaco de las ratas alimentadas con
DRS, nos llevo a analizar en dicho tejido el contenido
de metabolitos y nucledtidos directa o indirecta-
mente relacionados con su regulacion.

La Tabla 2 muestra que la adicion de POCA Il
(10uM), normaliza la elevada relacion acetil-
CoA/CoASH presente en los corazones de las ratas
alimentadas con DRS. Los niveles alcanzados son
similares a los observados en los corazones perfun-
didos del lote control bajo el efecto del inhibidor.
Como menciondramos previamente el contenido
basal de triglicéridos fue significativamente mayor

en los corazones no perfundidos de las ratas con
DRS. Sin embargo, al final de la perfusion con
glucosa como unico combustible exogeno, el con-
tenido de triglicéridos desciende a niveles semejan-
tes a los observados en el lote OC. Esto indica una
elevada lipolisis basal espontanea del pool de trigli-
céridos metabolizables en los corazones de las ratas
con DRS. La adicion de POCA Il al perfusado,
disminuye el decrecimiento del contenido de trigli-
céridos en los corazones perfundidos de las ratas
con DRS, mientras que no los modifica en el lote
DC. Los cambios en el contenido de triglicéridos en
el masculo cardiaco de ambos lotes experimentales
concuerdan con los niveles de glicerol liberado al
medio de perfusion, en presencia 0 ausencia de
POCA II.

Al final del periodo de perfusion (35 minutos)
con glucosa como Unico sustrato exdgeno, los ni-
veles tisulares de glucosa 6 fosfato y citrato perma-
necen significativamente mas elevados en los cora-
zones de ratas con DRS respecto a su control etario
(DC). De igual forma los niveles de lactato liberado
al medio de perfusion (16-35 minutos) son signifi-
cativamente mayores. La adicion de POCA Il (10
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Tahla 2. Efecto del POCA Il sobre el contenido tisular de triglicéridos, glicerol liberado y relacion acetilCoA/CoASH
en corazan perfundido de animales alimentados con dieta rica en sacarosa (DRS) o dieta control (DC).

Triglicéridos Glicerol liberado AcetylCoA
Dieta Tratamiento umol/g.t.s.}* (16-35 minutos) CoASH
(umol/g.t.s)
DC - POCA Il (6) 200+20'2 3.96+0,18° 0,067 +0,007°
DRS - POCA Il (6) 2324229 592+017° 0.39 +£0.052 "
DC + POCAII (6) 226+220° 3.32+0.08° 0.089 £ 0,003 °
DRS + POCAII (6) 345+372° 342+£038° 0,11+0,025°
2% 2 Anova 2

Dieta S S S
Tralamiento (POCA I1) S S S

Diela x Tratamiento NS § 8

RMS 31.99 029 0.006

(*) g.1.5.: gramo lejido seco

La infusion de 10 uM de POCA Il, comenz6 a los 15 minulos de iniciada la perfusion y se mantuvo hasta el minuto 35. (Mds detalles ver

Materiales y Métodos).

El Glicerol lue analizado en las muestas de perfusado obtenidas a intervalos de un minuto, desde el minuto 16 a 35.

(1) Los valores son expresados como X + SEM. () indica el ndmero de experimentos,

{2) Andlisis de Varianza: S efecto significativo (p<0,05); NS no significativo,

Los valores de las columnas que no comparten la misma letra superescrita, son significativamente diferentes (p=0,05) cuando cada una de

las variables es analizada por el test de Scheffe.

uM) normaliza estos parametros (Tabla 3). POCA Il
no modifica los niveles de glucosa 6 fosfato, citrato
y lactato liberado en los corazones perfundidos de
ratas con DC.

Niveles similares de ATP ADP. AMPcreatina y
creatina fosfato, fueron obtenidos al final del periodo
de perfusion en los corazones de ratas DRS y DC.
POCA Il no modifica estos parametros en ambos
grupos (data no mostrada).

Discusion

El musculo cardiaco de las ratas Wistar nor-
males alimentadas por un periodo prolongado de
tiempo con una dieta isocalérica rica en sacarosa
(DRS) muestra cambios metabdlicos importantes
relacionados con la regulacion de lipidos y carbohi-
dratos. La disminucion de la forma activa del com-
plejo PDH constatado en el animal “in situ” contintia
presente cuando el masculo cardiaco es perfundido
“in vitro” con glucosa como tnico sustrato energe-
tico exdgeno. Paralelamente un incremento en las
concentraciones de glucosa 6 fosfato, citrato y en

la relacion acetiiCoA/CoASH indicarian una mayor
disponibilidad y oxidacion de acidos grasos en des-
medro de la utilizacion de la glucosa en los corazo-
nes alimentados con DRS.

La disminucion de la actividad PDHa podria
deberse a una estimulacion de la actividad PDH-qui-
nasa como consecuencia, probablemente, de un
incremento de la relacion acetiliCoA/CoASH mito-
condrial (20). Esta elevada relacion refleja una ma-
yor oxidacion de acidos grasos. El diseno experi-
mental de corazon perfundido utilizado contempla
solamente como sustrato exdgeno la glucosa, por
lo que la lipdlisis del pool metabolizable de los
triglicéridos endogenos, particularmente elevado en
la DRS, seria la nica fuente disponible de acidos
grasos. Al respecto Wieland y col. (6) sefialaron una
relacion inversa entre los niveles de AGNE plasma-
ticos y la actividad PDHa cardiaca en animales
controles.

La adicion de POCA Il al perfusado condujo a
la normalizacion de la actividad PDHa sin modificar
la actividad PDHt. Esta observacion junto con una
disminucion de la relacion acetilCoA/CoASH y de
los niveles tisulares de citrato, glucosa 6 fosfato asi
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Tahla 3. Efecto del POCA Il sobre el contenido de metabalitos y liberacion de lactato en corazon perfundido de ratas
alimentadas con dieta rica en sacarosa (DRS) o dieta control (DC).

Glucosa 6-P Citrato Lactato liberado

Dieta Tratamiento {umol/g.t.s.}* (umol/g.t.s.) (16 - 35 minutos)
(umol/g.t.s.min.)
DC -POCA Il (6) 1,03+0,05 ' 0,76 £0.,06° 667+05°
DRS -POCA I (6) 1.46+0,10° 147 +0,12° 126+1,43°
0c +POCAl (6) 091+0,10° 073+0,10° 713+06°
DRS +POCA Il (6) 085+0.12° 0.87 0,042 6,97 +066°
2% 2 Anova

Dieta S S S
Tratamiento (POCA Il) S S S
Dieta x Tratamiento S S S
RMS 0,022 0,027 2,157

(*) g.Ls.; gramo lejido seco

La infusién de 10 uM de POCA II, comenzé a los 15 minutos de iniciada la perfusion y se mantuvo hasta el minuto 35. (Més detalles ver

Materiales y Métodos).

El Lactalo fue analizado en las muesleas de perfusado obtenidas a infervalos de un minuto. desde el minuto 16 a 35.

(1) Los valores son expresados como X + SEM. ( } indica el nimero de experimentos.

(2) Andlisis de Varianza; S efecto significativo (p<0,05): NS no significativo,

Los valores de las columnas que no comparten la misma lelra superescrita, son significativamente diferentes {p<0,05) cuando cada una de

las vanables es analizada por el test de Scheffe.

como de lactato liberado avalan ain mas el hecho
de que una reduccion en la oxidacion de los acidos
grasos en presencia del inhibidor, normaliza los
parametros bioquimicos mencionados,

Cabe destacar que Rdsen y col. (21,22) de-
mostraron que POCA Il no ejerce un efecto directo
sobre la triglicérido lipasa del musculo cardiaco, por
lo tanto el descenso en la lipolisis observada en el
lote DRS en presencia del inhibidor se deberiaauna
inhibician por productos intracelulares (acidos gra-
s0s de cadena larga).

Trabajos experimentales han sefalado en
musculo cardiaco que elevados niveles de 4cidos
grasos libres interfieren con la glicélisis y la oxida-
cion de la glucosa (23). Por otro lado, Chicco y col.
(8) demostraron que la menor actividad PDHa en
corazon perfundido de ratas alimentadas durante 15
semanas con DRS, no pudo ser normalizada “in
vitro™ en presencia de cantidades considerables de
insuling, lo que indicaria una disminuida accién
insulinica (resistencia insulinica) en dicho organo.
Estos resultados sumados a los del presente trabajo
-normalizacion de la actividad PDHa en el musculo
cardiaco en presencia de un inhibidor de la oxida-

cion de acidos grasos- sugieren una alteracion en
el flujo glicolitico y en la oxidacién de la glucosa
como resultado de una incrementada disponibilidad
de AGNE que es secundaria a los cambios hormo-
nales y metabdlicos presentes en este modelo ex-
perimental de dislipidemia nutricional.
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