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INTRODUCCION



1. LA ATEROESCLEROSIS Y EL CARACTER ATEROGENICO DE LAS
LIPOPROTEINAS RICAS EN TRIGLICERIDOS

1.1 La aterosclerosis

a Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define la enfermedad cardiovascular

(ECV) como un grupo de desordenes del corazon y vasos sanguineos que incluyen
las siguientes enfermedades: coronaria, cerebrovascular, arterial periférica, cardiopatia reumatica,
cardiopatias congénitas, y trombosis venosa y embolia pulmonar, siendo las manifestaciones
clinicas mas comunes el infarto de miocardio y derrame cerebral. En la mayoria de los casos, la
causa subyacente de la ECV es la aterosclerosis. La aterosclerosis es un término general empleado
para hacer referencia a un estado de inflamacidon cronica que afecta a las grandes arterias,
principalmente la aorta y las coronarias, carotidas, iliacas y femorales. Se caracteriza por el
engrosamiento de la pared arterial debido al aumento del espesor del area de la intima, y
endurecimiento y pérdida de elasticidad de las arterias. Estos fendmenos son debidos a la formaciéon
de una placa construida en su interior, constituida por lipidos, restos celulares, calcio y elementos
fibrosos (American Heart Associarion). En los afios 60 y a principios de los 70, los eventos clinicos
desencadenados por ECV alcanzaron cifras historicas en los paises desarrollados [1], y aunque
desde entonces la mortalidad por ECV se esta reduciendo, atin sigue siendo la principal causa de
muerte en los paises desarrollados y en vias de desarrollo [2, 3]. Segun datos de la Organizacién
Mundial de la Salud, se calcula que en el afio 2012 murieron 17.5 millones de personas a
consecuencia de ECV, lo que representa un 31% de todas las muertes a nivel mundial, siendo de

ellas el 80% a consecuencia del desarrollo de aterosclerosis.

Esta enfermedad es lenta y progresiva, y cursa asintomaticamente en la mayoria de los
casos, hasta que los eventos clinicos que desencadena pueden poner en riesgo la vida del individuo.
Existen evidencias del posible comienzo de la lesion incluso a edad temprana, tal y como
describieron los trabajos realizados por Holman de autopsias en nifios norteamericanos de hasta 3
afnos, donde encontr6 algunas aortas que presentaban estrias grasas [4]. Este proceso es considerado
reversible, pero con el paso de los afios la acumulacion de lipidos en las arterias se incrementa,
pudiéndose presentar las primeras lesiones fibrosas en la adolescencia. En los afios siguientes, estas
placas aumentan de tamafio y sufren modificaciones que empeoran la lesion, hasta que la ulceracion
de la placa, su rotura y trombosis precipita el evento clinico [5]. En algunas personas, la

enfermedad progresa rapidamente, manifestando los primeros sintomas a los 30 afos. En cambio,



en otras personas esta situacion no llega a ser peligrosa hasta que alcanzan los 50 o 60 afios

(American Heart Association).

1.1.1 Fases del desarrollo del proceso aterogénico.

Las distintas fases cronoldgicas del proceso de aterogénesis se detallan a continuacion:

1. Inicio de la lesion. Disfuncion endotelial v reclutamiento de células inmunes.

El evento que desencadena el desarrollo de la aterosclerosis es la presencia de elevados
niveles de lipoproteinas plasmaticas y su consiguiente acumulacion en la matriz subendotelial de las
arterias. El endotelio vascular es un importante regulador de la homeostasis vascular y, con sus
uniones intercelulares complejas, funciona como una barrera permeable selectiva entre la sangre y
los tejidos [6], ademas de controlar el tono vascular, inflamacion y prevenir la formacion de
trombos [7]. En regiones susceptibles de desarrollar aterosclerosis, las células endoteliales
presentan una fina capa de glicocalix y un alineamiento desordenado [8], mayor senescencia celular
y apoptosis [9]. Ademads, existe una expresion reducida de la oxido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) y superoxido dismutasa (SOD), las cuales promueven la migracion de células endoteliales
y supervivencia celular, y reducen el estrés oxidativo celular, respectivamente [10, 11]. Debido a
estas circunstancias, la integridad de la barrera endotelial se ve comprometida en estas regiones,
permitiendo que las lipoproteinas aterogénicas difundan pasivamente a través de las uniones de las
células endoteliales. De esta manera, las lipoproteinas se acumulan y quedan retenidas en la capa
intima a través de interacciones que se establecen entre las células endoteliales y la apolipoproteina
B (apo B) contenida en las lipoproteinas aterogénicas [12]. Los proteoglicanos unidos a la
membrana celular de las células endoteliales también pueden actuar como receptores endociticos,
facilitando la captacion de varios ligandos y metabolitos, entre ellos las lipoproteinas,

contribuyendo en su retencién [13].

Este fendmeno provoca la disfuncion/activacion del endotelio, con caracteristicas
protrombdticas y proinflamatorias [14]. Las células endoteliales activadas incrementan la expresion
de proteinas de adherencia de monocitos: moléculas de adhesion intercelular- 1 (ICAM-1),
moléculas de adhesion vascular-1 (VCAM-1), P-selectina; receptores proinflamatorios (receptor
toll-like 2, TRL2) y citoquinas (MCP-1 y IL8) [15]. Ademds, la activacion de las células
endoteliales conlleva una mayor produccion de especies reactivas de oxigeno (reactive oxigen

species, ROS) [16] que pueden causar modificaciones por oxidacion de lipoproteinas que contienen



apo B [17], adquiriendo un perfil més aterogénico.

2. Reclutamiento de monocitos, diferenciacion a macrofagos v _formacion de células

espumosas

Las moléculas liberadas por las CEs activadas causan el reclutamiento hacia la pared arterial
de células inmunoldgicas que se encuentran en circulacion, particularmente monocitos y linfocitos
T. Estas células comienzan a rodar sobre la superficie endotelial por interacciones entre el monocito
y el endotelio, mediadas por selectinas, especialmente P-selectina, quedando posteriormente
ancladas a la pared arterial por medio de las proteinas de adhesion expresadas en la superficie
celular de las CEs, ICAM-1 y VCAM-1 [18].

Potentes factores quimioatrayentes como M-CSF (macrophage colony-stimulator factor),
MCP-1 (monocite chemoattractant protein-1), e IL-8 (interleuquina 8), inducen la migracioén de los
monocitos que se encuentran anclados a la pared del endotelio vascular al espacio subendotelial
[19] a través del endotelio. Una vez en la capa intima, se diferencian a macrofagos, siendo M-CSF
el mayor estimulador de la diferenciacion y proliferacion de los macrofagos [18]. Aunque los
macrofagos son el principal tipo de células que se infiltra, células dendriticas, los mastocitos y
células T también contribuyen al desarrollo de las lesiones [20]. Las células T helper 1 (Th-1)
activadas especificamente por antigeno producen interferon (IFN), regulando el fenotipo
inflamatorio de los macréfagos, ya que el IFN los convierte en células M1 con fenotipo
proinflamatorio. En cambio, las células reguladoras T (T-reg) producen citoquinas anti-
inflamatorias (TGF-f and IL-10) e inhiben la activacion de Th-1, dando lugar a macréfagos M2 con

un fenotipo mas anti-inflamatorio [18].

Durante las fases iniciales del proceso aterosclerdtico, los monocitos derivados a
macrofagos presentes en la intima comienzan a incorporar en su interior lipoproteinas que
contienen apo B que se encuentran retenidas en el espacio subendotelial, tanto modificadas (LDL-
ox) como nativas (VLDL, QM, remanentes), degenerando en la formacion de células espumosas.
Las lipoproteinas aterogénicas que se encuentran retenidas en la matriz extracelular principalmente
por medio de proteoglicanos, sufren una variedad de modificaciones de oxidacién y enzimaticas.
Como resultado, se desencadena una serie de reacciones proinflamatorias que perpetuan la
activacion, reclutamiento y transmigracion de mas monocitos y células inflamatorias a través del
endotelio [21]. Ademads, estas modificaciones potencian la captacion de las lipoproteinas por parte
de los macrofagos a través de vias en las que estan implicados tanto los receptores celulares de

superficie, como otras rutas alternativas independientes de receptores: pinocitosis, e hidrolisis



mediada por la LPL.

La acumulacion de células espumosas evoluciona a la apariciéon de la “estria grasa”. La
estria grasa no provoca complicaciones clinicas y puede incluso ser reversible. Sin embargo, una
vez se infiltren células del musculo liso en la lesion, y ésta alcance un estado més avanzado y

evolucione a placa de ateroma fibrosa, es menos probable que la regresion pueda ocurrir [22].

3. Formacion de la placa fibrosa v progresion de la lesion

Los macrofagos, ademéas de acumular lipidos en su interior, también estimulan la
acumulacion de lipidos en las células musculares subyacentes, generandose citoquinas que a su vez
atraen a mas macrofagos, lo que hace que el proceso inflamatorio se cronifique [23]. Ademas, los
macrofagos producen sustancias quimioatrayentes que estimulan la migracion de células de la
musculatura lisa presentes en la tinica media a través de la lamina elastica interna hasta la intima,
donde proliferan en respuesta a factores de crecimiento también producidos por los macrofagos
inflamatorios [24]. Una vez en la intima, las células del musculo liso secretan moléculas de la
matriz extracelular tales como colageno fibrilar, proteoglicanos y elastina, favoreciendo la
formacion de una capa fibrosa que cubre la lesion con un ntcleo constituido por células espumosas:

la placa de ateroma fibrosa [25].

Inicialmente, las lesiones crecen hacia la adventicia hasta que se alcanza un punto critico,
después de lo cual empiezan a expandirse hacia el exterior e invaden el lumen vascular. La lesion
entra en fase de progresion y contintan creciendo debido a la migracion de nuevas células
mononucleares procedentes del torrente sanguineo. Por otro lado, la carga masiva de lipidos en el
interior de los macrofagos hace que las vias de metabolizacion de lipoproteinas estén saturadas,
provocando un acumulacién téxica de lipidos y estrés en el reticulo endoplasmatico [26]. La
respuesta inflamatoria continuada lleva a la desestabilizacion de la placa ateroesclerotica a través de
la accion de citoquinas pro-inflamatorias, y algunas como IFN-y, TNF-a y IL-1f, promueven la
apoptosis de los macréfagos, contribuyendo con su elevada carga lipidica al nacleo necrético de la

lesion.

La lesion entraria en estado avanzado, con un nucleo que contiene numerosos macrofagos
necrosados, restos celulares y acumulaciones lipidicas extracelulares, todo ello recubierto por una

consistente capa fibrosa celular (figura 1).



4. Formacion de la placa vulnerable y rotura

Debido a una condicion inflamatoria no resuelta, se produce la formacion de la placa
vulnerable, lo que incrementa el riesgo de rotura de la placa, liberando su contenido al torrente
sanguineo y provocando trombosis. La placa vulnerable se caracteriza por dos cambios
morfologicos fundamentales: 1) formacién de un nucleo necrético y 2) una fina capa fibrosa. La
rotura de la capa fibrosa depende principalmente de la composicién y vulnerabilidad de la placa
mas que de la severidad de la estenosis o estrechamiento de la luz del vaso. Las placas vulnerables
es posible que sufran una rotura como resultado de la degradacion de la matriz extracelular por la
accion de moléculas pro-tromboticas y proteinasas secretadas por los macrofagos [27], incluyendo
colagenasa intersticial, gelatinasas y estromolisina [28]. También es posible que ocurra por la
erosion superficial de las células endoteliales, probablemente debido a la apoptosis endotelial o a la

descamacion.

La rotura de la placa conduce a la exposicion de las sustancias pro-coagulantes y pro-
tromboticas desde el nucleo necrdtico de la lesion al torrente sanguineo, iniciandose la
activacion/adhesion plaquetaria y su agregacion en la superficie vascular expuesta, asi como la
activacion de la cascada de coagulacion. Todo ello conduce conduce finalmente a la formacion de
un trombo y a las manifestaciones clinicas de la aterosclerosis, infarto agudo de miocardio o muerte

stbita [29].
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Figura 1. Desarrollo de la placa aterosclerédtica. Las lipoproteinas ricas en triglicéridos (TRL) en
circulacion invaden la pared arterial y se acumulan en la intima, induciendo la activacion del endotelio
vascular y la expresion de moléculas de adhesion. Los monocitos anclados a las células endoteliales migran a
través del endotelio hacia la intima, donde se diferencian a macrofagos. Los macrofagos comienzan a
internalizar particulas TRL a través de los receptores celulares y se transforman en células espumosas, un
punto clave en la aparicion de la estria grasa y posterior formacion de la placa de ateroma. La liberacion de
citoquinas por las células T y macrofagos estimula la trasvasacion de células del musculo liso (SMCs) de la
media a la intima, donde proliferan y forman una capa fibrosa recubriendo el niicleo necrético lipidico de la

lesion.



1.2 Las lipoproteinas

Los lipidos, a consecuencia de su inmiscibilidad con soluciones acuosas, no se encuentran
libres en el plasma, sino que dependen de elaborados complejos moleculares denominados
lipoproteinas para ser transportados a lo largo del torrente sanguineo y fluidos extracelulares,

pudiendo asi llegar a los tejidos [30].

Las lipoproteinas son complejos macromoleculares solubles constituidos por lipidos:
triglicéridos (TG), colesterol y fosfolipidos (FL), y una o mas proteinas especificas denominadas
apolipoproteinas (figura 2). Los lipidos no polares, como el éster de colesterol (EC) y los TG,
conforman el nucleo hidrofébico de la estructura lipoproteica, mientras que la superficie hidrofilica
estd compuesta por grupos lipidicos mas polares, como el colesterol no esterificado y los FL, ambos

intercalados con moléculas proteicas, lo cual permite la solubilidad de los complejos [31].

Las lipoproteinas no presentan una estructura estatica. Su continua sintesis y degradacion
metabolicas va acompanada por rapidos intercambios de sus componentes lipidicos y proteicos
entre las distintas clases de lipoproteinas. Esta capacidad es posible gracias a las fuerzas
fisicoquimicas débiles que unen las particulas que constituyen la macromolécula. Las enzimas
imprescindibles para la liberacion, almacenamiento y mobilizacion de los lipidos de las
lipoproteinas son: la lipoprotein lipasa (LPL), lipasa hepatica (HL), lecitin-colesterol

aciltransferasas (LCAT) y acil-CoA:colesterol acitransferasa [30].
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Figura 2. Imagen representativa de la estructura de una lipoproteina.

1.2.1 Tipos de lipoproteinas y sus caracteristicas

Las lipoproteinas se clasifican en funcién de su densidad relativa de flotacion, ya que en
base a este criterio pueden ser aisladas por ultracentrifugacion. Aunque también pueden separarse
por su diferencia de tamafio, movilidad electroforética y composicioén apolipoproteica. La densidad
de las diferentes lipoproteinas viene condicionada principalmente por su tamafio y por su relacion
lipido-proteina. Las lipoproteinas mas ricas en la fraccion lipidica son las menos densas, mientras
que aquellas con mayor proporcidon de apolipoproteinas son las mas densas. A su vez, el tamafio de
las lipoproteinas varia inversamente con la densidad de flotacion, existiendo particulas con
diametros de 900-1200 nm [32] en el caso de los QM con tan solo un contenido proteico del 1-2%,

hasta los 7 nm de diametro de las HDL, con una proporcidon de proteinas de mas del 50%. [31].

El tamafio de particula constituye un importante determinante del destino metabolico de las
lipoproteinas, ya que segun sea el tamafio que presenta, éste puede afectar a la incorporacion de TG
en los tejidos, condicionando su carécter aterogénico. Esta propiedad ha quedado demostrada por
estudios como el llevado a cabo por Palmer et al. [33], mediante el cual demostraron que la mayor

incorporaciéon de TG por los macrofagos tenia lugar cuando las células eran incubadas con TRL



obtenidas en el momento en el cual el tamafio de particula es intermedio, con un tamafio medio de
195.1 nm [34].

De mayor a menor tamano se distinguen los siguientes 5 grupos: Quilomicrones (QM);
VLDL o lipoproteinas de muy baja densidad (Very Low Density Lipoproteins), IDL o lipoproteinas
de densidad intermedia (Intermediate Density Lipoproteins), LDL o lipoproteinas de baja densidad
(Low Density Lipoproteins) y HDL o lipoproteinas de alta densidad (High Density Lipoproteins).
Estas ultimas se subdividen a su vez en dos subtipos con distinta densidad, HDL, y HDL; [32].

En los ultimos afos, se ha comenzado a identificar otra lipoproteina, la Lp (a), como un
factor de riesgo independiente para eventos aterotrombogénicos en multiples estudios [35]. Esta
lipoproteina consiste en una particula de LDL en la cual apo B100 estd covalentemente unida via
puente disulfito a apo A, una glicoproteina con unidades repetidas de Kringle que comparte
homologia con el plasmindégeno. Aunque apo A es sintetizada por el higado, las particulas de Lp (a)
no son formadas en el higado sino en el plasma. A pesar de ser una particula modificada de LDL,
los niveles de Lp (a) son independientes de los de LDL, y aunque su catabolismo aun no esta del

todo claro, no es captada por el receptor LDLR [36].

Tabla 1. Caracteristicas principales de las distintas clases de lipoproteinas humanas [37].

Li , Densidad Peso Diametro Lipido Apolipoproteinas
ipoproteina molecular e e o .
(g/ml) p (nm) mayoritario principales®
(10°Da)
Quilomicron < 0.95 >150 75-1200 TG B48, A, C, E*
VLDL 0.95-1.006 | 5-130 30-80 TG B100,A,C, E
IDL 1.006-1.019 |4 25-35 TG / Colesterol |B100, C, E
LDL 1.019-1.063 |3 18-25 Colesterol B100
HDL 1.063-1.210 (0.3 5-12 FL/ Colesterol |A,C, E
Lp (a) 1.055-1.120 |5.5 25 Colesterol (a), B100

*La composicion apoproteica varia segun el grado de

subespecie especifica.

maduracion de la lipoproteina y de la
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1.2.2 Componentes lipidicos de las lipoproteinas

El contenido y composicion lipidica de los diferentes tipos de lipoproteinas se muestran en
la figura 3. Los glicerolipidos, principalmente TG, son los componentes lipidicos mayoritarios de
los QM y VLDL, mientras que constituyen tan solo el 4% de los lipidos contenidos en LDL y
HDL, que estan por el contrario enriquecidos en ésteres de colesterol (15-41%). En todas las clases
de lipoproteinas hay moléculas de colesterol no esterificado, aunque se encuentran en proporciones
relativamente bajas. Esto es debido a que es activamente esterificado por el enzima LCAT en HDL
y posteriormente redistribuido entre las LDL y VLDL a través de la proteina de transferencia de
ésteres de colesterol. El contenido total de FL de las lipoproteinas aumenta con el incremento de la
densidad. Ademas, esta directamente relacionado con el area de superficie de las particulas de
lipoproteinas, ya que la superficie de las lipoproteinas estd cubierta por una monocapa de FL y

apolipoproteinas.
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QM VLDL

DL LDL
HDL Lp(a)

Figura 3. Contenido y composicion lipidica y proteica (%) de los diferentes tipos de lipoproteinas Datos
extraidos de FEPREVA [38] TG: triglicéridos; CE: ésteres de colesterol; CL: colesterol; FL: fosfolipidos; P:
proteinas; QM: quilomicrén; VLDL: lipoproteina de muy baja densidad; LDL: lipoproteina de baja densidad;
IDL: lipoproteina de densidad intermedia; HDL: lipoproteina de alta densidad; Lp (a): Lipoproteina a.
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1.2.3. Componentes proteicos de las lipoproteinas: las apolipoproteinas

Las apolipoproteinas regulan el metabolismo de las lipoproteinas y determinan su funcion
en el metabolismo lipidico. Se sithian preferentemente hacia el exterior de las lipoproteinas aunque
pueden incluir parte de su estructura en el nicleo hidrofobico. Cuando esto ocurre, los aminoacidos
también se disponen segun su polaridad dentro de la estructura lipoproteica, orientandose los mas
polares hacia el exterior de la particula, a diferencia de aquellos mas apolares que lo hardn hacia el

interior [39].

La funcion comuin de todas las apolipoproteinas es ayudar a solubilizar lipidos en la
circulacion, para transportarlos y redistribuirlos entre varios tejidos. En las condiciones apropiadas,
las apolipoproteinas pueden formar particulas de forma espontdnea con los FL, pero para el
ensamblaje in vivo de las apolipoproteinas con los lipidos se requiere la asistencia de proteinas
celulares como la proteina de transferencia microsomal (MTP) de lipidos o el transportador ABC1
[31]. Ademas, las apolipoproteinas participan en el mantenimiento de la estructura de la particula de
las lipoproteinas, ya que tienen la capacidad de cambiar la conformacion de las particulas y ajustar

su contenido lipidico, composicion y estado metabolico [31].

Las apolipoproteinas que se encuentran en el plasma se clasifican en 2 grupos: no transferibles
y transferibles o solubles. Las apolipoproteinas no transferibles (apo B-100 y apo B-48) son
proteinas muy grandes e insolubles en agua que son ensambladas con lipidos en su lugar de sintesis
y circulan unidas a la misma particula de lipoproteina a través de varias transformaciones
metabolicas en el plasma, hasta que son retiradas de la circulacién como lipoproteinas por la accion
de los receptores especificos. Por el contrario, las proteinas transferibles (apo E, apo Al, apo A2,y
apo C), tienen una masa molecular menor que las apolipoproteinas no transferibles, son mas o
menos solubles en agua en su estado deslipidado, pueden transferirse entre particulas de

lipoproteinas, y adquirir lipidos mientras se encuentren en circulacion [31].

Algunas de las apolipoproteinas transferibles, en sus correspondientes lipoproteinas, actuan
como activadores o inhibidores de importantes enzimas plasmaticas implicadas en el metabolismo

lipidico, como la LCAT, HL y la LPL [31].
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Las apolipoproteinas tienen también una importante funcién en el reconocimiento por
receptores de membrana. Este evento es importante para la liberacion de lipidos a células
especificas, ya que implica el reconocimiento de apolipoproteinas especificas por los receptores de
la superficie celular. La interacciébn mejor caracterizada es la establecida entre el receptor LDL

(LDLR) y las lipoproteinas que contienen apo B-100 y apo E [31].
Las apolipoproteinas mas representativas de las TRL son:

-Apolipoproteina £

La apolipoproteina E (apo E) es uno de los componentes proteicos de los QM, QM
remanentes (QMr), VLDL y HDL, incluida en el grupo de las apoliproteinas transferibles. El higado
es el principal responsable de la produccion de la apo E plasmadtica, aunque los macréfagos también
son responsables de producir el 5-10% de apo E plasmatica [40]. Existen seis fenotipos de apo E:
tres fenotipos homozigotos (E4/4, E3/3, E2/2) y tres heterozigotos (E4/3, E4/2, y E3/2), siendo el

fenotipo mas comun en la poblacion humana el E3/3 [41].

La apo E es una de las apolipoproteinas més estudiadas por sus numerosas funciones, entre
ellas, destaca su papel protector frente a la aterosclerosis. Son varios los mecanismos a través de los
cuales ayuda a reducir la aterosclerosis: a) reduce la proliferacion e infiltracion de macréfagos en la
intima mediante su expresion por células hematopoiéticas [42]; b) reduce la acumulacion lisomal de
colesterol ya que su presencia en las lipoproteinas que contienen ApoB estimula la expresion de la
lipasa acida [43]; y ¢) la secrecion de apo E por macréfago estimula la salida de colesterol tanto en

presencia como ausencia de aceptores exdgenos como HDL [44].

Esta apolipoproteina constituye el componente proteico mayoritario de lipoproteinas
enriquecidas en colesterol que participan en el transporte y metabolismo del colesterol, como las
HDL, lipoproteinas anti-aterogénicas encargadas del transporte del colesterol depositado en los
tejidos periféricos al higado para su eliminacion del cuerpo [45];y de las particulas remanentes de
VLDL, enriquecidas relativamente en colesterol por la pérdida de los TG debido a la accion
hidrolitica de la LPL. Ademas, la apo E desempefia un importante papel en la rapida eliminacion de
las lipoproteinas plasmaticas que contienen apo B por el higado, excepto de LDL, ya que acttia de
ligando de estas particulas con receptores de superficie celular en tejidos hepaticos y
extrahepaticos: LDLR y LRP. Del mismo modo, la apo E también es importante como molécula de
union a la superficie endotelial y captacion de aquellas lipoproteinas enriquecidas en apo E

mediante su interaccion con moléculas de heparan sulfato proteoglicanos presentes en la superficie
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celular [46, 47].

Varios trabajos de investigacion en los que han empleado como modelo de estudio ratones
mutantes que no expresan apo E para analizar los mecanismos del desarrollo de la aterosclerosis,
han demostrado que una deficiencia de esta apolipoproteina genera hipercolesterolemia y el

desarrollo espontaneno de lesiones ateroscleréticas [48].

-Apolipoproteina B

La apolipoproteina B (apo B) existe en dos isoformas: apo B-48 y apo B-100. Ambas son
codificadas por el mismo gen, pero se expresan diferente, en el enterocito la primera, y en el higado
la segunda.

La apo B-48 debe su nombre a que solo expresa el 48% de la longitud de la proteina apo B-
100. Ello es debido a una enzima editora de la apo B, unicamente activa en las células intestinales
humanas, que introduce una modificacion post-transcripcional a través de la cual se introduce una
sefal de fin de sintesis prematura, generando un péptido de menor tamafio, la apo B-48. [32]. La
apo B-100 es sintetizada en el higado. En este lugar no se encuentra la enzima editora, por lo que la

apolipoproteina se expresa por completo.

La apo B-100 se encuentra en las VLDL y en las lipoproteinas que se sintetizan de su
catabolismo:IDL y LDL [49]. Por el contrario, la apo B-48 se sintetiza en el intestino y se encuentra
unicamente en los QM y QMr [50] siendo un marcador proteico especifico de este tipo de
lipoproteinas [32]. Puesto que la apo B tiene una importante funcidén estructural, no se transfiere
entre lipoproteinas. La apo B-100 es la proteina determinante para el reconocimiento y captacion de
LDL por los receptores LDL (LDLR) de superficie celular, tanto en tejidos hepaticos como
extrahepaticos. La apo B-48 carece de la secuencia de reconocimiento localizada en el extremo C-
terminal de la apo B que interacciona con LDLR vy, por lo tanto, no puede mediar directamente la
captacion de lipoproteinas a través de LDLR [51]. Sin embargo, las lipoproteinas que contienen apo
B-48 presentan un elevado contenido de apo E, la cual actia como ligando para la captacion de
remanentes de VLDL y QM por los receptores LDLR y LRP [51]. La apo B-48 también es
reconocida por el receptor apo B-48 (proteinas de union de membrana, MBP 200 y 235) expresado
en la superficie celular de monocitos/macréfagos, que constituyen una via independiente de apo E y

LPL, participando también en la formacion de células espumosas [52].
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Ensayos con anticuerpos monoclonales han demostrado que por cada lipoproteina hay una
sola molécula de apo B [53]. Esta caracteristica posibilita la identificaciéon de sujetos que se
encuentren en riesgo de desarrollar ECV ya que la cuantificacion mediante técnicas inmunologicas
de los niveles de apo B en plasma permite conocer los niveles de lipoproteinas aterogénicas (QM,
VLDL, LDL) en circulacion. Ademas, el hecho de que haya una unica molécula de apo B por
particula también hace posible cuantificar el ratio TG/apo B en suero, el cual puede ser empleado

para estimar el tamano de particula [54].

-Apolipoproteinas C

La familia de las apolipoproteinas C (apo Cs) estd compuesta por tres apolipoproteinas de
bajo peso molecular (6,6-8,8 kD), denominadas apo C-I, C-II, C-III, y son transferibles entre
lipoproteinas. El higado es el mayor lugar de sintesis de las apo Cs, aunque el intestino también

contribuye pero en una menor proporcion [55].

Durante el periodo de ayuno, las apo Cs se encuentran principalmente asociadas con HDL. En
cambio, durante la absorcion de las grasas por el intestino tras la ingesta de las comidas, con la
produccion de QM, o durante la sintesis activa de VLDL por el higado, las apo Cs se redistribuyen
preferentemente en la superficie de estas particulas ricas en triglicéridos: QM y VLDL. Sin
embargo, a medida que el nucleo rico en TG de las VLDL y QM es hidrolizado y eliminado por
accion de la LPL, se genera un exceso de componentes de superficie (FL, colesterol no-esterificado,
y apolipoproteinas) y las apo Cs, junto con otros componentes de superficie, son transferidos a las
particulas de HDL. De modo que las apo CS estan en equilibrio con el metabolismo dindmico de

“remodelado” de las lipoproteinas plasmaticas.

La apo C-I, al igual que apo C-II y C-III, ha demostrado actuar como activador del enzima
LCAT, por lo que las tres apo Cs participan en la esterificacion del colesterol transferido a HDL

[56] y en el “remodelado” de HDL.

La principal funcion metabolica de apo C-II estd asociada con su capacidad para actuar
como un cofactor en la activacion de la LPL [57]. Pacientes con una deficiencia en apo C-II
presentan una hipertrigliceridemia severa y un aclaramiento plasmatico alterado de VLDL y QM,

incluso en presencia de una lipasa funcional [58].

La apo C-III es la proteina mas abundante de este grupo de apolipoproteinas. Se ha sugerido

que su presencia puede modular la internalizacion de residuos de TRL a través de receptores
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hepaticos [59], y su capacidad para inhibir la captacion hepatica de TRL y de inhibir las funciones
de la LPL y HL ha sido demostrada. Ademas, se ha demostrado que la apo C-III esta implicada en
la organizacion de la particula de HDL, y su ausencia puede resultar en una deficiencia de HDLs,

conduciendo al desarrollo de una aterosclerosis severa [60, 61].

-Apolipoproteinas A

La apolipoproteina A (apo A-I) circula en el plasma principalmente como componente de
HDL. También esta presente en QM, aunque es dificil encontrarla en cantidades significativas en
QMr, VLDL ,VLDL remanentes, o LDL. Los dos lugares donde se sintetiza principalmente son el
intestino y el higado, y no sufre niguna modificacion postraduccional como glicosilaciéon o
fosforilacion. La apo A-I derivada del intestino entra en circulacion asociada a QM pero es
rapidamente transferida a las particulas HDL durante la hidrdlisis catalizada por la LPL de los QM.
La apo A-I hepética entra en circulacion como HDL naciente con muy poco o ninglin contenido de
¢ésteres de colesterol. Ademads de ser un importante componente estructural de las particulas de HDL
a las que proporciona estabilidad termodindmica y funcionalidad fisiologica en varios estadios de su
maduracion, la apo A-I tiene otras funciones tales como servir de cofactor (activador) de LCAT. Ha
sido demostrado in vitro que su presencia es requerida para la actividad de dicha enzima [62], por lo
que desempeia una importante funcion en la mobilizacion del exceso de colesterol de las células

que no pueden metabolizarlo o disponer de él.

La apolipoproteina A-II (apo A-II) es la segunda apolipoproteina mas abundante en HDL, y
puede estar asociada a otras lipoproteinas aunque en menor cantidad. El principal lugar de sintesis
es el higado. Es sabido que la apo A-II es capaz de desplazar por completo a la apo A-I de HDL.
Excepto por su presencia como componente estructural de HDL, se desconoce si la apo A-II tiene

una funcioén estructural especifica en HDL o en su metabolismo [63].

La apolipoproteina A-IV (apo A-IV) se trata de un componente de las nuevas particulas
secretadas de QM, pero no se encuentra en QMr, VLDL o LDL. A diferencia de otras
apolipoproteinas, la mayoria de la apo A-IV se encuentra libre en el plasma méas que unida a
lipoproteinas, y se redistribuye rdpidamente entre estas dos fracciones. La apo A-IV se sintetiza casi
exclusivamente por el higado e intestino. En cuanto a sus funciones, se ha demostrado in vitro que

también es un potente activador de LCAT [63].
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1.3 Las lipoproteinas ricas en triglicéridos (TRL)

Las TRL pueden derivar tanto de la via exdgena (constituidas a partir de los lipidos
absorbidos de los alimentos) como la endogena (formadas a partir de lipidos almacenados).
Mientras que todas las lipoproteinas transportan TG, las TRL son considerablemente mas ricas en
TG que las demas [64]. Las TRL son una mezcla heterogénea de lipoproteinas que incluye QM,
QMr, VLDL y VLDL remanentes o IDL. Debido al considerable solapamiento de las densidades de
estas lipoproteinas, el aislamiento de las diferentes clases desde el plasma humano posprandial es
casi imposible. Asi, la fracciéon de TRL ha sido ampliamente utilizada para el estudio del efecto de

los lipidos que se ingieren con los alimentos sobre las enfermedades cardiovasculares [65].

1.3.1 Los quilomicrones (QM)

La principal funcion de los QM es permitir que los lipidos contenidos en los alimentos
ingeridos y absorbidos por el intestino, sean transportados por el torrente sanguineo, y alcancen los

tejidos periféricos para la produccion y almacenamiento de energia, o biosinteis de otras moléculas.

Los QM constituyen las particulas lipoproteicas mas grandes (diametro 75-1200 nm) y menos
densas (d<0.95 g/ml), con un gran componente lipidico muy enriquecido en triglicéridos (>90%).
Contienen en su estructura diversas apolipoproteinas, incluyendo apo B-48, apo A-1, apo C-II, apo
C-1III, y apo E [32]. El tamafio de los QM depende del flujo de TG a través de los enterocitos.
Durante la absorcion de lipidos las particulas son mayores en diametro [66, 67] en comparacion con
el periodo de ayunas, durante el cual predominaran las particulas de menor tamano producidas por

las células del intestino [67].

1.3.1.1 Metabolismo de los quilomicrones

a) Absorcion de los lipidos

La mayoria de los lipidos que son ingeridos en la dieta lo son en forma de TG, que
constituyen mas del 90% de la ingesta diaria de lipidos. El resto esta formado por FL, colesterol,

EC, acidos grasos (AQG) libres y vitaminas liposolubles A, D, E y K.
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La eficiencia de absorcion de las grasas es muy elevada. Bajo condiciones normales,
practicamente el total de las grasas ingeridas es absorbida, y menos de un 5% es expulsado con las
heces. Los lipidos sufren previamente un proceso de hidrolizacion antes de poder ser absorbidos por
nuestro organismo, y este proceso principalmente tiene lugar en el estobmago y la parte proximal del

intestino delgado.

La digestion y absorcion de los lipidos contenidos en los alimentos implica la funcion
coordinada de varios organos, comenzando en la boca. Al introducir los alimentos en la boca, la
lipasa lingual inicia la hidrélisis de los TG, aunque los niveles de digestion son minimos. Los AG
liberados de esa primera hidrolisis estimulan la secrecion de bilis y jugos pancreaticos.
Posteriormente pasan al estdémago, donde los lipidos son emulsionados y sufren una digestion
parcial por lipasas digestivas antes de ser transferidos al duodeno y absorbidos a través del epitelio

intestinal.

La digestion de los lipidos que comienza en el estdmago requiere la implicacion de varias
lipasas acidas, siendo la lipasa pancreatica la principal, la cual tiene preferencia por los AG de
cadena media (6-12 atomos de carbono), produciendo de su actividad AG libres y -
monoacilglicéridos. El jugo pancréatico contiene también lipasas esterasas que actiian sobre TG con
AG de cadena corta, EC, y monoglicéridos, sin necesidad de que haya sales biliares presentes. Los

FL son hidrolizados por fosfolipasas especificas, especialmente por la fosfolipasa A2.

El ratio de absorcion de AG depende de su longitud de cadena. Los AG de cadena corta (<6
atomos de carbono) se comportan como simples carbohidratos; y los AG de cadena media son
rapidamente absorbidos y transportados mediante su union a albiumina directamente al higado por la
vena portal sin ser modificados. Debido al poco tiempo necesario para ser absorbidos por el
intestino, los AG de cadena media son empleados como fuente de energia inmediata sin ser
almacenados en el tejido adiposo, aunque proporcionan menor energia que los AG de cadena larga

(>de 12 atomos de carbono ).

En el duodeno, los 4cidos biliares con propiedades detergentes, emulsionan los lipidos
haciéndoles mejores substratos para su hidrolisis por la accidén de varias lipasas localizadas en el
lumen del intestino. Con dicho propodsito, las sales biliares solubilizan los lipidos y forman
agregados de pequeio tamafio (40-600 um), denominados micelas [68]. La incorporacion de los
lipidos a las micelas se hace orientando los enlaces éster de los lipidos hacia la superficie, que son
los més susceptibles a la digestion por las lipasas pancredticas, las cuales se encuentran en solucion

acuosa [68]. Una vez que las micelas se encuentran en las microvellosidades intestinales, los
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productos de la digestion de los lipidos atraviesan facilmente la membrana apical del enterocito por
difusion pasiva [69] o activamente a través de mecanismos de transporte mediado por proteinas
para incorporar AG libres y monoglicéridos al citosol del enterocito. Las principales proteinas
transportadoras que han demostrado estar implicadas en la incorporacién de AG libres son CD36 y
varias proteinas de unién y transportadoras de AG [70]. Los AG de cadena larga contenidos en las
micelas, se unen especificamente a la proteina de union de AG intestinal citosélica (I-FABP) y
difunden a través de la membrana plasmatica de las células del epitelio intestinal (enterocitos). Tras
su entrada en las células, los AG libres son transportados por proteinas de unién a AG a varios

organulos para su procesamiento.

b) Ensamblaje de los quilomicrones y su secrecion

Los enterocitos son los encargados de regular activamente la liberacion de los lipidos
procedentes de la dieta, que han sido absorbidos y almacenados [71]. Un paso importante previo a
su secrecion es su transporte al reticulo endoplasmatico (RE) [70], donde sufriran modificaciones
para sintetizar de nuevo TG, FL y EC. En el RE los monoglicéridos son esterificados con AG libres
por el enzima monoacilglicerol aciltransferasa para formar diacilglicéridos, que a su vez son
convertidos a TG por diacilglicerol aciltransferasas. Los diacilgliceroles pueden también ser
combinados con colina y etanolamina por accion de las enzimas colina y etanolamina transferasas
para sintetizar FL, y el colesterol libre incorporado por los enterocitos es esterificado en el RE por

acil-CoA:colesterol aciltransferas que se encuentran unidas a la membrana.

Los TG, FL y EC sintetizados en el RE forman grandes goticulas de lipidos, cuyo nucleo
lipidico esta constituido por TG y EC, y rodeado por una monocapa de FL y proteinas, la mayoria
de ellas pertenecientes a la familia de las perilipinas. En caso de exceso de AG o colesterol en
circulacion, el enterocito puede almacenar el exceso de lipidos en sus formas esterificadas en forma
de estas goticulas, y las acumula orientadas hacia el lado apical en el citosol, proporcionando un
almacenaje transitorio de lipidos que optimiza la absorcion de lipidos durante el consumo de
alimentos y proporciona un aporte de lipidos sostenido durante el ayuno. En condiciones normales,

estas goticulas de lipidos pasan a ser ensambladas y forman lipoproteinas.
La figura 4 representa el complejo ensamblaje de los QM. Cada particula contiene una sola

apo B-48 y el ensamblaje comienza con la sintesis de esta proteina en el RE del enterocito. Segun la

apo B-48 se va translocando a través del RE, ésta es lipidada con las goticulas de lipidos
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sintetizadas en el RE, formando una particula densa con un nticleo enriquecido en TG y EC, y una
superficie cubierta por una monocapa de FL, colesterol libre y apo B-48. Este ensamblaje requiere
la presencia de la proteina microsomal de transferencia de TG (MTP) [72]. En ausencia de

suficientes lipidos, o si la MTP esta danada, la apo B-48 sera degrada por el proteosoma [73].

El tamano de los QM nacientes depende, en parte, del tamafio de las goticulas lipidicas que se
fusionan en el RE para formar la lipoproteina en el interior del enterocito. Asimismo, el tamafo y la

composicion de las goticulas grasas depende de la composicion de la dieta [74].

Tras la formacion de la particula naciente de QM, ésta expande su tamafio por adquisicion
de mas TG y EC, que son adquiridos por fusion en el RE con otras particulas que no contienen apo
B-48, y que son ricas en TG y EC. La particula resultante es un pre-quilomicron. Estas particulas
pueden contener ademas multiples copias de otras apolipoproteinas mas pequefias como apo A-IV y
apo C-III. A continuacion, los pre-quilomicrones son transferidos a la cara cis del aparato de Golgi
a través de vesiculas especializadas que contienen proteinas especificas necesarias para su
transporte. La maduracion de la particula en el aparato de Golgi incluye glicosilaciones de la apo
B-48, y la adicion de apo A-I sintetizada en el enterocito, a la superficie de la particula [70, 71].
Después de este proceso, el QM maduro es empaquetado en vesiculas secretoras derivadas del
aparto de Golgi y transportadas a la superficie basolateral. Desde alli serdn exocitadas al sistema
linfatico mesentérico, desde donde pasaran finalmente al torrente sanguineo donde contribuiran a la

concentracion de TG postprandial [75, 76].
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Figura 4. Ensamblaje y secrecion de los quilomicrones. En el lumen intestinal, los TG de la
dieta son emulsificados por las sales biliares para su absorcion, y las lipasas digieren los TG a
AG libres (FFA) y monoglicéridos (MAG). Estos son absorbidos por el enterocito y seran
empleados para la sintesis de TG, FL, y EC. La mayoria de los TG sintetizados son
empaquetados junto con FL, colesterol y proteinas en quilomicrones (QM), que son secretados a
través de la superficie basolateral del enterocito y entran en el sistema linfatico. El ensamblaje
del QM comienza en el reticulo endoplasmatico (RE). Durante la sintesis de la apo B-48, la
proteina adquiere FL de la membrana del RE y también colesterol y TG para formar el QM
primordial. Una adquisicion continuada de TG y EC y proteinas mas pequefias transferibles (apo
A-IVy apo C-III) en el RE incrementa el tamafio de la particula, formandose el pre-quilomicron.
Este es transportado al aparato de Golgi en vesiculas especializadas, donde maduran a
quilomicrones tras la glicosilacion de la apo B-48, y la adquisicion adicional de proteinas (apo
A-I) y lipidos. Vesiculas secretoras formadas del Golgi transportan los QM maduros a la
superficie basolateral del enterocito. La fusion de la membrana de las vesiculas secretoras con la
membrana plasmatica libera el QM al espacio extracelular y, posteriormemte, pasa al sistema
linfatico [18].
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c) Liberacion de los quilomicrones a la circulacion sanguinea

Ya en circulacion, los QM sufren numerosos cambios, siendo el primero de ellos la
adquisicion de las apolipoproteinas C y E a partir de las HDL plasmaticas mediante su intercambio
con FL.

La utilizacion de los TG plasmaticos transportados por las TRL, en este caso de los QM, a lo
largo de su recorrido por el torrente sanguineo, es dependiente de la LPL [77]. Esta enzima cataliza
la hidrolisis de TG del nucleo de las TRL, liberando AG que los tejidos pueden incorporar para

generar energia, sintetizar lipidos de membrana, o almacenarlos como goticulas de lipidos [78, 79].

-La importancia de la LPL en el metabolismo de las TRL

La lipoprotein lipasa (LPL) se expresa especialmente en 6rganos con elevada demanda de
AG libres como corazén, musculo esquelético y tejido adiposo [80]. Una vez producida, la proteina
GPIHBPI1 se une a la LPL en el espacio subendotelial y la transporta al lumen caiplar, donde puede
interaccionar con las TRL [81] quedando alli inmovilizada. Recientemente se ha demostrado que la
formacion del complejo LPL-GPIHBP1 en las células endoteliales es crucial para la retencion de las
TRL en el lado luminal del endotelio capilar [82]. La LPL luminal es la considerada LPL funcional,
ya que representa la porcion de LPL que se encuentra activamente involucrada en la hidrolisis de
TG plasmaticos [77]. En las lesiones ateroscleroticas, la LPL también es sintetizada por monocitos,
macrofagos y células del musculo liso [83, 84], gracias a la cual los macréfagos tienen la capacidad
de hidrolizar los TG contenidos en los QM e internalizarlos. Por este motivo la actividad de la LPL

tiene un potente impacto en el desarrollo de células espumosas y en la aterogénesis.

A la LPL se le han asignado funciones antiaterogénicas, asi como proateogénicas. Por un
lado, se ha demostrado que un incremento en su expresion induce elevados niveles de HDL, lo que
contribuye a mejorar el perfil lipidico. Ademads, la sobreexpresion de LPL en el higado es altamente
efectiva para la normalizacion de los perfiles de lipoproteinas aterosclerdticas [85, 86]. Sin
embargo, existen estudios que apoyan su potente papel proaterogénico [87]. La LPL puede inducir
la retencidon y/o captacion de lipoproteinas aterogénicas por las células de la pared arterial,
contribuyendo por tanto en el proceso ateroesclerdtico [88]. Se ha demostrado también que LPL
incrementa la retencion de LDL y VLDL por parte de los proteoglicanos de la matriz subendotelial
en la pared arterial [89] incrementa la permeabilidad del endotelio mediante la formacion de
productos lipoliticos [90] y facilita la adhesion de monocitos actuando como puente entre los

proteoglicanos presentes en la superficie de los monocitos y el endotelio [91].
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-Regulacidn fisioldgica de la actividad de la LPL

Puesto que la LPL es un determinante critico en la incorporacion de TG por los tejidos, su
actividad requiere estar cuidadosamente regulada con el fin de que exista un equilibrio entre el ratio
de incorporacion de AG derivados de los TG plasmaticos por los tejidos y su capacidad para
disponer de los AG. Asi pues, son multiples los mecanismos que regulan su actividad, los cuales
operan principalmente a nivel transcripcional y post-traduccional. Sin embargo, la mayoria de la
variacion fisiologica en la actividad de la LPL parece estar dirigida por mecanismos post-

traduccionales en los que estdn implicadas proteinas extracelulares [77].

Las proteinas responsables del control de la actividad de LPL pueden dividirse en dos grupos
princpales. El primero de ellos estd formado por las apolipoproteinas apo C-I, C-II, C-III, apo A-V
y apo E. El segundo grupo incluye varios miembros de la familia de las proteinas similares a la
angiopoyetina (ANGPTLs), especificamente ANGPTL3, ANGPTL4 y ANGPTLS [77].

Estudios recientes han indicado que ANGPTL4 es el mayor regulador fisioldgico de la
actividad de LPL [92, 93], pues ha mostrado regular fuertemente el metabolismo lipidico mediante
la inhibicion de la actividad de LPL [93, 94]. La LPL es cataliticamente activa como un dimero
compuesto por dos subunidades de 55 kDa glicosiladas, conectadas entre si mediante interacciones
no covalentes [95]. El mecanismo a través del cual ANGPTL4 inhabilita a la enzima es por medio
de la union transitoria de su dominio ccd-ANGPTLA4 localizado en el extremo N-terminal a la LPL.
Dicha interaccion resulta en la conversion de la enzima desde sus dimeros cataliticamente activos a
su forma inactiva por la disociacion de los dimeros a monomeros inactivos [96]. Varios estudios in
vivo llevados a cabo con ratones de experimentacion Angptl4 deficientes mostraron un 65-90%
menos de TG plasmaticos, asi como niveles mas bajos de VLDL en circulacion y un incremento de
la actividad de LPL [93, 94] lo que apoya el fuerte control que ejerce ANGPTL4 sobre la actividad
hidrolitica de LPL.

d) Los quilomicrones remanentes y su retirada de circulacion por los hepatocitos

Como consecuencia de la hidrélisis de TG presentes en el nticleo de los QM mediada por la
LPL a su paso por los capilares sanguineos, los QM ven reducido su tamafio considerablemente y la
estructura de la particula queda desestabilizada. Para recuperar de nuevo el equilibrio, los QM
desprenden espontaneamente porciones de superficie que contienen FL, colesterol no esterificado y

apolipoproteinas apo A y apo C, lo que constituye el origen de las HDL [32]. Las particulas
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resultantes son los quilomicrones remanentes (QMr), particulas extremadamente aterogénicas dado
su pequefio tamafio, gracias a lo cual no solo atraviesan la pared arterial, sino que también son
retenidos en el espacio subendotelial, como ha sido demostrado en estudios recientes [97]. Ademas,
estan enriquecidas en colesterol. Aunque su nucleo con alto contenido en TG ha sido parcialmente
eliminado por lipdlisis, mantienen la mayoria de la masa de EC que contenia la particula parental,

ademas de apo B-48 y apo E [52].

Los QMr son reconducidos al higado donde, bajo circunstancias normales, son
internalizados rapidamente y retirados de la circulacion por las células hepaticas, y son
catabolizados (figura 5). En el proceso de internalizacion por hepatocitos participan multiples
receptores endociticos, incluyendo el receptor LDL (LDLR) y LRP1, y HSPG [98, 99].

Una vez en el interior de las células hepaticas, los QMr son degradados por lipasas acidas y
proteasas, y los AG generados son oxidados y reconvertidos a TG que seran almacenados y
secretados como VLDL [30] (figura 5).

Fallos en este proceso por defectos en las proteinas involucradas en las internalizacion de
los QMTr en los hepatocitos conduce a la acumulacion de remanentes y, por tanto, a hiperlipidemias
y otras complicaciones [100]. Durante el tiempo que pasan en circulacion, las particulas de QM
plasmaticas y QMr sirven de fuente natural no modificada de lipidos y vitaminas liposolubles para
la nutricién de monocitos-macréfagos en estado normal. En situaciones patoldgicas en las que los
QM persisten en ayunas, las TRL atraviesan el endotelio vascular, donde son reconocidas por los

macrofagos e internalizadas, contribuyendo a la formacion de células espumosas [52].

1.3.2 Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)

Las VLDL son lipoproteinas de gran tamafio sintetizadas en las células parenquimales del
higado cuya funcién principal es el transporte de TG hacia los tejidos extrahepaticos. Alli
suministra AG a los tejidos muscular y adiposo, también a través de la accion de la LPL. Sus

caracteristicas y composicion han sido previamente definidas en la tabla 1 y figura 3.

Los TG que constituyen el nucleo de las VLDL pueden proceder de lipidos previamente
almacenados en el tejido adiposo y liberados como AG, de la conversion de carbohidratos a AG en
el higado, o de la hidrolisis de los TG contenidos en lipoproteinas en los endotelios capilares e
higado [30].
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1.3.2.1 Metabolismo de las VLDL

Varias horas después de la ingesta de alimentos, cuando los niveles de QM en circulacion se
ven reducidos, los requerimientos de AG por parte de los tejidos periféricos se satisfacen gracias a
las VLDL, que transportan los TG sintetizados en el higado. La cantidad de VLDL secretada por el
higado es extremadamente variable y estd determinada por diversos factores., como es el caso de
flujo de AG al interior del higado, ademas del nlimero de insaturaciones presentes en la estructura
de los AG. En el caso de haber un incremento en el flujo de AG, este 6rgano responde por medio de
un aumento en la cantidad y tamafio de las VLDL sintetizadas. Asi, si predominasen los AG
saturados (SFA, saturated fatty acid) en las moléculas de TG, las particulas de VLDL seran mas
numerosas pero de un tamafio menor que si predominasen los AG poliinsaturados (PUFA,
polyunsaturated fatty acids). Aunque existe evidencia de que el higado sintetiza constitutivamente
particulas VLDL durante el estado de ayunas y post-absorcion [101], el principal estimulo para la

sintesis de VLDL parece ser la captacion y el catabolismo de los QMr por parte del higado [32].

Las nuevas particulas de VLDL secretadas adquieren apo C y apo E de las HDL circulantes.
Al igual que las particulas de QM, las VLDLSs seran hidrolizadas a su paso por los capilares por la
accion de la LPL, y los AG liberados seran captados por los tejidos (Figura 5). El resultado de esta
actividad es la reduccion del tamafio de las particulas con una relacién mas similar en su contenido
en colesterol y TG. Esto incrementa la densidad de la particula, dando lugar a las VLDL remanentes
o IDL, que siguen en circulacion. El catabolismo de las VLDL también constituye una de las vias
de sintesis de las HDL ya que la apo C es transferida nuevamente a las HDL. Las VLDL remanentes
(IDL) entran en el espacio de Disse del higado para ser rapidamente eliminadas de la circulacion
via receptores endociticos. Alli, las IDL serdn catabolizadas por la HL y la proteina de transferencia
de esteres de colesterol (CETP), resultando en la formacion de LDL [32] que son las lipoproteinas
con mayor contenido de colesterol en plasma [63]. La permanencia de las LDL en el plasma es
bastante elevada con respecto al resto de lipoproteinas, presentando una vida media de casi tres
dias, y sirven como fuente de colesterol para la mayoria de los tejidos mediante su unién a
receptores especificos presentes en las membranas plasmaticas de las células diana de los tejidos
periféricos [30]. Las LDL irdn lentamente desapareciendo de la circulacion en el higado, siendo
aproximadamente un 75% de las LDL retiradas por el higado a través de interacciones de elevada

afinidad con el receptor LDLR via apo B-100, que sirve de ligando (figura 5).
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Figura 5. Vision global del metabolismo de las lipoproteinas. Sintesis exdgena: Los
quilomicrones (QM) son ensamblados en el los enterocito y liberados al sistema linfatico.La
LPL unida al endotelio capilar hidroliza los TG de los QM para generar QM remanentes (QMr)
que son rapidamente retirados de circulacién por el higado. Sintesis enddgena: Los lipidos
intrahepaticos son reempaquetados y secretados como VLDL que son substrato de la LPL
entotelial. Los remanentes formados de la hidrolisis de las VLDL son también captados por el
higado o convertidos a LDL. El receptor LDL (LDLR) hepatico es responsable de la retirada de
LDL del plasma humano. Imagen de Errico et al. (2013) [102].

-Transporte reverso del colesterol mediado por HDL

El higado es el Unico 6rgano con elevada capacidad de eliminacion del colesterol, el cual es
posteriormente secretado al intestino mediante su conversion a sales biliares y, finalmente excretado
por las heces. Sin embargo, el colesterol que se acumula en el espacio subendotelial de la pared
arterial también puede reducirse mediante su transferencia desde las células espumosas donde se

acumula, a las particulas HDL maduras y su principal componente proteico, la apo A-I [103].

La apo A-I libre de lipidos se une a FL y colesterol libre de las membranas celulares de los
hepatocitos, en un proceso mediado por el receptor celular de ATPasa ABCAI, siendo asi
transferido el exceso de colesterol libre de las células de los tejidos periféricos al higado a través de

HDL, que adquieren un mayor tamafio y menor densidad [18].
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Las particulas HDL difunden al plasma, donde el colesterol libre es esterificado por la
enzima LCAT que es sintetizada en el higado y circula por el plasma en la superficie de las
lipoproteinas, principalmente HDL [104]. El colesterol esterificado resultante es internalizado por
los hepatocitos a través de receptores que reconocen HDL, como el receptor scavenger B1 (SRB1)
[105]. Alo largo de su recorrido desde los tejidos periféricos al higado, algunos EC son transferidos
desde las particulas HDL a LDL, VLDL o QM mediante un intercambio con TG y FL [103]. Esta
transferencia de TG esta mediada por la CETP y la de FL por la proteina de tranferencia de
fosfolipidos (PLTP) [103].

Debido a la funcion de HDL en el transporte reverso de colesterol, elevados niveles en
circulacion de esta lipoproteina se relacionan con propiedades de ateroproteccion. Entre sus
acciones principales estan la estimulacion de la salida de colesterol de las células espumosas,
ademas de prevenir la activacion del endotelio. Esto ultimo es posible gracias a que potencian la
produccion de 6xido nitrico, el cual es necesario para mantener la integridad de la barrera endotelial
[106].

1. 4 Vias de incorporacion de TRL en los macrofagos

La presencia de macréfagos con elevada carga de lipidos en su interior es el distintivo de las
lesiones aterosclerdticas, y comprender las vias responsables de la acumulacion de lipidos en los

macrofagos es de especial importancia en el proceso aterosclerotico.

Investigaciones realizadas con modelos animales hiperlipidémicos que no expresan los
genes que codifican los receptores de superficie en macréfagos, mostraron una considerable
reduccion en el tamafio de las lesiones aterogénicas y acumulacion lipidica arterial [107, 108]. En
base a ello, se estableci6 que la via de internalizacion de lipoproteinas mediada por receptores
celulares de elevada afinidad es un requisito en la patologia de la aterosclerosis y que constituye la

mayor via de formacion de células espumosas in vivo.

Sin embargo, existen envidencias considerables que muestran que la internalizacién de
lipidos procedentes de lipoproteinas en macrofagos puede realizarse a través de otras vias
alternativas independientes de receptores especificos de superficie como son el mecanismo de

internalizacion fagocitico, patocitico o pinocitico [109]. De hecho, en circunstancias en las que la
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concentracion de lipoproteinas presentes en la intima excede la concentracion de lipoproteinas
aterogénicas provocando la saturacion de las vias de internalizacion de lipidos via receptores, estos

mecanismos adquieren incluso mayor importancia.[110].

Es importante senalar que la LPL expresada por los macréfagos en su superficie desempefia
un papel importante en la retencion de lipoproteinas en la superficie de los macrofagos ya que sirve
de puente para la unién de entre lipoproteinas y proteoglicanos, facilitando la disponibilidad de las

lipoproteinas para que interaccionen con sus correspondientes receptores[111].

A continuacion, nos centramos en las vias de internalizacion de lipidos por los receptores
celulares de superficie. Se diferencian dos grandes grupos de receptores: los que dependen de la
presencia de apo E en la particula de las lipoproteinas como ligando con el receptor; y los que son

independientes de apoE y presentan afinidad por un amplio nimero de ligandos.

1.4.1 Endocitosis mediada por receptores celulares de superficie de macofagos dependientes

de apolopoproteina E.

El receptor LDLR constituye el miembro fundador de una clase entera de receptores
transmembrana relacionados. Entre los receptores miembros de este grupo con los que LDLR
muestra mayor homologia destacan: el receptor de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLR), y

la proteina-1 relacionada con el receptor LDL (LRP-1).

Estos receptores combinan tres tipos de moddulos extracelulares en diferentes
reorganizaciones para llevar a cabo una amplio rango de funciones fisioldgicas, tanto de transporte
de proteinas, como de receptores y co-receptores en cascadas de transduccion de sefiales. Los tres
modulos extracelulares son repeticiones ricas en cisteina que contribuyen a la union de la mayoria

de los ligandos y facilitan la posterior liberacion de la lipoproteina [112].

El LDLR es la proteina responsable en mayor medida de la internalizacion de particulas
transportadoras de colesterol al interior celular. La mayoria del colesterol plasmatico en circulacién
en humanos se encuentra en la forma de particulas de LDL [113]. La expresion de este receptor en
la superficie celular de los macrdéfagos esta inversamente regulada por la concentracion intracelular
de colesterol [114], por lo que en presencia de concentraciones muy elevadas de lipoproteinas ricas

en colesterol se satura.
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Cada miembro de la familia de receptores LDLR contribuye a la incorporacion de
lipoproteinas por macrofagos de forma diferente, siendo LDLR especifico de lipoproteinas que
contienen apo B-100, mientras que LRP-1 y VLDLR son dependientes de la presencia de apo E en
las particulas. Las TRL son lipoproteinas con un elevado contenido de apo E, y son principalmente
reconocidas e incorporadas por LRP-1 y VLDLR [115]. Con las TRL remanentes ocurre lo mismo
[115], pues los QMr, particulas también muy enriquecidas en apo E, se unen con alta afinidad a
LRP-1 y VLDLR [116, 117]. Ademas, los macrofagos producen apo E, lo que potencia aun mas la
uniéon de los QMr a los macrofagos, y la LPL sintetizada por los macrofagos acelera su
incorporaciéon y metabolismo. Sin embargo, ha quedado demostrado que, en células que no
expresan el receptor LDLR, la incorporacion de QMr no se ve alterada, y que las particulas siguen

siendo internalizadas mediante otras vias independientres a la familia de receptor LDLR [118, 119].

1.4.2 Endocitosis mediada por receptores celulares de superficie de macofagos independientes

de apolopoproteina E.

Los receptores Scavenger (SR) tienen una elevada influencia en el desarrollo y estabilidad
de la placa aterosclerdtica ya que representan una de las vias con mayor afinidad para la
internalizacion tanto de lipoproteinas modificadas como nativas en los macrofagos [120].
Igualmente, se caracterizan por reconocer un amplio repertorio de macromoléculas con carga
negativa como ligandos, no Unicamente lipoproteinas. Asi pues, su funcioén de transporte de lipidos
y colesterol dentro y fuera de las células es importante en el desarrollo de la lesion [121] y
constituyen un determinante critico de la activacion del fenotivo proinflamatorio en los macrofagos

localizados en la lesion atersclerdtica [26].

Hasta la fecha, numerosos estudios respaldan el papel que los SR de clase A (SRA), SRAl y
SRA2, y dos miembros de la clase B, CD36 y SRBI ejercen en el desarrollo de la lesion
aterosclerotica [120, 122].

* SR de Clase A. Los SR clasificados dentro de esta familia son receptores transmembrana
tipo I expresados en macrofagos [123], que incluye 5 miembros: SRA1, SRA2, SRA3, con
un dominio comun rico en cisteina; MARCO y SR con lectina tipo C, que carecen de ¢l [26,
124]. SRA3 queda retenido en el reticulo endoplasmatico y no es accesible a los ligandos

extracelulares, de modo que su importancia funcional no esta clara [125].
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SRA1 y SRA2 se expresan en la superficie celular de macrofagos, incluyendo
células espumosas presentes en la placa aterosclerotica [126] y son responsables de
aproximadamente el 80% de la incorporacion de LDL modificadas en el interior celular de

los macrofagos, tanto acetiladas como oxidadas [127, 128].

A pesar de su colaboracion en la formacion de células espumosas, varios estudios
han sugerido que al mismo ejercen funciones de proteccion. En estudios desarrollados con
modelos animales, se ha visto que la expresion de SRA es mayor en animales con poca
respuesta aterosclerdtica [129]. También se ha detectado que la sobreexpresion de un
dominio extracelular de SRA humano reduce en un 20% la adherencia de
monocitos/macrofagos a las células endoteliales y lesiones aterosclerdticas de la aorta en
ratones que no expresaban LDLR, retardando el desarrollo temprano de lesiones
ateroscleroticas. En lesiones avanzadas, donde la muerte celular de macréfagos desencadena
la formacion del nucleo necrdtico y la desestabilizacion de la placa, los SRA han
demostrado ademas jugar un papel importante tanto en la induccion de la apoptosis como en

el aclaramiento de estas células muertas [26].

SR de Clase B. Esta familia de receptores scavenger incluye a los receptores SRB1, SRB2, y
CD36.

CD36 es un receptor tipo III con multiples dominios transmembrana que atraviesa la
membrana dos veces para formar un loop extracelular altamente glicosilado con 2 colas
cortas intracelulares [130]. Presenta una gran homologia con SRBI, pero desempenan
distintas funciones en el metabolismo lipidico y en el desarrollo de la aterosclerosis.

CD36 es el receptor mas importante entre los SR y entre los ligandos que une se
incluyen oxLLDL, células apoptodticas, y productos finales de glicosilacion. La participacion
de CD36 en la progresion de la aterosclerosis es algo controvertida. Se ha visto que CD36
participa en la acumulacion intracelular lipidica en macrofagos in vitro [128], y la deleccion
de CD36 en monocitos in vivo parece ademas reducir la aterogénesis [131]. Sin embargo, en
otros estudios con ratones hiperlipidémicos que no expresan apo E, se ha observado un
importante incremento del tamafio de las lesiones ateroscleréticas si la via de incorporacion

mediada por el receptor CD36 se inactivaba [132].

Ademas de mediar incorporacion lipidica, CD36 puede estimular la sefializacion

31



proinflamatoria desencadenando una inflamacion cronica en la pared arterial. No obstante,
las vias que se activan a consecuencia de la union de CD36 a lipoproteinas modificadas atin

no estan definidas.

SRB1 se descubrid por su homologia con CD36, con el que comparte el 30% de su
secuencia de aminoacidos y, al igual que CD36, SRB1 puede unir tanto formas modificadas
de LDL como lipoproteinas nativas HDL, LDL, y VLDL [133, 134]. SRBI1 esta altamente
expresado en higado y macrofagos y, dependiendo del contexto, también puede desarrollar
funciones antiaterogénicas o proaterogénicas. Por un lado, participa en el transporte reverso
del colesterol a través de dos mecanismos: a) participa en el transporte de colesterol de las
células a HDL, y b) facilita la liberacion selectiva del colesterol desde HDL al higado para
su excrecion en forma de bilis y heces [134]. En contra, también se ha detectado que en
lesiones tempranas, parece promover la formacion de la estria grasa ya que contribuye a

incorporar lipoproteinas en el interior de los macrofagos [135].
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Figura 6. Mecanismos de internalizacion de las TRL en macréfagos. Las TRL son incorporadas en
macrofagos a través de la via mediada por receptores celulares de superficie y por rutas independientes de
los receptores celulares como macropinocitos y fagocitosis de particulas agregadas. La internalizacion de
las TRL a través de LDLR, VLDLR y LRP-1 es apo E-dependiente. Una proporcion menor de TRL es
incorporada también por los receptores scavenger (SR), entre los que se incluyen SRA2, SRB1 y CD36.

Estos son apo E-independientes.
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1.5 Propiedades aterogénicas de las particulas TRL

En los ultimos 50 afios, han comenzado a cobrar especial interés las caracteristicas y
propiedades de las TRL debido a su participacion en la trigliceridemia postprandial y en los

procesos aterogénicos [136].

Hasta hace relativamente poco, las LDL eran reconocidas como las lipoproteinas mas
aterogénicas y primera diana en el desarrollo de terapias [137]. No obstante, estudios recientes

indican que las TRL son igual o incluso mas aterogénicas que las LDL [138].

Una de las caracteristicas que mdas controversia generaba con respecto a la aterogenicidad de
las TRL es su tamafio de particula. Se habia asumido que las lipoproteinas de mayor tamafio (QM y
VLDL) eran incapaces de penetrar la capa intima de las arterias y estar disponibles para su
internalizacion por los macrofagos en el espacio sub-endotelial, a menos que llegaran a ser mas
pequefias tras su hidrélisis [139]. Sin embargo, ademas de la demostrada presencia de VLDL, IDL y
LDL en los tejidos ateroscleroticos [140], existe evidencia de que los QM también son capaces de
infiltrarse hasta la intima , acumularse en las células del musculo liso [141,142], atraer monocitos y
ser internalizados por ellos, ademas de estimular la activacion de la produccion de marcadores de

inflamacioén e inducir estrés oxidativo [143].

Por otro lado, a diferencia de las particulas LDL que precisan de modificaciones quimicas u
oxidacion para ser internalizados en los macrofagos y formar células espumosas [144], las TRL no
necesitan ser modificadas para ser identificadas por los receptores de superficie celular de los
macrofagos e incorporar en su interior los lipidos que contienen [145]. Este factor hace que las TRL

sean mads aterogénicas que las LDL.

Ademas, es necesario prestar especial atencion a las particulas remanentes de TRL dadas las
caracteristicas pro-aterogénicas que exiben. Las TRL remanentes son particulas mas pequefias y
densas que sus precursoras (QM y VLDL), pueden penetrar la pared arterial a través de una
transcitosis mediada sin receptores, regulada por el grandiente de concentracion entre el lumen del

vaso y la intima, y posteriormente ser retenidas en el espacio subendotelial [33].

Las TRL pueden a su vez agravar la aterosclerosis por medio de varias vias. Una de ellas es a

través de la apo C-III contenida en las VLDL y sus remanentes. Dado que apo C-III tiene la
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capacidad de inhibir la accién de la LPL, inhibe por tanto la incorporacion de los remanentes al

higado, promoviendo la retencion arterial de VLDL y sus remanentes, haciéndolas mas aterogénicas
[146]

Por otro lado, la lip6lisis de TRL produce AG libres y monoglicéridos. Estudios en cultivos
celulares han demostrado que los AG de cadena larga, particularmente los SFA, son citotoxicos 160,
[147, 148] por lo que la presencia de lipolisis de TG de las TRL y sus remanentes en lesiones
ateroscleroticas debido a la accion de la LPL secretada por los macréfagos incrementa los niveles
de AG libres toxicos. Este factor promueve la muerte celular y la inflamacion, ambos atributos

clave de la aterogénesis [149].

1.5.1 Las TRL en el periodo posprandial

Los niveles de TRL se encuentran especialmente elevados en el periodo posprandial, y sus
niveles pueden predecir el riesgo cardiovascular independientemente del nivel de otros lipidos [150,

151, 152].

Dado que los TG plasmaticos son principalmente transportados por TRL, sus niveles de
concentracion durante el perido postprandial son considerados un marcador de TRL y de sus
particulas remanentes. Tradicionalmente, la medicion de los niveles de TG plasmaticos se realizaba
en ayunas [153]. Sin embargo, varios son los motivos por los que los niveles séricos de TG
postprandiales podrian resultar ser mejores predictores de eventos cardiovasculares en comparacion
con los medidos en ayunas [151, 152]. En primer lugar, los niveles de TG se incrementan
significativamente tras la ingesta de alimentos durante el periodo posprandial, y la medicién de TG
en ayunas no capta con precision el efecto de las TRL y las particulas remanentes sobre el perfil
lipoproteico en el periodo postprandial. Varios estudios prospectivos y datos epidemiologicos
sugieren que un metabolismo postprandial de TG alterado contribuye a la aterosclerosis, es un
distintivo de pacientes con enfermedades coronarias establecidas y puede ayudar a predecir el

desarrollo de enfermedades cardiovasculares [154, 155].
Ademéds, en los paises industrializados, las personas nos encontramos en estado de no

ayunas/postprandial durante la mayor parte del dia, aproximadamente 18 horas [156]. Puesto que el

periodo postprandial se caracteriza por la circulacion de lipoproteinas potencialmente aterogénicas
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[155] estamos mas expuestos a sufrir desdrdenes en el metabolismo de TG provocados por una
acumulacion posprandial de TRL y, por tanto, de los niveles de TG plasmaticos, aumentando el

riesgo de desarrollar ECV [157].

1.5.1.1 Dislipemia posprandial

La dislipidemia est4 causada por un desorden en el metabolismo postprandial de los lipidos.
Dislipidemia e inflamacion son factores de riesgo para la aterosclerosis, y la interaccion entre el
metabolismo lipidico y la inflamacion contribuye al inicio y progresion de la aterosclerosis, siendo
la hiperlipemia (niveles de lipidos en circulacion por encima de los limites normales) uno de los

factores que mayor impacto tienen [158, 159].

La magnitud y duracion de la lipemia postprandial esta influenciada por numerosos procesos
metabolicos, incluyendo el ratio de secrecion de TG desde el intestino y el higado, la actividad de
los factores involucrados en el metabolismo de las TRL, como apo C-II, apo C-1II, CETPy LPL, y
el ratio de eliminaién de TRL remanentes via receptores [160]. En personas sanas, los niveles de
TG en plasma alcanzan su pico maximo a las 2-4 horas tras la ingesta de una comida con contenido
graso y tiende a volver a sus niveles normales a las 6-8 horas. Bajo condiciones patologicas, el pico
maximo de lipemia postprandial es 2-3 veces mas alto y prolongado, manteniéndose los niveles
elevados de TG en plasma hasta las 10-12 horas [161]. A mayor magnitud y duracion del
incremento de TG posprandial, mayor es la exposicion de la pared arterial a los lipidos

postprandiales, y por tanto, el dafio es mas agresivo.

La presencia de elevados niveles de TG en circulacion se denomina hipertrigliceridemia, y
su prevalencia estd en aumento mundialmente, particularmente en los paises desarrollados. El
incremento de esta situacion coincide, en parte, con el incremento de obesidad y diabetes mellitus
tipo 2 (DMT?2), aunque la relacion de estas dos condiciones con hipertrigliceridemia es compleja
[162]. Esta condicion es generalmente el resultado del incremento de uno o mas tipos de TRL (QM,
VLDL, o sus remanentes) y numerosos estudios respaldan el hecho de que los individuos que
presentan elevados niveles de TG plasmaticos tienen mayor riesgo de desarrollar complicaciones

cardiovasculares, particularmente aterosclerosis [163, 164].

La respuesta lipidica postprandial se ve influenciada por varios factores: patrones dietéticos
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y composicion de los alimentos, estilo de vida (fumador, sedentarismo), y condiciones fisiologicas
(edad, género, menopausia) y patoldgicas (obesidad, sindrome metabolico, DMT?2). Existen ademas
factores genéticos que afectan a lipoproteinas y enzimas del metabolismo lipidico que pueden
alterar la respuesta posprandial. No obstante, uno de los mayores contribuidores a la elevacion de
los TG plasmaticos a niveles patologicos es la dieta. Una dieta con alto contenido graso o alto
indice glucémico y en la cual la ingesta de energia no esta equilibrada con el uso energético, esta
asociada con hipertrigliceridemia. De hecho, la mala alimentacion y la falta de ejercicio son
considerados los mayores contribuidores al incremento de los niveles de TG plasmaticos en los

paises desarrollados. [165].
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2. OBESIDAD COMO FACTOR DE RIESGO DE ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES (ECV).

2.1 La obesidad, un problema de salud publica

a obesidad es definida por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) como “una

acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud”
(2010). Esta patologia es considerada la principal epidemia del siglo XXI [166] dado su elevado
impacto en morbilidad, calidad de vida, costes en sanidad y su elevada prevalencia en numerosos
paises [167, 168]. La obesidad es considerada una enfermedad cronica [169]. La prevalencia de
enfermedades cronicas incrementa con la edad, y se estima que antes del afio 2030 constituirdn el
70% de las enfermedades mundiales y seran responsables del 80% de muertes en todo el mundo
[170]. Sin embargo, la obesidad no solo afecta a la poblacion adulta, sino que cada vez hay un
mayor nimero de nifos y adolescentes que sufren un exceso de peso, lo que hace que ésta situacion

sea alin mas preocupante.

En un estudio realizado por cientificos de todo el mundo publicado en Lancet en el afio
2014, se realizé un andlisis sistematico de la enfermedad a nivel mundial y se establecio que entre
los afios 1980 y 2013, la obesidad ha sufrido un incremento del 27% en la poblacion adulta y un
47.1% en adolescentes [169]. También se estimd que en el afio 2010, el sobrepeso y la obesidad
fueron la causa de 3.4 millones de muertes en todo el mundo, ademas de ser responsables de una
pérdida del 4% de afios de vida en individuos con obesidad severa [171]. En la actualidad, se
calcula que casi el 30% de la poblacion mundial es obesa y, si esta tendencia se mantiene, en el afio
2030 la mitad de la poblacion mundial adulta podria ser obesa, tal como alerta un informe

desarrollado por el Instituto Global McKinsey [172].

Segun este informe, la obesidad es uno de los tres mayores conflictos sociales creados por
los seres humanos, y los costes globales que supone en los Sistemas de Salud Publica son mayores
que los asociados al alcoholismo, y casi equivalentes al impacto global del tabaco o la violencia
armada, guerra y terrorismo [172]. Por ello, reducir la obesidad se ha convertido en una de las
mayores prioridades para la salud publica en muchos paises en desarrollo, donde viven casi 2 de
cada 3 personas obesas en el mundo [169]. Pues de hecho, se prevé que estos costes ascenderan mas
aun en los proximos afios a medida que las enfermedades asociadas a la obesidad comiencen a

manifestarse [173].
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Muchos trabajos de investigacion han demostrado la asociacion entre la obesidad y el
incremento de la incidencia de enfermedades cardiovasculares (ECV) [174, 175], ademés de otros
factores de riesgo de ECV como la hipertension, disfuncion endotelial, resistencia a la insulina (RI),
dislipidemia y diabetes, algunos tipos de céancer, osteoartritis, litiasis biliar y problemas de salud
mental. También se asocia directamente con una supervivencia reducida a cardiopatias en casos de

sobrepeso extremo [176, 177].

De acuerdo con la OMS, Espaia es uno de los paises de la Union Europea con mayor
prevalencia de nifios con sobrepeso y obesos, ademas de ser el pais en donde esta condicion se ha
incrementado mas substancialmente en los ultimos afios [178]. Puesto que la prevalencia de la
obesidad en nifios es el mayor determinante de la prevalencia de obesidad en adultos, el escenario
en el cual se sitia Espafia no es nada alentador. Esta afirmacion es respaldada por el International
Obesity Task Force (IOTF), organismo que sitiia a Espafia en el segundo puesto en la lista de paises

europeos con mayor prevalencia de nifios con sobrepeso en Europa [179].

2.2 La patofisiologia de 1a obesidad

Desde el punto de vista bioquimico, la causa del sobrepeso-.definida como aquellos sujetos
con un indice de masa corporal (IMC) 25-30 kg/m* y obesidad -definida como aquellos sujetos con
un IMC >30 kg/m* obedece a un desequilibrio cronico de energia, ya sea por una ingesta elevada o

un gasto reducido o, peor ain, debido a la combinacion de ambos [180].

La patofisiologia de la obesidad involucra predominantemente AG y TG, mas que colesterol
unido a LDL (LDL-c). Un incremento en la concentracion de AG libres en circulacion refleja la
incapacidad del tejido adiposo de almacenar el exceso de absorcion de nutrientes [181] y esta
relacionado con el estado dislipidémico que caracteriza a la obesidad y sindrome metabdlico [182].
Cuando la capacidad que tiene el tejido adiposo subcutdneo y visceral de almacenar lipidos esta
saturada debido al exceso de nutrientes durante largo tiempo y al desequilibrio en el gasto
energético, se produce un incremento de los niveles de VLDL, TG, colesterol total en circulacion,
un incremento de particulas pequefias LDL, y una reduccion del nivel de HDL plasmatico [183],
originandose hipertrigliceridemia [181]. Esta situacién conduce a que otros tejidos como el higado,
musculos, pancreas y corazéon acumulen lipidos [184]. Estos érganos no son capaces de almacenar
lipidos sin causar dafio en sus funciones, y ello provoca casos como la sobreproduccion hepatica de

VLDL, que parece ser el principal defecto en la obesidad. Esta lipotoxicidad contribuye a su vez a
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la RI [182, 185] ya que, cuando los AG son internalizados por hepatocitos o miocitos, los AG libres
pueden sufrir oxidacion en el compartimento mitocondrial o ser almacenados como TG. Un exceso
de estos lipidos sobrecarga las vias de oxidacion y almacenaje en las células, conduciendo a la
acumulacion de AG intermedios, como digliceroles y ceramidas [185, 186]. Mediante la activacion
de varias vias enzimadticas en las que participan serina kinasas, incluyendo dos de las cascadas
proinflamatorias mas potentes (IKK, JNK), los metabolitos de diacilglicerol, ceramida, y otros AG
pueden inhibir la funcién de la insulina [185] reduciendo la sensibilidad a la insulina o lo que es lo

mismo, induciendo resistencia de los tejidos a la insulina.

2.2.1 Obesidad y la resistencia a la insulina

La RI es considerada un factor de riesgo de ECV, y puede ser responsable de los posibles
mecanismos que relacionan la obesidad con los desordenes metabolicos y ECV, entre ellos
dislipidemias, incremento en los niveles de AG libres, lipotoxicidad, inducciéon de respuesta

inflamatoria y una secrecion de adipoquinas alterada [187].

La RI asociada con la obesidad puede alterar el metabolismo lipidico ya que puede
desestabilizar la actividad del receptor LDLR, contribuyendo al retraso en la eliminacién de
particulas VLDL plasmaticas [188], y a la inhibicion de la actividad de la LPL por accion de la apo
C-III contenida en ellas [189]. Debido a la reducida eliminacion de las TRL en circulacion, la
acumulacién de algunas TRL induce la activacion del endotelio vascular y de células inflamatorias
a través de la accion de la apo C-III [190]. Por otro lado, la propia acumulacion de TRL induce un
incremento de sintesis de VLDL por parte del higado. Defectos en la lipolisis de TRL conduce a su
vez a una reducida concentracion de HDL por una disminucion en la transferencia de
apolipoproteinas y FL desde las particulas de TRL a las HDL, reduciéndose el mecanismo de

transporte reverso de colesterol.

Una pérdida de sensibilidad a la insulina también induce una fuerte respuesta inflamatoria.
La RI en el higado, musculos y tejido adiposo provoca una incapacidad de suprimir la produccion
de glucosa hepatica, un desequilibrio en la internalizacion y oxidacion de la glucosa, e incapacidad
de suprimir la liberacién de AG libres desde el tejido adiposo [187]. Los AG libres pueden a su vez
unirse al receptor toll-like 4 (TLR4), presente en la superficie celular de adipocitos y macréfagos,
constituyendo un importante desencadenante de la inmunidad innata ya que tras esta interaccion,
los miembros de la familia de receptores toll-like activan las vias de sefializacion de la proteina-1

activadora de la proteina kinasa y el factor nuclear kB (NfkB), iniciando una potente respuesta
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inflamatoria [191].

2.2.2 Obesidad y sindrome metabolico

El sindrome metabolico se caracteriza por un conjunto de desérdenes metabdlicos que tienen
lugar en un individuo, que incrementa el riesgo de desarrollo de ECV, DMT2, y cancer. La
Federacion Internacional de Diabetes define el sindrome metabdlico como aquella situacion en la
cual un individuo presenta tres o mas de los siguientes factores de riesgo: niveles elevados de TG
(mayor o igual a 150 mg/dl), niveles reducidos de HDL-C (menos de 40 mg/dl en hombres o menos
de 50 mg/dl en mujeres), elevados niveles de glucosa en ayunas (mayor o igual de 100 mg/dl),
hipertension (mayor o igual a 130/85 mmHg), u obesidad (circunferencia de cintura mayor o igual a
102 cm en hombre y mayor o igual a 88 cm en mujeres) [192]. Se puede presentar de varias
maneras, segin la combinacion de los diferentes componentes del sindrome metabdlico, y atin no se
ha esclarecido cémo comienza y cémo los distintos componentes estan causalmente conectados
entre ellos [182]. Ademas, estdn emergiendo nuevos factores de riesgo para el sindrome metabolico

que incluyen un estado proinflamatorio y protrombotico [193].

Inicialmente se propuso como hipdtesis que la resistencia a la insulina era el principal factor
de riesgo para el sindrome metabodlico [194], sin embargo, definiciones recientes proponen la

obesidad abdominal como el factor de riesgo predominante subyacente [192, 193, 195, 196].

El estilo de vida occidental presenta caracteristicas poco saludables [197]. Entre ellas se
incluye el estrés, falta de actividad fisica que conducen a un equilibrio positivo de energia (exceso
de ingesta energética y baja actividad fisica), consumo de dietas aterogénicas de elevado contenido
graso y densidad energética, y al mismo tiempo alimentos pobres en micronutrientes, y una
alteracion cronobiologica [182]. Estos factores han provocado que este estilo de vida tan negativo
adoptado por la sociedad haya degenerado en una creciente incidencia de obesidad y sindrome

metabolico en la poblacion a nivel mundial.
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2.3 La inflamaci6n croénica en la obesidad y el sindrome metabdlico

La obesidad, inicialmente considerada una enfermedad de almacenaje de lipidos debido a la
lipotoxicidad generada que causa dafio en los tejidos, hoy dia es vista por muchos investigadores
como un proceso inflamatorio crénico de baja grado. La inflamacion es una respuesta fisiologica
del organismo a un estimulo dafiino, fisico-quimico o bioldgico caracterizada por la activacion de la
respuesta inmune innata y adaptativa [158, 198]. La respuesta proporcionada implica la accion
coordinada de muchas células (leucocitos y macréfagos) y mediadores (quimioquinas, citoquinas,
moléculas vasoactivas, eicosanoides, y productos de cascadas proteoliticas), y generalmente
conduce al reestablecimiento de la homeostasis. El endotelio activado permite la extravasacion de
neutréfilos y componentes solubles al tejido, donde son activados y liberan agentes toxicos y
enzimas proteoliticas con el fin de eliminar el agente dafiino. Si tiene éxito, la respuesta
inflamatoria cesa y se procede a la reparacion del tejido mediante la conversion de los mediadores
lipidicos proinflamatorios a antiinflamatorios y pro-resolutivos (lipoxinas, resolvinas, y protectinas)
[199]. Los leucocitos del tejido sufren apoptosis y son eliminados por fagocitosis por los
macrofagos [200]. Estos adquieren un fenotipo que conduce a la resolucion de la inflamacion a
través de la liberacion de sefales antiinflamatorias como interleuquina 10 (IL-10) y el factor de
crecimiento B (TGF- ) [201]. Sin embargo, si la neutralizacién y eliminacion del estimulo dafiino o
la propia retirada de las células inflamatorias apoptoticas del tejido inflamado falla, el proceso
inflamatorio persiste y se establece un estado de inflamacion cronica. La condicion de inflamacion
cronica se ha asociado con obesidad morbida y se caracteriza por una activacion continua del

sistema de inmunidad innata [202].

El estado de inflamacion que acompaia al sindrome metabdlico no se presenta con infeccion
o signos de autoinmunidad y no parece que tenga lugar un tejido masivamente dafiado. De hecho, la
dimension de la activacion de la respuesta inflamatoria no es grande, por ello se le suele denominar
inflamacion cronica de “bajo grado” [182], pero es su persistencia a lo largo del tiempo lo que

ocasiona el dafio en los tejidos.

Desde el punto de vista inmunoldgico, también se ha demostrado que la obesidad esta ligada
a un estado de inflamacion crénica evidente. Se ha detectado que el tejido adiposo esta infiltrado
por células del sistema inmunitario, que también son fuente de citoquinas inflamatorias [203].
Ademas, cuando incrementa la adiposidad, el tejido adiposo estimula la produccion por parte del
endotelio vascular de agentes trombogénicos como el inhibidor del activador tisular del
plasmindgeno tipo 1 (PAI-1) y agentes tromboliticos como el activador tisular del plasmindgeno

(PA). También induce el aumento de la concentracion plasmatica de moléculas de adhesion de la
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membrana endotelial: ICAM-1, VCAM-1 y la P-selectina, contribuyendo a un mayor reclutamiento
de monocitos y mayor infiltraciéon. Los monocitos infiltrados en el tejido adiposo se diferencian por
accion del factor de estimulacion de colonias de macrofagos (M-CSF, macrophage-colonies
stimulator factor) derivado de adipocitos, conduciendo a una mayor acumulacion de macrofagos en
el tejido. La interaccion entre adipocitos y macréfagos, a través de sefiales quimioquina/citoquina
generadas, aumenta la reaccion inflamatoria en el propio tejido adiposo, incrementando atin mas los

niveles en circulacion de quimioquinas/citoquinas en obesidad [204].

2.4 Marcadores de inflamacion como predictores de riesgo cardiovascular en la
obesidad

El interés por las caracteristicas inflamatorias de la obesidad y por sus factores de riesgo
asociados, se ha intensificado en los ultimos afios. Esto es debido a que la inflamacion cronica
asociada a la obesidad, que parece también estar implicada en la resistencia a la insulina y
disfuncion endotelial, proporciona una posible explicacion a la estrecha relacion existente entre la
obesidad y la aterosclerosis, la cual es la mayor causa de ECV y mortalidad [205, 206]. La elevada
sintesis y liberacion de citoquinas pro-inflamatorias circulantes procedentes del higado y tejido
adiposo (adipoquinas) durante la respuesta inflamatoria cronica, a largo plazo induce la disfuncion

del endotelio vascular, un mecanismo patogénico predictor de la aterosclerosis y ECV [207].

Gran parte de las moléculas proinflamatorias liberadas proceden del tejido adiposo, por lo
que ya no es considerado como un drgano pasivo de almacenaje de TG y fuente de liberacion de
AG libres. Los adipocitos maduros han sido reconocidos como células secretoras endocrinas que
liberan un gran nimero de sustancias biologicamente activas como hormonas, citoquinas, y otros
factores que participan en los mecanismos de la activacion plaquetaria, hipertrofia del miocardio,

progresion de la enfermedad cardiovascular) [207], y de la resistencia a la insulina [187].
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2.4.1. La sensibilidad a la insulina como biomarcador de inflamacion

Dada la implicacion de la accion de la insulina en el desarrollo de las ECV, mejoras en el
nivel de sensibilidad a esta hormona implicarian una reduccion de la respuesta inflamatoria y del
riesgo de ECV. Se ha verificado que la pérdida de peso en pacientes obesos esta asociada con una

reduccion de biomarcadores de inflamacion [208, 209], entre ellos principalmente la RI [210, 211].

2.4.2 Citoquinas y adipoquinas como biomarcadores de inflamacion

Las citoquinas participan en la regulacion de las funciones y metabolismo celular a través de

una red de sefiales paracrinas, endocrinas y autocrinas, que modulan la biologia de la célula.

La mayoria de adipoquinas se producen en elevadisimas cantidades con el aumento de la
adiposidad, y no solo estan relacionadas con la regulaciéon del consumo de energia y la homeostasis
del peso corporal, sino también tienen una estrecha asociacion con las patologias relacionadas con

la obesidad [212]. Por este motivo, las adipoquinas son importantes mediadores aterogénicos.

La sustanciosa evidencia que une inflamacion, aterosclerosis, y obesidad apoya el uso de las
citoquinas y adipoquinas como biomarcadores de inflamacién como una forma de medir el riesgo
existente en condiciones de obesidad ya que la expresion de éstos biomarcadores plasmaticos se ve
alterada en persona obesas con respecto a individuos con peso normal, siendo asi de gran utilidad

para el diagndstico y prondstico de enfermedades cardiovasculares.

2.4.2.1 Biomarcadores analizados en el presente provecto.

eFactor de necrosis tumoral a (TNF- a)

TNF-a es una citoquina proinflamatoria, implicada en las alteraciones metabdlicas presentes en
la inflamacioén crénica, patogénesis de la resistencia a la insulina, anorexia, y pérdida de peso en
individuos con sobrepeso [213]. Varios estudios han mostrado que TNF-a regula el metabolismo
de lipidos y glucosa en adipocitos ya que inhibe la internalizacion de los AG derivados de los
TG de lipoproteinas [214], y estimula la expresion de la lipasa sensible a hormonas [215]. Las
acciones metabolicas de TNF-a conducen al incremento de los niveles en circulacion de AG
libres y RI. Otros estudios han demostrado que el tratamiento cronico con TNF-a resulta en un

importante desequilibrio de la sefalizacion de insulina pues reduce los niveles de expresion del
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transportador de glucosa sensible a la insulina-4 (GLUT4) y el sustrato-1 del receptor de la
insulina (IRS-1), inhibe la fosforilacion de la tirosina de IRS-1, y estimula la fosforilacion de la

serina de IRS-1 y la fosforilacion especifica del receptor de insulina [216].

Los niveles de expresion de TNF-a se incrementan en el tejido adiposo con el aumento de la
adiposidad, y se reducen con la pérdida de peso [217, 218]. TNF-a actia como un potente
inductor de otras adipoquinas proinflamatorias como interleuquina-6 (IL-6), MCP-1, leptina, y
el inhibidor del activador de plasminogeno- 1 (PAI-1) [217]. A su vez, también inhibe la
sintesis de adipoquinas antiinflamatorias como la adiponectina, ya que inhibe su expresion y
secrecion, aunque posiblemente sea debido por la estimulacion de la produccion de IL-6, que
también inhibe la secrecion de adiponectina [219, 220]. Este hecho explica la correlacion
negativa existente entre la adiposidad visceral y los niveles de adiponectina en la que TNF-a

parece estar implicado.

*Proteinas quimioatrayentes del monocito -1 (MCP-1)

MCP-1 es una quimioquina inflamatoria, proteina especializada perteneciente a la familia de las
citoquinas, producida predominantemente por macréfagos y células endoteliales. Recientes
estudios han mostrado que los adipocitos también son fuente de quimioquinas especificas como
MCP-1 [206]. MCP-1 es un potente factor quimiotactico para monocitos [221], cuya principal
funcion es su reclutamiento y adhesion al endotelio [222], por lo cual MCP-1 juega un papel
importante en la aterogénesis. Varios ensayos realizados en ratones como modelo de estudio,
han demostrado que la expresion de esta quimioquina proinflamatoria se ve incrementada en las
lesiones ateroescleroticas [223], y la inhibicion de su expresion o la de su receptor, el receptor
de quimiocina CC-2 (CCR2), resulta en una reduccion del tamafio de la lesion y del numero de
macrofagos en la lesion en ratones hiperlipidémicos que no expresan LDLR o apo E [224].
Ademas, los niveles de ARNm de MCP-1 se han visto hasta 7.2 veces mds sobreexpresados en

el tejido adiposo y plasma de ratones obesos con respecto a ratones de peso normal [225].

La accion de MCP-1 afecta a la sensibilidad a la insulina ya que reduce los niveles de captacion
de glucosa estimulados por la insulina, y también afecta a la expresion de genes adipogénicos
como LPL, GLUT4, receptor B-3-adregénico y y-PPAR [159]. Se ha visto que los niveles de
expresion de estos genes se encuentran potencialmente elevados en pacientes con elevado

riesgo cardiovascular [226], y mas significativamente en personas con diabetes [227].
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eInterleuquina 1-p (IL-1p )

La presencia de IL-1B ha sido demostrada en lesiones aterosclerdticas, pues se trata de una
citoquina producida por los macréfagos presentes en las lesiones y son de elevada importancia
en el inicio y amplificacion de la lesion [228]. IL-1P puede alterar la funcion de las células
endoteliales [229], potenciar la mitogénesis de las células del musculo liso vasculares [230], y

reclutar leucocitos al espacio subendotelial [231] .

*Adiponectina

La adiponectina es una adipoquina antiinflamatoria cuya funciéon metabdlica principal es la
utilizacion de la glucosa y la oxidacion de los AG. La adiponectina mejora la sensibilidad a la
insulina mediante el incremento de la expresion del receptor de la insulina, y de su proteina
adaptadora de senalizacion IRS-1 en el musculo esquelético [232]. Al igual que la leptina, es un
regulador a largo plazo del apetito y del metabolismo lipidico [180]. La adiponectina ejerce
importantes funciones frente al desarrollo de aterosclerosis gracias a sus propiedades
antiaterogénicas, antidiabéticas y antiinflamatorias, pues tiene la capacidad de inhibir la
actividad fagocitica y la produccion de TNF-o de los macrofagos [180, 233]. Entre sus
actividades, merece la pena destacar que es capaz de suprimir la expresion de moléculas de
adhesion en las células endoteliares vasculares, y modula la sefalizaciéon del NF-kB [234].
Asimismo, reduce los niveles de secrecion de TNF-o por monocitos/macrofagos y reduce la
expresion del gen que codifica los SRA en macréfagos. Debido a ello, el nivel de
internalizacion de particulas LDL oxidadas y la formacion de células espumosas se ve reducido
de manera importante [235]. La adiponectina inhibe también la proliferaciéon y migracion de
células del musculo liso [236]. Esto sugiere que esta adipoquina puede ser protectora frente a la
aterogénesis mediante la inhibicién de la acumulacion de células espumosas derivadas de

monocitos/macrofagos en la pared vascular.

Los niveles circulantes de adiponectina en el plasma se correlacionan inversamente con el IMC,
estando asi, a diferencia de otras adipoquinas, muy reducidos en condiciones de obesidad y

DMT?2, al igual que en enfermedades arteriales coronarias [237, 238].
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*Leptina

La leptina es una hormona cuyo nombre deriva del vocablo griego leptos, que significa
“delgado”. Es una sustancia bioactiva que se produce tanto en los adipocitos como en el
hipotalamo, ovarios y placenta [239, 240]. Esta hormona juega un importante papel en la
regulacion del consumo de energia a través del hipotdlamo y en el incremento del gasto
energético tanto por la inhibicion de la lipogénesis como por la estimulacion de la lipolisis en

animales y humanos [241].

Esta hormona se encuentra en la circulacion sistémica y su secrecion es estimulada por la
insulina, glucocorticoides y citoquinas como TNF-a e IL-1, y es inhibida por catecolamidas,
testosterona y agonistas de PPAR-6 [242]. En las personas delgadas, cerca del 50% de la leptina
esta unida a proteinas, encontrandose a baja concentracion en circulacion, mientras que en las
personas obesas, la mayoria se encuentra en su forma libre [239, 240, 243]. Dada la asociacion
existente entre los niveles en circulacion de la leptina y la obesidad, esta citoquina parece ser
util en la prediccion de la obesidad pues los niveles en circulacién de la leptina son mayores

cuanto mayor es la capa grasa subcutanea del individuo [244].

Entre las funciones mas importantes de la leptina estd la de inhibir el apetito, mediando el
balance de energia al enviar informacion al cerebro acerca de la acumulacion y agotamiento de
los depdsitos grasos [180], pero también es importante en la regulacion de la respuesta inmune
inflamatoria [245]. Varios estudios in vitro han demostrado que la leptina es capaz de unirse a
su receptor expresado en las células del sistema inmune (linfocitos, células NK,
mococitos/macrofagos, células dendriticas, neutrofilos y eosinofilos), y por consecuencia,
ocurre la activacion, proliferacion, maduracion y produccion de mediadores inflamatorios [246].
La leptina puede potenciar a su vez la agregacion plaquetaria y la trombosis arterial [247],
promover angiogénesis, perjudicar la distensibilidad arterial, inducir la proliferacion y
migracion de células vasculares del musculo liso [248] y parece ser un potenciador de la
calcificacion de células vasculares. Se considera que la leptina esta asociada con la inflamacion
crénica de bajo nivel responsable de la progresion de la obesidad ya que induce produccion de
IL-6, la proteina C reactiva (PCR), y otras citoquinas como IL-10 [249] [250], ademas de
participar en la RI y sindrome metabodlico. Por estos motivos, se ha propuesto que existe una

relacion directa entre la hiperleptinemia y el incremento de ECV [247].
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*Proteina C reactiva (PCR)

La PCR es una proteina de fase aguda, producida principalmente por el higado y participa de
forma muy importante en la inmunidad innata. El nivel circulante de PCR se asocia al IMC, por
lo que individuos obesos presentan mayores niveles de este marcador en comparacion con
individuos con peso normal [251]. Asimismo, se ha observado una disminucion de PCR cuando
se presenta una reducciéon de peso. Un estudio realizado por Trayhurn y Wood en 2004 encontro6
que el gen que codifica la PCR estd expresado en el tejido adiposo, mostrando una aparente
correlacion directa entre los niveles de ARNm PCR y la adiposidad. Eso aumenta la posibilidad
de que el tejido adiposo contribuya directamente al aumento de los niveles circulantes de la
PCR [252].

La distribucion de la grasa corporal también constituye un factor determinante de los niveles de
PCR, independientemente del IMC. La relacion cintura-cadera, que se utiliza clinicamente para
evaluar la adiposidad visceral abdominal, se asocia positivamente con la PCR incluso después
del ajuste por IMC [251]. Esta asociacién apoya la hipotesis de que el aumento de la
adiposidad, particularmente visceral, esta relacionado con un estado de inflamacion sistémica de
bajo grado. Los niveles basales de PCR también correlacionan con el riesgo de DMT2
incidente, independientemente de la obesidad y otros determinantes de la diabetes [253]. Este
hallazgo sugiere que, aunque la produccion de PCR por el higado se correlaciona fuertemente
con la obesidad y con la secrecion de IL-6 por el tejido adiposo [254], existen otros factores
ambientales en los procesos inflamatorios que podrian contribuir a los niveles en sangre de

PCR.

Esta proteina es util como biomarcador de inflamacion y es un fuerte predictor independiente de
eventos cardiovasculares tanto en individuos aparentemente sanos como en aquellos con
manifestaciones de enfermedad aterosclerdtica [255]. La PCR es una de las sustancias presentes
en las lesiones aterosclerdticas, mas especificamente en la intima vascular, donde co-localiza
con monocitos, macrofagos derivados de monocitos y lipoproteinas. Se ha sugerido que
contribuye directamente al proceso aterosclerdtico [256] mediante su participacién en procesos
como la activacioén del complemento, apoptosis, activacion de células vasculares, reclutamiento
de monocitos, acumulacion lipidica y trombosis [257]. Adicionalmente, los componentes del
sindrome metabdlico (obesidad central, concentraciones elevadas de TG plasmaticos, baja
concentracion de HDL-c plasmatico, hipertension, y elevados niveles de glucosa en sangre)

correlacionan con elevada concentracion de PCR en plasma [258].
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*Ceruloplasmina

La ceruloplasmina (Cp) es una proteina sintetizada por el higado con un papel muy importante
en la regulacion de la obesidad e inflamacion. Esta molécula es abundante en el plasma humano
y estd involucrada en el transporte del cobre por el organismo, coagulacidon, angiogénesis,
proteccion contra el estrés oxidativos, y la homeotasis del hierro [259]. Numerosos estudios
epidemioldgicos han informado de la observacion de elevados niveles de Cp en pacientes con
desordenes cardiovasculares como aterosclerosis, aneurisma adrtico abdominal, angina
inestable, vasculitis, y enfermedad arterial periférica [260, 261]. La Cp es importante en el
control de la oxidacién de lipidos de membrana, probablemente por la oxidacién directa de
cationes, previniendo asi su catdlisis por peroxidacion lipidica [262]. Kim et al. [263]
demostraron en 2011 la asociacioén entre unos niveles elevados de Cp y la obesidad, aunque no
identificaron el mecanismo que los relaciona. No obstante, afirmaron que es posible que esté
involucrada en la via de inflamacion inducida por la obesidad. Estos autores mostraron que
elevados niveles de Cp se correlacionaban también con los niveles de PCR y ambos se

identificaron como un factor independiente que contribuye al incremento de la obesidad .

La Cp es sintetizada en el higado durante el proceso de inflamacién agudo [264] en respuesta a
las citoquinas liberadas por parte de los tejidos daniados. Se especula que elevados niveles de Cp
en plasma pueden indicar un estrés oxidativo anormalmente elevado entre sujetos obesos [261],
siendo un potencial contribuyente de la aterogénesis y, por tanto, un util marcador de riesgo
cardiovascular [265, 266]. Ademas, el valor de Cp se ha propuesto como una medida predictiva

para el sindrome metabolico en adolescentes [267].
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3. LA DIETA COMO EL PRIMER FACTOR DE INTERVENCION PARA LA
PREVENCION Y TRATAMIENTO DE LAS ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES (ECYV)

a relacion entre dieta y ECV ha sido una de la areas mas activas de investigacion en
la epidemiologia nutricional durante los ltimos 50 afios. A través de numerosos
estudios, el contenido graso de los alimentos ha demostrado ser una pieza clave en la determinacion
de una salud 6ptima en el individuo, debido a su capacidad para influir sobre los factores de riesgo
cardiovascular y los mecanismos relacionados con el establecimiento y progreso de las placas de
ateroma. Por ese motivo, una dieta de calidad constituye uno de los pilares fundamentales en la

prevencion de las ECV y su tratamiento [268, 269, 270, 271].

No obstante, actualmente se estd considerando el estudio del efecto de distintos patrones
alimentarios como un todo, mas que focalizarse en nutrientes y alimentos de forma individual. Se
trata de un acercamiento mas acertado para la medicion del efecto preventivo frente a ECV, ya que
¢éstos miden la interaccion sinérgica de diferentes alimentos y nutrientes contenidos en la dieta. La
eleccion de unos patrones alimentarios de calidad est4 emergiendo como un potente paradigma para
dirigir nuestros habitos alimentarios, pues ha quedado demostrado que las elecciones de la dieta y
estilo de vida son responsables de hasta el 40% de muerte prematura por enfermedad cardiovascular
[272].

Las recomendaciones dietéticas de reducir el consumo de alimentos con un elevado
contenido graso e incrementar la ingesta de frutas, verduras, y productos de grano entero es el
factor comin de las guias nutricionales proporcionadas hoy dia a la poblacion. La extensa
informacion aportada por estudios de intervencion nutricional indica que a través de la dieta se
pueden reducir significativamente los niveles de lipidos plasmaticos, uno de los mayores factores
de riesgo de las ECV. En las tltimas décadas, los trabajos experimentales de intervencion dietética
realizados estan haciendo impresionantes progresos con respecto a esta cuestion, y han permitido
entre otras cosas identificar la dieta Mediterranea como la dieta que podria proporcionar beneficios

superiores a aquellos observados con la adherencia a otros patrones alimentarios [273].
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3.1 La dieta mediterranea

La dieta mediterranea es el resultado de la historia milenaria de la cuenca del Mediterraneo,
transmitida de generacion en generacion, con una popularidad cada vez mayor a nivel mundial, e
incluida por la UNESCO en la Lista Representativa de Patrimonio Cultural Intangible de la
Humanidad en el afio 2010 [274]. Sin embargo, definir la dieta mediterranea es una tarea compleja
dada la amplia region geografica que rodea el mar Mediterraneo, que incluye al menos 16 paises
con diferencias culturales, étnicas, religiosas, econdmicas y agricolas que resultan en practicas
dietéticas diferentes. Aun asi, existe un patron dietético que es caracteristico de estas regiones, el
cual fue identificado por primera vez en los afios 60 en Grecia, el sur de Italia, Espafia y otros
paises de la cuenca del Mediterraneo. El factor comun de estos paises es el empleo de generosas
cantidades de aceite de oliva como principal fuente de grasa, ademas de un elevado consumo de
alimentos derivados de plantas (frutas, verduras,legumbres, frutos secos, semillas, y cereales de
grano entero); una frecuente pero moderada ingesta de vino (especialmente vino tinto),
normalmente con las comidas; un consumo moderado de pescado y marisco y productos lacteos
(yogures y queso, pero no leche entera, mantequilla o nata), aves de corral y huevos; y un bajo

consumo de dulces y carnes rojas y procesadas [275, 276, 277].

La dieta mediterrdnea no es solo unos patrones nutricionales determinados, existen otros
aspectos no nutricionales ligados al estilo de vida de los paises vinculados con este tipo de
alimentacion, que también contribuyen a sus efectos saludables. El consumo de productos frescos y
locales, las actividades tradicionales culinarias, los aspectos socio-culturales y nutricionales de la
region, junto con la practica regular de actividad fisica, son partes fundamentales del modelo o

estilo de vida Mediterraneo [274].

3. 1.1 El caracter cardioprotector de la dieta mediterranea

Existen evidencias cientificas suficientes que apoyan los beneficios aportados por la
adherencia a los patrones alimentarios tradicionales de la dieta mediterranea (cantidades,
proporciones, combinaciones o variedades de los diferentes alimentos y bebidas consumidos y la
frecuencia con la que normalmente se consumen) frente a la mortalidad y los eventos clinicos
cardiovasculares [278, 279, 280]. De hecho, en términos de reduccion de la morbilidad por ECV,
mortalidad y eventos clinicos, la dieta mediterranea es comparable con otras intervenciones

farmacologicas como aspirina y estatinas; con la actividad fisica, e incluso con antihipertensivos
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como inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina o B-bloqueantes [281].

Entre las propiedades beneficiosas asociadas a la adherencia a la dieta mediterranea
destacan su caracter antioxidante, antiinflamatorio, antitrombotico y su capacidad para prevenir la
peroxidacion lipidica y para mejorar en perfil lipidico y la funciéon endotelial. Estos efectos
beneficiosos parecen ser proporcionados debido a la combinacién sinérgica de un ratio equilibrado
de los AG esenciales n-6 y n-3, con un alto contenido de &cido oleico (18:1 n-9), elevadas

cantidades de fibra dietética y antioxidantes, como los polifenoles [274].

3.1.1.1 Antecedentes historicos de los beneficios aportados por la dieta mediterranea frente

alas ECV

Muchos son los trabajos cientificos que han sido desarrollados a fin de estudiar el efecto
protector que confieren los patrones de la dieta mediterranea frente a los factores de riesgo

asociados a las ECV.

El estudio de los Siete Paises, dirigido por Ancel Keys en los afios 60, fue el primero en
estudiar la incidencia de ECV entre siete paises con diferentes patrones alimentarios y estilos de
vida: EEUU, Finlandia, Holanda, Italia, Grecia, Yugoslavia y Japon. Tras un seguimiento de 10
afios de los habitos alimentarios detectaron que, en comparacion con el resto de paises
desarrollados, los habitantes de Creta ingerian una elevada cantidad de grasas procedentes del
consumo de aceite de oliva y, paradojicamente, mostraban la menor tasa de mortalidad por eventos
cardiovasculares. Identificaron por primera vez el colesterol sérico, la presion sanguinea, la diabetes
y el tabaquismo como factores de riesgo universales de las ECV, y demostraron que los patrones
dietéticos en el Mediterraneo y en Japon, estaban asociados con una baja incidencia de enfermedad
coronaria y mortalidad [282]. Mediante encuestas dietéticas, lograron demostrar una fuerte
correlacion directa entre el porcentaje promedio de energia obtenida por medio de los SFA y Ia
incidencia de enfermedades coronarias y muerte. Asi mismo, lograron detectar que la relacion era
inversa con el porcentaje de AG monoinsaturados (MUFA, monounsaturated fatty acids) incluidos
de la dieta, y no encontraron relaciéon con los PUFA, proteinas, carbohidratos, y alcohol. Gracias a
estos resultados, los paises con el aceite de oliva como principal fuente grasa de su dieta fueron
identificados como aquéllos con la menor tasa de muerte de todo el estudio, y se puso de manifiesto
la importancia del tipo de grasa consumida, en este caso, el aceite de oliva [283]. Sin embargo, se

tratd de un estudio observacional, y fallaron en demostrar la relacion causa-efecto. Desde entonces,
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ha habido numerosas investigaciones que se han centrado en estudiar los patrones dietéticos
vinculados a las poblaciones del 4rea del Mediterraneo, tan diferentes de aquellos de otras areas del

mundo.

Fue en 1994, con la publicacion de los resultados preliminares del estudio Lyon Diet Heart
[284], que el término de dieta mediterranea comenzd a ganar aceptacion como un concepto
cientifico en la epidemiologia de las ECV y en su prevencion a través de la nutricion. El estudio
Lyon Diet Heart fue un ensayo aleatorio, controlado, con el que se evalud la eficacia de la dieta de
tipo mediterranea en la prevencién de eventos coronarios recurrentes en pacientes que habian
sobrevivido a un infarto de miocardio agudo previo. El informe final publicado en el afio 1999
reveld una impresionante reduccion del 50% del riesgo de sufrir de nuevo cualquier tipo de infarto
cardiaco o complicacion cardiovascular entre los pacientes del grupo que se adhiri6 a la dieta
mediterranea en comparacion al grupo control, cuya dieta era comparable a la actualmente
consumida en EEUU. Ademas, se observd una menor incidencia de cancer y una significativa
reduccion de todas las causas de mortalidad en el grupo experimental [285]. Este estudio fue el
primer ensayo cientifico no-observacional que demostrd los beneficios de la dieta mediterranea
sobre la salud, cuyos resultados ilustraron la potencial importancia de los patrones dietéticos que
enfatizan el consumo de frutas, verduras, pan, cereales, y pescado, asi como del &cido a- linolénico
(18:3 n-3) en la dieta.

Mas recientemente, el estudio PREvencion con Dieta MEDiterranca (PREDIMED) [286]
realizado por investigadores espafioles entre los afios 2003 y 2011, fue disefiado para demostrar que
la dieta mediterranea es mejor con respecto a una dieta baja en grasa como intervencién primaria
para la prevencion de ECV. Se trata de un estudio de intervencion nutricional mediante el cual se
evalud los efectos a largo plazo de la dieta mediterranea sobre la incidencia de ECV en hombres y
mujeres con una media de edad de 67 afios. Todos ellos presentaron elevado riesgo de ECV,
ademas de DMT2 o al menos tres de los siguientes factores de riesgo: fumadores, sobrepeso u
obesidad, hipertension, dislipidemia, e historial familiar de eventos tempranos de ECV. Los 7447
participantes del estudio fueron distribuidos de forma aleatoria en una de las tres dietas
experimentales: 1) dieta mediterranea suplementada con aceite de oliva virgen extra (AOVE) (un
minimo de 50 ml AOVE/dia por participante); 2) dieta mediterranea suplementada con frutos secos
(30g/dia: 15 g de nueces, 7.5 g de almendras y 7.5 g de avellanas); y 3) dieta control baja en grasa.
El “end-point” primario preestablecido al comienzo del estudio fue un incidente cardiovascular
(compuesto por: infarto de miocardio (IM)/IM no fatal, derrame cerebral no fatal o muerte por

ECV). Los secundarios incluyeron mortalidad total, DMT2, sindrome metabdlico, enfermedad
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arterial periférica, fibrilacion atrial, enfermedades neurodegenerativas y canceres mayores. Al
evaluar el efecto de la adherencia a la dieta mediterranea con respecto a la incidencia de los “end
points” primarios de ECV establecidos durante los mas de siete afios de seguimiento obtuvieron un
efecto bastante remarcable. El estudio PREDIMED mostré por primera vez que la dieta
mediterranea suplementada con AOVE o frutos secos es util como intervencion primaria de ECV,
enfermedad arterial periférica, fibrilacion arterial y DMT2 en individuos con elevado riesgo, ya que

proporcionaba una reduccion de un 30% del riesgo de desarrollar ECV [286, 287] (figura 7).

Dieta control
.06

Med + nueces

&

b

Med +AOVE

.00 T T T | T | T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Anos de seguimiento
Figura 7. Incidencia de eventos cardiovasculares en los 7447 participantes del estudio PREDIMED

Incidencia de los “ends points” cardiovasculares

durante mas de cinco afios de seguimiento. El “end-point” primario fue una composicion de infarto de
miocardio, derrame cerebral y/o muerte cardiovascular. Med: Dieta mediterranea; AOVE, aceite de

oliva virgen extra; N: nueces. Grafico extraido de Estruch et al. (2013) [287].

Ademas, en subestudios desarrollados también por los investigadores del estudio PREDIMED, se
hizo evidente que gracias al consumo de la dieta mediterranea suplementada tanto con AOVE como
con frutos secos, era posible revertir el sindrome metabdlico y reducir la presion sanguinea y riesgo

de hipertension [288] asi como ralentizar la progresion de aterosclerosis [289].
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Aunque los mecanismos de proteccion frente a las ECV mediante la adherencia a los
patrones alimentarios de la dieta mediterranea no son del todo comprendidos, la riqueza de este
patrén dietético en moléculas antioxidantes capaces de modular sistemas enzimaticos [290] y
antiinflamatorias [291], parece ser una de sus cualidades mas importantes. Una de las caracteristicas
mas destacables de la dieta mediterrdnea es que aproximadamente el 85% del total de los lipidos
consumidos en la dieta mediterranea esta representado por el aceite de oliva, el cual contiene
fundamentalmente MUFA en forma de acido oleico en su composicion. La investigacion de la
contribucion del aceite de oliva sobre los efectos beneficiosos para la salud aportados por la dieta
mediterranea ha demostrado que el aceite de oliva tiene una influencia beneficiosa sobre un amplio
rango de procesos y factores de riesgo [292] y por tanto es reconocido como un elemento clave en

su caracter cardioprotector [293].

3.2 El aceite de oliva

Las grasas de origen vegetal han acompafiado al hombre desde siempre con usos tan
diversos que van desde la cocina hasta la iluminacion, pasando por su uso cosmético. Pero sin duda,
la grasa que mas ha destacado debido a sus importantes beneficios sobre la salud, ademas de por sus
cualidades organolépticas tan valoradas hoy dia en el campo de la gastronomia, ha sido el aceite de
oliva. El aceite de oliva llego a convertirse, junto al pan y al vino, en uno de los pilares de la dieta
mediterranea y, desde el siglo XI que llego el olivo al sur de la peninsula hasta hoy, tanto la oliva
como el aceite que de ella se extrae, son considerados una extraordinaria fuente de vida, economia

y salud.

De acuerdo con la Regulacion EC no. 1638/98 OJEC 210 de 28/7/98, el aceite de oliva
virgen (AOV) es aquel que se obtiene directamente de las olivas recolectadas del arbol del olivo
(Olea europaea) mediante un proceso de presion mecanica, u otro proceso fisico que no cause la
alteracion del aceite. Ademads, no ha de tener mas tratamiento de purificacion que el lavado, la
decantacion, la centrifugacion en 3 fases (tradicional) o en 2 fases (ecologico), y el filtrado. Esta
categoria no incluye aceites que han sido obtenidos mediante el uso de solventes o por procesos de
re-estirificacion o alguna otra mezcla con aceites de caracteristicas diferentes. EIl AOV obtenido de
esta manera es un producto natural, fresco, que conserva el sabor, los aromas y las vitaminas del

fruto.

55



Una vez conseguido este requisito inicial, para que el aceite pueda obtener la etiqueta
“extra”, el aceite debe reflejar los aromas y sabores propios del fruto del que proviene, lo que se
representa mediante una graduacion organoléptica igual o mayor de 6.5 y con un maximo de acidez
de 1° (1 g de AG libres por cada 100g). E1 AOVE, como producto totalmente natural, es un reflejo
directo de la variedad de aceituna de la que proviene, de la tierra donde se ha cultivado, del clima,

de la cultura y de la forma de vivir y trabajar de su lugar de origen [294].

El AOV tiene un méaximo de acidez de 2° (2 gramos de AG libres por 100 g). Aquellos
aceites por encima de este valor se denominan “lampantes” y requieren ser refinados y combinados
con AOV antes de ser comercializados. El AOV difiere poco en su composicion de AG con la de los

aceites refinados, aunque si tiene importantes diferencias en sus componentes menores [294].

3.2.1 Composicion del aceite de oliva

Los componentes del aceite de oliva pueden dividirse en dos grandes fracciones de acuerdo
a su capacidad de formar jabones cuando son tratados con una base fuerte. La fraccion
saponificable estd representada principalmente por TG, que constituyen aproximadamente el 99%
del aceite, y en segundo lugar por AG libres, mono- y diacilgliceroles. Los compuestos menores
biologicamente activos del aceite constituyen solo el 1-2% de la composicion total del aceite de
oliva, aunque juegan un papel muy importante en las propiedades saludables del aceite de oliva.
Estos compuestos menores se clasifican a su vez en dos subgrupos: (a) la fraccion insaponificable,
descrita como la fraccion extraida con solventes tras la saponificacion del aceite que incluye
hidrocarburos, tocoferoles, alcoholes grasos, triterpenos, esteroles y pigmentos; y (b) la fraccion

soluble, que incluye los compuestos fenolicos [295].

Los AG presentes en el aceite de oliva son principalmente los acidos palmitico (C16:0),
palmitoleico (C16:1), estearico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2), y linolénico (C18:3). Los
acidos miristicos (C14:0), heptadecanoico (C17:0), y eicosaenoico (20:0) se encuentran en muy
poca cantidad. El &cido oleico, un MUFA, es el principal componente del aceite de oliva, pues su
contenido representa el 50-80% del total de AG. Sin embargo, su concentracion asi como la de otros
AG vy la cantidad de los componentes menores, varia dependiendo de la zona de produccion,
condiciones ambientales y fase de recoleccion de la fruta [296, 297]. Segun esto, hay variedades
como el aceite Picual con un contenido del 75% de acido oleico y menos del 5% de acido linoleico,

y otras como el aceite Blanqueta con tan solo el 55% de acido oleico y el 20% de 4cido linoleico.
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Estas remarcables diferencias entre variedades de AOV tienen efectos relevantes en las propiedades
saludables atribuidas al aceite de oliva, como demostr6 el estudio realizado por Quintero-Florez et
al. [298].

3.2.2 El aceite de oliva como elemento clave del caracter cardioprotector de la dieta

mediterranea

El consumo de aceite de oliva ha demostrado tener propiedades protectoras antiinflamatorias
y antioxidantes [290, 291], contribuyendo a contrarrestar el desarrollo y progresion de
enfermedades asociadas con un estado de inflamacion crénica de bajo grado [293, 299]. Esto es
particularmente beneficioso en poblaciones con un elevado riesgo cardiovascular (hipertensivas e

hipercolesterolémicas).

El perfil lipidico del aceite de oliva es el principal responsable de tales cualidades gracias al
elevado contenido de acido oleico [300, 301]. Sin embargo, los efectos beneficiosos del aceite de
oliva en la prevencion del desarrollo de ECV no deben atribuirse tnicamente a su perfil lipidico.
Los compuestos menores que se encuentran en el AOV, aunque en proporciones limitadas en
comparacion con los AG, son cruciales no solo en términos de estabilidad y protecciéon del AOV
frente a la auto-oxidacion, sino también porque le confieren importantes actividades biologicas
[301, 302].

3.2.2.1 Los MUFA del aceite de oliva v sus propiedades beneficiosas en la reduccion del

riesgo de ECV

Hoy en dia estd mas que reconocida la fuerte correlacion existente entre el consumo de SFA,
colesterol plasmatico y la mortalidad por ECV. Este hecho ha sido suficiente para persuadir a los
profesionales sanitarios de que el elevado consumo de SFA era el responsable de los elevados
niveles de muerte cardiovascular en las sociedades occidentales de aquel momento [303],
especialmente entre individuos con sobrepeso u obesos [304]. Por el contrario, se ha demostrado
que el consumo de dietas con alto contenido de grasa pueden ser incluso beneficioso siempre y

cuando estén enriquecidas en MUFA [304].
Los efectos antiaterogénicos proporcionados por MUFA han sido ampliamente
documentados. Sus mecanismos de accion contribuyen no solo a reducir la inflamacién, sino que

también colaboran en la reduccion de dislipidemia, hipertension, hiperglicemia, resistencia a la
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insulina y obesidad abdominal, siendo todos ellos factores de riesgo criticos que contribuyen con el

sindrome metabolico y las enfermedades cardiovasculares ateroscleroticas [293, 305] (figura 8).

Dislipidemia aterogénica
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HDL<40 mg/dl hombres
0 50 mg/dl mujeres
(= Sind
Obesidad Abdominal ) in ro,rr_le
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Figura 8 Mecanismos de accion de los MUFA ingeridos con la dieta en la reduccién de los factores de riesgo

del sindrome metabdlico y el desarrollo de enfermedades cardiovasculares ateroscleroticas asociadas [305].

a) Los MUFA y su influencia sobre el proceso inflamatorio

Un proceso inflamatorio prolongado estd involucrado en el inicio, progresion y etapas
finales de la aterosclerosis [159]. Si ademas hay presentes otros factores como la
hipercolesterolemia, hiperlipidemia y la hipertension, éstos causan a su vez la activacion del
endotelio vascular, lo que perpettia la liberacion de mediadores inflamatorios, y mantiene activa la
migracion de monocitos al foco de la lesion, permitiendo la evolucion de la placa de ateroma. Por

tanto, reducir la respuesta inflamatoria es crucial para prevenir los eventos ateroscleroticos.



Un buen ntimero de estudios han demostrado que el consumo de AOV tiene efectos
antiinflamatorios. Salas-Salvado et al. [291] encontraron que, en situacion de elevado riesgo
cardiovascular, los sujetos con los niveles de consumo de AOV mas elevados presentaban los
niveles mas bajos de VCAM-1, ICAM-1, IL-6 y PCR. En otro estudio en el que particip6é un grupo
de pacientes con sindrome metabdlico, observaron tras dos afios de seguimiento, que los sujetos que
se adhirieron a la dieta mediterranea enriquecida con aceite de oliva, también resultaron tener
menor concentracion plasmatica de PCR, IL-6 y otras citoquinas inflamatorias al contrastarlos con
el grupo control que no consumid AOV [306]. Resultados similares se han observado en otros
ensayos clinicos realizados, como fue el desarrollado por Mena et al.[307], aunque Estruch et al.
solo identificaron la reduccién de citoquinas en en el grupo de hombres hipercolesterolémicos
[308]. Es importante mencionar que no solo las personas con riesgo de desarrollar ECV pueden
beneficiarse de las propiedades antiinflamatorias aportadas por el AOV, sino que también
individuos sanos han visto mejorada la respuesta inflamatoria tras un consumo de aceite de oliva.
En poblaciones de sujetos sanos, se ha observado que la composicion de particulas LDL se ha visto
enriquecida en 4cido oleico después de ingerir AOV [309] y, con ello, se reduce su capacidad para

inducir la quimiotaxis de monocitos y la adhesion de monocitos al endotelio [310].

La lipemia postprandial tiene efectos inflamatorios, por lo que varias investigaciones en
humanos se han centrado también en el estudio de la respuesta inflamatoria durante esta fase [311].
Tras la administracion de una comida con aceite de oliva como principal fuente de grasa a
voluntarios sanos, hipercolesterolémicos e hipertrigliceridémicos, se ha detectado una reduccion en
la concentracion sérica de moléculas de adhesion, incluyendo ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina
durante el periodo postprandial, en comparacion con la linea basal o con la fuente de grasa
alternativa de la dieta control (mantequilla, aceite de girasol alto palmitico o PUFA n-3) [312, 313].
También se ha demostrado que una dieta enriquecida en AOV es capaz de causar una significativa
reduccion de los niveles sanguineos de tromboxano B,y LTB4[314]. Es mas, se ha observado que la
induccién de la expresion de ARNm de TNF-a en células de macréfagos periféricos sanguineos
(PBMC:s) aisladas en el periodo postprandial era menor en sujetos sanos que previamente habian
consumido un desayuno que contenia aceite de oliva o frutos secos en comparacion con el grupo de
sujetos cuyo desayuno contenia mantequilla [315]. Asimismo, ha sido demostrado que NF-kB, un
factor de transcripcién que controla la expresion de genes responsables de numerosos procesos
proinflamatorios, incluyendo TNF-a, IL-6 y MCP1 [316] es activado en monocitos tras una comida
que contiene mantequilla o frutos secos, mientras que una comida que contiene aceite de oliva no

causa tal efecto [312].

59



Trabajos realizados con animales han proporcionado igualmente una importante evidencia
de los efectos antiinflamatorios del aceite de oliva. En ratas, se ha demostrado que la administracion
de una dieta con un 20% de su composicion de aceite de oliva, es capaz de reducir la actividad de
las células natural killer [317]; la suplementacion de la dieta con un 10% de aceite de oliva reduce
la susceptibilidad de las lipoproteinas a la oxidacidon en animales hipercolesterolémicos [318]; y la
produccion de ROS y PGE2 también se redujo en neutrdfilos tras ser alimentadas con un 15% de
aceite de oliva con respecto a las que se alimentaron con una dieta baja en grasa durante dos meses
[319]. Mas aun, los niveles de secrecion de mediadores inflamatorios como TNF-a, IL-6, IL-1P y
PGE2 por macrofagos peritoneales murinos estimulados por liposomas aislados de ratones
alimentados con 15-20% de aceite de oliva durante ocho semanas fueron también menores [317,
319].

Numerosos estudios in vitro también han proporcionado importantes resultados con respecto
a la capacidad de modulacion del proceso inflamatorio por el acido oleico en cultivos de células
endoteliales humanas. Se ha demostrado la capacidad del 4cido oleico para reducir los niveles
intracelulares de ROS, la expresion de moléculas de adhesion y la activacion transcripcional de NF-
kB cuando este AG es afiadido a los cultivos celulares. Ademas, se ha visto reducida la induccion de
la expresion de VCAM-1 y E-selectina por parte de particulas LDL-ox aisladas directamente de
sujetos que consumieron una dieta suplementada con aceite de oliva en comparacion con los que
consumieron SFA [301, 310, 311]. Adicionalmente, la quimiotaxis de monocitos y la adhesion
endotelial de las células se incrementa ante su exposicion a liposomas que contienen acido
linoleico, mientras que este efecto es casi nulo cuando el 4cido linoleico es reemplazado con acido
oleico 350 [320]. Esta accion antiinflamatoria del 4cido oleico ha sido atribuida a su baja capacidad
de oxidacion con respecto al acido linoleico, el cual puede ser reemplazado en la composicion de
las lipoproteinas por acido oleico en aquellos individuos que consumen una dieta rica en aceite de

oliva [309].

b) Los MUFA y su influencia sobre el perfil lipidico plasmatico

La dislipidemia, uno de los componentes del sindrome metabolico, ha sido asociada con
varias patologias inflamatorias, entre ellas la aterosclerosis [321]. El contenido graso de los
alimentos juega un papel imprescindible en la modulacion del perfil lipidico plasmatico y en la
determinacion del riesgo de enfermedades cardiovasculares, asi como en favorecer la reversion de

enfermedades.
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La capacidad del aceite de oliva para ayudar a proteger frente al desarrollo de la
aterosclerosis incluye entre sus acciones la modificacion del perfil lipidico a uno menos
aterogénico, que consiste en un aumento de la concentracion de colesterol unido a HDL (HDL-c) y
una disminucion de LDL-c, TG y colesterol total, ademas de la reduccion de lipoproteinas oxidadas

[322].

Desde los afios 90, se han realizado varios meta-analisis que han confirmado que los MUFA
y PUFA de la dieta tienen un efecto comparable en la reduccion de los niveles de colesterol [310,
311, 323]. Desde que en estudios como el llevado a cabo por Hu et al. demostraran que la
sustitucion del 5% de los SFA de la dieta por 4cidos grasos insaturados resulta en una reduccion del
43% en ECV [324], cada vez hay mayor interés en incrementar la cantidad de MUFA y PUFA en la
dieta, y reducir el consumo de SFA. De hecho, el reciente estudio PREDIMED dej6 bien claro que
la dieta mediterranea suplementada con el AOVE o nueces, ambos fuente de grasas insaturadas, se
asocia con una mejora del perfil lipidico plasmatico [322].Otros estudios clinicos en humanos
demostrado también el efecto del consumo de MUFA y PUFA en la mejora de los ratios colesterol
total/ HDL-c [325] y TG/HDL-c [322] debido a una reducciéon en los niveles de LDL-c. Sin
embargo, a pesar de los beneficios cardiovasculares aportados por los PUFA, su consumo ha sido
limitado a menos del 10% de la energia diaria ingerida. Paradojicamente, se ha observado que los
PUFA pueden generar a su vez efectos adversos potenciales que incluyen la reduccion de los
niveles de HDL-c y el incremento de la susceptibilidad de las LDL-c a la oxidacion [326, 327], por
lo que no conviene abusar de ellos. En cambio, el consumo de MUFA ha demostrado reducir los

niveles de HDL-c menos frecuentemente [325, 328].

Las lipoproteinas plasmaticas pueden sufrir modificaciones como la oxidacion, que
potencian su efecto dafiino sobre el endotelio vascular y las hace mas propensas a ser incorporadas
por los macréfagos [329]. Un abundante niimero de estudios en humanos y animales han sugerido
que el consumo de aceite de oliva reduce el estrés oxidativo, lo que ha sido en parte atribuido a su
contenido de 4cido oleico. Puesto que el Uinico doble enlace de los MUFA hace que la formacion de
dienos conjugados sea menos favorable, es de esperar que las particulas LDL ricas en oleato sean
mas resistentes a la oxidacion que las LDL ricas en PUFA [330]. Este hecho fue demostrado por
Cicero et al. en el estudio EUROLIFE [331], cuyos resultados publicados en el afio 2008 mostraron
que gracias a la suplementacion diaria de la dieta con 25 ml de aceite de oliva se incrementd el
contenido de 4cido oleico de las LDL, lo que se asocié con una reduccion del daio oxidativo de los

lipidos. Asimismo, Moreno et al. [332] demostraron que una dieta rica en MUFA reduce a su vez la
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captacion de las particulas LDL-ox por macrofagos, contribuyendo a disminuir la formacion de

células espumosas, uno de los eventos tempranos y clave en la aterogénesis

¢) Los MUFAy su efecto sobre el desarrollo o reversion de la obesidad

Las recomendaciones nutricionales realizadas para el tratamiento de la obesidad han
mostrado generalmente un especial énfasis en la importancia de reducir todo el contenido graso de
la alimentacion, y han promovido su reemplazo por carbohidratos. Sin embargo, cada vez es mas
evidente que dietas como la mediterranea, con un alto contenido graso procedente del aceite de
oliva, pueden ser alternativas efectivas a las tradicionales dietas bajas en grasa para una pérdida

inicial de peso en personas obesas [333].

Un meta-analisis de 21 estudios epidemioldgicos realizado sobre la dieta mediterranea y la
obesidad reveld que no existe documentacion alguna que reporte un incremento significativo de
obesidad en respuesta a la dieta mediterrdnea, a pesar del elevado consumo de grasa procedente del
aceite de oliva asociado a ella. De hecho, cerca de la mitad de esos estudios proporcionaron
evidencia cientifica de que la adherencia a estos patrones alimentarios estd asociada con una
pérdida de sobrepeso/obesidad o promocion de pérdida de peso [334]. Entre ellos, se encontraron el
estudio EPIC (Investigacion Europea Prospectiva en Céancer y Nutricion) [335] y el estudio
PREDIMED [308]. Este ultimo, puso ademds de manifiesto que una intervencion nutricional con la
dieta mediterranea, con alto contenido de MUFA, en personas con adiposidad abdominal, el tipo de
obesidad conocido mas perjudicial, era capaz no solo de contrarrestar los elevados riesgos
cardiovasculares asociados con el incremento de adiposidad [287, 336], sino que mostr6 una

pérdida de peso después de tres meses de su consumo [308].

El Proyecto SUN (Seguimiento Universidad de Navarra) [304], llevado a cabo por el equipo
de Martinez-Gonzalez de la Universidad de Navarra y publicado en el afio 2015, es otro de los
estudios cuyos resultados coinciden con los de PREDIMED, gracias a la virtud de la dieta
mediterranea para contribuir a reducir el IMC y la circunferencia de la cintura. En este estudio se
analiz6 la relacion de la dieta o estilo de vida con la incidencia de varias enfermedades cronicas y la
mortalidad. Evaluaron la relacion entre la obesidad y la incidencia de los mayores eventos clinicos
cardiovasculares segun varias categorias o niveles de adherencia a la dieta mediterranea, en una
muestra de 19,065 hombres y mujeres obesos o con sobrepeso, de 38 afios de edad media y bajo

riesgo de enfermedad cardiovascular al inicio del estudio. Tras un seguimiento de 10.9 afos, se
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detect6 un riesgo de sufrir eventos cardiovasculares un 57% menor en aquellos participantes con la
adherencia mas alta a la dieta mediterranea. Estos resultados confirmaron que adoptar los habitos
alimentarios de la dieta mediterranea puede contrarrestar algunos de los efectos cardiovasculares
adversos causados por el sobrepeso/obesidad gracias a sus efectos antiinflamatorios [205], aunque
no solo en personas de avanzada edad con elevado riesgo cardiovascular, sino también en personas

jovenes, sanas y de alto nivel educativo.

Varios estudios de intervencion clinica han comparado el efecto logrado sobre la pérdida de
peso o ausencia de ganancia de peso corporal asociado a la dieta mediterranea con otras dietas que
tradicionalmente se recomiendan adoptar. Iris Shai et al. [337] analizaron el efecto sobre la pérdida
de peso en 322 pacientes que adoptaron una dieta con bajo contenido graso, otra con bajo contenido
en carbohidratos, y la dieta mediterranea, tras un seguimiento de dos afios. Aunque todos los grupos
perdieron peso, la mayor reduccion se detectd en los grupos que consumieron la dieta con bajo
contenido de carbohidratos (con una pérdida de 4.7 kg de media) y la mediterranea (con una
pérdida de 4.4 kg de media). En cambio, con el consumo de la dieta de bajo contenido graso, solo
se logro una pérdida 2.9 kg de media. Esta ausencia de una pérdida significativa de peso corporal
asociada a una dieta de bajo contenido graso también se observo el ensayo clinico Women's Heath
Initiative Diet Modification Trial (WHI DMT) [338], lo que sugiere que la adherencia a la dieta
mediterranea enriquecida con AOV es una mejor opcion para perder peso que adoptar una dieta baja

€n grasa.

Se ha propuesto que esta ausencia de ganancia de peso y la mejora de la condicion de
sobrepeso u obesidad podria ser debida al incremento de la oxidacion postprandial de las grasas, la
termogénesis inducida por la dieta y, fundamentalmente, por el gasto energético estimulado por el

consumo de aceite de oliva [339] y su efecto saciante [340].

d) Los MUFA, la resistencia a la insulina y la diabetes mellitus tipo-2

La calidad de las grasas procedentes de la dieta parece ser determinante en el efecto de la
dieta sobre la sensibilidad a la insulina. De la misma manera que ocurre con los niveles en
circulacion de lipidos, los SFA han mostrado alterar el control glicémico y la sensibilidad a la
insulina [341]. Asi pues, el reemplazo de los SFA procedentes de la dieta por carbohidratos o
MUFA ha permitido obtener importantes mejoras en la sensibilidad a la insulina y respuesta
glicémica tanto en individuos predispuestos a desarrollar RI [342, 343] como en personas sanas
[344, 345].
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En el desarrollo de la DMT2, las células B-pancredticas que secretan insulina para
contrarrestar los picos postprandiales de glucosa en sangre, se ven saturadas y, como resultado,
comienzan a fallar a la hora de proporcionar de manera efectiva los niveles de insulina necesarios
para regular los niveles de glucosa. El consumo de dietas enriquecidas en MUFA ha mostrado
ejercer una accion directa sobre la funcion de las células B-pancreaticas [346]. En 1988 ya se
demostré que la administracion de una dieta con alto contenido graso, enriquecida en MUFA (33%
de la energia total) a pacientes con DMT2, resultd en una reduccion de los requerimientos de
insulina y una reduccion de la concentraciéon de glucosa en plasma con respecto a aquellos que
consumieron una dieta de bajo contenido graso (25% de la energia total) pero alto en carbohidratos
(60% de la energia total) [347].

Otro estudio que apoya el efecto beneficio de los MUFA en la reduccion de la RI fue el
realizado en el afio 2008 por Lopez S et al. [348], cuyos datos obtenidos revelaron que los MUFA
mejoraron la sensibilidad a la insulina y la funcién de las células B-pancreaticas en los 14 hombres
sanos que participaron en el ensayo clinico en comparaciéon con los SFA, observandose una
reduccion linear directa en la RI a medida que se sustituia SFA por MUFA [348]. De hecho, el
estudio llevado a cabo en Pizarra por el grupo de Rojo-Martinez et al. en 2006 [349] mostré que los
MUFA de la dieta procedentes del aceite de oliva y los PUFA contribuyen a la variabilidad de la
funcion de las células B-pancreaticas. El enriquecimiento de las membranas celulares con acido
oleico a través de su consumo con la dieta también contribuye a reducir la RI. Ryan et al. [350]
examinaron la relacion entre los cambios en la composicion de AG de la membrana celular y el
transporte de glucosa, y encontraron una reduccion en la RI cuando una dieta rica en acido linoleico

se cambiaba por una rica en acido oleico.

e) Los MUFA y su influencia sobre la presion arterial

La hipertension es la causa prevenible mas importante de las enfermedades
cardiovasculares y accidentes cerebrovasculares del mundo. Si no se controla, puede provocar un
infarto de miocardio, un ensanchamiento del corazén y, a la larga, una insuficiencia cardiaca. Los
vasos sanguineos pueden desarrollar protuberancias (aneurismas) y zonas débiles que los hacen mas
susceptibles de obstruirse y romperse. También puede ocasionar que la sangre se filtre en el cerebro
y provoque un accidente cerebrovascular, e incluso provocar deficiencia renal, ceguera y deterioro

cognitivo.
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Las probabilidades de sufrir un infarto de miocardio, un accidente cerebrovascular o
insuficiencia renal a consecuencia de la hipertension, se pueden incrementar por otros factores
como el consumo de tabaco, una dieta poco saludable, el uso nocivo del alcohol, la inactividad
fisica y la exposicion a un estrés permanente, asi como la obesidad, el colesterol alto y la diabetes

mellitus (OMS).

En la literatura cientifica se pueden encontrar estudios epidemioldgicos y clinicos que
corroboran el efecto beneficioso que tiene el consumo de dietas con elevado contenido en MUFA
procedente del aceite de oliva sobre la presion arterial. Es el caso del meta-analisis realizado en el
afio 2011 por Schwingshackl et al. [351], a través del cual investigaron los efectos a largo plazo (>6
meses) de dietas con elevado contenido en MUFA (>12% MUFA) frente a dietas con bajo contenido
en MUFA (<12%MUFA) sobre los factores de riesgo cardiovasculares. Sus resultados mostraron
que las dietas ricas en MUFA reducen significativamente la masa grasa y la presion arterial sistolica
(PAS) y diastdlica (PAD). Estos hayazgos coincidian con los obtenidos previamente en el estudio
EPIC-NL [352]. A lo largo del estudio, los participantes mostraron una reduccion del 44% del
riesgo de mortalidad por ECV, y una menor incidencia de cardiopatias, entre otras cosas, gracias a
la prevencion de la hipertensién en la poblacion que participé en el ensayo. Ademads, se hizo
evidente una relacion inversa entre el ratio MUFA:SFA en sangre y la presion sanguinea arterial, lo

que corroboro el efecto del acido oleico en la reduccion de la presion sanguinea [353].

El proyecto SUN también reveld que la ingesta de aceite de oliva durante un tiempo
promedio de 28.5 meses estaba asociado con una reduccion en la incidencia de la hipertension,

aunque unicamente en la poblacion masculina que particip6 en el estudio [304].

El efecto hipotensivo del aceite de oliva ha sido comparado con dietas ricas en SFA o PUFA,
asi como otras fuentes con alto contenido en MUFA distintas al aceite de oliva como es el aceite de
girasol alto oleico. La adherencia a dietas con alto contenido en MUFA reducen la presion arterial
en comparacion con dietas ricas en SFA [310], y aunque el consumo de PUFA también logra reducir
la presion arterial, este efecto es mayor con las dietas ricas en MUFA. Ferrara et al. [354] revelaron
con su estudio que los pacientes a los que se les administro aceite de girasol (una fuente rica de
PUFA) con la dieta, necesitaron mas medicacion para controlar su hipertension que aquellos a los
que se les dio una cantidad equivalente de aceite de oliva. Y cuando se ha comparado el consumo de
aceite de oliva con el de aceite de girasol alto oleico, ambos con un contenido similar de MUFA,

sobre un grupo de mujeres hipertensivas de elevada edad, se ha detectado que el AOV consumido
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sigue siendo mas efectivo en reducir la presion sanguinea [355]. Esto parece sugerir que los
micronutrientes en el aceite de oliva juegan una parte importante en su efecto beneficioso sobre la

hipertension.

Los mecanismos a través de los cuales el aceite de oliva reduce la presion sanguinea no
estan del todo claros, pero deben estar relacionados con las alteraciones estructurales y funcionales
que sufren las membranas de los eritrocitos en caso de hipertension [355, 356], asi como con
cambios en la composiciéon de AG de las membranas plasmaticas de las células del endotelio
vascular de la aorta [354]. Ademads, las propiedades antioxidantes de los MUFA y de los
componentes menores del aceite de oliva como los compuestos fenolicos, deben también contribuir
a reducir la produccion de ROS e incrementar la disponibilidad de NO, permitiendo asi una mejora
de la funcion endotelial [310, 357].

f) Los MUFA, la composicion lipidica de las lipoproteinas aterogénicas y su influencia en la

formacion de células espumosas

El tamafio y composicion de las nuevas particulas de QM sintetizadas, asi como de los QMr,
dependen del tamafio y composicion de las goticulas lipidicas formadas en el interior del enterocito,
lo cual viene determinado por la composicion de los lipidos absorbidos de la dieta [74]. La
presencia de determinados AG en las lipoproteinas aterogénicas, y la proporcion en la que se
encuentran con respecto a los AG totales, tiene una importante repercusion en el desarrollo de la
placa ateroesclerdtica, ya que ésto influye sobre las diferentes vias de incorporacion de las
lipoproteinas en los macrofagos, y por tanto, sobre la formacion de células espumosas [298, 358].

Uno de los estudios que ha corroborado la influencia del grado de saturacion de los AG
componentes de la particulas sobre su interaccion con los receptores celulares de superficie de los
macrofagos fue realizado por De Pascale et al. [358]. En ¢l, estudiaron el efecto de particulas de
QMr artificiales enriquecidas con AG con diferentes grados de saturacion: SFA, MUFA, PUFA n-6,
y PUFA n-3, sobre la formacion de células espumosas derivadas de macréfagos THP-1.Esos AG
fueron obtenidos mediante la incorporacidon de TG aislados de aceite de palma, oliva, maiz, y
aceites de pescado, respectivamente. Estos autores mostraron que las particulas artificiales de QMr
que fueron sintetizadas con SFA o MUFA eran incorporadas por los macréfagos mas rapidamente
que las enriquecidas en PUFA n-6 o n-3, ademds de que aquellas enriquecidas en SFA fueron las
que indujeron la mayor incorporacion lipidica en el interior de las células. Esos mismo resultados

fueron obtenidos posteriormente en el trabajo experimental realizado por Quintero-Florez et al.
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[298]. Tales revelaciones pusieron de manifiesto que existen factores que influyen en la
incorporaciéon de las particulas QMr, unas de las lipoproteinas mas aterogénicas, por los
macrofagos, y su tamafo de particula y composicion de AG parecen ser relevantes en el proceso de
captacion y acumulacion de lipidos [359]. Este hecho, a su vez, es determinante para la
acumulacion de colesterol y TG en los macréfagos, afectando a su metabolismo y modulando de su
perfil aterogénico [360].

g) Los MUFA y la modulacion de los niveles de expresion de genes involucrados en la

formacion de células espumosas

El contenido lipidico de los alimentos tiene la capacidad de modular los niveles de
expresion génica y proteica y, en consecuencia, la produccion de metabolitos, y la modulacion de la
expresion genética juega indudablemente un papel importante en la prevencion de la aterosclerosis.
Este es un hecho del que tenemos conocimientos desde hace relativamente poco tiempo gracias a
los avances cientificos en el campo de la nutrigenomica, la ciencia que estudia la interaccion entre

los componentes dietéticos de los alimentos y los genes.

En los ultimos afios, estan siendo publicados estudios que estan demostrando la capacidad
de los MUFA para modular la expresion de genes proaterogénicos involucrados en la inflamacion
vascular [226, 361], reclutamiento de monocitos en el lugar de la lesiéon y la modulacion de los

niveles de sintesis de marcadores de inflamacion [308].

Ademéds, se ha sugerido que uno de los efectos saludables del aceite de oliva en la
proteccion frente a la aterosclerosis puede ser la reduccidon de la capacidad de los macrofagos
presentes en la lesion aterosclerdtica de incorporar lipoproteinas. Esto es posible gracias a la
capacidad de los MUFA y polifenoles que contiene para modular los niveles de expresion de
receptores de superficie tanto en humanos [226], como en ratones [362], reduciendo asi la

formacion de células espumosas y los eventos tromboticos [361].

En el estudio desarrollado por Llorente-Cortés et al. [226], se evalud el efecto de la dieta
mediterranea sobre la expresion de genes proaterogénicos en poblaciones con elevado riesgo
cariovascular. Sus resultados indicaron que la dieta mediterranea enriquecida en AOV prevenia de
forma especifica la sobreexpresion de LRP-1, uno de los receptores de mayor importancia en la
formacion de células espumosas, lo que ha sido confirmado por otros estudios in vivo [363, 364]
como in vitro [365, 366]. De hecho, pacientes con obstrucciones coronarias mostraron tener una

expresion alterada del receptor LRP-1 en células sanguineas mononucleares [367, 368]. Uno de los
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factores de riesgo aterosclerdtico que contribuye a la sobreexpresion de LRP-1 es la
hipercolesterolemia [369]. Sin embargo, en dicho estudio no encontraron la existencia de una
correlacion entre la expresion de LRP-1 y los niveles de LDL-c, lo que sugiere que el efecto de
AOV en la expresion de LRP-1 no fue causado por una reduccioén en los niveles de colesterol

plasmatico [226].

Los mismos autores han encontrado un efecto especifico sobre los niveles de expresion del
receptor CD36 causado por el contenido PUFA de los alimentos, en este caso de nueces,
promoviendo la acumulacion de TG intracelular. Estos resultados son ademas corroborados por
otros grupos de investigacion [370]. El proceso por el que los PUFA inducen la sobreexpresion de
CD36 es debido a que las grasas poliinsaturadas estimulan la expresion de CD36 a través de un
mecanismo dependiente de PPAR [371, 372].

Otros estudios in vitro llevados a cabo en monocitos THP-1, han propuesto que una dieta
rica en 4cido oleico puede prevenir el exceso de acumulacion lipidica mediante la reduccion de la
expresion del receptor de la apolipoproteina B48 [373]. Y estudios in vivo realizados en ratones a
los que se les alimentd con una dieta rica en aceite de oliva obtuvieron una menor expresion de

SRA1, SRA2, CD36 en macréfagos [362].

Los SFA de la dieta han mostrado también alterar los niveles de sintesis de LDLR. Mustad
et al. [374] demostraron que mediante la reduccioén del contenido de SFA de la dieta, existia una
mayor expresion de LDLR en células mononucleares, disminuyendo asi la retirada de lipoproteinas
aterogénicas de la circulacion. De esta manera, sus resultados mostraron el caracter aterogénico de
los SFA, que colaboran en que haya un mayor nivel de LDL en circulacion, incrementandose el

riesgo de desarrollar aterosclerosis.

3.2.2.2 Los componentes menores_del aceite de oliva v _su accion protectora frente al

desarrollo de la aterosclerosis

Ademas de los MUFA, el AOV contiene muchos componentes menores con propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias que merecen una especial atencion dado el potente caracter
propector que proporcionan frente a la aterosclerosis. Estos compuestos altamente bioactivos
pertenecen a la fraccidon insaponificable y soluble del aceite de oliva, y estdn presentes en

concentraciones menores, del rango de mg/kg. Es importante tener en cuenta que solo el AOV

68



contiene compuestos menores y no se encuentran en el aceite refinado ya que la mayoria de ellos

son eliminados como resultado del proceso de refinado al que son sometidos [375].

a) Efecto de los Fitoesteroles.

Los fitoesteroles representan una gran proporciéon de los componentes menores
insaponificables de todos los aceites vegetales, incluyendo el AOV. El principal esterol encontrado
en el AOV es B-sitoesterol, cuyo contenido es de 683-2600 mg/kg (Benitez-Sanchez et al, 2003), lo
que representa en torno al 95% del total de los esteroles. Pero hay otras especies presentes, como el

AS5-avenasterol, campesterol, A7-estigmastenol, estigmasterol y campestanol.

Los fitoesteroles son secuestradores de 4cidos biliares e inhibidores de la acil-CoA-
colesterol-aciltransferasa. Se ha demostrado que el consumo de alimentos ricos en esteroles ayuda a
reducir los niveles de colesterol plasmatico [376], asi como la biodisponibilidad de a-tocoferol y -

caroteno en individuos normocolesterolémicos [377].

Resultados obtenidos en estudios realizados en animales sugieren que los fitoesteroles son
capaces de reducir la aterosclerosis, pero esta asociacion no ha sido lograda aun en humanos [378].
Por el contrario, algunos estudios epidemioldgicos han mostrado una evidente asociacion entre
niveles elevados de esterol en plasma y un historial clinico de enfermedad coronaria familiar o
personal [379]. De modo que existen datos contradictorios que deben ser resueltos en lo que

concierne a su papel cardioprotector en humanos.

b) Efectos de los polifenoles

Los polifenoles presentes en el AOV le protegen de la auto-oxidacién y le confieren una
excepcional estabilidad térmica [380], ademds de contribuir en su caracteristico sabor. La
concentracion de los compuestos fendlicos en el AOV depende de muchos factores, incluyendo la

especie, lugar, clima y maduracion de los frutos.
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Gran parte de la investigacion realizada para explicar la reducida mortalidad cardiovascular
y morbilidad observada entre las personas adheridas a la dieta mediterranea se ha concentrado en
los componentes fendlicos [381] debido a su fuerte actividad antioxidante y captadora de radicales
libres in vitro. Varios trabajos experimentales han permitido conocer las diferentes vias a través de
las cuales ejercen que su potente caracter protector en el sistema cardiovascular: (1) mediante una
directa defensa antioxidante, especialmente contra la peroxidacion lipidica y el dafio oxidatio del
ADN [382]; (2) mediante la prevencion de la disfuncién endotelial, incluyendo un incremento de la
produccion de NO y una induccion de la sintesis de NO, asi como una reduccion en la expresion de
las moléculas de adhesion endotelial, y secuestro de los radicales libres intracelulares en el
endotelio vascular [383]; (3) mediante la inhibicion de la agregacion plaquetaria y la generacion de
trombina [384]; (4) mediante la estimulacion de la transcripcion de ARNm de enzimas involucradas
en la defensa antioxidante [385] (5) mediante la induccion de la apoptosis y efectos
antiproliferativos [386]; y (6) mediante la modulacion de la funcion del sistema inmune [387].
Ademas, son capaces de modificar la homeostasis [387], ejerciendo efectos beneficiosos sobre el

control de la presion sanguinea [301].

Entre los compuestos fenolicos, el hidroxitirosol y la oleuropeina se merecen una especial

atencion:

— La oleuropeina tiene actividad antioxidante, antiinflamatoria, antiaterogénica,
anticancerigena, antimicrobial, y antiviral, asi como efectos hipolipidémicos e

hipoglicémicos [388].

— EI hidroxitirosol es el compuesto fenolico mas abundante del AOV, y tiene una potente
actividad antioxidante in vivo. Sin embargo, para beneficiarse de tales propiedades, este
compueto fendlico ha de ser administrado en una formulacidon lo més similar posible a
su matrix original, pudiendo no so6lo no ser util si se administra de forma aislada, sino
incluso puede ser daiiino, provocando el aumento del tamafio de la lesion aterosclerdtica

por una mayor activacion de monocitos [391].

¢) Efecto de los triterpenos

Los cuatro triterpenos simples mas abundantes en el aceite oliva son: los acidos oleanolico

(OA) y maslinico (MA) (triterpenos pentaciclicos) y el eritrodiol y uvaol (alcoholes triterpénicos).
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Un gran nimero de experimentos han sido realizados para esclarecer el efecto de los triterpenos
sobre los factores de riesgo aterotrombdticos. Las propiedades cardioprotectoras que les han sido

atribuidas destacan las siguientes:

— Antihiperlipémicas: En experimentos llevados a cabo con ratas, el OA ha demostrado
ejercer un efecto antihiperlipidémico [392], gracias al control activo que ejerce de los
niveles de expresion de genes lipogénicos hepaticos como acetil-CoA carboxilasa y

glicerol-3-fosfato aciltransferasa [393].

— Antioxidantes: El MA ha mostrado un potente efecto antioxidante dosis-dependiente en
la peroxidaciéon de LDL in vitro [394], y también se ha demostrado su capacidad de
reducir la generacion de peréxido de hidrégeno por macrofagos estimulados de forma
dosis-dependiente [395]. Resultados similares se han encontrado con OA en microsomas

de higado de rata aislados [396], asi como con uvaol y eritrodiol [397].

— Hipoglicémicas: El MA ha demostrado también tener un efecto hipoglicémico mediante
la reduccion de la RI en modelos de ratones con DMT2 [398]. Resultados similares se
han obtenido para OA de nuevo en ratas [393, 399] y en ratones obesos [400].
Adicionalmente, OA puede promover la sefial de transduccién de la insulina e inhibir la

RI inducida por el estrés oxidativo y la gluconeogénesis [401].

— Vasodilatadoras: OA, MA, wuvaol, y eritrodiol tienen también propiedades

vasodilatadoras, mejorando la funcién endotelial, gracias a la estimulacion de la
produccion endotelial de NO [402, 403] o por la induccion de una mayor liberacion de
prostaglandina I, [404]. Ademas, estos componentes ejercen efectos diuréticos y
antidisritmicos, por lo que pueden controlar la hipertension y la isquemia cardiaca [405,
406].

— Antitromboticas: Allouche et al. han demostrado que el uvaol y eritrodiol reducen
significativamente la formaciéon de trombina [394] y que son capaces de inhibir la
proliferacion celular. Ademas, se han encontrado estudios que han demostrado que OA
reduce la muerte celular por apoptosis de las células vasculares del musculo liso

inducida por perdxido de hidrogeno mediante la estimulacion de la expresion y actividad
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de HO-1 [407].

— Antiinflamatorias: Los triterpenos  pentaciclicos cuentan con propiedades
antiinflamatorias. Se ha observado que monocitos THP-1 humanos incubados con las
TRL aisladas de sujetos con un elevado consumo de OA, hubo una reduccion en la
secrecion de MCP-1 [408]. OA ha mostrado ademas ejercer un potente efecto inhibitorio
de procesos celulares inflamatorios mediante la induccion de la NO sintasa y

ciclooxigenasa 2 por IFN-y [409] o por inhibir la liberacion de fosfolipasa A2 [410].
No obstante, a pesar del demostrado potencial antiaterogénico de los triterpenos consumidos

con la dieta, se requieren mas estudios para determinar su efecto beneficioso en humanos tras el

consumo de aceite de oliva, dadas las bajas concentraciones a las que estan presentes.
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HIPOTESIS

a obesidad es considerada la principal epidemia del siglo XXI debido a su

crecimiento imparable entre la poblacion mundial adulta y una prevalencia cada
vez mayor entre la poblacion infantil. Esta enfermedad, vista hoy dia como un proceso inflamatorio
cronico de bajo grado, se relaciona con un desorden en el metabolismo postprandial de los lipidos.
Cuando éste se mantiene con el tiempo, acaba generando otras complicaciones como resistencia a la
insulina, hiperglicemia e hipertension. Es por ello que las personas obesas tienen mayor riesgo de
desarrollar ECV, particularmente aterosclerosis, y se prevé que la obesidad sera antes del afio 2030

responsable del 80% de las muertes en todo el mundo.

Los costes globales que supone la obesidad en los Sistemas de Salud Publica son muy
elevados, y cada vez seran mayores a medida que las enfermedades asociadas a la obesidad sigan
manifestandose de forma progresiva. Por este motivo, reducir su prevalencia se ha convertido en
una de las mayores prioridades para los sistemas sanitarios en muchos paises tanto desarrollados

como en vias de desarrollo.

El contenido graso de los alimentos ha demostrado ser una pieza clave en la determinacion
de una salud optima en el individuo debido a su capacidad para influir sobre los factores de riesgo
cardiovascular y de estar implicado directamente en el proceso aterosclerdtico. Debido a ello, existe
un gran interés por desarrollar e implementar estrategias efectivas para reducir los factores de riesgo
por medio de las intervenciones dietéticas, pues han sido identificadas como una herramienta

especialmente importante para terapias de prevencion primaria y tratamientos secundarios.

Muchos son los trabajos cientificos que han demostrado los beneficios aportados por la
adherencia a los patrones alimentarios tradicionales de la dieta mediterranea frente a la mortalidad y
los eventos clinicos cardiovasculares. Esto es posible gracias a su caracter antioxidante,
antiinflamatorio, antitrombdtico, su capacidad para prevenir la peroxidacion lipidica y para mejorar
en perfil lipidico y la funcion endotelial. Aunque los mecanismos de proteccion no son del todo
comprendidos, una de sus caracteristicas mas destacables es su elevada concentracion de grasas
insaturadas, principalmente de MUFA proporcionados por el aceite de oliva como fuente de grasa

mayoritaria, el cual representa hasta el 70% del total de los lipidos consumidos con esta dieta.
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Los efectos antiaterogénicos proporcionados por los MUFA han sido ampliamente
documentados, y se ha demostrado que ayudan a reducir no solo la dislipidemia, sino también la
obesidad y su cuadro inflamatorio crénico, reduciendo con ello el resto de factores de riesgo que
contribuyen con el sindrome metabdlico y el desarrollo de enfermedades cardiovasculares
ateroscleroticas. En la actualidad, podemos encontrar en la literatura cientifica estudios sobre las
propiedades cardioprotectoras proporcionadas por dietas ricas en grasas insaturadas, sin embargo,

pocos han sido realizados con la participacion de personas obesas.

En este contexto, proponemos la hipdtesis de que un desayuno tipo mediterraneo
enriquecido en MUFA contribuye a mejorar el perfil lipidico postprandial y la respuesta
inflamatoria presente en los sujetos obesos participantes del estudio, asi como a reducir la
formacion de células espumosas durante las primeras fases del desarrollo de la aterosclerosis,

con respecto a un desayuno de tipo occidental.
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OBJETIVOS

ara cumplir el presente proposito, nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Valorar la influencia de una carga lipidica sobre el metabolismo lipidico postprandial e

inflamacién vascular en adultos obesos frente a controles normopesos.

2. Determinar los efectos diferenciales de un desayuno de tipo mediterraneo frente a un

desayuno de tipo occidental sobre el metabolismo lipidico postprandial en adultos obesos.

3. Determinar los efectos diferenciales de un desayuno de tipo mediterraneo frente a un
desayuno de tipo occidental sobre la sintesis de marcadores de inflamacién en sujetos obesos

con respecto a sujetos normopesos.

4. Estudiar el efecto de las lipoproteina ricas en triglicéridos postprandiales aisladas de

adultos obesos sobre la formacion de células espumosas.

5. Analizar la capacidad del componente lipidico de las lipoproteinas ricas en triglicéricos

para modular la actividad de la LPL en macrofagos.
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1. ESTUDIO DE LA RESPUESTA LIPIDICA POSTPRANDIAL EN SUERO TRAS
LA INGESTA DE UN DESAYUNO DE TIPO MEDITERRANEO Y UN
DESAYUNO DE TIPO OCCIDENTAL EN ADULTOS OBESOS

1.1 Seleccion v caracteristicas de los participantes del estudio

n total de 24 sujetos fueron reclutados para participar en el presente estudio,
todos ellos varones adultos con una edad media de 26.2 + 4.3 afios. Se les
tomo las medidas antropométricas y, atendiendo su indice de masa corporal (IMC), se les dividio
en dos grupos: 12 controles o normopesos (IMC entre 20-25 Kg/m?) y 12 obesos (IMC > 30
Kg/m?®). La participacion fue voluntaria, asi como la posibilidad de retirarse del estudio en

cualquier momento.

Mediante historial médico se verificd que todos los voluntarios participantes del estudio
carecian de problemas digestivos y de trastornos metabdlicos, no tomaban suplementos
alimenticios y no estaban bajo tratamiento con ninguna medicacion. Ademas, todos ellos se
sometieron a un analisis bioquimico y hematologico realizado por los profesionales sanitarios del
Hospital Virgen del Rocio, para comprobar que se trataban de sujetos sanos y que no cumplian
los criterios de exclusion establecidos, asi como que presentaban unos valores de perfil lipidico
plasmatico dentro de los intervalos de referencia. En la tabla 2 se muestran los resultados del
perfil lipidico plasmatico y de los parametros de bioquimica de los voluntarios obtenidos antes
de comenzar el estudio. Los valores que se obtuvieron confirmaron que todos los participantes

cumplian con los requisitos establecidos.

Todos los ensayos se realizaron de acuerdo con los principios fundamentales de la
Declaracion de Helsinki de 1975 (revisada en 2000), del Convenio del Consejo de Europa, y de
la Declaracion Universal de la UNESCO. Con este fin se elaboré un protocolo para el estudio
con humanos que fue aprobado por el Comité Institucional para Investigacion en Humanos del
Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla. Los sujetos voluntarios dieron
consentimiento escrito a este protocolo después de ser convenientemente informados, tanto
oralmente como por escrito, y fueron exhortados a evitar el consumo de bebidas alcohdlicas y

tabaco durante el dia precedente al comienzo del experimento.
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Parametros Adultos
Normopesos Obesos

Numero de sujetos 12 12
Edad 27.343.0 35.8 £ 12.0%*
Peso (Kg) 749+ 7.8 112.9 & 13.5%**
Altura (cm) 179.6 £7.0 180.8 £5.2
IMC (Kg/m2) 232+1.1 34.7 £ 5.0%**
Presion sistolica (mmHg) 110.9 £ 12.7 130.8 = 16.3**
Presion diastolica (mmHg) 689+73 74.5 £ 10.1
Glucosa (mg/dl) 73.7+4.7 83.6 £ 8.3**
Insulina (mU/ml) 49+2.7 12.6 £ 3.5%**
HOMA-IR 09+0.5 2.4+ 1.2%%*
Triglicéridos (mg/dl) 78.7+24.5 129.7 £ 60.3*
Colesterol (mg/dl) 172.5+32.6 202.9 + 34.6%*
LDL-c (mg/dl) 94.7+19.4 158.7 £ 16.7%**
HDL-c (mg/dl) 57.5+9.5 45.9 £ 8.5%*

concentracion de glucosa e insulina en suero de los participantes del estudio.

Tabla 2 Caracteristicas antropométricas, presion sanguinea, niveles basales de lipidos y

Los datos estan expresados como media + SD; n=12 en todos los grupos. IMC: indice de masa
corporal; HOMA-IR: modelo homeostatico de medida de la resistencia a la insulina; LDL-c: colesterol
asociado a lipoproteinas de baja densidad; HDL-c: colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad.
Las diferencias estadisticas entre los dos grupos fueron analizadas mediante test t de Student no pareado.

* =P <0.05, **=P <0.01, *** =P <0.001 vs. Normopesos.
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1.2 Disefio experimental de la intervencion dietética

La intervencion dietética postprandial se realizdo en dos etapas siguiendo el siguiente

esquema de intervencion:

PERIODO EXPERIMENTAL

Desayuno

Desayuno
Mediterraneo y

Mediterraneo

Desayuno

Desayuno
Occidental y

Occidental

1 Semana
(periodo de lavado)

Figura 9. Esquema del disefio experimental.

Antes de comenzar con la ingesta de las dietas experimentales, se le realizd a los
voluntarios una extraccion de sangre para medir de los niveles basales de los parametros a
considerar, siendo esta muestra la correspondiente a las 0 horas del ensayo. Las dietas
experimentales fueron administradas a los voluntarios como un nico desayuno tras un ayuno de
12 horas. Al inicio del ensayo, los voluntarios consumieron uno de los tipos de desayuno
estudiados (mediterraneo u occidental), realizando inmediatamente después la extraccion de
sangre a diferentes tiempos durante el periodo postprandial. Transcurrida al menos una semana
de lavado para evitar interferencias entre periodos experimentales, se procedié con la segunda
fase del ensayo. En ella, aquellos participantes que inicialmente consumieron el desayuno
mediterraneo, en la segunda fase consumieron el desayuno occidental, y viceversa. Tras la
ingesta de la dieta experimental de la segunda fase, de nuevo se llevd a cabo la toma de muestras
sanguineas en fase postprandial. De esta manera, todos los participantes del estudio consumieron

ambos tipos de dietas experimentales, siguiendo un disefio aleatorizado y cruzado (figura 9).

80



1.3 Ensavo postprandial

El proceso seguido para la toma de muestras durante el ensayo postprandial y estudio
posterior de la respuesta lipidica postprandial en suero de los voluntarios tras la ingesta de las

dietas experimentales se representa en la figura 10.

v v

Extraccion basal
> Oh <

Normopesos (n=12) Obesos (n=12)

v ¢

Intervencion dietética

v

Extraccion postprandial
1,2,3,4,5y6h

v

Obtencién suero
1,2,3,4,5y6h

v

Determinacion del
perfil lipidico

Figura 10. Esquema representativo del proceso seguido para la toma de muestras sanguineas de los
voluntarios en ayunas y durante el periodo postprandial, con el fin de obtener el suero sobre el que se
realizaran los andlisis experimentales.
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1.3.1 Extraccion basal

Tras 12 horas de ayuno nocturno, a cada voluntario se le extrajo una muestra de 9 mL de
sangre en condiciones basales por puncién de la vena cubital con un sistema Smartsite™
equipado con vacutainer (Vacutainer®, Meylen, Cedex, Francia). La sangre fue recogida en

tubos Vacuette® con separador para suero Clot Activator.

1.3.2. Ingesta de las comidas experimentales

Inmediatamente después de la extraccion basal, los sujetos recibieron la comida
experimental. Las dietas experimentales empleadas consistieron en un desayuno de tipo
mediterraneo y un desayuno de tipo occidental. La cantidad de grasa administrada en ambos
desayunos fue equivalente a 0.75 g por Kg de peso corporal de los voluntarios participantes del

estudio.

* El desayuno de tipo mediterraneo se compone por aceite de oliva “Cardioliva®” (55 g),
tomate natural triturado (20 g), pan “Panrico linea” (marca comercial) (tres rebanadas por

voluntario; 23.7 g/rebanada), zumo de naranja (250 ml) y un vaso de leche desnatada

(200 ml).

El aceite de oliva ingerido con el desayuno de tipo mediterrdneo denominado
“Cardioliva” fue proporcionado por la compaifiia Oleicola El Tejar S.C.A (El Tejar,
Cordoba). Los datos de la composicion de la fraccion saponificable e insaponificable

fueron facilitados por dicha compaiiia, y se detallan en la tabla 3.

* El desayuno de tipo occidental estaba formado por mantequilla (55 g), pan “Panrico
linea” (tres rebanadas por voluntario; 23.7 g/rebanada) y un vaso de leche desnatada (200

ml) con cacao (20 g).
La mantequilla suministrada a los voluntarios fue una comercial, y la composicion de AG

y colesterol fue previamente analizada por nuestro laboratorio del Instituto de la Grasa.

La composicion de la mantequilla se indica también en la tabla 3.
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Tabla 3. Composicion de AG del aceite de oliva, como fuente de grasa del desayuno de tipo

mediterraneo, y de la mantequilla, como fuente de grasa del desayuno de tipo occidental.

Aceite de oliva Mantequilla

AG MEDIA (%) SD MEDIA (%) SD
10:0 1,77 0,03
12:0 2,66 0,03
14:0 10,15 0,04
14:1 1,13 0,01
16:0 9,94 0,02 33,18 0,17
16:1 n-7 0,81 0,00 2,33 0,04
18:0 3,31 0,01 13,85 0,07
18:1 n-9t 3,11 0,13
18:1 n-9c 77,69 0,05 27,47 0,11
18:2 n-6 3,47 0,03
18:3 n-3 1,14 0,01 0,56 0,02
20:0 0,45 0,02

20:4 n-6 0,32 0,01

Los datos estan expresados como: media = SD; n= 3 (aceite de oliva) y n=5 (mantequilla). La

cantidad de cada AG se expresa como % del total de AG contenidos.

La composicion de la comida experimental se detalla en la tabla 4, y fue recogida de la
informacion declarada en los envases de cada uno de los alimentos incorporados en los

desayunos.

Tabla 4. Tabla de la composicion de los desayunos administrados.

Desayuno tipo Desayuno tipo
mediterraneo occidental

Energia (kJ) 2022 1963

Energia (kcal) 485 471

Proteinas (g) 15 14

Hidratos de carbono (g) |62 53

Azulcares (g) 36 26

Grasas (g) 57 53

- Saturadas (g) 8 32

- Monoinsaturadas (g) 44 15

- Poliinsaturadas (g) 5 2

Colesterol (mg) 0 104

Fibra (g) 7 6.4
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1.3.3 Extracciones de sangre durante el periodo postprandial y obtencion del suero.

Durante el periodo postprandial, se extrajeron muestras de sangre a los sujetos a las 1, 2, 3,
4,5y 6 horas después de la ingesta de los dos desayunos experimentales. Las muestras de sangre
se recogieron en tubos Vacutainer®, de las mismas caracteristicas que los empleados para la

extraccion basal, hora 0.

Una vez que todas las muestras de sangre fueron tomadas a las O horas y 1, 2, 3,4, 5y 6
horas postprandiales, el suero fue separado mediante centrifugacion a 3.000 rpm, durante 8 min a
15 °C en una centrifuga de rotor vasculante (Eppendorf Centrifuge 5804R, Hamburg, Alemania).
El suero obtenido fue divido en tres alicuotas: una de ellas fue empleada para la determinacion
del perfil lipidico de los voluntarios a las distintas horas postprandiales, una segunda alicuota se
utilizé para determinar los marcadores de inflamacién de los voluntarios tras la ingesta de las
comidas experimentales a distintas horas postprandiales, y la tercera alicuota del suero se

congel6 a -80 °C hasta el momento de proceder al aislamiento de las TRL.

1.4 Determinaciones bioquimicas y estudio del perfil lipidico basal y postprandial en

suero

La concentracion postprandial de glucosa, TG y colesterol en suero fue determinada
mediante métodos enzimaticos colorimétricos (Triglyceride GPO-PAP y Cholesterol CHOD-
PAP, Roche Diagnostic, Mannheim, Alemania). La concentraciéon de HDL-c se determind por un
método enzimdtico directo (HDL-C-plus 2nd generation, Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemania), mientras que la concentracion de LDL-c fue calculada mediante la férmula de
Friedewald [411]. Las concentraciones de apo B se determinaron mediante un ensayo
inmunoturbidimétrico (Tina-quant; Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Todos estos
analisis se realizaron de forma automatizada mediante el sistema modular Roche/Hitachi
Modular Analytics V1.1 (Roche Diagnostics, Basel, Suiza) ubicado en el HH.UU. Virgen del
Rocio (Sevilla).

Los niveles de insulina fueron medidos a través de inmunoensayos (Abott Laboratorios,
Maidenhead, UK) y el marcador del modelo de medicion homeostatico de la resistencia a la
insulina (HOMA-IR) fue calculado utilizando el software HOMA Calculator (Diabetes Trial
Unit, Churchill Hospital, Oxford, UK).

84



2. ESTUDIO DEL PERFIL DE MARCADORES DE INFLAMACION
POSTPRANDIALES EN SUERO DE ADULTOS OBESOS Y NORMOPESOS
TRAS LA INGESTA DE LOS DESAYUNOS EXPERIMENTALES

ara medir la presencia de las adipoquinas, se empled la técnica
inmunoenzimatica ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) sobre el suero

aislado de las muestras de sangre tomadas de los participantes del estudio.

Principio del ensavo

La técnica de ELISA es un ensayo inmunoenzimatico ampliamente utilizada en el
diagnostico médico, industria alimentaria y en el estudio y control del medio ambiente. Sin
embargo, es en el area médica donde tiene mayor importancia para la cuantificacion de
moléculas, especialmente de aquellas que experimentan cambios en diferentes estados como
pueden ser hormonas, anticuerpos, proteinas plasmaticas, antigenos tumorales y toxinas debido a
infecciones por bacterias, virus, hongos o parasitos o fases activas de enfermedades

autoinmunes.

Existen numerosas variantes de este tipo de ensayo. Entre ellos se encuentran los métodos
directo e indirecto, ambos representados esquematicamente en la figura 11. El método directo
permite la deteccion del antigeno con un anticuerpo especifico conjugado con una enzima como
sistema de marcaje (figura 11.A). En el método indirecto existen a su vez dos tipos. Uno de los
métodos indirectos es el que consiste en permitir que el antigeno reaccione con el anticuerpo
primario especifico. El anticuerpo primario, al cual estd anclado el antigeno, sera reconocido por
un anticuerpo secundario que suele ser especifico de especie, y que estd conjugado con una
enzima como sistema de marcaje. Esto permite que sea reconocido posteriormente por el
complejo estreptavidina-peroxidasa (figura 11.B). El otro de los métodos indirectos consiste en
una variante en la que previamente es necesario capturar al antigeno por un anticuerpo de captura
que se encuentra forrando la superficie del pocillo donde tendra lugar la reaccion. El complejo
formado anticuerpo-antigeno sera reconocido por un anticuerpo primario que reconoce dominios
constantes de anticuerpos, quedando asi el antigeno anclado como un “sandwich” (figura 11.C).

En ambos métodos, directo e indirecto, la reaccion enzimatica desarrolla color cuya intensidad es
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detectada y medida espectrofotograficamente con un lector ELISA.

Producto Producto
detectable Adetectable
A ~ 2 7
Sustrato 1@\ /QP Sustrato / /“\ﬁ" A
Producto )
V=< detectable Enzima Enzima
(>
Sustrato N
Anticuerpo
. Anticuerpo secuandario
Enzima secundario
Anticuerpo

Antigeno

primario
Antigeno
Anticuerpo Anticuerpo -
primario primario )
Antigeno
- Anticuerpo
A

A. DIRECTO B. INDIRECTO C. INDIRECTO
“SANDWICH”

Figura 11 Métodos del ensayo ELISA. A: método directo; B: método indirecto; C: método indirecto tipo

“sandwich”.

2.1. Medicion de los niveles de adipoquinas v citoquinas en suero

Una vez que el suero fue aislado de las muestras de sangre durante el ensayo
postprandial, una de las alicuotas fue empleada para medir los niveles de los marcadores de
inflamacién basales y a las 2 y 4 horas tras la ingesta de los dos desayunos experimentales, el de

tipo mediterraneo y el de tipo occidental.

mPara la deteccion de los niveles de adiponectina, el procedimiento seguido fue el
descrito en el protocolo del kit de ELISA especifico para esta adipoquina, adquirido a AssayPro
(St. Charles, MO, USA). Se siguieron las mismas condiciones que indica el fabricante, las cuales

se describen brevemente a continuacion:
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Una vez se han preparado los reactivos proporcionados por el kit, diluir la muestra de
suero 1:500 en Mix diluyente (x1), y realizar una curva patréon de siete puntos cuyas
concentraciones van de 30 a 0.78 ng/ml mediante diluciones seriadas del estandar de
adiponectina proporcionado y reconstituido. Posteriormente, afiadir 50 ul de muestra y estandar
preparados en los pocillos correspondientes en la microplaca proporcionada. Cubrir la placa e
incubar durante 1 hora. Lavar 5 veces con 200 pl de tampén de lavado, y afiadir 50 pl por pocillo
de anticuerpo especifico de adiponectina biotinilado. Incubar nuevamente 1 hora. Lavar 5 veces
la placa con 200 pl de tampdn de lavado y afiadir a continuacion 50 pl de anticuerpo conjugado
con estreptavidina-peroxidasa por pocillo. Transcurridos 30 minutos, se repite el lavado de la
placa 5 veces con 200 pl de tampdn de lavado. Anadir 50 pl de sustrato cromdgeno por pocillo.
Después de 10 minutos, afiadir 50 pl de solucidon de parada y leer inmediatamente la absorbancia
en un lector de microplacas, a una longitud de onda de 450 nm. Medir también la absorbancia a
570 nm y substraer dicha lectura a la obtenida a 450 nm para corregir imperfecciones Opticas.
Determinar la concentracion de la muestra desconocida a partir de la curva patrén preparada y

multiplicar por el factor de dilucion aplicado.

mPara la deteccion de los niveles de la leptina, el procedimiento seguido fue el descrito
en el protocolo del kit de ELISA especifico, adquirido a AssayPro (St. Charles, MO, USA). Se
siguieron las mismas condiciones que indica el fabricante, las cuales se describen brevemente a

continuacion:

Una vez se han preparado los reactivos proporcionados por el kit, diluir la muestra de
suero 1:2 en Mix diluyente (1x), y realizar una curva patron de cinco puntos con un rango de
concentracion de 32 a 0,125 ng/ml mediante diluciones seriadas del estdndar de leptina
proporcionado y reconstituido. Posteriormente, afiadir 50 pl de la muestra y estandares
preparados en los pocillos correspondientes de la microplaca proporcionada. Cubrir la placa e
incubar durante 2 horas. Lavar 5 veces con 200 pl de tampon de lavado, y afiadir 50 pl de
anticuerpo especifico de leptina biotinilado por pocillo. Incubar nuevamente 2 horas. Lavar 5
veces la placa con 200 pl de tampdén de lavado y afiadir a continuacion 50 pl de anticuerpo
conjugado con estreptavidina-peroxidasa por pocillo. Transcurridos 30 minutos, repetir el lavado
de la placa 5 veces con 200 ul de tampon de lavado. Afiadir 50 pl de sustrato cromogeno por
pocillo e incubar 30 minutos. Pasado el tiempo de incubacion, anadir 50 pl de solucion de parada
y leer inmediatamente la absorbancia en un lector de microplacas, a una longitud de onda de 450

nm. Medir también la absorbancia a 570 nm y substraer dicha lectura a la obtenida a 450 nm para
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corregir imperfecciones Opticas. Determinar la concentracion de la muestra desconocida a partir

de la curva patrén preparada y multiplicar por el factor de dilucion aplicado.

mPara la deteccion de los niveles de la ceruloplasmina, el procedimiento seguido fue el
descrito en el protocolo del Kit de ELISA especifico, adquirido a AssayPro (St. Charles, MO,
USA), bajo las mismas condiciones que indica el fabricante, las cuales se describen brevemente a

continuacion:

Una vez se han preparado los reactivos proporcionados por el kit, diluir la muestra de
suero 1:400 en Mix diluyente (1x), y realizar una curva patréon de siete puntos cuyas
concentraciones van de 40 a 0.625 pug/ml de ceruloplasmina mediante diluciones seriadas del
estandar proporcionado y reconstituido. Posteriormente, anadir 25 pl de muestra y estandares en
los pocillos correspondientes de la microplaca proporcionada e inmediatamente anadir 25 pl de
anticuerpo especifico de ceruloplasmina biotinilado por pocillo, mezclando suavemente. Cubrir
la placa e incubar durante 2 horas. Lavar 5 veces con 200 pl de tampoén de lavado, y afiadir 50 pl
por pocillo de anticuerpo conjugado con estreptavidina-peroxidasa. Transcurridos 30 minutos,
repitir el lavado de la placa 5 veces con 200 pl de tampon de lavado. Afiadir 50 pl de sustrato
cromogeno por pocillo e incubar 10 minutos. Pasado el tiempo de incubacion, afiadir 50 pl de
solucion de parada y leer inmediatamente la absorbancia en un lector de microplacas a una
longitud de onda de 450 nm. Medir también absorbancia a 570 nm y substraer dicha lectura a la
obtenida a 450 nm para corregir imperfecciones Opticas. Determinar la concentracion de la
muestra desconocida a partir de la curva patron preparada y multiplicar por el factor de dilucion

aplicado.

mPara la deteccion de los niveles de IL-1f, se siguieron las indicaciones descritas por el
fabricante del kit de ELISA GEN-PROBE de Diaclon (Besagon, Francia). Dichas instrucciones

se describen brevemente a continuacion:

Una vez se han preparado los reactivos proporcionados por el kit, se realiza una curva
patron de seis puntos con un rango de concentracion de 250-7.8 pg/ml mediante diluciones
seriadas del estandar de IL-1P proporcionado y previamente reconstituido. Afadir 200 pl de
muestra de suero sin diluir, patrones, controles y blanco en los pocillos correspondientes de la
microplaca y, a continuacion, anadir a los mismos pocillos 50 pl del anticuerpo anti-IL-18

biotinilado. Cubrir la placa e incubar 3 horas. Lavar la placa 3 veces con 300 pnl de solucion de
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lavado y afiadir 100 pl de conjugado estreptavidina-HRP a todos los pocillos. Cubrir de nuevo e
incubar 30 minutos. Lavar la placa 3 veces con 300 ul de solucion de lavado y afiadir 100 pl de
solucion del reactivo quimioluminiscente tetrametilbenzidina (TMB). Proteger de la luz e
incubar 10-20 minutos. La reaccion enzima-sustrato se detiene afiadiendo 100 pl de solucion
H,SO,. Medir inmediatamente la absorbancia en el lector de placas a 450 nm. Medir también la
absorbancia a 620 nm y substraer dicha lectura a la obtenida a 450 nm para corregir
imperfecciones Opticas. Determinar la concentracion de la muestra desconocida a partir de la

curva patron preparada.

mPara la deteccion de los niveles de MCP-1, se siguieron las indicaciones descritas por el
fabricante del Kit de ELISA adquirido a Boster (CA, EEUU), las cuales se describen brevemente

a continuacion:

Una vez se han preparado los reactivos proporcionados por el kit, se realiza una curva
patron de ocho puntos con un rango de concentracion de 1000-7.8 pg/ml de MCP-1 mediante
diluciones seriadas del estandar de MCP-1 proporcionado y previamente reconstituido. Diluir las
muestras de suero 1:10 con el tampén diluyente de la muestra. Afadir 100 pl de muestra,
estandar y blanco en sus correspondientes pocillos de la microplaca proporcionada. Tapar la
placa e incubarla durante 90 minutos a 37°C. Transcurrido el periodo de incubacion, desechar el
contenido de la placa sin lavar, y anadir 100 ul de anticuerpo anti-MCP-1 biotinilado. Incubar
durante 1 hora a 37°C. Lavar tres veces con 200 ul de 1x tampon fosfato salino (Phosphate
Buffer Saline, PBS) 0.01M. Anadir 100 ul de solucion avidina-biotina-peroxidasa (ABC)
precalentado a cada pocillo e incubar 30 minutos a 37°C. Lavar cinco veces con 1x PBS 0.01M y
anadir 90 ul del reactivo quimioluminiscente TMB. Incubar durante 25-30 minutos a 37°C en
oscuridad. Afiadir a continuacion 100 ul de solucion H,SOs4 de parada. Pasados 30 minutos
después de parar la reaccion, proceder a leer la absorbancia a 450 nm de longitud de onda.
Determinar la concentracion de la muestra desconocida a partir de la curva partron preparada y

multiplicar por el factor de dilucion aplicado.

mPara la deteccion de los niveles de TNF-a, se siguieronlas indicaciones descritas por el
fabricantes del Kit de ELISA de Bionova cientifica S.L. (Madrid, Espafia). Dichas instrucciones

se describen brevemente a continuacion:
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Una vez se han preparado los reactivos proporcionados por el kit, realizar una curva
patron de seis puntos con un rango de concentracion de 400-12.5 pg/ml mediante diluciones
seriadas del estandar de TNF-a proporcionado y previamente reconstituido. Anadir 200 ul de
muestra de suero sin diluir, estandares, controles y blanco en los pocillos correspondientes de la
microplaca y, a continuacion, afiadir a los mismos pocillos 50 pl del anticuerpo anti-TNF-a
biotinilado. Cubrir la placa e incubar 3 horas. Lavar la placa 3 veces con 300 pnl de solucion de
lavado y afiadir 100 pl del anticuerpo conjugado con estreptavidina-HRP a todos los pocillos.
Cubrir de nuevo e incubar 30 minutos. Lavar la placa 3 veces con 300 ul de soluciéon de lavado y
afiadir 100 pl de solucién TMB a todos los pocillos. Proteger de la luz e incubar 12-15 minutos.
La reacciéon enzima-sustrato se detiene afiadiendo 100 pl de solucion H,SO.. Medir
inmediatamente la absorbancia en el lector de placas a 450 nm. Medir también la absorbancia a
620 nm y substraer dicha lectura a la obtenida a 450 nm para corregir imperfecciones Opticas.

Determinar la concentracion de la muestra desconocida a partir de la curva patron preparada.
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3. CARACTERIZACION DE LAS LIPOPROTEINAS RICAS EN
TRIGLICERIDOS POSTPRANDIALES

ras haber realizado el estudio de la influencia de dos fuentes de grasa
diferentes, aceite de oliva y mantequilla, proporcionadas por los desayunos
experimentales (mediterraneo y occidental) sobre el perfil lipidico postprandial y parametros
bioquimicos en adultos obesos, se analizd la composicion lipidica de las particulas de TRL
sintetizadas tras la ingesta de los desayunos. Para ello, se caracterizard la composicion de las

TRL aisladas a nivel lipidico y proteico (figura 12).

Caracterizacion de TRL

¢

- ﬂ::&-
f? %ﬁk Aislamiento de TRL
.__,.Arz ) del suero

v v

Determinacion de la Determinacion de la
composicion lipidica composicion proteica

1. Extraccion de lipidos totales # ‘ #
2. Separacion: FLy TG
3. Metilacion de 4cid Cuantificacion de Cuantificacién de
- Vietilacion de acidos grasos Apo B total proteinas totales

4. Perfil cromatografico de
acidos grasos

Figura 12. Esquema del proceso seguido para la caracterizacion de las TRL aisladas de los sueros de los
pacientes, que fueron obtenidos de las muestras de sangre extraidas antes (0 h) y 2 h y 4 h después de

consumir las dietas experimentales.
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3.1 Aislamiento de las lipoproteinas ricas en triglicéridos de suero

Las TRL (densidad <0.93 Kg/L) fueron obtenidas a partir de 4-4.5 ml de suero depositado
bajo 7 ml de una solucion de NaCl al 0.9% (m/v) (densidad 1.006 Kg/L) contenida dentro de
tubos Polyallomer™ (Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, EEUU). Las TRL se aislaron
mediante ultracentrifugacion como describieron Mills et al. (1986) (39.000 rpm, 16 horas, 12°C),
utilizando un rotor SW 41 Ti en una ultracentrifuga preparativa Beckman Coulter L90K
(Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, EEUU). Tras el proceso de separacion, se recogi6 la fase

blanquecina que quedo separada por flotacion en la parte superior del tubo.

3.2 Caracterizacion de la composicion de las lipoproteinas ricas en triglicéridos

3.2.1 Extraccion de lipidos totales de las TRL

Los volimenes de TRL obtenidas a partir del suero, fueron ajustados a 1.5 ml de volumen
final con una solucién de cloruro potasico (KCI) 0.1 M (Merck, Darmstadt, Alemania).
Seguidamente, los lipidos totales fueron extraidos siguiendo una modificacion del método de

Folch et al. [412], como se describe a continuacion.

Las TRL se colocaron en un tubo conico y se afiadieron 5 ml de cloroformo:metanol (2:1,
v/v) (BDH/Prolabo, Paris, Francia). Tras agitarse vigorosamente durante 1 minuto, los tubos
permanecieron en reposo hasta separarse dos fases bien diferenciadas con una pequeiia interfase
entre ambas. En caso de no obtener dicha separacion, se afiadieron varias gotas de KC1 0.1 M y
se agitd vigorosamente de nuevo, seguido de un periodo de reposo. Con el fin de favorecer el
proceso de separacion de las fases, se centrifug6 a 3.000 rpm durante 10 minutos y se obtuvieron
tres fases: en la parte superior, la fase metandlica o hidroalcohdlica, formada por metanol y la
solucion de KClI; en el centro, la interfase, que contenia precipitados de proteinas, y puede
presentar lipidos adsorbidos sobre éstas; y por ultimo, en la parte inferior se encontraba la fase

cloroformica que contenia los lipidos.

La fase cloroformica fue recogida y filtrada sobre un papel de filtro Whatman n°1
(Whatman Paper Ltd., Maidstone, Reino Unido) que contenia sulfato sédico anhidro (Merck,

Darmstadt, Alemania), con el objeto de retener las trazas de agua que pudieran haber sido
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arrastradas, y se coloco en un tubo para evaporador.

La fase acuosa fue lavada con 2 ml de la mezcla cloroformo:metanol (2:1, v/v) que se
afiadieron al tubo original. Los tubos se agitaron vigorosamente durante 1 minuto y se
centrifugaron de nuevo a 3.000 rpm durante 10 minutos en una centrifuga de rotor vasculante
(Eppendorf Centrifuge 5804R, Hamburg, Alemania). La fase cloroférmica se recogio y se anadio

a la obtenida anteriormente tras su filtracion.

Una vez finalizada la segunda extraccion, el extracto cloroférmico fue evaporado a
sequedad con ayuda de un rotavapor (Biichi Labortechnic AG, Flawil, Suiza) a una velocidad de
rotacion de 160 rpm. El rotavapor estaba acoplado a un bafio con agua destilada a 40 °C y a una

bomba de vacio para acelerar el proceso.

Los lipidos obtenidos se redisolvieron en 0.5 ml de cloroformo:metanol (2:1, v/v), del cual
se tomo una alicuota de 200 ul para la separacion de TG y FL mediante extraccion en fase solida
(Solid Phase Extraction, SPE). Los viales, herméticamente cerrados con tapon de teflon, se
mantuvieron a -20 °C, en atmoésfera de nitrogeno para evitar la oxidacion de los lipidos hasta el

momento de su procesamiento.

3.2.2 Separacion de fracciones de lipidos mediante extraccion de fase solida

Los TG y FL presentes en la fraccion de lipidos totales se aislaron mediante extraccion en
fase solida (SPE). Esta técnica estd basada en el mismo principio que la cromatografia liquida,
por lo que en el interior de dichas columnas tienen lugar fuertes interacciones de tipo reversible
entre el analito y la fase estacionaria. Los procesos de separacion en fase normal implican: un
analito polar disuelto en una matriz de polaridad media o no polar y una fase estacionaria polar,
formada por grupos polares unidos a una superficie de silice. La retencion de un determinado
analito bajo las condiciones de una columna normal se debe, principalmente, a interacciones
entre los grupos funcionales polares del analito y los grupos polares sobre la superficie del
adsorbente. Los compuestos absorbidos por estos mecanismos son eluidos al pasar a través de la
columna un solvente que altere su mecanismo de unidén, normalmente un solvente mas polar que

la matriz original de la muestra.
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En nuestro estudio se emplearon columnas de fase normal tipo LC- Diol que presentan
grupos hidroxilo unidos a la silice (SupelcleanTM LC-Diol, Supelco, Bellefonte, EEUU) con 3
ml de capacidad y 45 um de tamafio de particula. Las columnas LC-Diol se colocaron en un
sistema de elucion acoplado a una bomba de vacio y se acondicionaron lavando con dos
volimenes de hexano (3ml x 2), evitando que la columna volviera a sequedad tras el segundo
lavado. A continuacion, se dispusieron 200 ul de lipidos totales sobre las columnas. Una vez
entro la muestra en contacto con la columna, se afiadieron dos volumenes de hexano:cloruro de
metileno (9:1, v/v) (VWR Chemicals, Int., EEUU ) y se dejaron pasar por la columna para

recoger los TG eluidos en el tubo correspondiente.

Para obtener los FL se afiadi6 un volumen de metanol seguido de otro volumen de
acetona (VWR Chemicals, Int., EEUU), que tras su paso a través de la columna arrastraron los
FL eluyéndolos en los tubos preparados para tal efecto. Finalmente, se lavo la columna con cinco

volumenes de acetona y se seco bajo corriente de nitrogeno.

Los TG y FL obtenidos fueron llevados a sequedad bajo corriente de nitrogeno y se
redisolvieron en 500 pl de cloroformo:metanol (1:1, v/v). Los TG y FL aislados seran empleados
para el andlisis de los ésteres metilicos de AG mediante la técnica de cromatografia de gases

(CG).

3.2.3 Analisis de ésteres metilicos de AG de triglicéridos y fosfolipidos

La determinacion de la composicion de AG de TG y FL se llevé a cabo mediante
cromatografia de gases (GC). La GC es una técnica cromatografica en la que la muestra se
volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatografica. La CG se desarrolla en una
columna cerrada en la que se encuentra retenida la fase estacionaria y por la que se hace pasar el
gas portador, siendo la técnica de separacion la elucion. Iniciado el proceso cromatografico los
componentes de la mezcla se distribuyen entre la fase estacionaria y la fase moévil, por lo que la
elucion tiene lugar forzando el paso de un gas inerte a través de la columna. A diferencia de otros
tipos de cromatografia la fase movil no interacciona con las moléculas del analito y su tnica

funcion es la de transportar la muestra a través de la columna.
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Para ello, los AG fueron previamente derivatizados a ésteres metilicos de acidos grasos
(fatty acid methyl esters, FAME) de bajo punto de ebullicion, siguiendo el procedimiento de
metilacion en caliente basado en el método B del anexo 10 contenido en el Reglamento de la UE
CE 2568 /91 (punto 4.2 del método TUPAC n° 2.301). El principio por el que se obtienen los
FAME a través de este método se basa en una neutralizacion de los AG libres y una metano6lisis

de los glicéridos, seguida de una esterificacion de los AG en medio acido.

Con este fin, las alicuotas de 200 ul de TG y FL fueron transferidas a tubos de metilacion,
donde el disolvente fue evaporado a sequedad en corriente de nitrogeno empleando un
evaporador conectado a corriente de nitrogeno (Techne Dri-Block DB-3D, Bibby Scientific
Limited, Stone, Reino Unido). Tras afadir un plato poroso a los tubos de metilacion, las
fracciones lipidicas fueron saponificadas por la accion de 10 ml de metdxido sodico (Alfa Aesar,
Massachusetts, EEUU) a una concentracion del 0.5% en metanol anhidro (m/v) y calentamiento
durante 30 minutos a 80°C en un termobloque (Grupo-Selecta, Barcelona, Espafia). Los FAME
se formaron tras una neutralizacion con aproximadamente 2 ml de acido sulfurico (Sigma
Aldrich, Missouri, EEUU) al 6% (v/v) en metanol anhidro, que se visualizd gracias a la
presencia de fenolftaleina (Scharlau, Barcelona, Espafia) afiadida previamente; y después de un
segundo calentamiento de 10 minutos a 80°C, en el caso de FL fueron otros 30 minutos. Tras
atemperar los tubos, con el fin de favorecer la separacion de las distintas fases para el proceso de
extraccion, se anadieron 6 ml de una disolucion saturada de NaCl (Sigma-Aldrich, Missouri,
EEUU ) y se agité suavemente. Para la extraccion de los FAME se anadieron 2 ml de hexano, se
agitdé vigorosamente, y tras un periodo de reposo se recogio la fase superior (hexano). Esta
operacion se repitidé dos veces mas para optimizar la extraccion. El hexano recogido se evapor6 a
sequedad en corriente de nitrégeno y los FAME se redisolvieron en 100 pl de hexano. Los
FAME se mantuvieron bajo refrigeracion en tubos herméticamente cerrados hasta proceder con

el andlisis cromatografico.

Un volumen de 2 pL de los FAME resultantes fueron inyectados en el cromatografo de
gases con la ayuda de una microjeringa integrada en un inyector automatico Hewlett- Packard
6890 Series (Hewlett-Packard, Avondale, EEUU) acoplado a un cromatografo de gases Hewlett-
Packard 5890 Series II (Hewlett-Packard, Avondale, EEUU) y controlado por una estacion de
datos ChemStation Rev. A-03-02 (Hewlett-Packard, Avondale, EEUU). El cromatografo,
equipado con un detector de ionizacion de llama (Flame lonization Detector, FID) separ6 los

FAME gracias a una columna capilar de silice fundida BPX70 SGE Analytical Science (Trajan,
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Victoria, Australia) de 10 m de longitud, 0.1 mm de didmetro interno y 0.2 pm de film de
recubrimiento interior. Como gas portador se empleo nitrogeno a 2.0 bares de presion, ademas de
una presion de 1.5 bares de aire y 1.5 bares de hidrogeno. Las temperaturas del detector y del
inyector se mantuvieron constantes a 270 °C, mientras que la del horno varié a lo largo del
analisis, partiendo de una temperatura inicial de 190 °C, para pasar a una rampa de 5 °C/min, con
la que se alcanzaron los 250 °C, y terminar en régimen isotermo hasta el final del analisis. Todo
el proceso supuso un tiempo total de 12 minutos. Los AG fueron identificados por comparacion
de sus tiempos de retencion con los de los patrones inyectados en las mismas condiciones. La
cuantificacion se llevo a cabo mediante el calculo del porcentaje relativo de cada FAME respecto

al total.

3.3 Caracterizacion de la composicion proteica en las lipoproteinas ricas en

triglicéridos

3.3.1 Cuantificacion del contenido de apolipoproteina B total en TRL

La cantidad de apo B total se determind mediante inmunoturbidimetria. El kit utilizado
(BioSystems, Barcelona, Espafia) permite que la apo B presente en la muestra precipite en
presencia de los anticuerpos de cabra especificos que contiene. La dispersion de la luz generada
por los complejos antigeno-anticuerpo es proporcional a la concentracion de apo B y puede ser
cuantificada por turbidimetria. Las medidas de turbidez se tomaron a 340 nm con un
espectrofotometro Thermo Scientific Multiskan Spectrum (Thermo Scientific, Massachusetts,
EEUU). Las condiciones del ensayo fueron las indicadas por el fabricante, a excepcion de la
curva de calibrado con la que calcular la concentracion de apo B, la cual se elabor6 a partir del

patréon apo B, con cinco puntos cuyas concentraciones estaban comprendidas entre 0- 1.278

ug/ul.
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3.3.2 Determinacion del contenido proteico de las TRL

La concentracion de proteina total en la fraccion de TRL se determind mediante el ensayo
colorimétrico descrito por Bradford [413], utilizando el reactivo Bradford 5x (SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Alemania). El método de Bradford se basa en el cambio que
se produce en el espectro de color del reactivo Comassie Brilliant Blue G-250 al unirse con

proteinas y que resulta en un cambio de su absorbancia méxima, pasando de 465 nm a 595 nm.

El ensayo se realizd en una placa de 96 pocillos y los valores de absorbancia se registraron
en un lector de placas de Thermo Scientific Multiskan Spectrum (Thermo Scientific,
Massachusetts, EEUU), a 595 nm tras 15 segundos de agitacion. Para el ensayo, se diluyeron 20
ul de TRL hasta la mitad de su concentracion (1:2), por lo que se afiadieron 20 pl de una
solucion de NaCl al 0.9% (m/v). La recta de calibrado se elabor6 con albimina de suero bovino
(BSA) a distintas concentraciones (200-700 pg/ml) en NaCl al 0.9% (m/v). En cada pocillo se
dispusieron 10 pl de muestra y 200 pul de reactivo de Bradford. Todas las placas incluyeron una
recta de calibrado y un blanco, realizado con NaCl al 0.9% (m/v). Por ultimo, la reaccion se dejo
reposar en oscuridad durante 15 minutos antes de medir su absorbancia a 595 nm en el lector de

placas.
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4. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LAS LIPOPROTEINAS RICAS EN
TRIGLICERIDOS POSTPRANDIALES EN LA FORMACION DE CELULAS
ESPUMOSAS

na vez la composicion de las TRL ha sido caracterizada, procedemos a
estudiar in vitro la capacidad del componente lipidico de las TRL para
modular la captacion de las particulas por los macrofagos a través de su interaccion con los
receptores celulares de superficie. De esa manera, se evaluara su efecto en el proceso de
formacion de células espumosas por la acumulacion de lipidos intracelularmente. La figura 13

representa el proceso experimental que se ha seguido en esta parte del estudio.
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4.1 Cultivos celulares de monocitos THP-1 v diferenciacion a macrofagos

Los experimentos in vitro se llevaron a cabo con la linea celular de monocitos humanos
THP-1 (linea celular de leucemia monocitica humana). Esta linea celular se utiliza como modelo
para el estudio de enfermedades cardiovasculares ya que proporcionan una poblaciéon homogénea

de células diferenciadas a macréfagos tras ser tratadas con ésteres de forbol [414].

Las células fueron suministradas por The European Collection of Cell Cultures (Public
Health England Culture Collection, Salisbury, Gran Bretafia) en fase de crecimiento exponencial

en suspension.

4.1.1 Medio de mantenimiento y determinacion de la viabilidad celulares

Las células THP-1 se mantuvieron en suspension, a una densidad de (3-9) x 10°
células/ml, en medio RPMI 1640 suplementado con un 10% (v/v) de suero fetal bovino
previamente inactivado (a 56°C durante 30 minutos), 2 mM L-alanil-glutamina, penicilina (100
unidades/ml), estreptomicina (100 pg/ml), a una temperatura de 37°C y en una atmosfera de 5%
CO 2 /95% aire. La viabilidad celular se determin6 con la técnica de exclusion del azul tripan al
0.4% en una proporcion 1:1 (v/v) y se contaron en la cdmara de Neubauer. La viabilidad de las

células se mantuvo superior al 95 % en todos los experimentos.

El medio de cultivo RPMI 1640 con L-glutamina y el suero fetal bovino se obtuvieron de
Biowest SAS (Nuaill¢, Francia). El azul tripan de Alfa Aesar (Massachusetts, EEUU) y la
Penicillina—Estreptomicina (5000 U/ml) fue adquirida a Gibco (Paisley, UK).

4.1.2 Diferenciacion de monocitos THP-1 a macro6fagos

Tras alicuotar los monocitos a una densidad de 8x10° cel/ml en placas de cultivo de 6
pocillos (4area de cultivo de 9,6 cm*/pocillo) en un volumen final de 2 ml/pocillo, se indujo su
diferenciacion celular a macréfagos anadiendo a la suspension celular 13-acetato-12-miristato de
forbol (Phorbol 12-myristate-13-acetate, PMA) (Sigma-Aldrich, Poole, Reino Unido) a una

concentracion final de 200 ng/ml. Las placas sembradas se mantuvieron durante 72 horas a 37°C
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en una atmosfera de 5% CO 2 /95% aire. Transcurrido ese periodo de incubacion, las células
diferenciadas crecieron adheridas a la placa de cultivo. El exceso de éster de forbol, asi como las
células indiferenciadas, se retiraron de la placa de cultivo mediante tres lavados con medio de
cultivo, y se mantuvieron las 24 horas siguientes con medio de mantenimiento con suero para

favorecer su viabilidad y adherencia antes de comenzar con los estudios de acumulacion lipidica.

4.2 Estudio de 1a acumulacion lipidica en macrofagos

4.2.1 Tincion con aceite rojo O

La incorporacion lipidica en el interior de los macrofagos THP-1 tras su incubacion con
TRL se ensay6 histologicamente mediante tincion con “aceite rojo O”, un colorante altamente

hidrofobico que presenta alta afinidad por los lipidos.

Los monocitos THP-1 tratados con PMA fueron sembrados en placas de 6 pocillos (area
de cultivo de 9,6 cm?*/pocillo) a una densidad celular de 8x10° células/ml en un volumen final de
2 ml/pocillo. Tras su diferenciacion a macrofagos, el exceso de éster de forbol y las células
indiferenciadas se lavaron con 1ml de medio de cultivo/pocillo (x3), y se mantuvieron 24 horas
en incubacion con medio de mantenimiento con suero y sin PMA. A continuacion, para realizar
el estudio de acumulacion lipidica, se sustituyd el medio de cultivo por 1 ml de medio de
mantenimiento sin suero, y a éste se afladio el volumen necesario de TRL para alcanzar una

concentracion de 25 pg apo B/proteina total por cultivo.

Tras 48h de incubacion a 37°C, las células se lavaron con 1x PBS, 1 ml/pocillo (x3) y se
trataron con 1 ml de isopropanol al 60% en agua (v/v) durante 2 minutos. Una vez que el
isopropanol fue retirado, se afiadié 1 ml del colorante aceite rojo O (0.2% (m/v) en isopropanol
al 40% en agua (v/v)) y se incubo con las células a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Después de eliminar el colorante, se lavaron las células con 1 ml de PBS (x3) y se anadio 2 ml de
glicerol al 30% en agua (v/v) para preservarlas. Las células se visualizaron con un microscopio
invertido Motic AE21 Series (Barcelona, Espafia) acoplado a una cadmara Moticam 2500 5.0M
Pixel Live Resolution (Motic, Barcelona, Espafia) con la que se capturaron iméagenes de los

pocillos (40X).
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4.2.2 Caracterizacion de los AG acumulados en el interior de los macrofagos

Para la realizacion de este estudio se determiné la concentracion de apo B total y proteina
total de las TRL aisladas como se indica en los apartados 3.3.1 y 3.3.2. Posteriormente, los
monocitos diferenciados a macréfagos se incubaron con las particulas a una concentracion de 25
ug apo B/proteina, y tras un periodo de 48 horas de incubacidn, las células fueron recogidas para

realizar los estudios de acumulacion lipidica intracelular.

4.2.2.1 Ensavos de acumulacion lipidica

Los monocitos THP-1 tratados con PMA fueron sembrados en placas de 6 pocillos a una
densidad celular de 8x10° células/ml en un volumen final de 2 mL/pocillo. Tras su diferenciacion
a macrofagos y los correspondientes lavados, se afiadieron a la placa 1.5 mL de medio de
mantenimiento sin suero para realizar el experimento. A continuacion, se afiadid el volumen

necesario de TRL para alcanzar una concentracion de 25 pg de apo B/proteina total.

Tras 48 horas de incubacion a 37°C en una atmosfera con 5% CO 2 /95% aire, las células
fueron lavadas con 1x PBS, Iml/pocillo (x3). Para obtener las células se afiadieron 400 pl de 1x
PBS y se despegaron mediante raspado, se recogieron y se depositaron en un tubo eppendorf en
hielo. Se realizd un segundo raspado del cultivo celular tras afiadir 300 pL de 1x PBS,

obteniéndose un volumen final aproximado de 700 pl/pocillo.

Del volumen total, 350 ul fueron almacenados a -80°C hasta su empleo para los estudios
de expresion de receptores. Los 350 ul de células restantes se lisaron mediante sonicacion
durante 5 seg (x2) a 50 Watios de potencia en un sonicador Bandelin Sonopuls HD2070
(Bandelin electronic, Berlin, Alemania). De dicho lisado celular, 300 pl fueron empleados para
caracterizar los lipidos acumulados intracelularmente en los macrofagos tras su incubacion con
las TRL Para caracterizar el contenido lipidico intracelular, 300 ul del lisado se trasvaso a un
tubo largo de vidrio para proceder a su extraccion lipidica, separacion en TG y FL y posterior
metilacion de AG y andlisis por CG, siguiendo el mismo procedimiento ya indicado

anteriormente en la seccion 3.2.3.
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Los ensayos de acumulacion lipidica con las diferentes muestras de TRL aisladas por
voluntario fueron realizados por duplicado, seguin la hora postprandial a la que se obtuvieron (0,
2 y 4 horas) y el tipo de desayuno ingerido (mediterrdneo u occidental). De tal manera que el
nimero de ensayos por cada voluntario fue igual a doce, y se repitid tantas veces como

voluntarios participaron en el estudio.

4.3 Estudio de los niveles de expresion de los receptores celulares de superficie

implicados en los procesos de captacion de las lipoproteinas ricas en triglicéridos en

macofagos

Para realizar este estudio las TRL se incubaron con monocitos diferenciados a
macrofagos con PMA y se determind la expresion relativa de ARNm de receptores en
macrofagos relacionados con la formacion de células espumosas mediante la reaccion en cadena

de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction, PCR) a tiempo real o cuantitativa (quantitative

PCR, qPCR).

Las muestra recogidas para este estudio proceden del ensayo de acumulacion lipidica
descrito en el apartado anterior, de forma que el analisis de la modulacion ejercida por las TRL
sobre los niveles de expresion de los receptores celulares de superficie de macrofagos se realizo

a las 48 horas tras la incubacion de las células con las particulas.

Para evitar la posible influencia de los lipidos presentes en el suero fetal bovino sobre la
expresion de receptores, asi como interferencias entre éstos y las TRL en el proceso de captacion
de lipidos por parte de las células, se utiliz6 medio de mantenimiento sin suero durante el

periodo de incubacidn en el que los macrofagos estuvieron expuestos a las TRL.

4.3.1 Tratamiento de las células

Los monocitos THP-1 tratados con PMA fueron sembrados en placas de 6 pocillos a una
densidad celular de 8x10° células/ml en un volumen final de 2 ml/pocillo. Tras su diferenciacion
a macrofagos y los correspondientes lavados con medio de mantenimiento sin suero, se

afnadieron a cada pocillo 1.5 ml de medio, también sin suero, y se afiadio el volumen necesario de
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TRL para alcanzar una concentracion de 25 pg apo B/proteina total. Tras 48 horas de incubacion
a 37 °C en una atmosfera con 5% CO,/95% aire, se retir6 el medio y se lavaron los pocillos con 2

ml de 1x PBS templado.

4.3.2 Extraccion de ARN total v cuantificacion del ARN mensajero

La extraccion de ARN total de las cé€lulas se realizd sobre un volumen de 350 ul de
células obtenidas tras el raspado celular del cultivo de células espumosas formadas tras el ensayo

de acumulacion lipidica.

Para evitar la degradacion del ARN por ARNasas, se utilizd material estéril y agua
destilada autoclavada y tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) durante todo el procedimiento.
La extraccion de ARN total de las células se realizd siguiendo las indicaciones para el
aislamiento de ARN con TRIsure™ de Bioline (Londres, Reino Unido), segin se detalla a

continuacion:

La suspension de células fue centrifugada a 2000 x g durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Se eliminé el sobrenadante y se afiadié 800 ul de TRIsure para realizar el lisado de las
células, homogeneizando el reactivo y el pellet de células con ayuda de la pipeta. A continuacion
se afladi6 0,16 ml de cloroformo a la muestra, se agité vigorosamente durante 15 segundos y tras
un tiempo de incubacion de 2-3 minutos a temperatura ambiente, la muestra se centrifugé (12000
x g, 15 minutos, 2-8°C) favoreciendo su separacion en 3 fases: la fase fenolcloroférmica, una
interfase, y la fase superior acuosa e incolora que contenia el ARN. Posteriormente, se procedi6 a
transferir la fase acuosa a otro tubo eppendorf para precipitar el ARN extraido. Para ello, a la
fase acuosa se le afiadi6 0,4 ml de alcohol isopropilico y se mezcld suavemente por inversion. Se
incubd la muestra durante 10 minutos a temperatura ambiente y nuevamente se centrifugd
(12000 x g, 15 minutos, 2-8°C). Tras eliminar el sobrenadante, se procedid a lavar el ARN
precipitado con 1 ml de etanol 75%. Se empled el vortex para lavar eficazmente la muestra y a
continuacion se centrifugd a 7500 x g, 5 minutos a 2-8°C. El etanol fue retirado, el ARN se
disolvi6 en un volumen de 25 pl de agua tratada con DEPC y se procedi6 a incubar la muestra
durante 5 minutos a 55-60°C. Transcurrido ese tiempo, el tubo eppendorf que contenia el ARN se

transfirid de inmediato a hielo.
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La concentracion y pureza del ARNm extraido se determind por medida de la absorbancia
a 260 nm (A260) y 280 nm (A280) directamente en Nanodrop Lite (Spectrophotometer, Thermo
Scientific, Massachusetts, EEUU). A una longitud de onda de 260 nm, 1 unidad de absorbancia
corresponde aproximadamente a 44 pg/ml de ARN. El ratio de las absorbancias medidas a 260 y
280 nm (Aze0/Azs0) indica la pureza del ARN, y debe estar comprendido entre 1.8 y 2.1, pues

valores fuera de este rango indicaria una posible contaminacién de la muestra.

4.3.3 Retrotranscripcion y PCR cuantitativa (qPCR)

El nivel de expresion relativa de los genes bajo estudio se determind mediante la técnica

de qPCR. Para ello, el ARNm se retrotranscribié a ADN complementario (ADNCc) y a partir de

éste se llevo a cabo una reaccion de PCR para cada gen analizado.

4.3.3.1 Retrotranscripcion de ARN

La retrotranscripcion (RT) del ARNm consiste en sintetizar una cadena de ADNc
monocatenario a partir de una cadena de ARN mediante una enzima transcriptasa inversa.

t™ Reverse

En el presente estudio se utilizd el sistema de sintesis de ADNc iScrip
transcription Supermix for RT-qPCR de BIORAD (California, EEUU). Los compuestos que se
incluyen en el supermix iScript RT son: la transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina
de Moloney (MMLYV), iScript RNasa H+, inhibidor de Rnasa, dNTPs, oligo(dT), cebadores

random, buffer, MgCl2, y estabilizadores.

Para llevar a cabo la reaccion de RT se prepar6 una solucion madre que contuviera 4 ul
de la Supermix y 11 pl de agua tratada con DEPC por cada nimero de reacciones que se fueran a
realizar. Se afiadio 15 pl de esta solucioén en cada uno de los pocillos de la placa P96 en los que
iba a tener lugar la reaccion. Posteriormente, se afiadio 5 pl de ARN en cada uno de los pocillos,
llegando asi a un volumen final de 20 pl por reaccion. Para que la RT se llevara a cabo, se
introdujo la placa P96 en un termociclador (C1000 TM Thermal Cycler, BIORAD, California,
EEUU), siguiendo el protocolo indicado por las instrucciones del producto: 5 minutos a 25°C
para que tenga lugar el anillamiento; 30 minutos a 42°C, fase en la que se desarrolla la reaccion

de sintesis de ADNc; y 5 minutos a 85°C para la inactivacion de la enzima. Una vez terminada la
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reaccion, las muestras fueron transferidas a hielo. Siempre que se desarrolld una reaccion de RT
se incluyeron entre la bateria de muestras un control negativo sin ARN, para confirmar la pureza

de los reactivos utilizados y descartar posibles contaminaciones por ADN genomico en las

muestra de ARN.

Reaccion de PCR cuantitativa

La técnica de PCR permite amplificar el niimero de copias de una secuencia de ADN o
ADNCc gracias a la accion de una enzima polimerasa, mediante la repeticion sucesiva de un ciclo
que consta de tres fases. Dichas fases se caracterizan por su duracion y sus diferentes
temperaturas, las cuales permiten la desnaturalizacion de las cadenas de ADNc, la hibridacion de

los cebadores, y la extension de la cadena por la enzima polimerasa.

La reaccion de PCR requiere la presencia de cebadores, pequefios oligonucleotidos que se
unen especificamente a una secuencia complementaria de ADN, permitiendo que la enzima
polimerasa comience la extension de la hebra de ADN. Las secuencias codificantes de los genes
estudiados se obtuvieron de la base de datos Genebank™. El disefio de las secuencias de los
cebadores se realizd con el software Primer Premier 5.0 (Premier Biosoft International, Palo
Alto, EEUU), intentando que el producto final no superase los 100 pares de bases (pb) y que
fuera posible someter a todos los cebadores a las mismas condiciones de temperatura de anillado
(60°C). Ademas, el uso de la herramienta para la busqueda de alineamientos BLASTN permitio
confirmar que la homologia entre la secuencia de los cebadores y los genes de interés era unica.
Las secuencias de los cebadores disefiados se muestran en la tabla 5 y fueron sintetizados por

Sigma-Genosys Ltd. (Haverhill, Reino Unido).
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Tabla S. Caracteristicas de los cebadores sentido y antisentido utilizados en la técnica de qPCR.

Cebadores sentido y antisentido Tamaiio
Gen Genebank™ Nucleétidos amplicon
(5-37) (pb)
LDLR AY114155 TGAAGTTGGCTGCGTTAATGTG 812-833
69
CATTCGCCGCTGTGACACT 862-880
LRP-1 NM 002332 CCGGAGTGGTATTCTGGTATAAGC 13779-13802
126
CTCCGCCTTCGTACATCTTGTA 13883-13904
VLDLR D16493 ATGTTATCCAGCGTGGACTTGA 1937-1958
74
GGATGAGCTAGGAACTCCAGAGACT 1986-2010
SRA2 NM 002445 GCCAACCTCATGGACACAGA 519-538
79
GCTGCAGAAGAATGTCATTAAATCTT 572-597
SRB1 BC080647 TTCTACACTCAGCTGGTGTTGATG 1415-1438
65
AGCGCCAGGAGGAGCTACT 1461-1479
CD36 L06850 CTCTTTCCTGCAGCCCAATG 468-487
75
ACTGTGAAGTTGTCAGCCTCTGTT 519-542
GAPDH AF261085 CAACGGATTTGGTCGTATTGG 127-147
72

GCAACAATATCCACTTTACCAGAGTTAA 171-198

Abreviaturas: LDLR, receptor de las lipoproteinas de baja densidad; LRP-1, proteina-1 relacionada con el
LDLR; VLDLR, receptor de lipoproteinas de muy baja densidad; SRA2, receptor scavenger de clase A
tipo 2; SRBI, receptor scavenger de clase B tipo 1; CD36, receptor scavenger CD36 y GAPDH,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

La técnica de qPCR se caracteriza por monitorizar la cantidad de ADNc amplificado a lo
largo de la reaccion de PCR mediante el uso de técnicas de fluorescencia, emitiéndose una senal
proporcional a la cantidad de producto amplificado. Aunque existen diversos tipos de sondas y
marcadores fluorescentes para la deteccion de los productos de qPCR, en nuestro estudio se
utilizo SYBR Green I, un agente intercalante fluorescente especifico de ADN bicatenario, cuyas

longitudes de onda méaximas de excitacion y emision son 494 nm y 521 nm, respectivamente.
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Para llevar a cabo la reaccién de qPCR se adquirio el reactivo Precision PLUS™
Mastermix, de Primer Design (Chandler's Ford, Reino Unido). Por reaccion, se afiadio 150 ng de
ADNGg, 10 pl de Precision PLUS™ mastermix (Primer Design, Chandler's Ford, Reino Unido), 1
ul de cada uno de los cebadores especificos sentido y antisentido (10 uM) y agua Milli-Q
(Millipore, Watford, Reino Unido) hasta un volumen final de 20 pl por reaccién. Como control
negativo se incluy6 una reaccion con todos los elementos salvo ADNc. Las reacciones se
llevaron a cabo por triplicado para cada muestra en placas de 96 pocillos y se procesaron en un
termociclador CFX96™ Real-Time System de BIORAD (California, EEUU). La descripcion de

los tiempos y temperaturas aplicados en cada ciclo de la reaccion qPCR se detallan en la tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de tiempo, temperaturas y nimero de ciclos aplicadas a la reaccion de

pPCR.

Fase Ciclos Tiempo Temperatura Objetivo
Desnaturalizacion inicial y activacion
1 1 2 min 95°C )
de la enzima
15 seg 95°C Desnaturalizacion
2 39 Hibridacion de los cebadores y
60 seg 60°C _ _
extension. Coleccion de datos.
o Comprobacion de la especificidad de
3 Curva de disociacion

los cebadores

La deteccion de los productos de qPCR con SYBR Green I posee la ventaja de su alta
sensibilidad, aunque no es tan especifico como las sondas fluorescentes y su uso requiere el
analisis de la curva de “melting” o curva de disociacion del producto. Dicha curva se obtiene tras
la amplificacion del ADNCc, al representar graficamente el descenso de la sefial fluorescente (eje
de ordenadas) debido a la disociacion del producto de la qPCR conforme se incrementa la
temperatura (eje de abscisas). La derivada de dicha curva debe resultar en un sélo pico cuyo
maximo corresponde a la temperatura de fusion (Tm) del producto de qPCR, la cual es especifica
para cada amplicon. Esto nos informa que el disefio de los cebadores es correcto y especifico del
gen estudiado, asi como de la ausencia de primer dimer o contaminaciones en la reaccion. Asi

mismo, la Tm permite monitorizar en distintos dias la correcta formacion del amplicon esperado.
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Los productos de la qPCR fueron analizados con el software Opticon Monitor™, Analysis
Software V 2.01 (MJ Research Inc., Waltham, EEUU). El anélisis de la curva de disociacion

mostro un Unico pico con la temperatura esperada para cada transcrito amplificado.

Los datos obtenidos se analizaron siguiendo un método de cuantificacion relativa, el cual
indica el cambio de expresion de un gen diana en una determinada situacion experimental
(células incubadas con TRL), respecto a una situacién control (células sin TRL). Ademas, para
normalizar el resultado de la qPCR respecto a las posibles diferencias en la cantidad de ARN
afiadido a la reaccion de RT, este método incluye la determinacion de la expresion de un gen
control interno cuya expresion es constante y no se ve afectada por las condiciones
experimentales. En el presente estudio, la cuantificacion del ADNc amplificado se corrigid en

funcion de la expresion del gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Finalizada la reacciéon de qPCR con el fluoroforo intercalante de la doble hélice SYBR
Green I, se obtuvieron distintos valores del pardmetro ciclo umbral (Cr, cycle threshold) para

cada gen en las distintas condiciones experimentales.

El valor de Cr nos informo6 sobre el ciclo de la reaccion de la polimerasa a partir del cual
comenzaron a existir un nimero suficiente de copias de ADN para que la fluorescencia emitida
sea superior al nivel umbral. Asi, una “muestra 1” de ADNc con un elevado nimero de copias
inicial tendra un valor Crmas bajo que otra “muestra 2”’ con un menor numero de copias, pues la

“muestra 1” necesitara menos ciclos para alcanzar el nivel umbral de fluorescencia (figura 14).
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Figura 14. Deteccion de ADN por PCR cuantitativa (QPCR). El numero de ciclos (eje de abscisas) se
representa frente a la fluorescencia emitida por las dobles cadenas de ADNc (eje de ordenadas). La
cuantificacion de cada muestra (Muestra 1, 2 y 3) se realiza a partir del nimero de ciclos (valor Cri, Cr, y

Cr3 respectivamente) que necesita cada muestra para alcanzar el nivel umbral de fluorescencia.

Para cuantificar los cambios de expresion relativos de los genes estudiados se empleo el
método 244, Para que este método sea valido, la eficiencia de amplificacion del gen diana debe
ser igual a la del gen de control interno. Se realizaron diluciones seriadas del ADNCc, y se calculd
la diferencia entre el Cr del gen diana y el del gen de control interno para cada dilucion (ACr =
Crpiana - Crcarpn) tanto en las muestras procedentes de la situacion control como experimental.
Seguidamente, se hizo una segunda correccion entre ambas, para lo cual se calcul6 el pardmetro

AACr= [ (CT,Diana - CT,GAPDH)+TRL - (CT,Diana - CT,GAPDH)-TRL]-

Asi, se pudo concluir que las diferencias de ciclo entre las distintas condiciones eran
atribuidas al tratamiento con TRL. Finalmente, para dar un valor relativo de la variacion de la
expresion del gen diana en las células incubadas con TRL frente a la situacién control se calculo

244 cuya funcion es transformar el dato obtenido en las correcciones de Cr

el pardmetro
anteriores en un valor numérico que expresa la cantidad relativa con respecto a la situacion

control, a la cual se le asigna arbitrariamente una cantidad igual a 1.
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5. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DEL COMPONENTE LIPIiDICO DE LAS
LIPOPROTEINAS RICAS EN TRIGLICERIDOS PARA MODULAR LA
ACTIVIDAD DE LA LIPOPROTEIN LIPASA DE MACROFAGOS

5.1 Procedimiento experimental

os cultivos de monocitos THP-1 crecidos en medio RPMI-1640 con L-

Glutamina, 10% (v/v) de SFB y 50 pg/ml de Garamicina, fueron sembrados a
una densidad de 1x10° células/ml en medio de cultivo con PMA (160 mM). Después de 72 horas,
se le cambi6 el medio de cultivo a los monocitos THP-1 ya diferenciados a macrofagos, por
medio fresco sin PMA. Transcurridas 24 horas, se afiadié 0.3 mM TG/ml de las particulas de QM
sintetizadas artificialmente (chilomycron remnant-like particles, CRLP) a los cultivos celulares.
Los cultivos celulares control, a los que no se les anadid particulas artificiales (-CRLP),

permanecieron con el mismo medio de cultivo.

Los macrofagos THP-1 se mantuvieron a una temperatura de 37°C y en una atmosfera de
5% CO 2 /95% aire y, tras un periodo de incubacion de 6 y 24 horas en presencia de las CRLP,
se procedid a recolectar las diferentes fracciones en las que tendria lugar el andlisis de la
actividad de la LPL. Se trabajo sobre hielo en todo momento para evitar la pérdida de actividad
de la enzima. Tras recoger el medio de cultivo, las células se trataron con nuevo medio de
cultivo preparado con heparina (100 IU/ml RPMI) (Lovens, Malmo, Suecia) y 0.2% BSA
(Sigma-Adrich, St. Louis, MO), durante 30 minutos a 4°C. Ese medio se recolect6 de nuevo, ya
que contendria la LPL anclada a la superficie celular, siendo liberada al medio por su unién a la
heparina. Posteriormente, los macrofagos fueron tratados con buffer de solubilizacién frio y, tras
causar la rotura celular, el contenido intracelular también fue recolectado para el estudio de la
actividad de la LPL intracelular. Todas las alicuotas fueron almacenadas a -70°C hasta el

momento de analisis.

En paralelo, otros cultivos de macrofagos THP-1 fueron tratados bajo las mismas
condiciones e incubados con o sin las CRLP, para analizar la acumulacion intracelular de lipidos.
Ademas, con ellos se realizaria también el estudio de la modulacion de los niveles de expresion
de los genes codificantes de la LPL y ANGPTL4 por accion de las CRLP preparadas con

diferente contenido de TG.
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5.2 Preparacion de las particulas artificiales de quilomicrones (CRLP)

Todos los lipidos fueron adquiridos a Larodan Inc. (Malmo, Sweden). Las particulas
artificiales fueron preparadas empleando una mezcla de lipidos, con la siguiente composicion:
70% TG (00O, LLL, o POP), 2% colesterol, 5% éster de colesterol (CE) y 25% de FL en NaCl
al 0.9% preparado en buffer tricina (20 mmol/L, pH 7.4), como fue descrito por Redgrave &
Maranhao [415]. La composicion de la fraccion de FL fue: 70.50% fosfatidilcolina, 6.88%
lisofosfatidilcolina, 11.00%  fosfatidiletanolamina, 2.58 % fosfatidilinositol, 2.58%

fosfatidilserina y 6.54% esfingomielina.

La mezcla lipidica fue sonicada mediante inmersion de una sonda ultrasénica (Bandelin
Electronics Berlin, Alemania) directamente en la mezcla y aplicando un voltaje de 5S0W durante
20 minutos (pulsos de 5 minutos alternados con 5 minutos de reposo para permitir que se enfrie)
a una temperatura de 56°C. La emulsion resultante fue ajustada a una densidad de 1.21 g/ml con
KBr, y se llevo a un tubo de plastico con capacidad para 12 ml (Beckman). Sobre la solucién
lipidica, se prepar6 un gradiente de densidad (2.5 ml, d1.065 g/ml; 2,5 ml, d1.020 g/ml; 3 ml,
d1.006 g/ml) como fue descrito por Diard et al. [416]. La preparacion se centrifugd a 11000 rpm
durante 20 minutos a 12°C en una centrifuga Beckman Optima L-90 K (Beckman Coulter, Palo
Alto, CA), utilizando un rotor basculante SW41 Ti. Finalizada la centrifugacion, se elimin6 la
capa superior, se reemplaz6 ese mismo volumen por solucion NaCl (d1.006 g/ml), y se volvid a
centrifugar a 23500 rpm durante 1 hora a 12°C en el mismo rotor. La capa superior formada que
contiene las CRLP fue recolectada e incubada con el doble de su volumen de suero d<1.020
deficiente, durante 5 horas a 37°C con agitacion. La mezcla CRLP/suero fue posteriormente
situada en los tubos de centrifugacion (Beckman Coulter, Palo Alto, CA) con solucién d1.006
sobre ella hasta completar el volumen del tubo, y fue centrifugada a 3000 rpm durante 16 horas a
12°C, de nuevo en un rotor basculante SW41 Ti. La capa superior se recogid, se le anadié 15 mg
de NaCl, y se centrifugd una vez mas bajo una solucion d1.006 a 4000 rpm durante 5 horas a
12°C. Por ultimo, después de volver a recolectar la capa superior formada, ésta fue dializada en 2
L de solucion salina NaCl 0.9% durante 2 horas con membranas 4AMWCO 12K-14K, 25mm,

1x30M (Spectra). El producto final fue almacenado a 4°C hasta su uso, sin exceder los 3 dias.
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5.3 Preparacion de suero d<1.020 deficiente

El suero fue aislado de una muestra de sangre humana extraida en ayunas, mediante
centrifugacion a 3000 rpm, 20 minutos a temperatura ambiente. Se ajustdé un volumen de 5 ml
del suero obtenido a una densidad de 1.020 g/ml usando KBr y, posteriormente, se transfirié a un
tubo de centrifugacion. El suero depositado en el tubo se cubridé por una solucion de densidad
1.020 g/ml hasta completar los 14 ml de la capacidad del tubo, y se centrifugé a 40000 rpm a
22°C, durante la noche (16 horas). La capa superior formada fue desechada, y el suero que
permanecid en el fondo del tubo de centrifugacion se recogid y se sometid a didlisis durante 6
horas en 2 L de solucidn salina al 0.9% NaCl a 4°C, empleando las membranas 4MWCO 12K-
14K, 25mm, 1x30M (Spectra). Cada dos horas la solucion salina fue cambiada por otra
preparada en el momento. Después de la didlisis, el suero obtenido fue almacenado a -20°C hasta

que fue requerido.

5.4 Cuantificacion de los triglicéridos incorporados en las particulas artificiales de

quilomicrones (CRLP)

Para poder afiadir 0.3 pmol TG/ml de CRLP en cada cultivo de células, los TG
incorporados en las particulas fueron cuantificados mediante el kit “Triglyceride Colorimetric
Assay” (Cayman Chemical, MI, EEUU). Los TG empleados como estandar fueron diluidos 1:5,
1:10 y 1:20 en dH-O, al igual que las preparaciones de CRLP, que se diluyeron 1:10, 1:20 y 1:40
en dH,O. Los reactivos fueron reconstituidos segin las indicaciones del fabricantes. Se
afnadieron 10 pl de estandar de triglicéridos y muestras en los pocillos correspondientes de una
placa P96, por triplicado. Se inici6 la reaccion mediante la adicion de 150 pl de la solucion de
mezcla enzimatica a cada pocillo. La placa se cubrid y se agitdé cuidadosamente durante unos
segundos para mezclar los compuestos correctamente. Se incub6 la placa durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, se procedid a medir la D.O de cada muestra a 500 nm y 570

nm, siendo empleada la primera medicidn para la eliminacion de ruido.
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5.5 Ensavo de medicion de la actividad de la LPL

La actividad de la LPL recogida en cada una de las diferentes fracciones de los cultivos
celulares, fue medida bajo las mismas condiciones que han sido previamente descritas por Holm
C et al. [417]. Para ello, se emple6 leche fresca extraida de vacas como emulsion lipidica, con
trioleina marcada radiactivamente con tritio (trioleina-H?), incorporada por sonicaciéon. Se
prepar6 una mezcla de incubacion para todas las reacciones y se anadio 180 pl/tubo en tubos
Kimble 13x100 mm. La soluciéon de incubacion por tubo se constituia por: por 100 ul de buffer
de incubacion (12% BSA, 16.65 U/ml 0.2 mg heparina/ml, 0.2M NacCl, 0.3M Tris HCL, pH 8.5),
50 pl de la emulsion lipidica con trioleina-H?, 5 ul de suero de rata congelado tratado con
fenilmetilsulfonil fluorido inactivado por calor (PMSF-HIFRS), que es la fuente del activador de
LPL, y 25 ul de dH,O. A cada tubo se le anadi6 20 ul de la correspondiente fraccion del cultivo
celular, que contiene la LPL activa. Cada reaccion se mezclo con vortex y todos los tubos fueron
incubados durante 3 horas en un bafio de agua a 25°C, con agitacion continua. La hidroélisis
lipidica se detuvo mediante la adiciéon de 2 ml por tubo de la solucion de extraccion (iso-
propanol, heptano y 1M H2SO4, 40:48.3:1), mas 0.5 ml de dH,O. Cada uno de los tubos se
centrifugd a 2250 rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente. La fase superior fue recogida
y mezclada por vortex con 1ml de etanol alcalino (95% etanol, 1 N NaOH, dH,0) y 3 ml de
heptano para el lavado de la muestra. Los tubos fueron nuevamente centrifugados a 2250 rpm
durante 3 minutos y la fase superior fue eliminada por succidon, que contenia el heptano de
lavado. A la solucion resultante se le anadio otros 3 ml de heptano, se mezclo con el vortex y se
centrifugd otra vez para un segundo lavado bajo las mismas condiciones. Del fondo del tubo
fueron recogidos 800 ul y llevados a los tubos de centelleo, donde fueron mezclados con la
solucion Opti-phase “Hi safe” 3 mezclada previamente con acido acético. Finalmente, la
radioactividad emitida de cada uno de los tubos que contenian las muestras fue medida en el

contador-f (contador de centelleo).
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5.6 Cuantificacion de 1a acumulacion lipidica en macroéfagos

El contenido lipidico intracelular de los cultivos de monocitos THP-1 diferenciados a
macrofagos después de ser incubados durante 24 horas en presencia de la diferentes
preparaciones de CRLP, fue tefiido con el colorante aceite rojo O de la misma manera que ha
sido descrito en la seccion 4.2.1. Como diferencia hubo lo siguiente: tras los 10 minutos de
incubacion con el colorante de elevada afinidad lipidica, y de ser lavados adecuadamente con 1x
PBS, se afiadi6 0.5 ml de Isopropanol al 98% a cada uno de los cultivos. Fueron incubados en
oscuridad durante 1 hora a temperatura ambiente, y las células fueron recogidas para proceder

con la medicidén de la D.O a 510 nm.

Los resultados son expresados como acumulacion intracelular de lipidos/proteina total, y
se tom6 la media del valor de todos los controles (-CRLP) como valor de referencia, siendo

todos divididos por esa cifra, para poder realizar la comparacion entre los diferentes ensayos.

5.7 Cuantificacion de la proteina total celular

Se prepard una curva patron con BSA como estandar, en las siguientes concentraciones:
10, 20, 40, 60, 80 y 100 pg BSA/ ml en dH,O, en un volumen final de 200 pl. De las
fracciones intracelulares recolectadas para la medicién de la actividad de LPL intracelular, se
tomo una alicuota para cuantificar la proteina total de cada uno de los cultivos celulares. Cada
muestra se diluy6 1:8, 1:4 y 1:2 en dH,0, también en un volumen final de 200 ul. Como Blanco,
para el estandar se emple6 dH>O, mientras que para cada muestra intracelular se dispuso de 0.2M
NaOH 1:2 en dH,O. Las diluciones de estindar y de las muestras, asi como los blancos, fueron
tratados siguiendo el mismo procedimiento. Se prepard una mezcla constituida por el Reactivo A
(2.0% NaCOs, 0.4% NaOH, 0.16% Na-tartrate, 1% SDS) y el Reactivo B (4% CuSO4x5 H20)
(A:B=100:1), y se anadi6 0.6 ml de ésta a cada tubo y se mezclod por vortex. Después de una
incubacion de 10-60 minutos a temperatura ambiente, se anadio 60 pl del reactivo IN Folin-
Ciocalteu a cada reaccion, se mezcld adecuadamente, y de nuevo se incubd durante 45 minutos,

esta vez en oscuridad. A continuacion se midio la D.O. de cada muestra a 750 nm.
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5.8 Analisis de expresion génica de LPL v ANGPTL4

Los cultivos celulares de macrofagos THP-1 incubados con o sin las CRLP, fueron
tratados con buffer de lisis de Qiagen Nordic (Sollentuna, Suecia), con B-mercaptoetanol, para
extraer el ARN total. El producto de la extraccion fue purificado mediante el Kit de purificacion
RNA GenelJET, de ThermoScientific (Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), siguiendo las
instrucciones proporcionadas por el faricante. EL ARNm extrdido fue posteriormente tratado con
ADNasas, de Fermentas (Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), y se procedid a su
retrotranscripcion con el Kit RT-PCR c¢DNA first strands synthesis, de ThermoScientific
(Waltham, Massachusetts, Estados Unidos.) Finalmente, se realiz6 la qPCR para los genes LPL y

ANGPTLA4 con el gen B-actina para normalizar.
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6. ANALISIS ESTADISTICO

os resultados han sido expresados como media + error estdndar de la media

(SEM), excepto alli donde se indique. En todos los casos se indica el nimero de
repeticiones de los experimentos que conforman la media (n). El andlisis de los datos han sido
realizados con el paquete estadistico GraphPad Prism ® 5 (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA).

La significancia estadistica de los niveles basales de lipidos y de los marcadores de
inflamacion entre los grupos de individuos obesos y normopesos fue analizado mediante el test t-

Student no pareado.

La significancia estadistica de los cambios postprandiales en los ensayos realizados con
los dos desayunos experimentales en los sujetos obesos y normopesos, fueron analizados
mediante el test t-Student pareado, al igual que el estudio de acumulacién lipidica intracelular

entre células tratadas con TRL y las células control.

Los resultados obtenidos de la actividad de la LPL se expresan como media + desviacion
tipica (SD), y la significancia de la diferencia estadistica entre ensayos fue analizada también por
el test-t de Student. Todos los valores fueron normalizados con la media del valor del control (-
CRLP) mediante la division de todos los valores obtenidos por dicha cifra, que se usdé como

referencia =1.

Se consideraron estadisticamente significativas aquellas diferencias con un valor de

P<0.05.
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RESULTADOS



1. ESTUDIO DE LA RESPUESTA LIPIDICA POSTPRANDIAL EN SUERO TRAS
LA INGESTA DE UN DESAYUNO DE TIPO MEDITERRANEO Y UN
DESAYUNO DE TIPO OCCIDENTAL EN ADULTOS OBESOS Y NORMOPESOS

1.1 Estudio del perfil lipidico v bioquimico basal en suero

1 perfil lipidico y bioquimico de los 24 participantes del estudio fue
caracterizado antes de que se iniciase el ensayo postprandial, lo que permitié
dividir a los participantes del estudio en dos grupos segun sus caracteristicas antropométricas, en
obesos y normopesos, y determinar las condiciones basales de los dos grupos que formarian
parte del ensayo. Ademads, los valores basales obtenidos fueron empleados como referencia para
el estudio de los cambios experimentados en el periodo postprandial tras las ingesta de las dos

dietas experimentales, el desayuno de tipo mediterraneo y el de tipo occidental.

En la figura 14.A se representan los niveles basales de los lipidos en suero analizados,
con diferencias importantes en todos los casos al compararse los dos grupos de estudio. La
concentracion sérica basal de TG y colesterol total detectada en ayunas fue en ambos casos
significativamente mayor en los sujetos obesos (P<0.05). La concentracion sérica basal de LDL-
¢ también mostraba diferencias considerables, siendo sus niveles superiores en los participantes
obesos con respecto a los detectados en los normopesos, con una diferencia estadistica muy
significativa (P<0.001). La comparacion de los niveles basales de HDL-c en suero entre los dos
grupos de estudio también dio lugar a diferencias estadisticamente significativas (P<0.01),
obteniéndose unos niveles basales de HDL-c menores en el grupo de sujetos obesos con respecto

a la concentracion basal medida en los normopesos.

Los niveles de glucosa e insulina sérica basales fueron también medidos en ayunas en
todos los participantes del estudio (figura 14.B). Los resultados revelaron que la concentracion
de glucosa en los participantes obesos fue significativamente mayor a la concentracion basal de
glucosa sérica de los normopesos (P<0.01), aunque se encontraba dentro de los niveles normales
en ayunas (70-100 mg/dL), segun indica la Federacion Internacional de la Diabetes [192]. La
diferencia encontrada en los niveles de insulina entre ambos grupos del estudio fue mas acusada,
ya que el valor de insulina en suero que presentaron los sujetos obesos era casi 3 veces mayor

con respecto al de los normopesos (12.60 = 1.02 mU/ml y 4.90 £0.77 mU/ml, respectivamente,
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P<0.001). A pesar de la elevada concentracion de insulina medida en el grupo de personas
obesas, los valores se encontraron también dentro del rango de referencia (> 25 mU/ml en ayunas

[418]).

En base a los resultados obtenidos de glucosa e insulina en los dos grupos que
participaron en nuestro estudio, se determin6 la RI que presentaba cada uno de ellos. Para su
calculo, se empled el modelo homeostatico de medida de la resistencia a la insulina (HOMA-IR),
desarrollado por Matthews en 1985 [419], el cual estima la homeostasis basal mediante las
concentraciones en ayunas de la glucosa y la insulina. Este método ha demostrado ser un buen
equivalente de las mediciones de RI frente a pruebas como el clamp euglicémico, el clamp
hiperglicémico o el modelo minimo, en diferentes grupos de edad e incluso en pacientes

diabéticos en tratamiento [420].

El valor de HOMA-IR calculado en el grupo de individuos obesos no sobrepasé el punto
de corte establecido para RI (HOMA-IR igual o superior a 2.6, [421]), aunque fue
significativamente muy superior al valor obtenido en el grupo de sujetos normopesos (P<0.001)

(figura 14.B).

Asimismo, se midi6é la presion arterial en los participantes del ensayo antes de su
comienzo. Los valores de PAS fueron iguales en los dos grupos del estudio, obeso y normopeso.
En cambio, la cifra de PAD fue ligeramente superior en el grupo de sujetos obesos, aunque la
diferencia no fue significativa al compararse con el valor PAD detectado en los sujetos
normopesos. Normalmente, la obesidad es responsbale de un aumento de la presion arterial, sin
embargo, se pudo determinar que sus niveles eran normales ya que no igualaron ni superaron el
valor 140 mmHg para PAS y 90 mmHg para PAD, considerado como hipertension segiin la OMS
(figura 14.C).
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Figura 14. Parametros lipidicos y bioquimicos basales en los sujetos obesos y normopesos
participantes del estudio A. Concentracion basal en suero de triglicéridos (TG), colesterol total (CT),
colesterol LDL (LDL-c), y colesterol HDL (HDL-c); B. Concentracion sérica basal de glucosa, insulina, y
el marcador del modelo de medicion homeostatico de la resistencia a la insulina (HOMA-IR); C. Valores
de presion arterial sistolica (PAS) y diastolica (PAD). Datos expresados como media + error estandar de la
media (SEM); n=12 en todos los grupos. *=P<0.05, **=P<0.01, ***=P<0.001 obesos vs normopesos

(Test t de Student no pareado).
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1.2. Estudio del perfil lipidico v bioquimico postprandial en suero

El ensayo postprandial comenz6 con la administracion de los dos desayunos
experimentales, el de tipo mediterraneo y el de tipo occidental, a todos los sujetos participantes
del estudio. Durante las 6 horas siguientes a la ingesta de los desayunos, se fue extrayendo una
muestra de sangre a cada hora, lo que permitid determinar la influencia de la carga lipidica de la
dieta en la evolucion del perfil lipidico y de la glucosa e insulina a lo largo del periodo

postprandial, en el grupo de obesos y normopesos.
1.2.1 Colesterol total

Tanto en el grupo de obesos (figura 15.A) como en el de normopesos (figura 15.B), el
consumo de los dos tipos de desayunos no demostrd alterar los niveles postprandiales de
colesterol total (CT) respecto a los valores basales a lo largo de las 6 horas posteriores a la
ingesta de las dietas experimentales, manteniéndose los niveles constantes en ambos grupos del
estudios. Ademas, no hubo diferencias significativas en los valores de colesterol obtenidos al
comparar entre los desayunos, el de tipo mediterraneo y el de tipo occidental. Tan solo a la hora
5 en el grupo de sujetos normopesos se encontrd una diferencia significativa entre el consumo de
los desayunos experimentales (P<0.05), con una concentracion de colesterol en suero mas

elevada tras la ingesta del desayuno de tipo mediterraneo.
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Figura 15. Concentracion de colesterol sérico antes (Oh) y después (1-6h) de la ingesta de un desayuno de
tipo mediterraneo y de tipo occidental por los sujetos obesos (A) y normopesos (B) participantes del
estudio. Valores expresados como media + error estindar de la media (SEM); n=12. *=P<0.05 vs
desayuno de tipo mediterraneo (Test t de Student pareado).
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1.2.2 HDL-c¢

En el grupo de sujetos obesos, la concentracion de HDL-c postprandial se mantuvo
constante con respecto al nivel basal durante las 6 horas analizadas después de consumir tanto el
desayuno de tipo mediterraneo como el de tipo occidental, con valores similares entre ambas
dietas. Ademads, desde la hora 0 y a lo largo del periodo postprandial, se mantuvieron unos
niveles de HDL-c en circulacién dentro de los niveles considerados normales, superiores a 40

mg/dl en varones segun NCEP ATP III (figura 16.A).

En cambio, los valores postprandiales de HDL-c en el grupo de normopesos fueron
superiores al grupo de sujetos obesos (figura 16.B). Y al igual que ellos, no presentaron ninguna
variacion durante el periodo postprandial con respecto a los valores basales tras el consumo de
los dos desayunos experimentales. Tampoco se detectaron diferencias significativas entre los

valores de HDL-c postprandial obtenidos con los dos desayunos.
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Figura 16. Concentracion de colesterol HDL (HDL-c) sérico antes (Oh) y después (1-6h) de la ingesta de
un desayuno de tipo mediterraneo y de tipo occidental por los sujetos obesos (A) y normopesos (B)
participantes del estudio. Valores expresados como media % error estandar de la media (SEM); n=12.

(Test t de Student pareado).
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1.2.3 Triglicéridos

Al determinar la evolucion de la concentracion de TG en suero a lo largo del periodo
postprandial después de que los sujetos obesos consumieran las dietas que se les administro, se
observé que los niveles postprandiales de TG fueron experimentando un incremento gradual
causado tanto por el desayuno de tipo mediterraneo como por el de tipo occidental (figura 17.A).
No se identificaron diferencias significativas en el efecto causado sobre los niveles de TG entre

desayunos.

El grupo de normopesos experimentd un incremento en la concentracion de TG
plasmaticos entre las 2-4 horas del periodo postprandial con respecto al valor basal después de
consumir el desayuno de tipo occidental (figura 17.B). A continuacion, la concentracion sérica
postprandial de TG comenzé a sufrir un descenso constante. Por el contrario, el consumo del
desayuno de tipo mediterraneo solo causé un ligero incremento en la concentracion postprandial
de TG, aunque los valores a las 3 horas fueron similares a los basales. A pesar de la diferencia

encontrada entre ambos desayunos, ésta tampoco fue estadisticamente significativa.
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Figura 17. Concentracion de triglicéridos séricos antes (Oh) y después (1-6h) de la ingesta de un
desayuno de tipo mediterraneo y de tipo occidental por los sujetos obesos (A) y normopesos (B)
participantes del estudio. Valores expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12.

(Test t de Student pareado).
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Para calcular la respuesta postprandial que tiene lugar tras la ingesta de la dieta con
contenido graso, diversos métodos han sido a menudo empleados en varios estudios [422, 423].
Entre ellos, es frecuente realizar el célculo del area bajo la curva (AUC) y el area bajo la curva
incremental (1IAUC). Ha sido demostrado que el AUC correlaciona con la concentracion de TG
en ayunas, sin embargo, es el calculo del iAUC el que se asocia fuertemente con el incremento
de TG durante el periodo postprandial. Tanto en individuos sanos como en individuos que
presentan algun desorden metabolico, el iIAUC describe mejor la situacion postprandial que el
AUC total, el cual parece ser mas un factor descriptivo, relacionado con el nivel basal, tal y

como qued6 demostrado mediante el estudio realizado por Carstensen et al. en el afio 2003 [424].

El calculo del valor incremental de la concentracion de TG a cada hora con respecto al
nivel basal permitié apreciar mas claramente el incremento y/o reduccion experimentado de sus

niveles tras el consumo de los dos desayunos a lo largo del periodo postprandial.

En el grupo de obesos, se hizo mas evidente el incremento que sufti6 la concentracion de
TG tras el consumo del desayuno de tipo occidental frente al de tipo mediterraneo (figura 18.A).
Esta diferencia en los niveles alcanzados de TG en el periodo postprandial después de consumir
los dos desayunos experimentales fue confirmada con el célculo del iAUC en este grupo de
individuos. El nivel total de TG plasmaticos postprandiales fue mayor por el consumo del de tipo
occidental, aunque sin representar una diferencia significativa respecto al desayuno de tipo

mediterraneo (figura 18.B).

En el caso del grupo de normopesos, el calculo de los valores incrementales a todas las
horas con respecto al nivel basal (figura 18.C) si revel6 una diferencia significativa entre ambos
desayunos a las 2 y 3 horas del periodo postprandial (P<0.05), siendo, como ya se ha comentado
anteriormente, los niveles de TG plasmaticos mas elevados con el consumo del desayuno de tipo
occidental. Ademas, el célculo del iAUC (figura 18.D) ayudé a verificar que la concentracion
total de TG en el periodo postprandial era estadisticamente superior tras la ingesta del desayuno

de tipo occidental (P<0.05).
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Figura 18. Valor incremental de la concentracion sérica de triglicéridos (TG) en el periodo postprandial
con respecto al nivel basal de TG (en ayunas), tras la ingesta de un desayuno de tipo mediteraneo (Med) y
occidental (Occ) por los sujetos obesos (A) y normopesos (C); y area bajo la curva incremental (iAUC) de
la concentracion sérica postprandial de TG en los pacientes obesos (B) y normopesos (D). Valores
expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12; *=P<0.05 vs desayuno de tipo

mediterraneo (Test t de Student pareado).
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1.2.4 Apolipoproteina B (apo B)

La variacion de la concentracion de apo B durante el periodo postprandial en el grupo de
sujetos obesos se muestra en la figura 19.A. Después de ingerir los dos tipos de desayunos
experimentales, los valores de apo B aumentaron ligeramente con respecto a la concentracion
basal en ambos casos. La diferencia en los valores de apo B después de la ingesta de los dos
desayunos result6 ser significativa a las 4h (P<0.05) debido a la mayor concentracion detectada a
causa del de tipo mediterraneo. No obstante, esto tuvo como explicacion la significativa
diferencia entre los niveles basales al comienzo del ensayo postprandial mediterraneo y
occidental, que fueron bastante mas elevados en el caso del desayuno de tipo mediterrdneo

(P<0.01).

De la misma manera, el grupo de sujetos normopesos (figura 19.B) experiment6 un ligero
incremento en los valores de apo B durante el periodo postprandial frente a los valores basales
tras la ingesta del desayuno occidental. En cambio, el desayuno de tipo mediterraneo mantuvo

aparentemente constante el nivel de apo B durante las 4 horas siguientes a su consumo.
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Figura 19. Concentracion de apolipoproteina B (Apo B) sérica antes (Oh) y después (2 y 4h) de la ingesta
de un desayuno de tipo mediterraneo y de tipo occidental por los sujetos obesos (A) y normopesos (B)
participantes del estudio. Valores expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12.

*=P<0.05; **=P<0.01 vs desayuno de tipo mediterraneo (Test t de Student pareado).
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Debido a la diferencia en los valores basales detectados en los sujetos obesos al inicio de
los ensayos postprandiales, el calculo de los valores incrementales de apo B con respecto al nivel
basal permiti6 un analisis mas objetivo de la evolucion de su concentracion a lo largo del periodo

postprandial después de ingerir las dos dietas experimentales.

Tanto en el grupo de obesos (figura 20.A) como en el de normopesos (figura 20.C), se
observd una concentracion de apo B mayor después de ingerir el desayuno de tipo occidental a
las 2 y 4 horas del periodo postprandial. Tal diferencia resultd ser estadisticamente significativa
al compararse con el desayuno de tipo mediterraneo solo en el grupo de los obesos a la hora 2
(P<0.05). Esta diferencia en la concentracion postprandial de apo B entre desayunos fue
confirmada con el célculo del iIAUC en los dos grupos del estudio, los sujetos obesos (figura
20.B) y los sujetos normopesos (figura 20.D). En los dos casos, los niveles de apo B séricos
detectados en todo el periodo postprandial fueron superiores después de que se consumiera el
desayuno de tipo occidental, aunque en ningun caso resulto ser estadisticamente significativa la

diferencia frente al valor obtenido con el desayuno de tipo mediterraneo.
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Figura 20. Valor incremental de la concentracion de apolipoproteina B (ApoB) sérica en el periodo
postprandial con respecto al nivel basal de Apo B (en ayunas), tras la ingesta de un desayuno de tipo
mediterraneo (Med) y occidental (Occ) por los sujetos obesos (A) y normopesos (C); y area bajo la curva
incremental (IAUC) de la concentracion sérica postprandial de Apo B en los pacientes obesos (B) y
normopesos (D). Valores expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12; *=P<0.05 vs

desayuno de tipo mediterraneo (Test t de Student pareado).
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1.2.5 Glucosa

La concentracién de glucosa en sangre experimentd un pico maximo 1 hora después de
ingerir los dos desayunos en el grupo de sujetos obesos (figura 21.A.) y en el de sujetos
normopesos (figura 21.B). Se observo que los niveles de glucosa alcanzados en ese momento
fueron ligeramente superiores tras el consumo del desayuno de tipo occidental en los dos grupos
de participantes. A partir de la hora 1 del periodo postprandial, la concentracién tendid a
disminuir en todos los sujetos, alcanzando de nuevo los niveles plasmaticos basales. En el caso
del grupo de los obesos, esto ocurri6 a las 3 horas después de consumir el desayuno de tipo
mediterraneo, y a las 4 horas del consumo del desayuno de tipo occidental (figura 21.A),
mientras que en el grupo normopeso, sucedié algo mas temprano, 2 horas después de la ingesta
del desayuno de tipo mediterraneo, y a las 3 horas tras el desayuno de tipo occidental (figura
21.B). Sin embargo, una vez se recuperaron los valores basales, éstos sufrieron de nuevo un

ligero incremento en todos los casos a partir de las 3-4 horas.

Los dos desayunos experimentales generaron diferencias significativas entre los niveles
de glucosa obtenidos tras su consumo. De hecho, la diferencia en la concentracion de glucosa
resultd ser estadisticamente significativa a las 3 horas del periodo postprandial en obesos
(P<0.01) (figura 21.A), y a las 2 horas (P<0.01) en el grupo de normopesos (figura 21.B), en
ambos casos debido a que el desayuno de tipo occidental provocd que los niveles de glucosa
fuesen mas elevados en comparacion con el de tipo mediterraneo. Hay que mencionar que, antes
de que los dos tipos de desayunos fuesen administrados a los individuos normopesos, el nivel de
glucosa basal (Oh) del ensayo que se realizo con el desayuno de tipo occidental fue superior con
respecto a la concentracion basal del ensayo que se llevo a cabo con el de tipo mediterraneo,
siendo muy significativa estadisticamente la diferencia entre ellos (P<0.001). Por esa razon, la
concentracion de glucosa postprandial se mantuvo mas elevada después de consumir el desayuno

de tipo occidental, en comparacion con los resultados del desayuno de tipo mediterraneo.
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Figura 21. Concentracion de glucosa sérica antes (Oh) y después (1-6h) de la ingesta de un desayuno de
tipo mediterraneo y de tipo occidental por los sujetos obesos (A) y normopesos (B) participantes del
estudio. Valores expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12. **=P<(.01,

***%=pP<(.001 vs desayuno de tipo mediterraneo (Test t de Student pareado).

El calculo incremental de cada uno de los valores postprandiales con respecto a la
concentracion basal permiti6 verificar de nuevo la variacion real de los niveles de glucosa tras el
consumo de los dos desayunos. Con la representacion grafica de dichos valores incrementales se
observd una evolucion muy similar de la glucosa durante las 6 horas después del consumo de las
dietas experimentales en el grupo obeso y normopeso. Ambos experimentaron un importante
incremento de glucosa a la hora 1 tras el consumo de los dos desayunos como como se indico
previamente. Y la reduccidon que empezo a sufrir a partir de las 2 horas en los dos grupos llego a
alcanzar valores inferiores a los basales a las 3 horas. A partir de las 4 horas, la concentracion de
glucosa comenzo a incrementarse de nuevo tanto en el grupo de sujetos obesos como en el de

sujetos normopeso (figuras 22.A 'y 22.C, respectivamente).

En el grupo de obesos, se mantuvo la diferencia significativa observada a las 3 horas de
consumir los dos desayunos experimentales, ya que los valores de glucosa seguian siendo
mayores después del de tipo occidental (P<0.05) (figura 22.A.). En los sujetos normopesos, la
elevada concentracion de glucosa a las 2 horas tras el consumo del desayuno tipo occidental
también siguid6 mostrando una diferencia significativa con respecto al mediterraneo (P<0.05).
Ademas, el calculo incremental reveld que el aumento de glucosa experimentado a las 4 horas

después de ingerir el desayuno de tipo mediterraneo fue significativamente mayor con respecto
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al valor obtenido con el desayuno de tipo occidental a esa misma hora (P<0.05) (figura 22.C).

El iAUC mostré por tanto que la concentracion de glucosa total durante el periodo
postprandial fue superior después de consumir el desayuno de tipo mediterraneo tanto en los
sujetos obesos (figura 22.B) como en normopesos (figura 22.D). Esta diferencia resultd ser
estadisticamente significativa en el grupo de los normopesos (P<0.05), pero no en el de los

sujetos obesos.
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Figura X. Valor incremental de la concentracion de glucosa sérica durante el periodo postprandial con
respecto al nivel basal de glucosa (en ayunas), tras la ingesta de un desayuno de tipo mediterraneo (Med)
y occidental (Occ) por los sujetos obesos (A) y normopesos (C); y area bajo la curva incremental (1IAUC)
de la concentracion sérica postprandial de glucosa en los pacientes obesos (B) y normopesos (D). Valores
expresados como media + error estindar de la media (SEM); n=12; *=P<0.05 vs desayuno de tipo
mediterraneo (Test t de Student pareado).
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1.2.6 Insulina

De forma similar a lo ocurrido con los niveles de glucosa tras el consumo de los dos
desayunos experimentales, con la concentracion de insulina en suero también se observd en el
grupo de obesos y de normopesos una importante elevacion en su concentracion en la hora 1 del
periodo postprandial. Fue destacable el incremento que experimentd el grupo de los obesos
(figura 23.A) 1 hora después de consumir el desayuno de tipo occidental, ya que alcanz6 un valor
4-5 veces mayor con respecto a los niveles basales (P<0.05). El desayuno de tipo mediterraneo
también caus6 una elevacion en la concentracion de insulina sérica con respecto al nivel basal a
la hora 1, pero de una manera mas moderada, siendo significativa la diferencia de estos valores
entre las dos dietas (P<0.05). En la hora 2 del periodo postprandial se observd un
comportamiento semejante al que se vio con la concentracion de glucosa, pues la concentracion
de insulina comenz6 también a descender después del consumo de los dos desayunos
experimentales. No obstante, los niveles de insulina detectados se mantuvieron
significativamente superiores tras el consumo del desayuno de tipo occidental (P<0.05).
Alcanzadas las 3 horas tras las ingesta de los dos desayunos, la concentracion de insulina volvid
a su nivel basal, manteniéndose aparentemente constante durante el resto del periodo

postprandial.

Los sujetos normopesos (figura 23.B) también experimentaron ese pico maximo de los
niveles de insulina 1 hora después de consumir cualquiera de los dos desayunos, aunque no fue
tan acusado como el observado en los individuos obesos. La evolucion de la concentracion de la
insulina durante el periodo postprandial fue el mismo que el descrito en los sujetos obesos, y la
diferencia entre el consumo de los dos desayunos experimentales en la concentracion de insulina
también fue solo significativa a las 2 horas (P<0.05), siendo nuevamente mas elevada tras la

ingesta del desayuno de tipo occidental.
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Figura 23. Concentracion de insulina sérica antes (Oh) y después (1-6h) de la ingesta de un desayuno de
tipo mediterraneo y de tipo occidental por los sujetos obesos (A) y normopesos (B) participantes del
estudio. Valores expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12. *=P<0.05 vs

desayuno de tipo mediterraneo (Test t de Student pareado).

El célculo incremental de las concentraciones séricas de insulina postprandiales mostrd
unos resultados bastantes similares a los descritos en los parrafos anteriores, tanto en el grupo de
obesos (figura 24.A) como en el de normopesos (figura 24.C). Ademas, permitidé determinar que
el incremento en los niveles de expresion de la insulina desde sus niveles basales 2 horas después
de haberse consumido el desayuno de tipo occidental no mostraba una diferencia significativa
con respecto al valor detectado en ese mismo momento tras la ingesta del desayuno de tipo
mediterraneo, como se indico previamente. Sin embargo, el iIAUC calculado en el grupo de los
obesos (figura 24.B) mostrd que la concentracion total de insulina acumulada a lo largo del
periodo postprandial si fue significativamente superior debido al consumo del desayuno
occidental, frente al valor obtenido con el desayuno de tipo mediterraneo. En el caso de
individuos normopesos, esta diferencia no resultd ser estadisticamente significativa (figura

24.D).
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Figura 24. Valor incremental de la concentracion de insulina sérica durante el periodo postprandial con
respecto al nivel basal de insulina (en ayunas), tras la ingesta de un desayuno de tipo mediterraneo (Med)
y occidental (Occ) por los sujetos obesos (A) y normopesos (C); y area bajo la curva incremental (1IAUC)
de la concentracion sérica postprandial de insulina en los pacientes obesos (B) y normopesos (D). Valores
expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12; *=P<0.05 vs desayuno de tipo

mediterraneo (Test t de Student pareado).
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2. ESTUDIO DEL PERFIL DE MARCADORES DE INFLAMACION BASAL Y
POSTPRANDIAL EN SUERO DE ADULTOS OBESOS Y NORMOPESOS TRAS
LA INGESTA DE LOS DESAYUNOS EXPERIMENTALES

2.1 Concentracion basal en suero de los marcadores de inflamacion

1 comienzo del ensayo postprandial, se midieron los niveles basales de
diversos marcadores de inflamacion sistémica y adipoquinas para determinar
el estado inflamatorio en que se encontraban los sujetos de cada uno de los grupos
experimentales. De nuevo, esos datos nos proporcionaron la informacion necesaria para poder
evaluar la evolucion de los niveles de secrecion de los marcadores de inflamacion desde sus
valores basales en ayunas, y a lo largo del periodo postprandial, segin la influencia del tipo de

desayuno experimental consumido, el mediterraneo o el occidental.

La figura 25 muestra los valores basales de todos lo marcadores de inflamacion incluidos

en el estudio.

Los individuos obesos y normopesos presentaron un nivel basal de adiponectina muy
similar (figura 25.A), pero no de leptina (figura 25.B), ya que los valores basales detectados
fueron significativamente muy superiores en el grupo de obesos frente al grupo de normopesos
(P<0.001). La determinaciéon de la concentracion basal de ceruloplasmina (figura 25.C) y PCR
(figura 25.D) también reveldé una importante diferencia en los niveles de estos marcadores de
inflamacion entre los dos grupos del estudio. En ambos casos, los sujetos obesos presentaron una
concentracion mayor a la detectada en el grupo de individuos normopesos, siendo
estadisticamente significativa dicha diferencia tanto en el caso de la ceruloplasmina (P<0.01)
como en el de PCR(P<0.05). Los valores basales de MCP-1 (figura 25.E) mostraron una
diferencia también estadisticamente muy significativa (P<0.001) entre los dos grupos de
individuos, siendo nuevamente mucho mas elevados en el caso de los sujetos obesos con
respecto al de los sujetos normopesos. Asimismo, la concentracion basal de TNF-a e IL-B (figura
25.F) fue superior en el grupo de obesos, aunque en este caso la diferencia en los valores basales

de estas citoquinas frente al grupo de normopesos no resulté ser significativa.
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Figura 25. Concentracion sérica basal de adiponectina (A), leptina (B), ceruloplasmina (C ), PCR (D),
MCP-1 (E), y TNF-a y IL-1pB (F) antes del consumo de los desayunos experimentales por los sujetos
obesos (O) y normopesos (N) participantes del estudio. Valores expresados como media =+ error estandar
de la media (SEM); n=12; *=P<0.05, *=P<0.01, ***=P<0.001 vs sujetos normopesos (Test t de Student

no pareado)
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2.2 Concentracion postprandial en suero de los marcadores de inflamacion

2.2.1 Adiponectina

Como puede verse en la figura 26.A, antes de la ingesta del desayuno de tipo
mediterraneo por los sujetos obesos, los niveles de adiponectina fueron significativamente
superiores a los detectados antes de que consumieran el desayuno de tipo occidental (P<0.05).
No obstante, 2 horas después del consumo de los dos tipos de desayunos experimentales, el nivel
de adiponectina sérica fue el mismo para los dos casos. Esto fue debido a que la ingesta del
desayuno de tipo mediterraneo indujo una reduccion en la liberacion de adiponectina respecto al
nivel basal detectado, mientras que el consumo del desayuno de tipo occidental provocd su
incremento. Sin embargo, a las 4 horas, la concentracion de adiponectina volvio a los niveles

originales (Oh) en ambos casos.

Por parte de los individuos normopesos (figura 26.B), el consumo del desayuno de tipo
occidental produjo una progresiva reduccion de la expresion de adiponectina a lo largo del
periodo postprandial. Esta reduccion también se observo a las 2 horas de consumir el desayuno
de tipo mediterraneo, aunque 4 horas después se elevo, detectindose unos valores mayores al
nivel de expresion basal y superiores también a los alcanzados por el desayuno de tipo
occidental. No obstante, no se detectaron diferencias significativas entre el consumo de los dos

tipos de desayunos en este grupo de individuos.
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Figura 26. Concentracion de adiponectina sérica antes (Oh) y después (2 y 4 h) de la ingesta de un
desayuno de tipo mediterraneo y de tipo occidental por los sujetos obesos (A) y normopesos (B)
participantes del estudio. Valores expresados como media + error estindar de la media (SEM); n=12.

*=P<0.05 vs desayuno de tipo mediterraneo (Test t de Student pareado).

Los valores incrementales de la concentracion sérica de adiponectina respecto a la
concentracion basal a lo largo del periodo postprandial se representan en la figura 27. El célculo
incremental permitié apreciar una diferencia significativa en el efecto causado por la ingesta de
los desayunos sobre los niveles de expresion de adiponectina, antes no detectada, en el grupo de
individuos obesos (figura 27.A). La elevada liberacion de adiponectina 2 horas después de
consumir el desayuno de tipo occidental resultd ser estadisticamente significativa frente a la
reduccidon de su concentracion tras la ingesta del desayuno de tipo mediterrdneo (0<0.01). De
hecho, esta influencia de los dos tipos de dietas experimentales sobre los niveles de
adiponenctina quedd demostrada con el calculo de iAUC (figura 27.B), con el que se determin6
que la cantidad total de adiponectina producida en el periodo postprandial fue significativamente

mayor después de ingerir el desayuno de tipo occidental (P<0.05).

En los sujetos normopesos (figura 27.C) se observd de manera mas clara la reduccion que
sufri6 el nivel de secrecion de adiponectina 2 horas después de consumir los dos desayunos
experimentales respecto a los valores basales. De la misma manera, el incremento en su
concentracion a las 4 horas de consumir el desayuno de tipo mediterraneo se hace mas
apreciable. La capacidad del desayuno de tipo occidental para reducir los niveles de adiponectina
postprandial por debajo del nivel basal, no observada tras la ingesta del de tipo mediterraneo,

explica que la cantidad de adiponectina secretada durante todo el periodo postprandial sea

139



significativamente inferior respecto a la secretada tras el consumo del desayuno de tipo

mediterraneo(P<0.05), tal y como se observa con el célculo del iAUC (figura 27.D).
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Figura 27. Valor incremental de la concentracion de adiponectina sérica durante el periodo postprandial

con respecto al nivel basal de adiponectina (en ayunas), tras la ingesta de un desayuno de tipo

mediterraneo (Med) y occidental (Occ) por los sujetos obesos (A) y normopesos (C); y area bajo la curva

incremental (IAUC) de la concentracidn sérica postprandial de adiponectina en los pacientes obesos (B) y

normopesos (D). Valores expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12; *=P<0.05 vs

desayuno de tipo mediterraneo (Test t de Student pareado).
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2.2.2 Leptina

El consumo de los dos tipos de desayunos experimentales también demostr6 ejercer una
influencia distinta sobre la concentracion sérica de leptina a lo largo del periodo postprandial en
el grupo de individuos obesos (figura 28.A). De nuevo, el desayuno occidental produjo un
descenso progresivo en los niveles de leptina desde el momento inicial del ensayo (Oh) y hasta
las 4 horas en que fue medida, aunque no se tratd6 de una reduccion muy pronunciada frente al
nivel basal de leptina. En el caso del consumo del desayuno de tipo mediterraneo, 2 horas
después la leptina también vio reducida su expresion sérica de forma considerable frente al valor
inicial (Oh). Sin embargo, los valores iniciales de leptina antes de consumir el desayuno
mediterraneo ya eran superiores al valor en ayunas del ensayo realizado con el desayuno de tipo
occidental. Ello contribuy6 a que la diferencia a las 2 horas fuera estadisticamente significativa
(P<0.01). Al igual que lo fue a las 4 horas, ya que se detect6 un significativo incremento en nivel

de expresion de leptina tras la ingesta del desayuno de tipo mediterraneo (P<0.01).

Por el contrario, el grupo de normopesos (figura 28.B) no experimento alteracion alguna
en la concentracion sérica de leptina durante el periodo postprandial después de consumir el
desayuno de tipo mediterraneo y el de tipo occidental. Se observo que los niveles postprandiales
de leptina se mantuvieron constantes y similares a la concentracion sérica basal durante todo el

ensayo.
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Figura 28. Concentracion sérica de leptina antes (Oh) y después (2 y 4 h) de la ingesta de un desayuno de
tipo mediterraneo y occidental por los sujetos obesos (A) y normopesos (B) participantes del estudio.
Valores expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12. **=P<0.01 vs desayuno de
tipo mediterraneo (Test t de Student pareado).
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Mediante el calculo incremental de la concentracion postprandial de leptina respecto al
nivel basal en el grupo de sujetos obesos pudo determinarse que las diferencias que
anteriormente resultaron ser significativas entre los niveles de leptina alcanzados tras la ingesta
de los dos tipos de desayuno experimentales, realmente no existian. Ademas, se pudo a preciar
que el desayuno de tipo occidental aparentemente no manifestd tener influencia sobre la
expresion de leptina en el periodo postprandial (figura 29.A). Ademas, el célculo de i1AUC
reflejo que consumir el desayuno de tipo mediterraneo causaba una reduccion en los niveles de
expresion total de leptina postprandial en el grupo de los obesos (figura 29.B). No obstante, no

hubo diferencias que pudieran considerarse significativas entre los dos tipos de desayunos.

En el grupo de sujetos normopesos, el calculo incremental (figura 29.C) no reflejo
grandes cambios con respecto a lo observado con anterioridad, tan solo que la concentracion
sérica de leptina experimentd un ligero descenso tras el consumo del desayuno de tipo
mediterraneo, alcanzando unos valores inferiores a los obtenidos con el de tipo occidental, antes
inapreciables. Y de la misma manera que sucedid con el grupo de obesos, con el célculo del
1AUC (figura 29.D) qued¢ reflejado de nuevo que el desayuno de tipo mediterraneo tenia mayor
capacidad para reducir los niveles de leptina postprandial totales frente al de tipo occidental,

aunque no de manera significativa.
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Figura 29. Valor incremental de la concentracion de leptina sérica durante el periodo postprandial con
respecto al nivel basal de leptina (en ayunas), tras la ingesta de un desayuno de tipo mediterraneo (Med) y
occidental (Occ) por los sujetos obesos (A) y normopesos (C); y area bajo la curva incremental (iAUC) de
la concentracion sérica postprandial de leptina en los pacientes obesos (B) y normopesos (D). Valores

expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12; (Test t de Student pareado).
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2.2.3 Ceruloplasmina

Los valores iniciales de ceruloplasmina en los individuos obesos (figura 30.A) al
comienzo de los ensayos postprandiales realizados con los dos tipos de desayunos, ya mostraron
una diferencia importante, ya que fueron significativamente mas elevados antes de proceder con
la ingesta del de tipo occidental (P<0.05). El consumo de las dos dietas experimentales provoco
una reduccion en los niveles de expresion de ceruloplasmina sérica en la hora 2 del periodo
postprandial respecto al valor basal. A pesar de esta reduccion detectada en los dos casos, la
diferencia en la expresion de ceruloplasmina alcanzada entre desayunos fue significativa, puesto
que ésta era superior tras el consumo del desayuno de tipo occidental (P<0.05). Sin embargo, a
las 4 horas de ingerir el desayuno de tipo mediterraneo, el nivel de expresion de la
ceruloplasmina aumento, igualandose al detectado con el desayuno de tipo occidental a las 4

horas de su consumo, con el cual se mantuvieron constantes desde la hora 2.

En el grupo de individuos normopesos (figura 30.B) la evolucién de los niveles séricos de
ceruloplasmina a lo largo del periodo postprandial tras consumir los dos tipos de dietas
experimentales fue muy parecida a la que experimentaron los sujetos obesos. En este caso, la
expresion de ceruloplasmina fue parecida en todos los casos después de ingerir un desayuno u

otro, sin diferencias significativas entre ellos.
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Figura 30. Concentracion de ceruloplasmina sérica antes (Oh) y después (2 y 4 h) de la ingesta de un
desayuno de tipo mediterraneo y occidental por los sujetos obesos (A) y normopesos (B) participantes del
estudio. Valores expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12. *=P<0.05 vs
desayuno de tipo mediterraneo (Test t de Student pareado).
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A pesar de las diferencias significativas obtenidas en los niveles de ceruloplasmina tras la
ingesta de los dos tipos de desayunos en el grupo obeso, el calculo incremental de los valores
postprandiales en estos sujetos permitio detectar que la diferente influencia de los dos desayunos
sobre su nivel de expresion no era significativa (figura 31.A). Ambos desayunos experimentales
fueron responsables de reducir la concentracion de ceruloplasmina a las 2 horas. Y aunque la
reduccion fue ligeramente superior con el consumo del desayuno de tipo mediterraneo, a las 4
horas de su ingesta, la produccion de ceruloplasmina detectada fue de nuevo equivalente al nivel
de produccion basal. Por el contrario, el consumo del desayuno de tipo occidental lo mantuvo
siempre por debajo del nivel basal. No obstante, estas ligeras diferencias entre desayunos no
generaron una cantidad de ceruloplasmina postprandial total diferente entre ellos. El caculo del
iIAUC demostré que la cantidad de ceruloplasmina total liberada a lo largo del periodo
postprandial fue la misma tras la ingesta de los dos tipos de desayunos experimentales (figura

31.B)

En el caso de los individuos normopesos (figura 31.C), los valores incrementales tampoco
presentaron diferencias significativas entre desayunos. El consumo de los dos tipos de desayunos
por parte de los sujetos normopesos ejercio la misma influencia sobre los niveles de expresion de
ceruloplasmina que la que ejercieron sobre los sujetos obesos. Asi mismo, el calculo del iAUC
demostré una menor produccion de ceruloplasmina total en el periodo postprandial causada tanto
por el consumo del desayuno de tipo mediterraneo como por el de tipo occidental con respecto a

los valores basales (figura 31.D).
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Figura 31. Valor incremental de la concentracion de ceruloplasmia sérica durante el periodo postprandial
con respecto al nivel basal de ceruloplasmina (en ayunas), tras la ingesta de un desayuno de tipo
mediterraneo (Med) y occidental (Occ) por los sujetos obesos (A) y normopesos (C); y area bajo la curva
incremental (iIAUC) de la concentracion sérica postprandial de ceruloplasmia en los pacientes obesos (B)
y normopesos (D). Valores expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12; (Test t de

Student pareado).
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2.24 PCR

La PCR fue el tnico marcador de inflamaciéon cuyos niveles de expresion no se vieron
alterados durante todo el periodo postprandial con respecto a la concentracion basal, tras el
consumo del desayuno de tipo mediterraneo y de tipo occidental en el grupo de sujetos obesos
(figura 32.A), ni en el de normopesos (figura 32.B). A pesar de las ligeras fluctuaciones
observadas, los valores de PCR no se alejaron del valor basal a ninguna de las horas en las que su
expresion fue medida. Es importante sefialar que en el grupo de los individuos obesos, la
concentracion de PCR siempre se mantuvo superior con el consumo del desayuno de tipo
occidental frente al de tipo mediterraneo. Esto se debid a que los valores basales de PCR fueron
mas elevados al inicio del ensayo realizado con el desayuno de tipo occidental que con el de tipo

mediterraneo, como ya ha ocurrido con otros marcadores de inflamacion.
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Figura 32. Concentracién sérica de PCR antes (Oh) y después (2 y 4 h) de la ingesta de un desayuno de
tipo mediterraneo y occidental por los sujetos obesos (A) y normopesos (B) participantes del estudio.

Valores expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12; (Test t de Student pareado).

El calculo incremental de las concentraciones de PCR obtenidas en los sujetos obesos tras
la toma de los desayunos frente al valor basal (figura 33.A) permiti6 apreciar de forma mas
objetiva la capacidad de los dos tipos desayunos experimentales para modular el nivel de
expresion de PCR. La ingesta del desayuno de tipo mediterraneo por parte de estos individuos
provoco un pequeio incremento en el nivel de expresion de PCR 1 hora después, quedando por

encima del nivel basal, y manteniéndose constante a lo largo del periodo postprandial. En
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cambio, el consumo del desayuno de tipo occidental no modificé la expresion de PCR respecto al
valor inicial, salvo a las horas 1 y 4, donde fueron algo inferiores. Este comportamiento se vio
representado con el calculo del iAUC (figura 33.B), demostrandose que la concentracion
postprandial total de PCR se increment6 con respecto al valor basal tras la ingesta del desayuno
mediterraneo, mientras que el otro desayuno produjo su reduccion. Sin embargo, la diferencia

encontrada entre desayunos no fue significativa.

En el caso de los sujetos normopesos (figura 33.C), el consumo del desayuno de tipo
occidental produjo una progresiva y lenta reduccion de la concentracion sérica postprandial de
PCR respecto al nivel basal, mientras que el consumo del desayuno de tipo mediterraneo no
alterd su nivel en ningun caso. Tal como se vio en el grupo de sujetos obesos, la reduccion de la
concentracion postprandial total de PCR fue superior con el consumo del desayuno de tipo
occidental con respecto al de tipo mediterraneo, como fue determinado con el célculo del iIAUC
(figura 33.D). Aunque la diferencia no resultd ser significativa tampoco en este caso, se observo
una clara tendencia a reducirse los niveles produccién de PCR por el consumo de un desayuno de

tipo occidental en los dos grupos del estudio, el de obesos y el de normopesos.

148



- | editerrdneo
= (ccidental

PCR (ug/mlehora)

Tiempo (h)

Wed  0c

PCR (ug/ml)
j
L
PCR (ug/mlohora)

Wed 0o

Figura 33. Valor incremental de la concentracion de PCR sérica durante el periodo postprandial con
respecto al nivel basal de PCR (en ayunas), tras la ingesta de un desayuno de tipo mediterraneo (Med) y
occidental (Occ) por los sujetos obesos (A) y normopesos (C); y area bajo la curva incremental (iAUC) de
la concentracion sérica postprandial de PCR en los pacientes obesos (B) y normopesos (D). Valores

expresados como media + error estandar de la media (SEM). n=12; (Test t de Student pareado).
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2.2.5 MCP-1

Cuando el grupo de sujetos obesos consumi6 las dos dietas experimentales, la de tipo
mediterraneo y la de tipo occidental, experiment6é una reduccion en los niveles de expresion de
MCP-1 (figura 34.A). En ambos casos, su concentracion fue reduciéndose de manera progresiva
respecto al valor basal, aunque la mayor reduccién en los niveles de produccion de MCP-1 sérica
ocurrid después del consumo del desayuno de tipo occidental, aunque no fue significativa la

diferencia.

El consumo de los dos tipos de desayunos por parte de los sujetos normopesos (figura
34.B), si hizo que a las 2 horas existiera una diferencia significativa entre ellos ya que, aunque
los dos fueron responsables de que hubiera un nivel de expresion menor de MCP-1, fue con la
ingesta del de tipo occidental con el que los niveles disminuyeron de manera mas acusada,
resultando estadisticamente significativo al compararse con el otro desayuno (P<0.01). Mas
tarde, a las 4 horas, su concentracion volvid a incrementarse en ambos casos, alcanzado el mismo

nivel de expresion, aunque aun por debajo del nivel de expresion de MCP-1 basal (Oh).

-~ Mediterraneo

A ; = (Occidental
500 500

=, 400 —, 4001 X
a 2001 a 200 I<:>‘
() (]
= =

0 T T T 0 T T T

) 2 ' 0 2 4
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 34. Concentracion sérica de MCP-1 antes (Oh) y después (2 y 4 h) de la ingesta de un desayuno de
tipo mediterraneo y occidental por sujetos obesos (A) y normopesos (B) participantes del estudio. Valores

expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12. **=P<0.01 vs desayuno de tipo

mediterraneo (Test t de Student pareado).
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La representacion grafica del calculo incremental permitié confirmar que, en el grupo de
sujetos obesos (figura 35.A), no hubo diferencias en la capacidad para reducir la concentracion
sérica postprandial de MCP-1 entre desayunos, ya que los valores obtenidos fueron
practicamente idénticos en ambos casos. Tanto el desayuno de tipo mediterrdneo como el de tipo
occidental influyeron de la misma manera, reduciendo los niveles de expresion de MCP-1 sérica
progresivamente, produciendo ademds la misma concentracion de MCP-1 total en el periodo

postprandial, como puede verse en la figura 35.B.

La diferencia encontrada previamente entre desayunos en la concentracion sérica de
MCP-1 a las 2 horas de su consumo por el grupo de normopesos, no resulté ser realmente
significativa estadisticamente, como se vio gracias al calculo incremental (figura 35.C). Las dos
dietas experimentales redujeron a las 2 y 4 horas los niveles de MCP-1 sérico respecto a los
niveles basales, aunque a las 4 horas la concentracion fue ligeramente superior con el desayuno
de tipo occidental. Sin embargo, nuevamente la diferencia no fue significativa, como tampoco lo
fue en la concentracion de MCP-1 total del periodo postprandial, calculada con el iIAUC (figura

35.D).
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Figura 35. Valor incremental de la concentracion de MCP-1 sérica durante el periodo postprandial con
respecto al nivel basal de MCP-1 (en ayunas), tras la ingesta de un desayuno de tipo mediterraneo (Med)
y occidental (Occ) por los sujetos obesos (A) y normopesos (C); y area bajo la curva incremental (1IAUC)
de la concentracion sérica postprandial de MCP-1 en los pacientes obesos (B) y normopesos (D). Valores

expresados como media + error estandar de la media (SEM). n=12; (Test t de Student pareado).
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3. CARACTERIZACION DE LOS ACIDOS GRASOS COMPONENTES DE LAS
LIPOPROTEINAS RICAS EN TRIGLICERIDOS AISLADAS DE ADULTOS
OBESOS Y NORMOPESOS, ANTES Y TRAS LA INGESTA DE LOS
DESAYUNOS EXPERIMENTALES

os TG y FL presentes en las TRL fueron separados del resto de clases lipidicas
mediante extraccion en fase solida (SPE). Como ha sido previamente descrito
en mayor detalle en el apartado 3.2.3 de la seccion de materiales y métodos, ambas fracciones
lipidicas se sometieron a metilacién y los FAME resultantes fueron separados y analizados por
CG. La cuantificacion de cada uno de los AG se expres6 como porcentaje de area relativa

respecto al total de AG.

La figura 36 muestra un ejemplo de los cromatogramas obtenidos tras la separacion de los
ésteres metilicos de AG de las fracciones de TG y FL presentes en las TRL aisladas del suero de
los participantes del estudio después de que consumieran uno de los dos tipos de desayunos

experimentales.
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Figura 36. Cromatograma representativo de la separacion de los ésteres metilicos de AG de los TG
presentes en las TRL. Ejemplo procedente de una muestra aislada de uno de los participantes obesos del
estudio a las 2 horas tras la ingesta del desayuno de tipo mediterraneo. La separacion fue realizada

mediante CG segln se describe en el apartado seccion 3.2.3 dela seccion de materiales y métodos.
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3.1 Estudio de la composicion de acidos grasos de los triglicéridos v fosfolipidos

extraidos de las lipoproteinas ricas en triglicéridos (TRL) aisladas de los

adultos normopesos

3.1.1 Acidos grasos extraidos de la fraccién de triglicéridos

La composicion de AG de los TG extraidos de las TRL procedentes de los normopesos se
indica en la tabla 7. Antes de la ingesta de los dos desayunos, el de tipo mediterraneo y el de tipo
occidental, las particulas de TRL analizadas mostraron tener una composicion de AG similar. Las
particulas solo diferian en el contenido del acido eicosenoico (20:1 n-9) (P<0.01), cuyo
contenido ligeramente menor en las TRL aisladas antes de comenzar el ensayo en el que los
sujetos normopesos consumirian el desayuno de tipo occidental, resultd ser estaditicamente
significativo con respecto al contenido de este AG en la TRL aisladas antes del comienzo de

ensayo postprandial de tipo mediterraneo.

En la hora 2 del periodo postprandial, la distinta carga lipidica procedente de los dos tipos
de dietas experimentales se hizo evidente en la composicion de las particulas. Estas diferencias
se manifestaron principalmente en el contenido de los SFA y MUFA totales, ya que la presencia
de SFA fue significativamente mas elevada en las TRL procedentes del desayuno de tipo
occidental, mientras que los MUFA estaban especialmente elevados en las derivadas del
consumo de desayuno de tipo mediterraneo, siendo tales diferencias estadisticamente muy
significativas (P<0.001). Esto fue debido por una parte a que el consumo del desayuno de tipo
occidental elevé muy significativamente el contenido de los acidos miristico (14:0) (P<0.001) y
palmitico (16:0) (P<0.01), lo que no sucedi6 tras el consumo del desayuno de tipo mediterraneo,
que caus6 por el contrario una ligera reduccion en estos AG. Por otro lado, la ingesta del
desayuno de tipo mediterrdneo logré incrementar de forma significativa el contenido del &cido
oleico (P<0.01), pero redujo el del acido miristoleico (14:1 n-5), cuyo contenido sufrié6 un

significativo incremento en las particulas derivadas del desayuno de tipo occidental (P<0.01).

Mas tarde, a las 4 horas de la ingesta de los desayunos experimentales, la diferencia en el
contenido total de SFA entre particulas procedentes de ambos desayunos se mantuvo
estadisticamente muy significativa (P<0.001). El contenido de los 4cidos miristico y palmitico

continu6 siendo mucho mas elevado en las TRL aisladas después de consumir el desayuno de
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tipo occidental (P<0.001 en ambos casos), ademés del acido estearico, cuyo contenido fue
significativamente superior frente al de las derivadas del desayuno de tipo mediterraneo
(P<0.01). Y aunque la proporcién en la que el acido araquidico (20:0) se encuentra en las TRL es
muy reducida, su menor contenido en aquellas que fueron aisladas después de la ingesta del
desayuno de tipo occidental respecto a las otras lipoproteinas resultd ser estadisticamente muy

significativo (P<0.001).

El contenido total de MUFA a las 4 horas continud siendo diferente de manera muy
significativa en las TRL aisladas de los dos desayunos (P<0.001), ya que la ingesta del de tipo
mediterraneo hizo que su contenido se mantuviera elevado en las particulas durante todo el
periodo postprandial, mientras que el de tipo occidental siguidé causando su reduccion. El
principal responsable de esta diferencia fue nuevamente el &cido oleico, que se encontrd en
niveles muy superiores con el primer desayuno con respecto al segundo (P<0.001). Y aunque el
contenido del 4cido palmitoleico (16:1 n-7) fue reduciéndose conforme trascurrié el periodo
postprandial tras la ingesta de los dos tipos de dietas experimentales, su contenido fue
significativamente superior en las particulas aisladas después de consumir el desayuno de tipo

mediterraneo (P<0.01).

El contenido total de PUFA n-3 se elevd de forma muy significativa en las TRL al
consumir el desayuno occidental frente al valor obtenido con la ingesta del de tipo mediterraneo
(P<0.001), especialmente debido al elevado contenido del 4cido a-linolénico (18:3 n-3). También
destac¢ la diferencia en el contenido de los acidos y-linolénico (18:3 n-6) y eicosadienoico (20:2
n-6), ya que el primero se encontrd presente en cantidades significativamente mas elevadas
después de ingerir el desayuno occidental, mientras que el segundo se redujo con el desayuno de
tipo mediterraneo, resultando en ambos casos una diferencia estadisticamente muy significativa
(P<0.001). En cualquier caso, la presencia de estos tres AG en TG de TRL postprandiales fue

meramente testimonial, encontrandose todos ellos en concentraciones inferiores al 1%.
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Tabla 7 Composicion en acidos grasos de triglicéridos de lipoproteinas ricas en triglicéridos
antes (Oh) y 2h y 4h después de la ingesta de un desayuno de tipo mediterraneo y occidental por
sujetos normopesos.

] 0 Horas 2 Horas 4 Horas
Acido

araso (%) Mediterraneo Occidental | Mediterraneo Occidental |Mediterraneo Occidental
(1]

Media SD Media SD | Media SD Media SD |Media SD Media SD
1,50 0,98 0,97 0,50 1,17 0,58 3,16 1,11 1,59 0,17 3,01 0,77

14:0 skokok Fokok
047 0,31 0,28 0,23 0,22 0,21 0,61 0,25 0,48 0,13 0,56 0,15
14:1 n-5 sk
. 21,31 3,27 20,06 229| 2087 2,06 24,19 285 19,55 147 2534 3,34
16:0 TS Fookok
465 2,07 3,64 1,17 3,86 1,26 424 1,14 3,51 0,71 2,39 0,63
16:1 n-7 o
18:0 6,27 2,55 5,43 2,00 6,77 3,22 6,20 1,11 5,79 1,30 797 2,48
. *
18:1 n-9 38,55 1,61 39,32 4738 4382 4,66 3727 4,07| 44,28 3,53 36,80 3,31

sk kkok

18:2 n-6 20,79 3,63 24,17 584 18,53 3,65 19,22 4,59 18,17 1,77 1548 4,11
046 0,16 0,66 0,28 0,50 0,30 0,45 0,15 054 0,015 230 0,59

18:3 n-6 Heokeok

0,77 0,37 0,79 0,60 0,86 0,62 0,64 0,33 0,58 0,13 1,70 0,49
18:3 n-3 Heokek

0,64 0,59 0,38 0,38 0,71 0,68 0,27 0,21 0,35 0,08 0,21 0,06
20:0 esksk

1,24 0,80 0,42** 0,40 0,49 0,37 0,23 0,26 0,27 0,08 042 0,13
20:1 n-9 o

0,32 0,13 0,36 0,07 026 0,11 0,34 0,07 0,17 0,05 0,39 0,12
20:2 n-6

kkok

20:4 n-6 2,17 056 2,61 1,12 1,95 0,56 1,92 0,40 1,57 0,23 1,39 0,16
20:5n-3 0,58 023 040 0,26 0,74 0,64 032 034 224 023 205 042

Resto 1,05 0,28 1,05 0,49 1,22 0,49 1,01 0,25 0,90 0,18 0,97 0,19
2924 342 26,67 249 27,12 280 33,77 4,57| 2729 2,16 36,53 549
SFA Heoksk okok
45,01 1,61 43,56 498 48,70 3,32 4234 3,72 48,55 3,07 40,16 3,21
MUFA *okok *okok
PUFA 23,93 3,98 28,07 6,15 22,10 3,20 2233 4,63| 20,44 1,79 19,56 4,21
n-6
PUFA 2,00 0,53 1,70 1,03 2,08 1,32 1,56 0,75 2,83 0,22 3,75 0,61
n-3 *okok

Valores expresados como media + desviacion estindar (SD); n=12. Abreviaturas: SFA, acidos grasos
saturados; MUFA, 4cidos grasos monoinsaturados; PUFA, acidos grasos poliinsaturados. *= P <0.05,
**=P <(0.01 y *** =P <0.001, vs desayuno de tipo mediterraneo (Test t de Student pareado)
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3.1.2 Acidos grasos extraidos de la fraccion de fosfolipidos

La caracterizacion de los AG contenidos en los FL de las TRL del grupo de individuos
normopesos se muestra en la tabla 8. De la misma manera que ocurrié con los AG de los TG, se
observd una especial influencia de la carga lipidica de los desayunos consumidos sobre el
contenido de SFA de los FL. Es importante sefialar que desde el inicio del ensayo ya fue
significativa la diferencia en el contenido de algunos AG minoritarios como el miristico,
miristoleico, araquidico, eicosenoico y eicosapentaenoico (20:5 n-3) entre particulas, debido a
que el nivel detectado fue significativamente superior en las TRL aisladas a la hora 0 del ensayo

realizado con el desayuno de tipo mediterraneo (P<0.05) con respecto al occidental.

Sin embargo, en la hora 2 del periodo postprandial, tales diferencias no fueron detectables
debido a una reduccion en el contenido de todos ellos después de consumir el desayuno de tipo
mediterraneo. Este desayuno también produjo un aumento del contenido del acido a-linolénico
en las particulas TRL, mientras que el de tipo occidental causé su reducciéon de forma
importante, siendo la diferencia estadisticamente significativa entre los dos desayunos (P<0.01).
El contenido del 4cido linoleico (18:2 n-6) se elevo debido al consumo de los dos desayunos,

aunque el incremento fue significativamente superior tras el de tipo occidental (P<0.05).

Aunque a las 4 horas de ingerir los desayunos no se observaron diferencias importantes
en el contenido total de SFA, si fue significativa la diferencia entre ciertos SFA. Por ejemplo, a
pesar de que la ingesta del desayuno de tipo mediterrdneo no alter6é el contenido del acido
miristico desde la hora 0 y que el de tipo occidental lo elevo a lo largo del periodo postprandial,
los niveles fueron significativamente mas elevados en las TRL derivadas del consumo del
desayuno de tipo mediterraneo (P<0.05). Ademads, la reduccioén en el contenido de los 4cidos
estearico y araquidico fue significativamente mayor con el de tipo mediterraneo (P<0.05 y
P<0.01, respectivamente). Donde si se detectd una importante influencia de la carga lipidica de
las dos dietas fue en el contenido del acido a-linolénico. Aunque su contenido fue disminuyendo
a lo largo del periodo postprandial, a las 4 horas de consumir los dos desayunos experimentales
su contenido fue muy superior en las TRL derivadas del consumo del desayuno de tipo

occidental con respecto a las que se aislaron tras la ingesta del de tipo mediterraneo (P<0.001).
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Tabla 8. Composicion en 4cidos grasos de fosfolipidos de lipoproteinas ricas en triglicéridos
antes (Oh) y 2h y 4h después de la ingesta de un desayuno de tipo mediterraneo y occidental por
sujetos normopesos.

) 0 Horas 2 Horas 4 Horas
gr‘::(:‘}ﬂ %) Mediterraneo  Occidental | Mediterraneo  Occidental | Mediterraneo Occidental
o

Media SD Media SD | Media SD Media SD |Media SD Media SD

2,28 1,18 0,99 0,63 1,44 1,27 0,74 0,50/ 2,14 0,30 1,69 0,48
14:0 . *

1,75 1,07 091 0,56 0,32 0,21 0,69 0,52/ 0,37 0,16 0,38 0,11
14:1 n-5 %
16:0 25,01 4,89 25,06 398 2426 2,85 24,31 1,59| 21,92 1,31 22,55 2,53

16:1 n-7 4,01 196 339 2,200 430 292 285 2,79 1,88 0,18 2,01 0,33

18:0 18,61 4,82 2035 2,64 18,86 1,76 17,30 2,11| 15,59 1,50 17,02 1,21
: %k

18:1n-9 | 1821 6,23 16,19 2,82 17,37 5,83 15,71 4,26| 25,60 1,46 24,23 1,92

12,75 298 15,61 3,65 14,17 521 19,30 2,44| 19,25 1,36 19,00 1,63
18:2 n-6 %

18:3 n-6 0,31 0,12 0,86 0,87 047 0,27 035 0,24 1,17 0,13 1,24 0,20
290 2,07 242 1,83 3,67 256 087 0,76 0,28 0,09 0,49 0,11

18:3 n-3 % s

1,66 143 0,46 0,32 043 0,21 0,35 0,27/ 0,18 0,06 0,29 0,07
20:0 * Hok

2,78 1,66 1,49 0,68 1,04 0,86 1,41 092, 1,28 0,29 1,23 0,18
20:1 n-9 %

20:2 n-6 2,00 0,68 294 139 3,64 221 250 086 2,03 1,15 1,41 0,24

20:4 n-6 6,94 229 7,63 247 732 346 957 2,57 548 1,04 497 1,19

1,90 1,67 0,65 039 089 0,81 0,80 0,67 1,28 021 1,13 0,14
%

20:5 n-3

357 1,49 3,94 1,18, 3,80 1,34 4,32 4,12 1,56 0,27 2,35 0,53
Resto ok
SFA 45,67 8,16 46,15 5,19 44,63 2,78 42,52 2,26| 39,82 1,47 41,56 2,73

MUFA 2549 5,69 21,48 3,07| 22,78 6,66 2038 5,17 29,13 1,48 27,86 1,89

PUFA 21,90 4,76 27,18 5,41, 26,08 7,73 32,19 435| 2793 1,44 26,62 1,77
n-6 * *

PUFA 6,93 454 520 2,21 6,51 3,01 491 1,27 1,56 025 1,62 0,15
n-3S

Valores expresados como media + desviacion estandar (SD); n=12. Abreviaturas: SFA, acidos grasos
saturados; MUFA, acidos grasos monoinsaturados; PUFA, acidos grasos poliinsaturados. *=P <0.05,
**=P <(0.01 y ***=P <0.001, vs desayuno de tipo mediterraneo (Test t de Student pareado).
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3.2 Estudio de la composicion de acidos grasos de los triglicéridos v fosfolipidos

extraidos de las lipoproteinas ricas en triglicéridos aisladas de los adultos obesos

3.2.1 Acidos grasos extraidos de la fraccion de triglicéridos

La caracterizacion del contenido de AG extraidos de los TG presentes en las TRL aisladas
de los individuos obesos antes (Oh) y 2 y 4 horas después de consumir los dos tipos desayunos
experimentales, el mediterraneo y el occidental, se muestra en la tabla 9. Se observo que la
composicion de las particulas aisladas al inicio de los dos ensayos (0Oh) fue similar, a pesar del
mayor contenido del acido eicosapentaenoico detectado en las TRL aisladas antes de que

consumieran el desayuno de tipo mediterraneo (P<0.05) .

La ingesta de las dos dietas experimentales tuvo la misma influencia sobre el contenido
total de SFA y MUFA de las TRL que la que se observo en el grupo de normopesos a la hora 2
del periodo postprandial. La fraccion de SFA fue muy superior 2 horas después del consumo del
desayuno de tipo occidental con respecto al desayuno de tipo mediterraneo(P<0.001). Esto se
debio a que el contenido de los 4cidos miristico, palmitico y estearico se elevd de forma
significativa, especialmente el primero de ellos (P<0.001), a causa de la carga lipidica del
desayuno de tipo occidental, aunque el del acido araquidico se redujo (P<0.05). Y la diferencia
en la fraccion de los MUFA también fue significativa P<0.01), especialmente por el importante
incremento en el contenido del &cido oleico manifestado tras el consumo del desayuno de tipo

mediterraneo (P<0.001).

A las 4 horas del periodo postprandial, la diferencia detectada en el contenido total de
SFA entre particulas se mantuvo (P<0.001), ya que mientras que con el desayuno mediterraneo
su contenido no se vio alterado desde el inicio del ensayo, los niveles de los acidos miristico,
palmitico y estedrico siguieron incrementandose de forma significativa con el de tipo occidental.
De la misma manera, el contenido de los MUFA totales sigui6 siendo superior en la particulas
derivadas del desayuno de tipo mediterraneo, con una diferencia mas marcada a la observada
previamente a la hora 2 del periodo postprandial (P<0.001). Nuevamente, el responsable de ello
fue el acido oleico, cuyo contenido siguié en aumento debido a la carga lipidica aportada por el
desayuno de tipo mediterraneo (P<0.001). Y aunque el desayuno mediterraneo también causoé el
incremento de dcido miristoleico, su contenido fue muy superior tras el consumo del desayuno

de tipo occidental (P<0.001). Al contrario que ocurrid en los normopesos, no se encontraron
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diferencias significativas en el contenido de PUFA n-3 totales en las TRL tras la ingesta de un
tipo de desayuno u otro. Sin embargo, se observd que el consumo del de tipo mediterraneo
provocd un mayor incremento en el contenido de acido a-linolénico frente al de tipo occidental
(P<0.05), y que la carga de acido araquidonico (20:4 n-3) en las particulas fue muy inferior 4

horas después de consumir el desayuno de tipo occidental (P<0.001).
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Tabla 9 Composicion en acidos grasos de triglicéridos de lipoproteinas ricas en triglicéridos
antes (Oh) y 2h y 4h después de la ingesta de un desayuno de tipo mediterraneo y occidental por
sujetos obesos.

Acido
graso (%)

14:0

14:1 n-5

16:0
16:1 n-7

18:0

18:1 n-9

18:2 n-6
18:3 n-6

18:3 n-3

20:0

20:1 n-9
20:2 n-6

20:4 n-6

20:5 n-3
Resto

SFA

MUFA

PUFA
n-6

PUFA
n-3

0 Horas
Mediterraneo Occidental
Media SD Media SD

1,26 0,62 1,16 0,49

0,12 0,11 0,20 0,13
21,78 2,88 22,00 2,74

3,61 1,01 3,46 0,99

429 1,53 5,33 2,70
38,44 3,44 35,10 2,98
23,99 5,15 25,96 490

0,80 0,28 0,68 0,25

0,66 027 0,74 0,50

0,39 0,19 0,39 0,25

022 0,16 0,42 042

049 0,17 0,46 0,11

2,61 0,50 2,55 0,66

048 021 0,29 0,15

%

1,33 0,47 1,46 0,76
27,59 426 29,45 429
42,37 3,35 39,62 2,44
28,17 5,21 28,85 3,90

1,88 0,72 2,08 0,75

2 Horas
Mediterraneo Occidental
Media SD Media SD

1,12 0,35 2,55 0,96
ook

0,27 0,25 041 0,16

20,84 3,04 23,55 2,33
%

3,88 0,42 4,03 0,57

4,06 0,81 5,12 0,91
*

4126 426 34,38 3,23
sk

22,19 348 23,60 4,68

0,64 0,27 0,67 0,20

0,53 0,16 049 0,22

0,43 0,21 0,24 0,11
%

0,26 0,35 0,70 0,72

0,45 0,12 047 0,12

2,24 0,34 2,36 0,57

0,37 0,23 0,27 0,15

1,55 0,71 1,21 0,38

2641 347 32,03 2,73
$oskok

45,61 3,86 40,08 2,80
P

25,86 3,53 26,38 3,61

2,12 0,76 1,52 0,54

4 Horas
Mediterraneo Occidental
Media SD Media SD

1,47 026 291 0,87
sskok

0,24 0,08 048 0,14
fskok

21,20 2,83 25,23 2,62
ok

3,87 0,62 4,54 1,09

4,16 0,86 5,99 1,62
*xk

40,49 3,98 34,34 2,70
skok

2091 2,23 21,58 3,77

0,77 022 0,82 0,24

0,73 0,22 0,54 0,14
%

0,38 0,13 0,35 0,13

0,34 0,10 0,31 0,10

0,30 0,09 0,32 0,10

1,49 0,18 0,39 0,13
gk

241 0,28 2,18 0,60

1,23 0,26 1,31 0,27

27,21 3,22 34,72 3,63
fkok

4495 3,68 39,19 2,59
fkok

23,47 2,22 23,58 3,83

3,14 0,32 296 0,78

Valores expresados como media + desviacion estdndar (SD);n=12. Abreviaturas: SFA, acidos grasos
saturados; MUFA, acidos grasos monoinsaturados; PUFA, 4cidos grasos poliinsaturados. *= P <0.05,
**=P <0.01 y ***=P <0.001, vs desayuno de tipo mediterraneo (Test t de Student pareado).
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3.2.2 Acidos grasos extraidos de la fraccion de fosfolipidos

La tabla 10 muestra los AG que componen los FL que fueron extraidos de las TRL
aisladas del suero de los sujetos obesos. La caracterizacion de los AG de las particulas permitio
demostrar que al inicio de los ensayos, las TRL aisladas presentaban un contenido nuevamente
similar, a excepcion del contenido de acido miristico que fue significativamente superior antes de

administrarse el desayuno de tipo mediterraneo (P<0.01).

A las 2 horas de consumir los dos desayunos experimentales, se detectdé un mayor
contenido de los 4cidos a-linolénico y eicosenoico producido por el desayuno de tipo
mediterraneo con respecto al desayuno occidental (P<0.05). Sin embargo, no hubo diferencias

significativas en el contenido total de ninguna clase de AG entre desayunos.

Fue a las 4 horas del periodo postprandial cuando se detecto la influencia del contenido
lipidico de las dietas experimentales sobre el contenido de los FL. El desayuno de tipo occidental
el que provocd un mayor incremento en el contenido de acido miristico con respecto al nivel
basal que el desayuno de tipo mediterraneo. Sin embargo, su contenido siguidé siendo
significativamente mas elevado en las particulas derivadas del desayuno mediterraneo (P<0.001)
debido a la diferencia detectada inicialmente. Por el contrario, el desayuno occidental fue
responsable de que el contenido total de SFA en las TRL fuera significativamente superior frente
a las otras particulas (P<0.05). Aunque el contenido de 4cido estearico fue reduciéndose durante
el periodo postprandial tras la ingesta de los dos desayunos, su contenido fue superior en las TRL
derivadas del desayuno de tipo occidental (P<0.05). Con respecto a la fraccion de MUFA totales,
como se ha visto previamente en los FL de los normopesos, volvié a manifestarse la influencia
del desayuno de tipo mediterrdneo, causando que ésta fuese significativamente superior en
comparacion con su contenido en las TRL aisladas después de consumir el de tipo occidental
(P<0.05). El mayor incremento se observod en el contenido de los acidos palmitoleico y oleico, en

ambos casos significativo, aunque los niveles de acido miristoleico fueron menores (P<0.05).
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Tabla 10. Composicion en acidos grasos de fosfolipidos de lipoproteinas ricas en triglicéridos
antes (Oh) y 2h y 4h después de la ingesta de un desayuno de tipo mediterraneo y occidental por
sujetos obesos.

Acido
graso (%)

14:0

14:1 n-5
16:0

16:1 n-7

18:0

18:1 n-9

18:2 n-6
18:3 n-6

18:3 n-3
20:0
20:1 n-9

20:2 n-6
20:4 n-6
20:5 n-3
Resto

SFA

MUFA

PUFA
n-6

PUFA
n-3

0 Horas
Occidental

Mediterraneo

Media SD Media

1,15 0,73

0,81 0,76

24,43 3,86
3,08 1,91

19,19 2,34

15,65 3,38

16,75 241
0,53 0,26
1,61 1,51

0,69 0,66
1,17 0,73

3,10 1,12
8,93 2,37
LIl 0,93
4,04 1,46

44,64 3,88

20,13 4,15

29,75 5,47

5,48 2,51

0,44

ksk

0,38

25,09
2,31

18,79

16,21

18,68
0,57
1,19

0,65
0,98

2,82
8,46
0,80
4,19
44,95

19,89

30,41

4,74

SD
0,09

0,25

4,54
1,75

2,90

4,25

4,24
0,46
1,20

0,64
0,91

1,41
2,77
0,89
2,25
5,28

3,63

7,38

2,74

2 Horas
Occidental
Media SD Media

Mediterraneo

0,97 0,57

0,51 0,36

24,67 2,16
2,56 1,49

18,16 3,38

17,20 6,32

16,75 3,59
0,36 0,16
1,90 1,38

0,81 0,78
1,45 1,08

2,77 1,11
7,91 2,09
1,32 0,99
4,81 1,60
44,02 3,22

21,50 4,98

28,04 5,25

6,43 2,72

0,84
0,41

24,99
2,46

18,21
14,49

19,99
0,19
0,73

%

0,39
0,43
*

3,04
9,30
0,60
4,60
44,25

18,21

32,28

525

SD
0,47

0,36

3,68
2,11

1,80

2,74

4,39
0,28
0,91

0,39
0,30

0,82
1,91
0,48
1,17
3,78

3,11

4,51

1,47

4 Horas

Mediterraneo

Occidental

Media SD Media

1,99 0,52

0,35 0,08

20,54 2,03
1,97 0,18

15,05 1,65

26,11 1,84

18,19 1,32
1,08 0,10
0,35 0,10

0,26 0,08
1,21 0,24

2,13 0,63
7,52 0,68
1,51 0,39
1,75 0,30
37,85 2,08

29,64 1,82

2891 1,10

1,86 0,41

1,29

skksk

0,44

k

21,82
1,74

*

16,89

*

23,94

*

18,34
1,16
0,41

0,21
1,20

1,78
7,74
1,29
1,74
39,84
%k

27,59
%k

29,16

1,70

SD
0,14

0,10

1,36
0,24

1,38

2,13

1,17
0,12
0,10

0,11
0,19

0,60
1,21
0,19
0,35
1,49

1,96

1,31

0,22

Valores expresados como media + desviacion estandar (SD); n=12. Abreviaturas: SFA, acidos grasos
saturados; MUFA, 4cidos grasos monoinsaturados; PUFA, acidos grasos poliinsaturados. *= P <0.05,
**=P <0.01 y ***=P <0.001, vs desayuno de tipo mediterraneo (Test t de Student pareado).
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4. INFLUENCIA DE LAS LIPOPROTEINAS RICAS EN TRIGLICERIDOS
POSTPRANDIALES EN LA FORMACION DE CELULAS ESPUMOSAS Y
CARACTERIZACION DEL PERFIL LIPIDICO INTRACELULAR DE
MACROFAGOS TRAS LA INCORPORACION DE LAS PARTICULAS

onocitos THP-1 diferenciados a macréfagos mediante la adicion de PMA, fueron

incubados con las TRL aisladas del grupo de los normopesos y obesos, en ayunas
(Oh) y 2 horas y 4 horas después de la ingesta del desayuno de tipo mediterraneo y de tipo occidental.
Posteriormente, se procedidé con el estudio de la influencia de la composicion de las TRL sobre la
capacidad de los macréfagos para captarlas. Para ello, se evalué la acumulaciéon lipidica en los
macrofagos mediante tincion con Aceite Rojo O y posteriormente se caracterizo la composicion de AG
incorporados por las células. Finalmente, se analizé los niveles de expresion de los genes que codifican

los receptores celulares de superficie, responsables de la captacion de las lipoproteinas.

4.1 Estudio de la acumulacion lipidica en macrofagos mediante tincion con aceite

rojo O

La figura 37 muestra una fotografia tomada a uno de los cultivos control de macréfagos ,
que fueron incubados sin TRL. En ella se puede observar el contenido intracelular lipidico que
de manera natural se encuentra presente en las células, sin un contenido “extra” causado por la
presencia de lipoproteinas en el medio de cultivo. Esta imagen se emple6 como control para
estudiar la acumulacion lipidica que tuvo lugar en los macrofagos cuando fueron sometidos a un
periodo de incubacién de 48 horas en presencia de las TRL aisladas de los participantes del
estudio después de la ingesta de los dos tipos de desayunos experimentales. En las imdgenes que
contintan (figura 38 y 39) se observa el distinto grado de formacion de las células espumosas en

funcion del tipo de TRL que fue anadida a los cultivos celulares.

La tincion del contenido intracelular de lipidos de los macréfagos permitié observar un
mayor contraste en la carga lipidica intracelular entre las células espumosas formadas tras la
adicion de las TRL aisladas a la hora 0 y las formadas con las TRL de la hora 4 del periodo
postprandial.
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La adicion de TRL aisladas de los individuos obesos a los cultivos de monocitos THP-1
diferenciados a macrofagos (figura 38), aisladas antes de que consumieran los dos tipos de
desayunos experimentales (Oh) provocod la formacion de depdsitos lipidicos intracelulares,
aunque ¢ésta fue ligeramente superior con las TRL aisladas en ayunas del ensayo de tipo
occidental (figura 38.C) que con las aisladas antes de consumir el desayuno de tipo mediterraneo
(figura 38.A). No obstante, esto indica que el contenido lipidico transportado por las TRL
procedentes del grupo de obesos en ayunas, es incorporado al interior de los macrofagos, y que la
carga de lipidos es suficientemente elevada para que tenga lugar la formacion de células
espumosas. La incubacion de las células con las TRL aisladas a la hora 0 de los individuos
normopesos (figuras 39.A y 39.C) dio lugar a un resultado similar al descrito. Cuando fueron las
TRL aisladas 4 horas después de ingerir las dietas experimentales las que se afiadieron a los
cultivos de células, se visualizd que la acumulacién de lipidos en las células espumosas fue algo
mayor frente a la causada por las TRL aisladas en ayunas. Las goticulas de lipidos intracelulares
formadas con las TRL de la hora 4 presentaban un tamafio mayor en comparacion con el tamafio

observado cuando los macrofagos incorporaron la carga lipidica de las TRL aisladas en ayunas.

Esta observacion pudo aplicarse tanto para las TRL-4h procedentes del grupo obeso
después de ingerir el desayuno de tipo mediterraneo (figura 38.B) y de tipo occidental (figura
38.D), como para las aisladas del grupo normopeso después de que consumieran el desayuno de
tipo mediterraneo (figura 39.B) y de tipo occidental (figura 39.D). No se apreciaron diferencias
en la acumulacién de lipidos causada por el consumo de las dietas experimentales con las TRL-
4h aisladas del grupo. Por el contrario, las que fueron aisladas de los sujetos normopesos 4 horas
después de que consumieran el desayuno de tipo occidental (figura 39.D), causaron un mayor
contenido intracelular de lipidos al que se observd con las TRL aisladas tras ingerir el desayuno
de tipo mediterrdneo (figura 39.B). En este caso si se aprecid una evidente diferencia en el
tamano de las goticulas de lipidos del interior de las células espumosas, pues con las derivadas

del desayuno de tipo occidental éstas fueron mas exuberantes.
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Figura 37. Cultivo control de monocitos THP-1 diferenciados a macrofagos incubados 48 horas en
ausencia de TRL (-TRL). Lipidos intracelulares tefiidos con el colorante Aceite Rojo O, e imagenes

capturadas (x40) con la cdmara Moticam 2500 5.0M Pixel Live Resolution y editadas con el programa
Adobe Photoshop CC 2017.
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Figura 38. Monocitos THP-1 diferenciados a macrofagos e incubados 48 horas con las TRL aisladas de
los sujetos obesos a las 0 horas (A) y 4 horas (B) del consumo del desayuno de tipo mediterraneo; y a las
0 horas (C) y 4 horas (D) del consumo del desayuno de tipo occidental. Lipidos intracelulares tefiidos con
el colorante Aceite Rojo O, e imagenes capturadas (x40) con la cdmara Moticam 2500 5.0M Pixel Live

Resolution y editadas con el programa Adobe Photoshop CC 2017.
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Figura 39. Monocitos THP-1 diferenciados a macréfagos e incubados 48 horas con las TRL aisladas de

los sujetos normopeso a las 0 horas (A) y 4 horas (B) del consumo del desayuno de tipo mediterraneo; y a
las 0 horas (C) y 4 horas (D) del consumo del desayuno de tipo occidental. Lipidos intracelulares tefiidos
con el colorante Aceite Rojo O, e imagenes capturadas (x40) con la camara Moticam 2500 5.0M Pixel

Live Resolution y editadas con el programa Adobe Photoshop CC 2017.
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4.2 Caracterizacion de los acidos grasos componentes de los triglicéridos

incorporados en el interior de los macrofagos tras su incubacion con las

lipoproteinas ricas en trigicéridos procedentes de los sujetos normopesos

Al caracterizar el perfil de AG intracelulares obtenido después de que los cultivos de
monocitos THP-1 diferenciados a macréfagos fuesen incubados con las TRL, se observaron

diferencias importantes respecto al contenido intracelular del cultivo control (-TRL) (tabla 11).

Las TRL aisladas antes (Oh) y 2h después de que el grupo normopeso consumiese los dos
desayunos, el de tipo mediterraneo y occidental, no provocaron cambios significativos en el
contenido total de SFA, MUFA ni PUFA intracelulares con respecto a los cultivos control (-
TRL). Tampoco se detectaron diferencias significativas entre el perfil intracelular de AG
obtenido después del periodo de incubacion de 48 horas con los dos tipos de TRL, a pesar de la
distinta composicion lipidica de las particulas. Sin embargo, aunque no se detectase alteracion en
las fracciones totales, el contenido de ciertos AG fue significativamente diferente con respecto al
del cultivo control. En el caso de las TRL-Oh aisladas antes del consumo del desayuno
mediterraneo, se observd que éstas causaron que el contenido de 4cido araquidonico fuera
significativamente mayor (P<0.05), y las que procedian del ensayo de tipo occidental provocaron
una significativa reduccion del contenido de acido miristoleico (P<0.05). Ademads, ambas
particulas causaron un incremento similar en el contenido intracelular del resto de AG con
respecto al cultivo control (P<0.05). En cuanto a las TRL aisladas a las 2 horas del periodo
postprandial, los macroéfagos que se incubaron con las derivadas del desayuno de tipo occidental,
presentaron un mayor contenido intracelular de los acidos miristico y palmitoleico (P<0.05). El
contenido del resto de AG se vio incrementado con los dos tipos de particulas de forma
significativa, aunque en mayor medida con las procedentes del desayuno de tipo occidental

(P<0.001).

Fueron las TRL aisladas a las 4 horas las que modificaron de manera més destacable el
contenido intracelular de AG en los macrégafos. Las particulas derivadas del desayuno de tipo
mediterraneo fueron responsables de una reduccién de los SFA totales muy significativa con
respecto al contenido del control (P<0.001), causada por una disminucion de los acidos palmitico
(P<0.01), esteérico (P<0.001) y araquidico (P<0.01). En contra, las aisladas tras el desayuno de
tipo occidental provocaron un incremento en el contenido de 4cido miristico (P<0.01) y una

reduccioén en el de 4cido araquidico (P<0.05). Aunque en la composicion de los MUFA totales no
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hubo una diferencia significativa, si la hubo en el contenido de acido oleico (P<0.05), el cual fue
mas elevado tras el tratamiento con las TRL procedentes del desayuno de tipo mediterraneo; y en
el de los acidos palmitoleico y eicosenoico, cuyo contenido se redujo significativamente con
ambos tipos de TRL frente al control. El consumo de los dos desayunos condujo a que las TRL
elevasen de manera importante el contenido intracelular de PUFA n-6 en los macrofagos, siendo
muy significativo en el caso del desayuno de tipo mediterraneo (P<0.001), debido al incremento

del contenido de acido linoleico (P<0.001).

Cuando se compard el efecto sobre la composicion intracelular de AG en los macrofagos
provocado entre las TRL procedentes de los dos tipos de desayunos, no hubo sin embargo
grandes contrastes. Tan solo se observo que el mayor contenido de AG minoritarios como el o-y
y-linolénico y eicosenoico, y el menor de acido araquiddnico, causado por las TRL aisladas 4
horas después del consumo del desayuno de tipo occidental fue significativo (P<0.05) en
comparacion con los niveles detectados con las TRL del ensayo del desayuno de tipo

mediterraneo.
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Tabla 11. Composicion en acidos grasos de triglicéridos intracelulares en macrofagos tras su
incubacidn con lipoproteinas ricas en triglicéridos antes (Oh) y 2h y 4h después de la ingesta de
un desayuno de tipo mediterraneo y occidental por sujetos normopesos.

0 Horas 2 Horas 4 Horas
Acido Control Mediterrane Mediterrane
graso (%) Mediterraneo Occidental 0 Occidental o Occidental
(1)
Medi Medi Medi Medi

a SD | Media SD a SD |Media SD a SD | Media SD a SD

1,55 047 1,78 1,00 1,67 0,56| 2,08 1,21 2,14 0,75| 1,93 0,34 221 0,49
14:0 # H

1,06 0,91 048 0,56 0,38 0,39| 0,86 0,74 0,65 0,47 0,62 0,17 0,65 0,20
14:1 n-5 #

26,95 6,88 | 24,30 1,73 25,19 4,04| 25,01 3,36 24,85 4,25| 18,86 3,66 21,20 2,28

16:0 #it
5,14 2,94 520 1,18 571 1,95 6,64 2,62 792 242, 2,09 040 2,08 044
16:1 n-7 # #it #it
21,27 4,53 | 20,50 4,37 19,63 5,92| 20,46 3,98 19,60 6,51| 13,76 226 14,25 147
18:0 HitHHE
26,41 6,66 | 28,59 5,37 27,21 7,15\ 27,77 5,50 23,77 4,68| 31,89 2,69 31,15 2,87
18:1 n-9 #
5,48 3,40 7,16 3,26 856 6,20, 744 2,10 698 5,65/ 20,84 2,73 17,90 1,13
18:2 n-6 HitH
2,20 1,53 1,61 0,54 2,11 1,08, 1,68 1,37 1,60 0,62 223 046 2,67 0,20
18:3 n-6 *
1,68 1,18 1,32 0,44 1,28 0,79, 1,95 1,33 1,21 0,67 1,34 0,34 1,65 0,26
18:3 n-3 *
1,30 0,84 0,87 0,51 0,71 0,29| 1,69 1,49 2,67 2,41 0,48 0,10 0,57 0,14
20:0 #it #
1,74 1,91 1,08 0,97 1,67 1,29, 1,11 0,62 2,08 0,00/ 0,32 0,08 0,45 0,12
20:1 n-9 # *#

20:2n-6 | 0,92 1,11 035 0,16 040 0,16/ 0,70 0,60 0,88 1,30| 0,22 0,06 0,28 0,09

1,43 0,70 231 1,09 1,81 0,88, 1,46 0,84 1,32 0,75, 2,00 0,40 1,55 0,32
20:4 n-6 # *

20:5n-3 | 2,05 1,48 1,52 1,06 1,41 1,06) 0,00 0,49 299 0,00/ 2,68 0,53 2,56 0,36

1,37 1,37 2,67 049 256 0,85 2,63 0,69 3,67 0,00/ 0,77 0,18 0,77 0,17
Resto # # # HHt

50,91 9,58 | 47,54 5,63 47,09 9,02| 48,87 5,87 45,40 7,84| 35,03 4,02 38,30 2,61
SFA HitH

MUFA | 34,09 6,46 | 35,00 5,32 34,53 6,13| 36,07 4,93 3530 4,36| 34,92 2,54 34,32 286

9,79 3,50 11,19 291 13,55 6,43| 11,40 2,15 12,23 5,74| 25,26 3,01 22,40 1,07
PUFA n-6 HitH i

PUFAR-3 | 3,69 2,40 3,21 1,40 3,51 1,93] 420 2,49 450 2,45 4,02 0,59 4,21 043

Valores expresados como media + desviacion estandar. (SD); n=12. Abreviaturas: SFA, acidos grasos
saturados; MUFA, acidos grasos monoinsaturados; PUFA, acidos grasos poliinsaturados. *=P <0.05,
**=P <0.01, ***=P <0.001 vs desayuno de tipo mediterraneo (Test t de Student pareado).; #=P <0.05,
##=P <0.01, ###=P <0.001 vs control (ANOVA con Bonferroni).
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4.3 Caracterizacion de los acidos grasos componentes de los triglicéridos

incorporados en el interior de los macrofagos tras su incubacion con las

lipoproteinas ricas en trigicéridos procedentes de los sujetos obesos

La incubacion de los macrégafos con las TRL aisladas de los sujetos obesos, generd
mayores diferencias en la composicion intracelular de AG frente a la del control (-TRL) a las

observadas con las particulas procedentes de los individuos normopesos (tabla 12).

Las TRL de las 0 horas aisladas del grupo de los obesos, procedentes de los dos tipos de
ensayos, el de tipo mediterraneo y el de tipo occidental, redujeron el contenido intracelular de
SFA totales y elevaron el contenido de PUFA n-6 de forma significativa en ambos casos con
respecto al contenido del control (P<0.05). Los dos tipos de TRL redujeron el contenido de 18:0
y provocaron un incremento en el contenido de &cido linoleico y del resto de AG de manera
significativa (P<0.05 las de origen mediterraneo y P<0.01 las de origen occidental). Por el
contrario, solo se observd un mayor contenido de acido a-linolénico cuando los macrofagos
fueron incubados con las TRL de origen mediterraneo, siendo ademas estadisticamente muy
significativa esa diferencia con respecto al bajo contenido en ese mismo AG obtenido con las
TRL del desayuno occidental (P<0.001). El 4cido miristoleico se encontr6 en una cantidad

significativamente menor frente al control con las TRL de origen occidental.

Al igual que ocurri6 con las TRL procedentes de la hora 2 del periodo postprandial del
grupo de normopesos, las particulas que fueron aisladas de los sujetos obesos tras ingerir los dos
desayunos tampoco causaron diferencias llamativas en el contenido intracelular de SFA, MUFA
y PUFA totales con respecto al del cultivo control de macrofagos. No obstante, se observo que
las TRL derivadas del desayuno mediterraneo causaron una disminucion en el contenido de acido
y-linolénico (P<0.05), y un aumento en el de o-linolénico y araquidonico frente al control
(P<0.05). El elevado contenido de a-linolénico contrastd con el obtenido con tras las TRL
derivadas del desayuno de tipo occidental, que fue significativamente menor. Las TRL de origen
occidental causaron la elevacion del resto de AG de manera significativa al comparar con las
células control (P<0.05) y, una reduccion de acido eicosapentaenoico que solo fue significativa
con respecto al obtenido con las TRL del ensayo mediterraneo. El contenido de PUFA n-6 totales
obtenido con las TRL occidentales fue significativamente mas elevado con respecto al obtenido

con las TRL del ensayo de tipo mediterraneo.
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Las TRL aisladas a las 4 horas de consumir el desayuno mediterraneo y el occidental,
causaron una marcada diferencia en el contenido intracelular de SFA total con respecto al control
(P<0.001). Ambas fueron responsables del menor contenido de los acidos estearico (P<0.001) y
araquidico (P<0.05), mientras que solo se observd que fue significativo el menor contenido
intracelular de 4cido palmitico (P<0.05) causado por las de origen mediterraneo. La menor
presencia intracelular de 4cido miristico fue muy significativa al comparar con su contenido en
las células incubadas con las TRL de origen occidental, ya que éstas ultimas causaron que el
contenido fuese muy superior (P<0.001). La consecuencia fue que los niveles de SFA
intracelulares fueran significativamente superiores con las TRL occidental respecto a las TRL
mediterraneas (P<0.05). El contenido de MUFA totales no se vio afectado por la incubacion de
las TRL con respecto al del control, aunque existié una significativa reduccion en el contenido de
acido palmitoleico (P<0.01) causado por los dos tipos de particulas, y en el contenido de acido
eicosenoico (P<0.05) solo tras la incubacion de las células con las TRL derivadas del desayuno
occidental. Ademas, el contenido de 4cido oleico obtenido con éstas ultimas particulas fue
significativamente menor en comparacion con el que se observd con las TRL de origen
mediterraneo (P<0.01), haciendo asi que existiera una significativa diferencia en el contenido
total de MUFA (P<0.05) entre los dos tipos de TRL. El contenido de PUFA n-6 fue
significativamente mayor (P<0.001) cuando los macrofagos se incubaron con los dos tipos de
TRL respecto al control, pues ambas particulas causaron una elevacion muy destacada del
contenido de acido linoleico (P<0.001). También se vieron afectados los niveles de acido
eicosadienoico, que fueron menores con las TRL mediterraneas (P<0.05) frente a las células
control, y el de 4cido araquidonico, cuyo contenido fue significativamente superior con las TRL
occidentales al compararse con el contenido obtenido tras la incubacidon con las TRL derivadas

del desayuno de tipo mediterraneo (P<0.01).
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Tabla 12. Composicion en acidos grasos de triglicéridos intracelulares en macrofagos tras su
incubacidn con lipoproteinas ricas en triglicéridos antes (Oh) y 2h y 4h después de la ingesta de
un desayuno de tipo mediterraneo y occidental por sujetos obesos.

Acido

graso (%)

14:0

14:1 n-5

16:0

16:1 n-7

18:0

18:1 n-9

18:2 n-6

18:3 n-6

18:3 n-3

20:0

20:1 n-9

20:2 n-6

20:4 n-6

20:5 n-3

Resto

SFA

MUFA

PUFA n-6
PUFA n-3

Control

Media SD

1,55

1,06

26,95

5,14

21,27

26,41

5,48

2,20

1,68

1,30

1,74

0,92

1,43

2,05

1,37

50,91

34,09

9,79

3,69

0,47

0,91

6,88

2,94

4,53

6,66

3,40

1,53

1,18

0,84

0,70

1,48

1,37

9,58

6,46

3,50

2,40

0 Horas
Mediterraneo  Occidental
Media SD Media SD

1,97 1,37 1,62 0,83
0,48 049 0,35 0,13
#
23,20 422 23,63 3,18
6,86 3,09 4,59 2,28
1498 6,15 16,12 2,89
# #
28,91 7,51 30,56 427
12,11 6,80 10,69 3,02
# #Hi#

1,73 2,31 2,21 1,32
3,07 1,54 1,04 0,27
# ko
1,55 1,39 0,86 0,37
1,53 1,88 2,14 2,15
0,46 0,16 0,76 0,53
2,23 1,60 1,35 0,48
1,90 1,68 1,27 0,73
3,47 230 2,83 0,46
# ##
40,78 7,56 42,71 4,91
# #
37,51 4,96 36,82 4,47
15,87 8,42 14,80 4,14
# #
434 328 3,87 1,72

2 Horas

Mediterraneo  Occidental

SD Media SD

Media
2,17

0,69

23,31

6,63

19,01

30,10

6,57

0,98

#
4,15

#
2,21
1,15
0,58
2,41

#
2,58
2,41

43,39
37,74

9,30

7,25

1,36

0,55

3,65

2,21

6,04

9,36

3,22

0,78

2,85

2,20

0,46

0,54

1,19

1,30

1,49

7,68

8,39

2,51

3,61

1,80
0,93
22,75
5,58
21,54
24,93
7,76
1,96
1,95
%

1,70
1,60
0,52
2,88
1,40
*

3,25
#
47,77
32,45
12,67
*

4,45

0,86

1,15

5,48

2,50

4,78

4,70

4,89

1,48

1,34

2,32

0,79

0,32

2,29

0,80

2,25

7,38

4,82

3,75

2,90

4 Horas
Mediterraneo  Occidental
Media SD Media SD

1,44 0,12 1,83 0,24
skkk

0,48 0,13 0,63 0,13
*

20,93 1,69 22,58 2,78

#

2,31 048 237 0,64
# it

1434 1,36 15,39 230
Hitt it

29,62 1,61 27,25 1,97
skk

20,87 1,44 20,55 1,60
it Hit

2,37 037 238 0,39

1,46 0,18 1,32 0,38

0,58 0,12 0,54 0,16
# #

0,37 0,10 0,40 0,15
# #

0,17 0,05 0,23 0,09

#

1,61 021 1,25 0,33
kk

2,75 0228 249 0,63

0,69 0,17 0,78 0,17

37,30 2,18 40,34 2,63
Hitt *HHt

32,79 1,68 30,65 1,86
*

25,01 1,43 24,41 141
Hitt it

421 034 3,81 0,76

Valores expresados como mediatdesviacion estandar (SD); n=12. Abreviaturas: SFA, acidos grasos
saturados; MUFA, acidos grasos monoinsaturados; PUFA, acidos grasos poliinsaturados. *=P <0.05, **=P
<0.01, ***=P <0.001 vs desayuno de tipo mediterraneo (Test-t de Student pareado); #=P <0.05, ##=P
<0.01, ###=P <0.001 vs control (ANOVA con Bonferroni).
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5. ESTUDIO DE LA EXPRESION GENICA DE LOS RECEPTORES
CELULARES DE SUPERFICIE IMPLICADOS EN LOS PROCESOS DE
CAPTACION DE LAS LIPOPROTEINAS RICAS EN TRIGLICERIDOS POR
MACROFAGOS

a incubacion de las células THP-1 diferenciadas a macréfagos en presencia de

las TRL aisladas de los sujetos obesos y normopesos ejercidé una evidente
modulacion sobre los niveles de expresion de los receptores de superficie. Debido a la distinta
carga lipidica de las dos dietas experimentales ingeridas por los participantes del estudio, la
composicion de las TRL aisladas tras su consumo tuvo un efecto modulador sobre la capacidad
de los macréfagos para incorporar a las lipoproteinas. Ante este escenario, se propuso realizar un
estudio de la capacidad del componente lipidico de las particulas para modular los niveles de

expresion de lo receptores celulares de superficie.

5.1 Modulacion de los niveles de expresion de los receptores celulares dependientes
de apo E: LDLR. VLDLR v LRP-1

5.1.1 Receptor de las lipoproteinas de baja densidad (LDLR):

En la figura 40 se aprecia que los niveles de expresion detectados del receptor LDLR en
los macrofagos incubados con TRL aisladas de los participantes obesos (figura 40.A) y de los
normopesos (figura 40.B), fueron menores respecto a las células control en todos los casos. En
los experimentos celulares realizados con las TRL procedentes de los sujetos obesos (figura
40.A), las particulas aisladas a las 0 horas de los dos ensayos, el realizado con el desayuno de
tipo mediterraneo y con el de tipo occidental, redujeron su expresion a niveles similares. Sin
embargo, cuando las células fueron tratadas con las TRL aisladas a las horas 2 y 4 del periodo
postprandial, se apreciaron divergencias pues, con las derivadas del desayuno de tipo
mediterraneo, la expresion fue reduciéndose cada vez mas a medida que las TRL fueron aisladas
en un momento mas tardio del periodo postprandial. En cambio, con las particulas derivadas del
desayuno de tipo occidental ocurri6 lo contrario. Asi, aunque la presencia de las TRL aisladas en

la hora 4 después de la ingesta de los dos desayunos causara una reduccion con respecto al nivel
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de expresion del control, la expresion de LDLR fue significativamente mayor al incubarse con

las TRL derivadas del desayuno de tipo occidental que con las del de tipo mediterraneo (P<0.01).

La modulaciéon experimentada en el nivel de expresion de LDLR provocada por las TRL
aisladas de los sujetos normopesos (figura 40.B) fue la misma tanto si éstas derivaban del
desayuno de tipo mediterrdneo como del de tipo occidental. En ambos casos, las aisladas a las 0
horas indujeron una reduccion en los niveles de expresion respecto a la detectada en las células
control, que fue incluso mayor que la provocada por las TRL procedentes de los individuos
obesos a esa misma hora. Con las TRL aisladas a la hora 2, LDLR se expreso algo mas, pero con
las aisladas 4 horas después del consumo de los dos desayunos, el efecto sobre el nivel de

expresion de LDLR fue el mismo al observado con las TRL de las 0 horas.
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q>‘|.0- .................................................. O«O- ..................................................
cx:‘;‘ n:‘;
= = =2
BENEE — S04
< 0.0 SYE
— 0 horas 2horas dhoras = 0 horas 2horas dhoras
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Figura 40. Expresion relativa del ARNm del receptor LDLR en macréfagos THP-1 incubados en
presencia de lipoproteinas ricas en triglicéridos obtenidas a las 0, 2 y 4 horas tras la ingesta del desayuno
de tipo mediterraneo y occidental, por los sujetos obesos (A) y normopesos (B) participantes del estudio.
Valores expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12; **=P<0.01 vs desayuno de

tipo mediterraneo (Test-t student pareado).

5.1.2 Receptor de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLR)

A diferencia del receptor LDLR, la expresion del receptor VLDLR no se vio tan alterada
a causa de la presencia de las TRL aisladas de los obesos tras el consumo del desayuno de tipo

mediterraneo en los cultivos celulares (figura 41.A). A pesar de que su nivel de expresion fue
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ligeramente superior al detectado en las células control con las TRL aisladas a las 0 horas, con
las aisladas a las 2 y a las 4 horas del periodo postprandial, éste se redujo un poco, pero en
ninguno de los casos de manera acusada. En cambio, las TRL procedentes del desayuno de tipo
occidental aisladas a las 0 y 4 horas causaron una mayor modulacion en la expresion de VLDL
que las derivadas del desayuno de tipo mediterraneo. Mientras que con las aisladas a las 2 horas
la expresion fue la misma que con las TRL aisladas a esa misma hora después de consumir el
desayuno de tipo mediterraneo, con las aisladas a las 0 y 4 horas fue menor, aunque esa
diferencia era estadisticamente significativa unicamente entre las particulas de las 4 horas del

periodo postprandial (P<0.05).

La incubacion de los macrofagos con las TRL de los sujetos normopesos (figura 41.B)
demostro tener un efecto distinto al observado con las de los obesos. Las TRL aisladas a las 0
horas tras la ingesta del desayuno de tipo mediterraneo elevaron ligeramente el nivel de
expresion de VLDLR respecto al control, mientras que con las del desayuno occidental no hubo
cambios. Sin embargo, la expresion del receptor se vio incrementada debido a la incubacion de la
células con las TRL aisladas a la hora 2, especialmente con las derivadas del desayuno
occidental, con las que se alcanzé el doble de expresion de VLDLR que el detectado en las
células control. En relacion con la incubacion de las particulas procedentes de la hora 4 del
periodo postprandial, aquéllas que derivaban del desayuno de tipo mediterraneo causaron una
expresion algo menor respecto al nivel detectado en las células control, mientras que con las del
desayuno de tipo occidental ésta no se alterd. En ningun caso la diferencia entre desayunos fue

significativa.
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Figura 41. Expresion relativa del ARNm del receptor VLDLR en macrofagos THP-1 incubados en
presencia de lipoproteinas ricas en triglicéridos obtenidas a las 0, 2 y 4 horas tras la ingesta del desayuno
de tipo mediterraneo y occidental, por los sujetos obesos (A) y normopesos (B) participantes del estudio.
Valores expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12; *=P<(.05 vs desayuno de tipo

mediterraneo (Test-t student pareado).

5.1.3 Proteina-1 relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LRP-1)

La capacidad de las TRL para modular los niveles de expresion del receptor LRP-1 no fue
tan marcada como se detectd con los dos anteriores, LDLR y VLDLR. La expresion de LRP-1 se
vio ligeramente incrementada por encima del nivel del control causada por la incubacion de las
células con las TRL aisladas de los sujetos obesos, tras el consumo de los dos desayunos (figura
42.A). En cambio, con las particulas procedentes de la hora 2, la expresion de LRP-1 solo se vio
reducida con las que derivaban del desayuno de tipo mediterraneo, aunque el nivel de expresion
seguia cercano al del control. Esa ligera reduccion se mantuvo con las TRL aisladas a las 4 horas
tras la ingesta de ese mismo tipo de desayuno, el mediterraneo, y también fue detectada con las

del de tipo occidental, sin que se aprecie diferencia entre ellas.

En los experimentos realizados con las TRL procedentes de los sujetos normopesos
(figura 42.B) aisladas a las 0 h y 2 y 4 horas después de consumir el desayuno de tipo occidental,
LRP-1 mantuvo su nivel de expresion igual al de las células control. Por el contrario, con
aquellas aisladas tras la ingesta del desayuno de tipo mediterrdneo, se observo que las

procedentes de la hora 0 causaron que la expresion de LRP-1 se elevase un poco, las de la hora 2
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provocaron una pequefia reduccion frente al nivel control, y las de la hora 4 fueron responsables
de que se redujese a la mitad frente al nivel de expresion del control, siendo significativa la
diferencia con respecto a los niveles obtenidos con las TR-4h derivadas del desayuno de tipo

occidental (P<0.05).
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Figura 43. Expresion relativa del ARNm del receptor LRP-1 en macréfagos THP-1 incubados en
presencia de lipoproteinas ricas en triglicéridos obtenidas a las 0, 2 y 4 horas tras la ingesta del desayuno
de tipo mediterraneo y occidental, por los sujetos obesos (A) y normopesos (B) participantes del estudio.
Valores expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12; *=P<0.05 vs desayuno de tipo

mediterraneo (Test-t student pareado).

5.2 Modulacion de los niveles de expresion de los receptores celulares independientes

de apo E (receptores Scavenger): SRA2, SRB1 v CD36.

5.2.1 Receptor Scavenger A2 (SRA2)

La expresion del receptor SRA2 demostrd estar menos modulada por la presencia de las
TRL en los cultivos de macréfagos que la de los otros receptores scavenger . Los niveles
detectados de SRA2 tras la incubacidn de las células con las particulas que fueron aisladas de los
sujetos obesos (figura 43.A) a la hora 0 antes de la administraciéon del desayuno de tipo
mediterraneo, fueron los mismos que los del control, mientras que con las particulas aisladas a la

hora 0 del ensayo realizado con el desayuno de tipo occidental se observo cierto incremento. Sin
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embargo, la presencia de las TRL de la hora 2 del periodo postprandial procedentes de los dos
ensayos, el de tipo mediterraneo y el de tipo occidental, caus6 una reduccion en la expresion del
receptor con los dos tipos de particulas. Respecto a las TRL postprandiales de la hora 4, las
derivadas del desayuno de tipo occidental no altearon la expresion del receptor en los

macrofagos, mientras que las del de tipo mediterraneo la redujeron ligeramente.

Por parte de las TRL aisladas de los sujetos normopesos (figura 43.B), las TRL aisladas
en la hora 0 tampoco mostraron provocar una modulacion en la expresion de SRA2, pues en los
dos casos fue nuevamente similar a la de las células control. Las procedentes de la hora 2, por el
contrario, fueron capaces se de reducirla, y las de la hora 4 fueron causantes de una reduccion

aun mayor en la expresion del receptor frente al valor del control.

La procedencia de un desayuno u otro no mostrd diferencias significativas sobre los
niveles de expresion del receptor SRA2 en ninguin caso, ni las aisladas de los sujetos obesos ni en

la de los normopesos.
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Figura 43. Expresion relativa del ARNm del receptor SRA2 en macréfagos THP-1 incubados en
presencia de lipoproteinas ricas en triglicéridos obtenidas a las 0, 2 y 4 horas tras la ingesta del desayuno
de tipo mediterraneo y occidental, por los sujetos obesos (A) y normopesos (B) participantes del estudio.

Valores expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12; (Test-t student pareado).
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5.2.2 Receptor Scavenger B1 (SRB1)

Las TRL aisladas de los individuos obesos demostraron ser capaces de modular la
transcripcion del gen que codifica al receptor SRB1 (figura 44.A), aunque segun procedieran del
consumo de un desayuno experimental u otro, la modulacidon que se observd fue opuesta. Asi
pues, las TRL derivadas del desayuno occidental fueron capaces de reducir los niveles de
expresion del receptor cuando se trataban de las de la hora 0 o las aisladas 4 horas después de
consumir ese desayuno, mientras que las de la hora 2 la incrementaban. Por el contrario, las
procedentes del ensayo realizado con el desayuno de tipo mediterraneo de la hora 0 causaban un
incremento en la expresion de SRBI, con las de la hora 2 se reducia, y con las de la hora 4 no se
detecto alteracion frente al nivel de expresion de las células control. Estas diferencias seglin la

procedencia de un desayuno u otro no fue en ningln caso significativas.

Por parte de las TRL aisladas de los sujetos normopesos (figura 44.B), aquéllas
procedentes de la hora 0 mostraron el mismo comportamiento que las de la hora 0 del grupo de
obesos. Sin embargo, en este caso la diferencia en los niveles de expresion de SRB1 observado si
fue estadisticamente significativa (P<0.05), dado que la inhibicion causada por las particulas
procedentes del ensayo de tipo occidental fue mayor que el detectado con las de los obesos. La
incubacion de los macréfagos con las TRL aisladas a la hora 2 después de consumir los dos
desayuno experimentales no alter6 la expresion del receptor SRB1, pero al ser incubados con las
particulas aisladas a las 4 horas de la ingesta, si caus6 un efecto reductor, siendo algo mayor con

las derivadas del desayuno de tipo mediterrdneo, aunque sin ser significativa tal diferencia.
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Figura 44. Expresion relativa del ARNm del receptor SRB1 en macréfagos THP-1 incubados en
presencia de lipoproteinas ricas en triglicéridos obtenidas a las 0, 2 y 4 horas tras la ingesta del desayuno
de tipo mediterraneo y occidental, por los sujetos obesos (A) y normopesos (B) participantes del estudio.
Valores expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=12; *=P<(.05 vs desayuno de tipo

mediterraneo (Test-t student pareado).

5.2.3 Receptor CD-36

Finalmente, el estudio realizado sobre la expresion del receptor CD36 permitié identificar
diferencias mas significativas en la capacidad de modulacion del componente lipidico de las TRL
segun si las particulas fueron aisladas después de consumir el desayuno de tipo mediterraneo o el

de tipo occidental.

Las TRL procedentes de los sujetos obesos (figura 45.A) aisladas a la hora 0 y 2 y 4 horas
después de que consumieran el desayuno de tipo occidental, elevaron en todos los casos el nivel
de expresion del receptor CD36 frente al nivel detectado en los cultivos control. Ese mismo
incremento se observé con las particulas aisladas a la hora 0 del ensayo de tipo mediterraneo. La
incubacion con las que fueron aisladas a la hora 2 tras la ingesta del desayuno de tio
mediterraneo causd sin embargo el efecto contrario, ya que provocd que el receptor CD36 se
expresase menos que en el cultivo control. La diferencia entre la modulacion causada por éstas
particulas y por las procedentes del desayuno de tipo occidental a la misma hora, resultd ser

estadisticamente significativa (P<0.01). Por el contrario, las TRL de la hora 4 causaron un
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incremento en la expresion de CD36 en los macrofagos, incluso mayor que el observado por las
TRL derivadas del desayuno de tipo occidental, aunque sin ser significativa dicha diferencia en

este caso.

La expresion del receptor CD36 se vio nuevamente incrementada por las TRL aisladas a
la hora 0 de los dos ensayos postprandiales del grupo de normopesos (figura 45.B), siendo este
efecto superior con las derivadas del desayuno de tipo mediterraneo. La incubacion con los dos
tipos de TRL correspondientes a la hora 2 también elevo su expresion, siendo significativamente
superior en el caso de las derivadas del desayuno de tipo mediterraneo (P<0.05), ya que causaron
que CD36 se expresase 2.5 veces mas que en el control. En cambio, cuando se afiadieron a los
cultivos celulares las TRL aisladas a la hora 4 del periodo postprandial, el nivel de expresion del
receptor no se vio alterado por las procedentes del ensayo de tipo occidental, aunque fue

ligeramente mas elevado con el de tipo mediterraneo.
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Figura 45. Expresion relativa del ARNm del receptor CD36 en macréfagos THP-1 incubados en
presencia de lipoproteinas ricas en triglicéridos obtenidas a las 0, 2 y 4 horas tras la ingesta del desayuno
de tipo mediterraneo y occidental, por los sujetos obesos (A) y normopesos (B) participantes del estudio.
Valores expresados como media + error estdndar de la media (SEM); n=12; *=P<0.05, **=P<0.01 vs

desayuno de tipo mediterraneo (Test-t student pareado).
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6. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DEL COMPONENTE LIPIDICO DE LAS
LIPOPROTEINAS RICAS EN TRIGLICERIDOS PARA MODULAR LA
ACTIVIDAD DE LA LIPOPROTEIN LIPASA DE MACROFAGOS

6.1 Modulacion de la actividad de la LLPL de macroéfagos por las particulas

artificiales de quilomicrones (CRLP) con distinta composicion lipidica

onocitos diferenciados a macrofagos mediante la adicion de PMA fueron
incubados con o sin (control, -CRLP) las CRLP enriquecidas con -trioleina
(O00), trilioleina (LLL) o 2-oleil-1,3-dipalmitina (POP) durante un periodo de 6 y 24 horas.
Transcurrido ese tiempo, se procedid a analizar la posible modulacién de la actividad de la LPL
en las tres fracciones (medio de cultivo, superficie celular e intracelualr) debido a la carga

lipidica de las particulas (figura 46).

La figura 46.A muestra la actividad de la LPL detectada en el medio de cultivo recogido a
las 6 y 24 horas después de afadir las diferentes CRLP a los cultivos celulares. El periodo de
incubacion de 6 horas ya fue suficiente para identificar un claro efecto de las particulas
artificiales sobre la actividad de la enzima liberada al medio, en funcion de su composicion
lipidica. Las CRLP enriquecidas en OOO y LLL provocaron que la enzima localizada en el
medio de cultivo fuese significativamente menos activa en comparacion con el nivel de actividad
detectado de la LPL en el cultivo control (-CRLP). De hecho, la LPL fue menos activa en
presencia de las CRLP compuestas por LLL que con las que contenian OOOQ, siendo significativa
esta diferencia estadisticamente. No fue el caso de las CRLP enriquecidas en POP, pues la
presencia de estas particulas no fue capaz de modular la actividad de la LPL de macrofagos
liberada al medio de cultivo, ya que la enzima mantuvo un nivel de actividad similar al del

cultivo control después de 6 horas de incubacion.

Cuando la incubacion de los macréfagos con las particulas artificiales se extendid a 24
horas, el escenario encontrado fue bastante similar al descrito a las 6 horas de incubacion. De
nuevo, las CRLP enriquecidas en OOO y LLL indujeron un significativo descenso en los niveles
de actividad de la LPL con respecto al control, pero a pesar de que la actividad fue otra vez

menor en presencia de las CRLP que contenian LLL, la diferencia frente a la actividad detectada
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con las CRLP compuestas con OOO no resulté ser esta vez significativa. En cuanto a las CRLP
enriquecidas en POP, a las 24 horas de incubacion con las células si demostraron ser capaces de
modular la actividad de la LPL, obteniéndose unos valores significativamente menores que los
del cultivo control (-CRLP). Y de hecho, la LPL fue significativamente menos activa en

presencia de estas particulas que en presencia de las CRLP compuestas por OOO.

Sin embargo, aunque se haya encontrado una evidente capacidad del componente lipidico
de las TRL artificiales para modular el nivel de actividad de la LPL presente en el medio de
cultivo, es la fraccion que contiene la LPL anclada a la superficie celular la mas relevante a la
hora de realizar un estudio de la modulacién de su actividad. Esto es debido a que ANGPTL4 es
el mayor regulador de la actividad de LPL mediante su inhibicion, y este fenomeno tiene lugar en

la superficie celular, donde ambas proteinas interaccionan.

Al liberar la LPL anclada a la superficie de los macréfagos mediante la adicion de
heparina al medio de cultivo en presencia de las CRLP durante 6 horas (figura 46.B), pudo
detectarse que solo las que estaban compuestas por LLL provocaron una menor actividad frente a
la del control de forma significativa. No obstante, esta reduccion provocada por las CRLP-LLL
no resulto ser significativa al comparase con los niveles de actividad de la LPL obtenidos con los
otros dos tipos de CRLP, las compuestas por OOO y las compuestas por POP. En cambio, la
asctividad de la LPL liberada de la superficie de los cultivos que permanecieron bajo la
influencia de las particulas durante 24 horas, se observd que los tres tipos de CRLP fueron
capaces de reducir su nivel de actividad significativamente frente a los del control (-CRLP). Sin
embargo, al igual que sucedid a las 6 horas de incubacion, la diferencia en la capacidad para

modular su actividad entre particulas con distinto componente lipidico no resulto significativa.

Finalmente, se realizo en estudio de la influencia de la composicion de TG con distinto
grado de saturacion sobre la actividad de la LPL del espacio intracelular de los macrofagos,
aunque esta vez se realizd Unicamente en cultivos celulares expuestos a las CRLP durante 6
horas (figura 46.C). De la misma forma que sucedid con la LPL de la superficie celular tras ese
tiempo de incubacion, las CRLP que contenian LLL en su composicion fueron las Unicas que
causaron una actividad de la LPL significativamente menor con respecto a la LPL del control (-

CRLP).
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Figura 46. Niveles de actividad de la LPL de los cultivos de macréfagos incubados 6 y 24 horas en
presencia de lipoproteinas ricas en triglicéridos artificiales, compuestas con trioleina (OOO), trilioleina
(LLL) y 2-oleil-1,3-dipalmitina (POP), de las tres fracciones recolectadas: medio de cultivo (A),
superficie celular (B), y medio intracelular (C ). Valores expresados como media + error estandar de la
media (SEM); n=4; Valor de la actividad de LPL en control (-CRLP) utilizado como referencia=1; a, b, ¢
indican la existencia de diferencia estadisticamente significatica P<0.05 (ANOVA con Bonferroni).
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6.2 Modulacion de los niveles de expresion de los genes LPL vy ANGPTL4 por parte

del componente lipidico de las particulas artificiales de quilomicrones (CRLP)

Los niveles de expresion del ARNm de LPL y ANGPTL4 detectados después de que los
cultivos celulares de macrofagos fueran incubados por un periodo de 24 horas en presencia de
los QM remanentes artificiales compuestos con OOO o LLL se representan en la figura 47. La
adicion de las CRLP que contenian OOO provocaron una ligera reduccion en la transcripcion del
gen que codifica la LPL con respecto a la expresion en los cultivos control (linea de puntos,
valor=1) (figura 47.A). Estas mismas particulas también mostraron ser capaces de modular los
niveles del ARNm de ANGPTLA, pues se vio que causaron la sobreexpresion de ANGPTL4 en
comparacion al nivel detectado en el control (figura 47.B). Sin embargo, fueron las particulas
enriquecidas en LLL las que mostraron una mayor capacidad para alterar los niveles de
expresion de ambos genes cuando se afiadieron a los cultivos de macrofagos. Por un lado, fue
con las CRLP-LLL con las que la expresion de LPL mas se redujo (figura 47.A), aunque sin
diferencias significativas con respecto al nivel de expresion de LPL obtenido con la influencia de
las particulas CRLP-OOOQ. Y por otro lado, la adicion de estas particulas a los cultivos celulares
incremento la transcripcion del gen ANGPTL4 hasta 10 veces con respecto a la detectada en los
cultivos control (figura 47.B). No obstant, a pesar de esta aparente sobreexpresion del gen
ANGPTL4 inducida por las CRLP-LLL, no solo frente a la del control, sino también con
respecto a la de los cultivos incubados con CRLP-OOO, la diferencia no resultd ser

estadisticamente significativa.
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Figura 47. Expresion relativa del ARNm del gen LPL (A) y ANGPTL4 (B), en macrofagos THP-1
incubados en presencia de particulas artificiales de quilomicrones (CRLP), compuestas con trioleina
(O0OQ) o trilioleina (LLL), durante 24 horas. Valores expresados como media + error estandar de la media
(SEM); n=3; *=P<0.05 vs control (Test-t student no pareado).
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6.3 Estudio de la acumulacion lipidica en macrofagos incubados con las particulas

artificiales de quilomicrones (CRLP) con diferente composicion lipidica

Los cultivos de macrofagos THP-1 incubados durante 24 horas con o sin (control,
-CRLP) las CRLP preparadas con diferente composicion lipidica, fueron tefiidos con Aceite Rojo
O para visualizar y cuantificar los lipidos incorporados en el citoplasma celular. Las fotografias
tomadas de los cultivos celulares una vez fueron tefiiddos (Imagenes no disponibles), confirmaron
la incorporacion de lipidos al interior de las células, obteniéndose la mayor intensidad de
coloracion cuando las células fueron incubadas con las CRLP que contenian OOO. Con las
particulas compuestas por LLL o POP, la intensidad de la coloracién no presentd aparentemente
diferencias entre ellas, aunque si fue ligeramente inferior a la obtenida con las CRLP-OOO. Sin
embargo, al tratarse de fotografias, la interpretacion puede considerarse algo subjetiva. Por ello,
se procedi6 a cuantificar la incorporacion de lipidos al interior de las células mediante la

medicion de la densidad ptica (D.O.) de los cultivos celulares.

La figura 48 reveld una mayor carga lipidica en los cultivos celulares incubados con los
tres tipos de particulas CRLP al compararse con el cultivo control (-CRLP). De la mima forma
que se aprecio en las fotografias (imdgenes no disponibles), las CRLP sintetizadas con OOO
provocaron una carga lipidica en el interior de los macrofagos tres veces superior que la presente
en los cultivos control. Y la medicion de la D.O de los cultivos incubados con CRLP-LLL o
CRLP-POP confirmé que la acumulacion intracelular lipidica fue bastante similar, aunque fueron
las particulas compuestas con LLL las que causaron la menor incorporacion de lipidos al interior
de los macrofagos. Sin embargo, en ningun caso las diferencias encontradas fueron

significativas.
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Figura 48. Acumulacion intracelular de lipidos em macrofagos THP-1 incubados durante 24 horas en
ausencia (control, -CRLP) o presencia de las particulas artificiales de quilomicrones (CRLP), compuestas
con trioleina (OOO), trilioleina (LLL) o 2-oleil-1,3-dipalmitina (POP). Valores calculados como lipidos
intracelulares/proteina total, y expresados como media + error estandar de la media (SEM); n=4; Valor de
la acumulacién lipidica en control (-CRLP) utilizado como referencia= 1; *=P<0.05 (ANOVA con

Bonferroni).
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DISCUSION



as principales causas de muerte en el siglo XXI contintian siendo las ECVs, y
muchas de las organizaciones de la salud publica a nivel mundial consideran
su prevencion una prioridad de primer orden. Entre las principales estrategias establecidas se
encuentra la promocion de un estilo de vida mas saludable, y las intervenciones dietéticas son
consideradas como las de mayor impacto sobre los desérdenes metabolicos que degeneran en el

desarrollo de ECV.

Cambios en la composicion grasa de la dieta estdn claramente asociados con
significativas modificaciones en la concentracion de lipoproteinas plasmaticas, uno de los
principales factores de riesgo. Reducir el elevado contenido graso de la dieta, particularmente los
SFA, se ha convertido en una importante necesidad ya que son responsables de un aumento de
peso, del establecimiento de resistencia a la insulina e hiperlipemia en humanos [424]. Son varias
las dietas propuestas para reducir los factores de riesgo CV mediante el reemplazo del contenido
de los SFA, sin embargo, la pregunta clave es si deben ser reducidos mediante una dieta baja en
grasa y elevado contenido de carbohidratos complejos, o mediante dietas con moderado
contenido graso, pero ricas en MUFA o PUFA. A pesar de los numerosos beneficios
cardiovasculares atribuidos a los PUFA, parad6jicamente su ingesta ha sido limitada debido al
efecto adverso que puede tener su elevado consumo, incluyendo reduccion en HDL-c y una
mayor susceptibilidad de las LDL-c a la oxidaciéon [326, 327]. Y por otro lado, las dietas con
concentraciones altas de hidratos de carbono han demostrado incrementar los niveles plasméaticos
de TG y reducir la concentracion de HDL-c, en comparacion con aquellas con mayor contenido
de grasas insaturadas [426]. En cambio, en la literatura cientifica es posible encontrar abundantes
referencias a las propiedades cardioprotectoras asociadas al consumo de dietas con elevado
contenido en MUFA [427, 428], especialmente en individuos con concentraciones séricas de TG
elevadas [6, 429], ademds de en personas sanas [347]. Por ello, cada vez son mas las
organizaciones profesionales que recomiendan la adherencia a patrones alimentarios con elevado
contenido en MUFA para prevenir las ECV, siendo la dieta mediterranea una de las herramientas

mas efectivas [430, 431].

Las personas que sufren obesidad se caracterizan por presentar un desorden del
metabolismo lipidico, especialmente debido a elevados niveles postprandiales de TG en

circulacion. Esta dislipidemia provoca el dafio en la funcion de érganos y, a la larga, contribuye a

192



una situacion de lipotoxicidad que puede inducir resistencia de los tejidos a la insulina [183]. Se
ha sugerido que la dieta mediterranea, caracterizada por ser rica en MUFA, es capaz de ayudar a
reducir el peso corporal en personas con sobrepeso [304, 432, 433], y de contrarrestar el elevado
riesgo cardiovascular asociado con un incremento de la adiposidad [287, 308]. Sin embargo, muy
pocos estudios han evaluado el efecto del contenido lipidico de la dieta en el metabolismo

postprandial en individuos obesos como poblacion de estudio.

Por ello, el presente proyecto ha sido desarrollado para demostrar la contribucion de un
desayuno de tipo mediterraneo con aceite de oliva como principal fuente de grasa, a mejorar el
perfil lipidico postprandial, reducir la respuesta inflamatoria cronica, asi como a modular la
composicion de lipidos de las TRL y reducir su perfil aterogénico en un grupo de voluntarios

adultos obesos.
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1. ESTUDIO DE LA RESPUESTA LIPIDICA POSTPRANDIAL EN SUERO TRAS
LA INGESTA DE UN DESAYUNO DE TIPO MEDITERRANEO Y UN
DESAYUNO DE TIPO OCCIDENTAL EN ADULTOS OBESOS Y NORMOPESOS

uando se habla de ECV, es imprescindible considerar los factores de riesgo

tradicionales asociados con la dieta, como dislipidemia, diabetes mellitus e
hipertension, entre otros. Por ello, al inicio del estudio realizamos un analisis de los marcadores
de riesgo habituales para el diagnostico de estos eventos: colesterol total y sus fracciones: LDL-c
y HDL-c, TG, glucosa, insulina y presion arterial. La medicion de los parametros bioquimicos
basales en los participantes del estudio confirmé la presencia de niveles de colesterol total y
LDL-c en suero significativamente mas elevados en el grupo de obesos con respecto al grupo
control normopeso, especialmente los de LDL-c. En el caso del LDL-c, su concentracion estaba
muy por encima del valor limite recomendado (100 mg/dL) segin el NECP ATP III/CDC AHA
[434] y en el caso del colesterol total, su concentracion sérica basal en el grupo obeso también
superd los 200 mg/dl recomendados [137] aunque de forma mas moderada. A pesar de que los
niveles de colesterol total y LDL-c son importantes a la hora de determinar el riesgo
cardiovascular, la concentracion de TG y HDL-c en circulacion son factores de riesgo criticos en
el sindrome metabolico, por lo que su concentracion plasmatica son considerados marcadores de
riesgo mas valiosos [435]. Los niveles de HDL-c en circulacion fueron significativamente
inferiores en los obesos, aunque su concentracion se encontraba dentro del rango deseable (HDL-
¢, 40-60 mg/dl) [434]. La medicion de los TG séricos en ayunas reveld que los sujetos obesos
también presentaron una concentracion basal muy elevada, y aunque no sobrepasaron los 150
mg/dl, valor indicativo de hipertrigliceridemia [434] si fueron significativamente superiores a los
del grupo normopeso. En conjunto, estos resultados parecian indicar que el grupo de
participantes obesos seleccionados para nuestro estudio presentaban un ligero cuadro de

dislipidemia.

Se midieron también los niveles de glucosa e insulina en ayunas en ambos grupos
experimentales para determinar si los sujetos pertenecientes al grupo obeso eran
insulinorresistentes. Como era de esperar, la glucosa sérica en ayunas se encontraba a una
concentracion significativamente superior en el grupo de los obesos, pero la mayor diferencia

entre los dos grupos experimentales, obeso y normopeso, se encontrd en la concentracion de
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insulina, la cual fue 2.5 veces superior en los sujetos obesos frente a la que presentaron los
individuos normopeso. En cualquier caso, la concentracion detectada en ayunas no indicd que
sufrieran hiperglicemia (glucosa>100 mg/dl en ayunas) o sensibilidad a la insulina (insulina
>25uU/1). Con esos valores, se empled el modelo de determinacion del HOMA-IR. La cifra
calculada en el grupo obeso fue 2.4, la cual, aunque cercana al punto de corte 2.6 que establece
RI[421], no indicaba que los sujetos fueran insulinorresistentes. Existe una variabilidad muy alta
en la literatura cientifica en cuanto a la definicion del punto de corte que indica padecer RI. Esto
se explica por la amplia variedad de criterios empleados para la definicion de los puntos de corte
de RI, asi como la coexistencia o no de desordenes metabolicos como obesidad, hipertension o
hipertrigliceridemia [434, 436, 437]. Por ejemplo, Lichnovska et al. encontraron valores
promedio de HOMA-IR en adultos de edad avanzada normales de 1.7+0.8 en hombres y de
1.7£0.9 en mujeres, pero que ascendian a 3.1£1,4 y 2.7£1,0 respectivamente, en aquellos que
presentaron hipertrigliceridemia [436]. Nosotros usamos el punto de corte para la RI de 2.6

establecido en la poblacion espafiola por Ascaso JF et al.[421].

Finalmente, puesto que la obesidad incrementa las probabilidades de suftrir hipertension
arterial, se realizo la medida de los valores de PAS y PAD. Mientras que la cifra de PAD fue
similar en ambos grupos, se detectd un valor de PAS significativamente elevado en el grupo de
obeso con respecto al grupo de sujetos normopesos. No obstante, las cifras PAS/PAD obtenidas
en el grupo obeso eran inferiores al limite normal de hipertension (PAS/PAD

<135mmHg/85mmHg segun FID [192]).

Aunque generalmente se asocia la obesidad con otra serie de patologias, estudios
recientes han sugerido que no todos los sujetos obesos padecen por necesidad un conjunto de
factores de riesgo cardiovascular [438], por lo que cada vez se le presta mayor atencion a los
diferentes fenotipos metabolicos de la obesidad. La “obesidad metabdlicamente sana”, describe
la ausencia de cualquier enfermedad cardiometabdlica (DMT?2, hipertension y dislipidemia) en
sujetos con un IMC>30 kg/m’*. De la misma manera, también puede haber individuos con peso
normal que presenten un “estado metabolicamente obeso”, o anormal, caracterizado por
hiperinsulinemia y RI, susceptibles de desarrollar DMT2 y ECV [438, 439]. Este hecho apoya la
hipétesis de considerar la obesidad como una enfermedad con pérdida de flexibilidad en uno o
mas de los procesos metabdlicos que implica. En nuestro estudio, el andlisis de los pardmetros
basales en los dos grupos experimentales permitié determinar que tanto el grupo obeso como el

normopeso, se encuadraba dentro de un estado metabdlicamente sano, a pesar de la ligera

195



dislipidemia detectada en los participantes obesos.

Un metabolismo postprandial alterado contribuye a la aterosclerosis, y dado que en las
sociedades modernas nos encontramos la mayor parte del dia en estado de no
ayunas/postprandial, la lipemia postprandial ha emergido como un indicador de riesgo
cardiovascular mas preciso que las mediciones de los marcadores de riesgo realizados en ayunas,
como tradicionalmente se ha estado haciendo [440, 441]. En el presente estudio, se propuso
estudiar si la respuesta postprandial tipicamente alterada en los sujetos obesos podria recuperar
unos valores normales, similares a los de un individuo normopeso con un adecuado metabolismo
lipidico, tras la ingesta de un desayuno de tipo mediterraneo. Asimismo, se optd por
administrarles un desayuno de tipo occidental semejante al patron dietético al que habitualmente
se adhieren las personas que sufren de exceso de peso. Ello permitiria destacar los cambios
metabolicos de los que se beneficiaria este grupo de poblacién en caso de que optaran por

modificar su dieta a una que siga el patron de dieta mediterranea como terapia primaria.

La duracion del ciclo de lipemia postprandial de un adulto sano es de 6 a 8 horas [442].
En el presente ensayo, durante un periodo de 6 horas tras el consumo de los dos tipos de
desayunos experimentales, se midieron los niveles plasmaticos de colesterol total en circulacion
en obesos y en normopesos sin encontrar cambios con respecto a los valores basales en ninguno
de los dos grupos en respuesta a la ingesta de los desayunos experimentales. Este resultado es
consistente con la literatura sobre metabolismo lipidico postprandial [443, 444, 445]. De igual
manera, los valores postprandiales de HDL-c no se vieron en ninglin caso alterados, coincidiendo

de nuevo con otros estudios [342].

En cambio, la concentracion plasmatica de TG ha demostrado ser modificada tras el
consumo de las comidas y parece proporcionar una evidencia mas plausible como predictor del
riesgo de ECV [444, 445], que la concentracidon sérica de colesterol y sus diferentes fracciones.
En el grupo de personas obesas, se pudo observar que la concentracion plasmatica de TG sufrio
un incremento casi inmediatamente después del consumo de los desayunos, aunque sin
diferencias significativas en el efecto causado por la distinta composiciéon grasa de las dos
comidas experimentales. Independientemente de si el desayuno era rico en MUFA o SFA, la
respuesta postprandial que experiment6 el grupo obeso fue rapida, alcanzdndose el pico maximo
a las 2 horas de su consumo, con una elevada concentracion total de TG postprandial (1IAUC) en

ambos casos. Unicamente se encontraron diferencias significativas en los niveles de TG entre las
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dos comidas en el grupo normopesos, en el que el consumo del desayuno occidental provoc una
concentracion postprandial total de TG significativamente superior. Otros estudios en los que han
comparado el efecto de comidas ricas en SFA y MUFA sobre la concentracion postprandial de
TG tampoco han encontrado diferencias significativas entre dietas en personas con un
metabolismo lipidico alterado, aunque en su caso fueron personas con sindrome metabolico
[446], o insulinorressitentes [342] quienes participaron en los ensayos. Pero de nuevo existe gran
variabilidad en lo que concierne a la respuesta lipidica postprandial. Se ha demostrado que la
sustitucion del contenido de SFA de la dieta de individuos con elevados niveles de TG por
MUFA si ejerce un efecto beneficioso, pues los niveles postprandiales de TG se reducen [429].
En cambio, otro estudio llevado a cabo con personas obesas y normopesas demostro lo contrario,
pues detectaron en los dos grupos de participantes una menor concentracion de TG postprandial

tras la ingesta de una dieta rica en SFA [447].

Al comparar la respuesta lipidica postprandial entre sujetos obesos y normopesos,
apreciamos la reducida capacidad del sistema bioldgico de los individuos con obesidad para
responder adecuadamente a la ingesta de nutrientes, manteniendo un ciclo postprandial mas
extenso, con unos elevados niveles de TG en circulacion durante mas horas. En el grupo obeso,
la concentracion postprandial de TG se mantuvo elevada durante las 6 horas analizadas después
de ingerir los dos tipos desayunos. En contra, los sujetos normopesos, después de que a las 2
horas sufrieran el drastico aumento de los niveles de TG al ingerir el desayuno de tipo occidental,
rapidamente comenzaron a verse reducidos, fruto de un correcto funcionamiento de su
metabolismo lipidico. La respuesta postprandial experimentada por el grupo normopeso, aunque
fue més lenta que la de los sujetos obesos, alcanzando el pico maximo de TG 1 hora después que
ellos, mostré6 una mayor velocidad de aclaramiento de TG en circulacion. Se observo que
después de que ingirieran el desayuno occidental, la elevada concentracion de TG detectada 3
horas después del consumo de la dieta, comenzo6 a experimentar un acelerado descenso durante

las horas siguientes.

Sin embargo, el consumo del desayuno de tipo mediterraneo por el grupo normopeso dio
lugar a una respuesta lipidica distinta, también apreciable en los individuos obesos. Después de
que la concentracion de TG se elevase tras la ingesta del desayuno rico en MUFA a las 2 horas,
posteriormente comenzaron a reducirse en los dos grupos de participantes. Este descenso se vio
paralizado a las 4 horas, momento en el que los niveles de TG en circulacion volvieron a ir en

aumento alcanzando la misma concentracion a la obtenida tras el desayuno occidental. En un
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estudio en el que participaron individuos con sindrome metabolico [446], experimentaron en
cambio un incremento de TG plasmatico mas temprano tras consumir la dieta con elevado
contenido en MUFA en comparacioén con el grupo que consumi6 la dieta rica en SFA, pero al
igual que en el presente estudio, mostraron un aclaramiento mas rapido, resultando en una
respuesta postprandial menor con el consumo de MUFA. Existen varios motivos que podrian
explicar este fenomeno observado tras el consumo del desayuno de tipo mediterrdneo tanto en
los sujetos obesos como normopesos. Uno de ellos podria ser que las particulas TRL formadas
tras la ingesta de una comida rica en MUFA presenten mayor afinidad por los receptores
hepéticos involucrados en su metabolismo, induciendo un aclaramiento més répido y efectivo de
estas TRL, que aquellas formadas con otra clases de AG [445]. Y por otro lado, podria ser debido
a que la LPL responsable de la hidrolisis de los TG que componen las TRL presente mayor
afinidad por los MUFA que los constituyen que por los SFA. ANGPTL4 es la principal proteina
reguladora de la actividad de la LPL. Robal et al. demostraron que el 4cido oleico, con una
afinidad mayor por ANGPTL4 que el 4cido palmitico, reduce el efecto inhibitorio que ejerce
ANGPTLA4 sobre LPL, permitiendo asi unos niveles mas elevados de actividad de LPL [448]. De
ahi que la concentracion de TG comience a reducirse més pronto después de ingerir el desayuno

de tipo mediterraneo que el de tipo occidental.

La composicion de las TRL y su ratio de aclaramiento cambia dindmicamente en
respuesta a la dieta y metabolismo lipidico de las personas [152]. Ademas, varios estudios
apoyan el concepto de que los niveles en circulacion de TRL después de las comidas estan
asociados de manera significativa con el desarrollo de aterosclerosis [449, 450], por lo que habria
que considerarlo como un marcador de riesgo importante para predecir ECV. Como se acaba de
comentar, los TG contenidos en las particulas TRL en circulacion son hidrolizados por accion de
la LPL, pero la actividad del enzima no reduce su contenido de apo B, manteniéndose siempre
presente en la particula. Por ese motivo, en este estudio se cuantifico la concentracioén de apo B
postprandial en los dos grupos experimentales como medio para cuantificar las particulas de TRL
en circulacion. Cuando hay un exceso de AG libres en el plasma debido a la incapacidad del
tejido adiposo de manejar el exceso de absorcion de nutrientes, el higado aumenta la produccion
de particulas que contienen apo B, responsables del transporte de los TG al tejido adiposo [451].
Se ha observado que pacientes metabdlicamente sanos tienen una respuesta postprandial menor
de particulas TRL grandes, comparado con aquellos metabdlicamente anormales,
independientemente de si son obesos 0 no [452]. En el grupo de los individuos obesos de este

estudio, como ya se ha visto con la concentracion postprandial de TG, el consumo del desayuno
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de tipo occidental indujo una répida formacién de particulas TRL. Eso se determind con la
concentracion de apo B, que fue significativamente mayor a las 2 horas frente a la concentracion
de apo B detectada tras la ingesta del desayuno de tipo mediterraneo a esa misma hora,
coincidiendo ademds con el pico maximo de TG en circulacion. En cambio, en el grupo de
normopesos no se aprecio diferencias significativas entre las dos dietas. Nuestros resultados
parecen indicar que el consumo de una comida con elevado contenido en MUFA favorece una
respuesta lipidémica postprandial mas reducida en individuos obesos. Esto fue previamente
observado en un estudio de intervencion nutricional, en el que personas con sobrepeso ingirieron
1g de aceite de oliva por kg de su peso corporal y tuvieron menor concentracion de TRL que
aquellas que consumieron una dieta rica en SFA, mientras que en un grupo de personas con peso
saludable no detectaron diferencia entre las diferentes fuentes de lipidos [445]. Ademas se pudo
ver que en el grupo de obesos, la concentraciéon de apo B se mantuvo en aumento, siendo
siempre mas elevada tras el consumo del desayuno occidental, mientras que en el grupo de
normopesos comenzaba a reducirse a las 2 horas. Ello sugiere que en los sujetos obesos hay un
retraso en el aclaramiento de las particulas TRL, de ahi que los niveles de TG postprandiales
también sigan siendo elevados durante el periodo postprandial analizado. Este retraso en el
aclaramiento de particulas TRL podria estar inducido por una menor actividad de la LPL.
Aunque los sujetos obesos no presentan RI, si muestran elevados niveles de insulina en
circulacion, y ello podria alterar la actividad del receptor LDLR, lo que contribuye a su vez a un
retraso en el aclaramiento de VLDL. Las particulas VLDL contienen apo C-III, y ha sido
demostrado que una elevada concentracion plasmatica de apo C-III funciona como un inhibidor
de la LPL, contribuyendo a defectos kinéticos en el metabolismo de apo B [189]. Sin embargo,
no se observaron diferencias estadisiticamente significativas en la concentracion de apoB total en
circulacion durante el periodo postprandial después de consumir los dos tipos de dietas
experimentales en ninguno de los dos grupos, el obeso y normopeso. Ese resultado no demuestra
por tanto que la ingesta del desayuno de tipo mediterraneo reduzca la produccion de
lipoproteinas que contienen apo B, pero si que contribuye a que personas con obesidad no
experimenten una respuesta postprandial tan elevada y extensa en comparacion con las dietas

ricas en SFA.

Los picos de insulina y glucosa suelen alcanzarse a las 0-2 horas después del consumo de
las comidas [453]. En nuestro estudio, el pico maximo fue alcanzado 1 hora después del
consumo de los dos tipos de desayunos en los dos grupos de estudio, el obesos y normopesos.

Sin embargo, hubo diferencias en el efecto de los desayunos sobre los niveles de glucosa e
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insulina en ambos grupos experimentales. En el caso del grupo de obesos, la respuesta glicémica
postprandial fue la misma, independientemente del tipo de desayuno consumido, el mediterraneo
o el occidental. Pero para el mantenimiento de esos niveles glicémicos en el periodo
postprandial, el consumo del desayuno de tipo occidental, rico en SFA, requirié una sintesis
significativamente mayor de insulina. Eso parece sugerir que el consumo diario de un desayuno
con elevado contenido en SFA de manera continuada podria contribuir a la RI en individuos
obesos. Por el contrario, lo que observamos en el grupo normopeso fue un escenario muy
diferente. Los niveles de glucosa total en el periodo postprandial de este grupo fueron
significativamente mas elevados después de consumir el desayuno de tipo mediterraneo frente al
de tipo occidental y, sin embargo, la sintesis de insulina fue la misma después de consumir
ambos tipos de desayunos. En este caso, una dieta rica en MUFA pareci6 estar beneficiando a los

individuos de peso normal a que fueran mas sensibles a la insulina.

Normalmente se relaciona obesidad como la causa de RI. No obstante, siempre y cuando
las células adiposas estén sanas y sean capaces de almacenar correctamente unos niveles
elevados de TG, no habra efectos metabolicos adversos para el individuo, salvo un exceso de
peso. De ahi que la tercera parte de la poblacion obesa en la sociedad sea caracterizada como
“obesos metabolicamente sanos”, con un exceso de de grasa corporal pero sin distorsiones
metabolicas que se manifiesten en RI. No obstante, la RI suele ser provocada por un incremento
de la inflamacion y en particular, los SFA pueden verse como moléculas proinflamatorias. La RI
parece comenzar en el hipotdlamo y, una dieta con exceso de SFA (especialmente el acido
palmititico) puede causar inflamacién en este 6rgano, conduciendo a una resistencia de la senal
de saciedad, a la insulina y leptina [454]. Esto podria explicar el motivo por el que las personas
con obesidad, ante dietas ricas en SFA, liberen mayor cantidad de insulina. Los resultados
presentados sugieren que, mediante la reduccion del contenido de SFA a través de la adherencia a
los patrones alimentarios de la dieta mediterranea, las personas obesas podrian reducir la RI

antes incluso de apreciar una pérdida significativa de exceso de grasa del tejido adiposo.
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2. ESTUDIO DEL PERFIL DE MARCADORES DE INFLAMACION BASAL Y
POSTPRANDIAL EN SUERO DE ADULTOS OBESOS Y NORMOPESOS TRAS
LA INGESTA DE LOS DESAYUNOS EXPERIMENTALES

1 tejido adiposo, considerado hoy en dia como la glandula endocrina mas

grande del cuerpo humano, expresa y secreta al sistema circulatorio
hormonas, mediadores inflamatorios y efectores del sistema inmune, una lista que va en
aumento. Algunas de estas moléculas son producidas en el tejido adiposo exclusivamente por los
adipocitos, como la leptina y adiponectina (adipoquinas), mientras que otras son producidas
ademads por otros tipos de células de la fraccion no-adipocitaria que forman también parte del
tejido adiposo, como es el caso de los macrofagos (citoquinas). Se ha reconocido que los
macrofagos se acumulan en el tejido adiposo en situacion de obesidad [455, 456] y que
representan una buena parte de los contribuidores en la produccion de citoquinas [457, 458]. En
la actualidad, gracias a la evidencia cientifica, es posible sugerir que el tejido adiposo juega un
importante papel en la respuesta inmune y que podria ser la mayor fuente de mediadores

proinflamatorios del cuerpo humano [459].

La acumulacidon de tejido adiposo en el térax y abdomen (obesidad abdominal o visceral)
incrementa el riesgo de desarrollar diabetes y aterosclerosis, lo que esta asociado con la
elevacion cronica de la concentracion de mediadores inflamatorios en circulacion. Por este
motivo, los individuos con obesidad abdominal pueden experimentar elevada morbilidad y
mortalidad cardiovascular [460]. En personas con obesidad, donde se ha establecido una
respuesta de inflamacion cronica de bajo grado, el tejido adiposo libera de manera constante
citoquinas y mediadores bioactivos, llegando a haber una concentracion hasta 10 veces superior
de la mayoria de los mediadores de inflamacién en circulacion en los individuos obesos con
respecto a los no obesos [461]. Estas moléculas son sustancias que participan en la regulacion del
consumo de energia, en el metabolismo de los lipidos y proteinas, el equilibrio glucosa/insulina,
el estrés oxidativo, la aterosclerosis, la inflamacion y la integridad cardiovascular [177, 219]. Por
consiguiente, estos marcadores se han establecido como buenos candidatos para la asociacion
desde el punto de vista molecular entre el tejido adiposo y las complicaciones metabdlicas y

cardiovasculares que suceden a consecuencia de la obesidad humana.

Con el objeto de evaluar el estado de la respuesta inflamatoria en los dos grupos
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experimentales al inicio del ensayo postprandial, se midid la concentracion de varios marcadores
de inflamacion importantes en los individuos obesos y normopesos que participaron en nuestro
estudio. El perfil inflamatorio del grupo de sujetos obesos reveld un claro estado inflamatorio
cronico al compararse con el de los individuos nornopesos, encontrandose importantes
diferencias en la concentracion de algunos de los marcadores de inflamacion en circulacion que
fueron analizados. Los niveles basales de leptina, ceruloplasmina, PCR y MCP-1 detectados en
ayunas en el grupo obeso fueron significativamente superiores con respecto a sus valores en los
individuos normopesos. En cambio, no hubo diferencias significativas en la concentracion

plasmatica de adiponectina, TNF-a e IL-1.

Estudios in vitro han demostrado que adipocitos aislados de sujetos obesos sobreexpresan
y secretan en abundancia leptina. La produccion de leptina por el tejido adiposo depende del
tamafio del adipocito [462], asi como también lo es la de MCP-1 y de otros mediadores de la
respuesta inflamatoria como IL-6, IL-8 y el factor estimulador de colonias de granulocitos [463].
Precisamente, fue en la concentracion de leptina y MCP-1 donde se detect6 la diferencia mas
significativa estadisticamente al comparar entre los dos grupos experimentales. Estas dos
moléculas se encontraban a unos niveles muy superiores en el grupo de sujetos obesos,
alcanzando en el caso de la leptina una concentracion casi 3 veces mayor con respecto a los
valores normales. Probablemente la causa de ello sea la hipertrofia establecida en los adipocitos
de los individuos obesos como se ha mencionado. Estudios de expresion génica con tejido
adiposo humano también han demostrado que los niveles de expresion de MCP-1 aumentan
significativamente en el tejido adiposo de sujetos con obesidad morbida [464]. MCP-1 es un
fuerte quimioatrayente que actiia via receptor CCR2 y es sintetizado principalmente por
macrofagos. En un estudio realizado con ratones knock-out para el gen CCR2, los ratones
mostraron una reduccion de la infiltracion de macréfagos en el tejido adiposo y una mejora de la
sensibilidad a la insulina [465], lo que sugiri6 que MCP-1 es uno de los principales responsables
de la acumulacion de macréfagos en circulacion en el tejido adiposo, hecho también demostrado
en sujetos obesos [466]. La acumulacion de macréfagos es mas abundante en el tejido adiposo
abdominal que en el subcutaneo, lo que representa una de las razones por las que la obesidad
abdominal es mas perjudicial. Sin embargo, los marcadores de inflamacién expresados por los
macrofagos pueden ser pro- o antiinflamatorios, dependiendo del grado de obesidad [467].
Consecuentemente, el perfil de secrecion del tejido adiposo puede cambiar en funcion del
fenotipo de la poblacion celular que lo compone durante las diferentes fases de la obesidad

(inicio, agravacion, mantenimiento y pérdida de peso) [468].
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Los macrofagos alojados en el tejido adiposo también son activos productores de TNF-a
e IL-1B, y el incremento en su concentracion por la activacion de los propios macréfagos a un
fenotipo proinflamatorio podria contribuir al deterioro de la sensibilidad a la insulina [469]. De
hecho, estas moléculas inflamatorias se encuentran especialmente elevadas en pacientes
diabéticos o intolerantes a la glucosa. Se ha observado tanto in vivo como in vitro que los
hepatocitos asi como las células musculares, adipocitos y células endoteliales responden a la
exposicion de citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1p con un mal funcionamiento de la
sefalizacion de la insulina [470, 471]. El grupo de obesos participantes de nuestro estudio, aun
cuando presentaron elevados niveles de insulina en circulacién en comparacién con el grupo
normopeso, no eran, sin embargo, diabéticos ni insulinorresistentes, al presentar un valor
HOMA-IR no superior al valor de corte [421], aunque es cierto que su valor medio se
encontraban en el limite. Probablemente fuera gracias a que la concentracion basal de estas dos
citoquinas pro-inflamatorias, TNF-a e IL-1p, en este grupo de personas con obesidad, no estaba
significativamente incrementada, no siendo muy diferente a los niveles que presentaron los

individuos normopesos.

La adiponectina es una adipoquina con propiedades antiaterogénicas, antidiabéticas y
antiinflamatorias, cuya produccion, al contrario que otras adipoquinas, se ve suprimida en
obesidad [252, 472]. El mecanismo por el que sus niveles plasmaticos se reducen en individuos
con acumulaciéon de grasa abdominal no ha sido del todo aclarado, aunque la correlacion
negativa existente entre la adiposidad abdominal y los niveles de adiponectina podrian explicarse
mediante el incremento en la secrecion de TNF-a por parte del tejido adiposo abdominal [212].
En contra de este hecho, en el grupo de individuos obesos de nuestro estudio, la concentracion de
adiponectina plasmatica en ayunas no fue menor con respecto a los individuos normopesos.
Ademas, como ya se ha comentado, los niveles de TNF-a que se detectaron en la poblacion
obesa al inicio del ensayo, tampoco difirieron significativamente de los de la poblacion
normopeso. Es posible que al no estar TNF-a lo suficientemente sobreexpresado, ello haya
impedido que la concentracion de adiponectina cayera como suele ocurrir en personas con
obesidad. Por otro lado, se ha visto que en individuos con edades comprendidas entre 20-75 afios
que presentan el fenotipo de “obesidad metabdlicamente sana”, hay una elevada concentracion
de adiponectina plasmatica [472], y en vista de que el grupo de obesos de nuestro estudio
presenta aparentemente una obesidad “benigna”, eso también podria explicar sus elevados

niveles de adiponectina, similares a los expresados en los sujetos normopesos.
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Los componentes del sindrome metabdlico, entre ellos la obesidad abdominal,
correlacionan con concentraciones plasmaticas de PCR elevadas [258], lo que apoya la relacion
existente entre tejido adiposo e inflamacion. Multiples estudios prospectivos han establecido que
un incremento en los niveles de PCR estan asociados con un aumento del riesgo de las ECV
[473] debido a sus acciones proaterogénicas como son la reduccion de la sintesis de 6xido nitrico
(NO) y la prostaciclin sintasa, su capacidad de uniéon a LDL-c y estimulacion de su captacion por
macrofagos, y la induccion de la sobreexpresion de moléculas de adhesion en células
endoteliales [474]. Ademas, es posible que la PCR contribuya directamente en el proceso de la
aterosclerosis ya que es una de las sustancias presentes en las propias lesiones aterosclerdticas,
mas especificamente en la intima vascular, donde co-localiza con monocitos, macréfagos
derivados de monocitos y las lipoproteinas [256]. En un adulto sano, la concentracion media de
PCR en circulacion es de 800 ng/ml, pero después de un estimulo grave, los valores de PCR
pueden llegar a incrementarse hasta 10.000 veces mas [475]. Sin embargo, en un individuo que
sufre obesidad, lo normal es que la concentracion de de PCR se encuentre sobre los 10 nmol/l
[476]. Los sujetos obesos de nuestro estudio tan solo presentan algo mas del doble del nivel
detectado en el grupo de participantes normopesos, lo que a su vez coincide con los valores
identificados en los sujetos clasificados con obesidad metabolicamente sana [452], pero esa
diferencia entre los dos grupos es suficiente para resultar estadisticamente significativa. También
se ha observado que la PCR puede estar involucrada en el desarrollo de resistencia a la leptina, lo
que es importante porque la hiperleptinemia enddégena no reduce el apetito o incrementa el gasto
energético [477]. Por eso suelen ir asociados los valores elevados de PCR y leptina, lo que
coincide con los niveles basales de los sujetos obesos de nuestro estudio. Varios trabajos de
investigacion previos han demostrado que el incremento en la concentracion de ambas
citoquinas, PCR y leptina, estaba asociado con un elevado riesgo de eventos CV mayores. Sin
embargo, la leptina parece ser un predictor mas robusto [478], pues en un modelo multivariable
se mostrd6 como un predictor de eventos CV independiente, mientras que la PCR no [479]. En
vista de que los individuos obesos participantes de nuestro estudio mostraron una diferencia muy
significativa en los valores de leptina frente a los de los normopesos, podria afirmarse que, en

efecto, su riesgo de desarrollar ECV es mayor que la poblacion normopesa.

Junto con la PCR, la ceruloplasmina es una proteina sintetizada en el higado durante el
proceso inflamatorio agudo y participa en la fase aguda de la reaccion inflamatoria [264].
Elevados niveles de ceruloplasmina en circulacion han sido asociados con un alto IMC y han

sido identificados como un factor independiente que contribuye al incremento de la obesidad
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[263]. La concentracion basal de ceruloplasmina detectada en los participantes obesos al inicio
del estudio realizado fue significativamente superior a la que presentaron los individuos de peso
normal, lo que parece confirmar la estrecha relacion existente entre esta proteina y la obesidad.
El mecanismo por el que la ceruloplasmina se relaciona con la obesidad no ha sido atn
identificado; sin embargo, es posible que esté involucrada en la via inflamatoria ligada a esta
patologia. Cuando otros tejidos son danados liberan citoquinas, y éstas a su vez estimulan la
produccion de proteinas de fase aguda por parte del higado, potentes contribuidores de la
aterogénesis asi como marcadores del riesgo CV, entre ellos la ceruloplasmina y la PCR [265,
266]. Existe cierta evidencia que indica que unos valores de ceruloplasmina plasmaticos
elevados en sujetos con sindrome metabolico se asocian con varios de sus componentes, como
glucosa en ayunas, TG y HDL-c [480]. Aun no ha sido demostrada su asociacion independiente
con otros de los componentes del sindrome metabdlico como presion arterial [480] y obesidad
abdominal [481]. Como ya ha sido mencionado anteriormente, la obesidad es una de las
principales responsables de que una persona presente sindrome metabolico debido a la existencia
del estado crénico de inflamacion [482], y esto no es solo aplicable en adultos, sino que también
lo es en adolescentes. Aguilar et al. [483] y Giodarno et al. [484] encontraron una correlacion
entre unos niveles de ceruloplasmina incrementados y el temprano desarrollo de desérdenes CV
en adolescentes. Adicionalmente, en otro estudio realizado previamente por nosotros, a pesar de
no encontrar tampoco una correlacion entre ceruloplasmina y sindrome metabdlico,
demostramos que esta proteina mostraba entre todos los marcadores de inflamacion analizados,
el valor mas elevado para predecir el sindrome metabdlico en el grupo de adolescentes que
participo en el estudio. De hecho, el valor de ceruloplasmina fue tan bueno para predecirlo como
la medida de la circunferencia de la cintura, considerada un prequisito para el diagnosis del
sindrome metabodlico, e incluso mejor que cualquiera de sus componentes. Es mds, demostramos
a su vez que las concentraciones de glucosa, TG y HDL-c muestran un valor de prediccion del
sindrome metabolico bajo en adolescentes cuando son considerados individualmente [267]. Asi
como en el presente estudio el grupo de participantes con obesidad presentaron niveles basales
significativamente mdas elevados de PCR frente al grupo control, también se observaron
concentraciones mas elevadas de ceruloplasmina. Puesto que las proteinas de fase aguda pueden
interactuar sinérgicamente, es posible que su respuesta inflamatoria esté acelerada y, en

consecuencia, también lo esté el desarrollo de la aterosclerosis.

A pesar de la evidente asociacion entre la ceruloplasmina y la obesidad, varios estudios

han intentado descifrar si esta proteina juega un papel importante en la obesidad como
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mediador/inductor, o si es simplemente un marcador cuyos niveles aumentan o responden al
estado de obesidad [263]. La ceruloplasmina posee actividad antioxidante debido a su actividad
ferroxidasa, gracias a la cual es capaz de oxidar el hierro ferroso a hierro férrico, lo que no
permite que el hierro esté disponible para la reaccion Fent, habiendo asi una generacion limitada
de radicales hidroxilo [485]. Esta reaccion, junto a otras, es una de las responsables del estrés
oxidativo en las placas ateroscerdticas [486]. Por esta razon, a la ceruloplasmina se le atribuye un
importante rol en el control de la oxidacion de lipidos de membrana, probablemente por la
oxidacion directa de cationes, previniendo asi su catalisis por peroxidacion lipidica [262]. Sin
embargo, por otro lado, la peroxidacion lipidica inducida por la ceruloplasmina contribuye a la
progresion de la aterosclerosis y enfermedad coronaria vascular, y varios estudios han mostrado
que esta a su vez acelerada por la glucosa [487, 488]. Puesto que una de las principales
caracteristicas de las personas obesas es la hiperglicemia, lo cual ha sido corroborado en el grupo
obeso de este estudio, este es otro factor que apoya que los elevados niveles de ceruloplasmina
en circulacién agravaria aiin mas el desarrollo de la placa de ateroma. Ademads, tanto la
hiperglicemia como la hipertrigliceridemia establecida en la obesidad incluso en estado de
ayunas, incrementan el estrés oxidativo celular, y se ha sugerido que la elevacion de la
concentracion plasmatica de ceruloplasmina en los sujetos obesos podria deberse como un
mecanismo antioxidativo compensatorio a ese incremento en el estrés oxidativo celular [480].

Sin embargo, esta relacion causal y temporal permanece poco clara todavia.

Después del consumo de una comida con un elevado contenido graso, se ha observado un
inmediato incremento postprandial en el nivel de marcadores de inflamacidon plasmaticos en
hombres con obesidad abdominal [489]. La grasa total de la dieta y los SFA estan asociados con
RI y una elevacion de la presion sanguinea asi como con la respuesta inflamatoria cronica
establecida en la obesidad [490]. De hecho, el consumo de dietas ricas en SFA resulta en un
perfil de expresion génica proinflamatorio “ligado a la obesidad”, mientras que el consumo de

dietas ricas en MUFA causa un perfil més antiinflamatorio [491].

Varias células en el cuerpo humano responden a la elevacion postprandial aguda de los
componentes de la dieta mediante la activacion transitoria de la respuesta inflamatoria, entre
ellas los adipocitos y monocitos/macréfagos del tejido adiposo, lo que da lugar a un incremento
de la concentracion de los mediadores inflamatorios. Ha quedado demostrado que los AG de la
dieta afectan al proceso inflamatorio mediante la modulacion del metabolismo de eicosanoides, y

también a través de mecanismos independientes de eicosanoides tales como la regulacion del
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proceso de sefializacion de la membrana y citosolico, que influyen sobre la actividad de factores
de transcripcion involucrados en la inflamacion [492, 493]. Entre estos factores de transcripcion
se incluyen NF-kB y PPAR-3, ambos sensibles a los AG. Entre los AG con capacidad para
activar la respuesta inflamatoria destacan precisamente los SFA. Estudios in vifro han sugerido
que los SFA pueden promover el proceso inflamatorio, pero tan solo unos pocos estudios
observacionales con humanos han investigado la posible relacion existente entre la exposicion
celular a SFA y los marcadores de inflamacion en circulacion [494, 495, 496 , 497]. Fernandez-
Real et al. [496] no encontraron relacion alguna entre los SFA en suero y PCR o IL-6 en
individuos con un peso corporal normal, mientras que en individuos con sobrepeso si detectaron
una asociacion positiva entre SFA 'y la concentracion de IL-6, y vieron que el ratio de SFA:PUFA
n-6 o SFA:PUFA n-3 estaba también positivamente asociado con la concentracion de IL-6 y
PCR, respectivamente. Esto fue confirmado en un estudio de intervencion nutricional en el que
los participantes, varones de 25-60 afios, que se alimentaron durante 5 semanas con dietas ricas
en acido estearico o lauristico, miristico y palmitico, mostraron concentraciones mas elevadas de
PCR, fibrindgeno, IL-6 y E-selectina en comparacion con los que se adhirieron a una dieta

enriquecida en &cido oleico durante ese periodo de tiempo [498].

También se han establecido interconexiones entre la dieta mediterranea y los marcadores
de inflamacion asi como con la funcion endotelial. Los estudios “Nurses' Health” y ATTICA
informaron de la evidente correlacion existente entre una alta adherencia a la dieta mediterranea
y la reduccion en IL-6, PCR, TNF-a, ICAM-1, VCAM-1, E-Selectina, fibrindgeno, niveles de
homocisteina y de leucocitos [499, 500]. Uno de los sub-estudios realizados en el ensayo
PREDIMED mostr6 posteriormente resultados similares [291], asi como la capacidad de la dieta
mediterranea suplementada con AOV para reducir la expresion de genes proinflamatorios [226].
Una de las explicaciones a estos mecanismos cardioprotectores y la capacidad de la dieta
mediterranea para reducir los niveles de los mediadores de inflamacién en circulacion seria
debido a su principal fuente de grasa, el aceite de oliva, constituido en su mayoria por MUFA.
De hecho, observaciones ex vivo en voluntarios sanos han mostrado que, en contra de las
comidas ricas en mantequilla o en frutos secos, el consumo de una comida rica en aceite de oliva
no induce la activacion postprandial de la via NF-kB en monocitos [313], implicada en la
regulaciéon de varios genes inflamatorios, entre ellos IL-1B [501], lo que sugiere un efecto

antiinflamatorio asociado al AOV.

En este contexto, demostrada la capacidad de los AG para activar/reducir la respuesta
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inflamatoria y para modular la liberacion de los mediadores de inflamacion en circulacion,
nuestra intencion fue evaluar la capacidad de un desayuno de tipo mediterraneo, rico en MUFA,
para reducir el estado inflamatorio crénico establecido en los pacientes obesos de nuestro
estudio. Igualmente, nos propusimos confirmar la elevacion de los niveles en circulacion de los

marcadores de inflamacion a causa del consumo de un desayuno de tipo occidental, rico en SFA.

La relacion entre los diferentes tipos de AG de la dieta y la expresion de los niveles de
adiponectina ha sido bien documentada en ayunas, estando la ingesta de SFA correlacionada
negativamente con la concentracion de adiponectina circulante, mientras que el consumo de
PUFA n-3 se asocia positivamente en personas sanas. Un ejemplo de ello fue un estudio en el
cual, después de que los participantes consumieran 6.5 ml de aceite de oliva diarios durante un
aflo, los niveles en circulacion de adiponectina se vieron incrementados, aunque hay que anadir
que el aceite de oliva que ingirieron se encontraba enriquecido con PUFA n-3 [503]. Y otro
estudio de intervencion nutricional determind que la concentracion plasmatica de adiponectina
podria verse mejorada mediante el habito de consumir nueces a diario, fuente natural de PUFA n-
3 [504]. Sin embargo, en el estado postprandial aiin no ha quedado del todo establecida dicha
relacion debido a la gran variabilidad existente en los resultados mostrados por la comunidad
cientifica. En un trabajo previo llevado a cabo por Paniagua et al.[505], en el que fue evaluada la
diferencia en la respuesta de los niveles postprandiales de varias adipoquinas tras el consumo por
personas sanas de tres desayunos con la misma cantidad de grasa pero con distinta composicién
de AG, no detectaron entre ellos diferencias en la concentracion de adiponectina postprandial
durante las tres horas siguientes a su consumo. Este resultado fue también confirmado por
Lozano et al. [506]. Después de que los participantes normopeso de nuestro estudio consumieran
las dos comidas experimentales, se detectd que la ingesta del desayuno de tipo mediterraneo
elevo la concentracion postprandial de adiponectina mientras que el de tipo occidental provocd
una significativa reduccion de sus niveles totales en circulacion durante el periodo postprandial,
lo que esta de acuerdo con la literatura cientifica. En contra, la ingesta del desayuno de tipo
mediterraneo no logrd incrementar los niveles de adiponectica en las personas con obesidad, sino
que éstos se vieron ligeramente reducidos, incrementdndose por el contrario con el consumo del

desayuno de tipo occidental rico en SFA.

Varios estudios han demostrado que es a través de una previa pérdida peso corporal el
modo por el cual las personas con obesidad pueden beneficiarse de las propiedades

antiinflamatorias proporcionadas por el consumo de un desayuno de tipo mediterraneo, entre
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ellas la elevacion de los niveles de adiponectina. Shai et al. [337] observaron que los sujetos con
un IMC >27 Kg/m* que se adhirieron a varias dietas, entre ellas la dieta mediterranea, mostraron
un significativo incremento de los niveles de adiponectina cuando €stos se encontraban en las
fases de pérdida de peso y mantenimiento. Esta asociacion entre la pérdida de peso y una mejora
en los niveles de adiponectina a largo plazo también fue demostrada en sujetos obesos sometidos
a un bypass gastrico con técnica de Y-de-Roux, en los que se observo que los niveles de
adiponectina plasmatica fueron incrementandose lentamente, asocidndose a su vez con una
mejoria en la sensibilidad a la insulina [507]. De hecho, la existencia de una correlacion negativa
entre la concentracion plasmatica de adiponectina y las concentraciones de insulina en pacientes
con obesidad abdominal con o son sindrome metabolico, fue demostrada por Rubin et al.[508].
Sin embargo, Hotta et al. [509] demostraron que los niveles de adiponectina no se ven afectados
debido al incremento experimentado en los niveles plasmaticos de insulina inmediatamente
después de la ingesta de la comidas, sino que para que la insulina tenga un efecto agudo sobre la
adiponectina postprandial en circulacion seria necesario un periodo largo de hiperinsulinemia. En
nuestro caso, esta ultima afirmacidn pareci6 confirmarse tan solo cuando el grupo obeso ingirid
el desayuno de tipo occidental, pues estos individuos experimentaron un incremento significativo
de la concentracion total de insulina en el periodo postprandial pero no vieron reducida la
concentracion de adiponectina, sino que por el contrario a lo esperado, se elevo ligeramente. En
cambio, la relacion negativa entre insulina y adiponectina descrita si se aprecidé cuando los
sujetos obesos consumieron la comida de tipo mediterranea. Pero fue en las personas normopeso
donde la ingesta del desayuno de tipo occidental provocd que la inmediata elevacion de los
niveles de insulina en circulacion después de su ingesta redujera de forma muy significativa los
niveles postprandiales de adiponectina. Estos resultados parecen confirmar que los efectos
perjudiciales provocados por el consumo del desayuno de tipo occidental son mas acusados en

las personas de peso normal.

Dado que la concentracion circulante de leptina es un reflejo de la masa grasa corporal o
del tamafo de los adipocitos, ello explicaria que los niveles de produccion de leptina en el grupo
de personas normopesas se mantuviera bajo durante las 4 horas del periodo postprandial, sin que
se detectase diferencia alguna entre el consumo de los dos tipos de comidas experimentales. Por
parte de los sujetos obesos, cuyos niveles eran significativamente elevados, la respuesta
observada fue muy similar a la del grupo de peso corporal normal, y el consumo de una comida
rica en MUFA no resultd en una mejora de este parametro. Es cierto que se observé una ligera

reduccién en la liberacion de leptina después de consumir el desayuno de tipo mediterraneo, no
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obstante, la diferencia con el otro desayuno rico en SFA no resultd ser significativa
estadisticamente. Estos resultados parecen coincidir con los obtenidos por Paniagua et al. [510].
Tras realizar el analisis del perfil de expresion génica de los participantes de su estudio, éstos
presentaron un nivel de transcritos de leptina postprandial similar, independientemente de la
fuente de grasa contenida en las dietas experimentales que consumieron, aunque en su caso, se
tratd de una intervencion nutricional de 4 semanas de duracion [510]. Otros estudios llevados a
cabo con un tiempo de intervencion mas largo de semanas o incluso afios, si han demostrado el
beneficio de ingerir una dieta rica en MUFA en la reduccion de los niveles de leptina cuando se
compara con dietas con alto contenido en SFA [498, 511]. Esto parece sugerir que seria necesario
realizar una intervencion de mayor duracidon sobre los participantes del presente estudio para
poder detectar el impacto de consumir una comida con altos niveles de MUFA sobre los niveles
de leptina. Sin embargo, la importancia de la temporalidad de la intervencion dietética para ver
cambios sobre la leptina podria deberse al efecto que ofrece a largo plazo una dieta u otra de
nuevo sobre la pérdida de peso. Shai et al. [337] probaron el efecto del consumo de tres dietas
indicadas para lograr la pérdida de peso corporal en un grupo de participantes moderadamente
obesos, siendo una de ellas la dieta mediterrdnea y otra una dieta baja en grasa que contenia un
10% de SFA del 30% total. Después de consumir ambas dietas, observaron que la concentracion
de leptina en circulacion se reducia significativamente, siempre y cuando hubiera una pérdida de
peso corporal, de la misma forma que sucedia con la adiponectina. Ese hecho parece indicar que
es el efecto de la dieta en la pérdida de peso corporal lo que demuestra tener la capacidad para

modular los niveles de produccion postprandial de leptina, ademés de otras citoquinas.

Con respecto a los niveles de ceruloplasmina detectados en los participantes de nuestro
estudio tras la ingesta de las comidas experimentales, se observd una reduccion en la
concentracion total de ceruloplasmina durante el periodo postprandial en todos los casos, pero no
logramos detectar ninguna diferencia en el efecto causado por las dos diferentes fuentes de grasa
contenidas en ellas. Ademads, la respuesta postprandial en el grupo obeso y el normopeso fue
también semejante. Pocos estudios pueden encontrarse en la literatura cientifica realizados sobre
la respuesta postprandrial en los niveles de ceruloplasmina en circulacion en personas que sufren
obesidad, por lo que contrastar nuestros resultados con otros es algo complicado. Sin embargo,
mencionando de nuevo el trabajo realizado Shai et al.,, la produccion postprandial de
ceruloplasmina, al igual que sucedia con los niveles de leptina y otros marcadores de
inflamacion, se ve reducida con la pérdida de peso, sin diferencias entre el consumo de dietas

con distinto contenido lipidico [337].
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Se ha demostrado una correlacion negativa significativa entre la glucosa plasmatica y la
ceruloplasmina en personas con DMT?2, probablemente por el dafio causado por el glucagén a las
enzimas antioxidantes debido a la hiperglicemia [512]. En nuestro estudio, como ya ha sido
comentado, los niveles de glucosa plasmadtica sufrieron un incremento en ambos grupos, el obeso
y normopeso tras la ingesta de las dos comidas experimentales, y al contrario que la glucosa, la
ceruloplasmina se redujo, por lo que ésta podria ser una de las posibles razones de la menor
concentracion de ceruloplasmina tras la ingesta de una comida por individuos con hiperglicemia.
Ademas, en otros estudios se ha observado que en personas con sindrome metabolico y DMT2,
también existe una reduccion en los niveles de ceruloplasmina, posiblemente por el incremento
del empleo de antioxidantes para neutralizar las especies reactivas de oxigeno que se producen

en exceso en estas condiciones, especialmente en DMT2 [513].

La PCR en circulacion apenas se vio afectada postprandialmente tras la ingesta de las
comidas experimentales en el grupo de sujetos con un peso saludable, tan solo fluctuaron en
torno al valor basal, aunque paraddjicamente éstos valores fueron ligeramente inferiores tras el
consumo del desayuno de tipo occidental durante las 6 horas del periodo estudiado. En el grupo
de sujetos obesos también se detecto cierta reduccion de la PCR en circulacion después de que se
ingiriese el desayuno de tipo occidental. Aunque por el contrario, fue el desayuno de tipo
mediterraneo el que provocod que su concentracion se incrementase ligeramente por encima de
los valores iniciales. No obstante, no hubo diferencias significativas en nigin caso, ni si quiera
con respecto a los valores basales. Estos resultados coinciden con la mayoria de los estudios
realizados sobre la modulacion de los niveles de expresion de PCR en el periodo postprandial
tras la exposicion a dietas con un elevado contenido en SFA o MUFA en sujetos obesos [514],
con diabetes [515] y sanos [516]. Se ha visto que lo 6ptimo es evaluar los cambios sufridos por
los niveles de PCR en circulacion a las 24 horas del periodo postprandial [517], lo que podria
explicar la ausencia de alteracion en la concentracion plasmatica de esta citoquina durante las 6
horas del periodo postprandial que ha sido analizado en este estudio. Por otro lado, recientes
investigaciones han mostrado que mediante la pérdida de peso o la dieta, una vez mas, es posible
reducir los niveles de PCR en circulacion [518]. Entre los resultados obtenidos por Shai et al.
[337], la concentracion de hs-PCR se redujo significativamente en el grupo obeso tnicamente
con la pérdida de peso lograda tras el consumo de la dieta mediterranea. Es importante
mencionar que esos resultados fueron obtenidos tras un periodo de intervencion dietética de 2
afios, mientras que por ejemplo en el caso de los niveles de sintesis de leptina, la mayor

reduccion tuvo lugar a los 6 meses, coincidiendo con el momento de mayor pérdida de peso
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corporal de los participantes de su estudio.

La respuesta de la concentracion postprandial de MCP-1 tras la ingesta de las dos
comidas experimentales también fue muy similar entre los dos grupos del estudio. En el trabajo
realizado previamente por Van Dijk et al. en 2012 [447], analizaron el efecto de consumir unos
batidos con alto contenido graso, cuya composicion diferia en SFA, MUFA o PUFA, por sujetos
obesos y delgados, en los niveles de expresion de varios genes inflamatorios en células
monocucleares de sangre periférica (PBMC) aisladas de los participantes. En su caso, tampoco
hubo diferencias entre los dos grupos respecto a los niveles de expresion de MCP-1 [447],
aunque éstos si fueron significativamente mayores en caso de que los obesos fueran a su vez
diabéticos. Estos resultados, en concordancia con los nuestros, indican que un incremento en los
niveles de expresion de MCP-1 podria considerarse como un indicador de un fenotipo
metabodlico mas severo. En cuanto a la diferencia en la concentracion postprandial de MCP-1 en
los dos grupos de participantes de nuestro estudio, tras la ingesta del desayuno de tipo
mediterraneo o el de tipo occidental, tampoco se detectaron diferencias significativas, pues
ambos indujeron una progresiva reduccion de esta quimioquina durante las 4 horas del periodo
postprandial de manera muy similar. Por el contrario, en el estudio previamente mencionado, los
niveles de expresion de MCP-1 detectados en respuesta a la ingesta de los batidos con un alto
contenido de grasas insaturadas (PUFA n-3 y MUFA), si se vieron incrementados en las células
PBMC aisladas de sujetos obesos diabéticos 4 horas después de su consumo, lo que no se
observd cuando fue el batido rico en SFA el que se ingiri6 [447]. Esto podria deberse a que los
AG insaturados son mas propensos a la oxidaciéon que SFA y pueden inducir un mayor estrés
oxidativo y, en consecuencia, afectar el estado inflamatorio. Esta explicacion también podria del
mismo modo atribuirse a la mayor concentracion postprandial de PCR obtenida en nuestro

estudio, tras el consumo del desayuno de tipo mediterraneo por el grupo obeso.

En términos generales, parece que el consumo del desayuno de tipo mediterraneo tuvo el
efecto cardioprotector esperado en las personas con peso normal, al inducir una menor liberacion
de los mediadores de inflamacion analizados. Y en el caso de los sujetos obesos, aunque la
respuesta inflamatoria desencadenada fue similar a la de los individuos normopeso, salvo ciertas
excepciones como se vio con la PCR y adiponectina, los datos parecen apoyar que seria
necesaria una previa pérdida de peso para poder verse beneficiados de las propiedades

antiinflamatorias de una dieta rica en MUFA.
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3. CARACTERIZACION DE LOS ACIDOS GRASOS COMPONENTES DE LAS
LIPOPROTEINAS RICAS EN TRIGLICERIDOS AISLADAS DE ADULTOS
OBESOS Y NORMOPESOS, ANTES Y TRAS LA INGESTA DE LOS
DESAYUNOS EXPERIMENTALES

n las sociedades occidentales las personas pasan la mayor parte del tiempo

en un estado de no-ayuno durante el cual los niveles de TRL se elevan con
continuas fluctuaciones en el grado de lipemia. La exposicion a una alta concentracion de TRL
en circulacion durante el periodo postprandial ha demostrado estar significativamente asociada
con el desarrollo de aterosclerosis, y el caricter aterogénico de estas particulas ha sido
ampliamente documentado por la comunidad cientifica [65, 150, 151, 153]. El gran tamafio de
los QM (hasta 1 um) hizo pensar que no eran capaces de atravesar la pared arterial y, por tanto,
no eran tan aterogénicos como las LDL. Sin embargo, ha quedado mas que demostrado que
algunos de ellos no solo son capaces de atravesar la pared arterial, sino que también son
retenidos en el espacio subendotelial [97] y acumulados en las células del musculo liso, donde
atraen monocitos y son internalizados por ellos, sin siquiera la necesidad de sufrir
modificaciones quimicas [145]. Ese conjunto de sucesos desencadena la activacion de la
respuesta inflamatoria y la formacién de células espumosas [142, 143]. Por estas razones,

finalmente se ha admitido que las TRL tienen un perfil especialmente aterogénico [138].

La composicion de AG de las TRL representa un factor importante para su metabolismo y
para el aclaramiento de los TG plasmaticos, ya que tiene la capacidad de modular tanto la
afinidad de receptores celulares hepaticos por las particulas, como la actividad de enzimas
lipoliticas como la LPL, lo que a su vez es decisivo para la formacion de TRL remanentes. Por
ejemplo, estudios previos como el realizado por Botham et al. [519], demostraron que los QM
derivados de aceite de pescado rico en PUFA n-3, o de aceite de maiz con elevado contenido de
PUFA n-6, fueron retirados mas rapidamente de la sangre que aquellos derivados de aceite de
oliva, rico en MUFA, o los derivados de aceite de palma, rico en SFA de cadena larga. Gracias a
estudios in vivo e in vitro, hay suficiente evidencia que sugiere que la LPL ejerce una hidrolisis
mas rapida de los TG presentes en los QM cuando éstos contienen acido linoleico, frente a los
QM que estan compuestos por acido araquidonico [520, 521]. Incluso la presencia del 4cido

eicosapentaenoico ha mostrado ser relativamente resistente a la hidrolisis por la enzima in vitro
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[522]. Estos resultados demuestran por tanto que la composicion de las particulas afecta

inevitablemente a su procesamiento por la LPL.

Pero ademas, el contenido de AG es un determinante para la acumulacion intracelular de
TG en los macrofagos y formacion de células espumosas. Uno de los principales distintivos de
las lesiones aterosclerdticas es la presencia de macrofagos con una elevada carga lipidica en su
interior debido a la internalizacion de TRL. Varios estudios han sacado a relucir la influencia de
la composicion lipidica de las TRL sobre la capacidad de estas células para acumular lipidos
intracelularmente mediante la captacion de esas particulas. De Pascale et al. [358] estudiaron el
efecto de QM sintetizados artificialmente enriquecidos en SFA, MUFA, PUFA n-6, y PUFA n-3
por la incorporacion de TG aislados de aceite de palma, oliva, maiz, y de pescado,
respectivamente, sobre la transformacion de macréfagos THP-1 a células espumosas. Segln sus
resultados, cuando las particulas se encuentran enriquecidas en SFA o MUFA, son captadas a una
velocidad mayor que en caso de contener elevadas concentraciones de PUFA n-6 o PUFA n-3 en
su composicion, siendo ademas las particulas ricas en SFA las que provocaron la mayor
acumulacion lipidica en los macrofagos [360, 523]. Estudios como el realizado por Jinno et al.
[524] demostraron igualmente que el contenido de AG presente en las TRL es capaz de modular
los niveles de actividad de la LPL expresada en macréfragos. La actividad de la LPL sintetizada
en la superficie de monocitos y macrofagos tiene un potente impacto en el desarrollo de células
espumosas y en la aterogénesis, y la hidrolisis de los TG transportados por las TRL por la LPL es
uno de los mecanismos predominantes para la internalizacion de TG por los macrofagos [83, 84].
Es maés, la LPL es capaz de diferenciar entre substratos y exhibir una especificidad determinada
segin la longitud de cadena de los AG y su grado de saturacion [525]. Jinno et al. también
demostraron que en VLDL aisladas de ratones que consumieron durante una semana una dieta
con alto contenido de 4cido eicosapentaenoico (EPA), la presencia de este AG se elevd con
respecto al resto de AG componentes de las particulas. Este cambio en la composicion de las
particulas modificé sus propiedades proinflamatorias mediante la reduccion en la susceptibilidad
a la LPL en cultivos de macrofagos THP-1, resultando ser mas resistentes a la hidrolisis de sus

TG y provocando una menor acumulacion de lipidos intracelularmente [524].

En este escenario, es necesario considerar el contenido de AG de las TRL como uno de
los mayores determinantes del perfil aterogénico de estas particulas. La composicion lipidica de
las TRL depende del tipo de grasa ingerida con la dieta, pues de ella derivan las nuevas particulas

sintetizadas [526]. La mayoria de los lipidos ingeridos con la dieta tienen la forma de TG, que
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constituyen mas del 90% de la ingesta diaria de grasas. Los TG son absorbidos por el organismo
con una eficiencia muy elevada y transportados por el torrente sanguineo, principalmente por los

QM.

Uno de los objetivos propuestos en el presente estudio fue evaluar el efecto que ejerce el
grado de saturacion de los AG incorporados en las TRL tras el consumo de los dos tipos de
desayunos experimentales sobre la capacidad de los macrofagos de incorporar su contenido
lipidico. Pero previo a ello, fue necesario caracterizar la composicion de AG de los lipidos
presentes en las TRL aisladas de los participantes del ensayo. De esta manera se estudiaria la
capacidad de incorporacion de los AG de la dieta en las nuevas particulas TRL sintetizadas
durante el periodo postprandial, analizando el porcentaje total de SFA o MUFA en ellas, y
verificando si su perfil lipidico es un reflejo de la composicion lipidica de la grasa de la que
derivan. Para tal fin, se extrajo el contenido lipidico de las TRL aisladas en ayunas (0 horas) y a
las 2 y 4 horas del periodo postprandial, se separ6 la fraccion de TG de la de FL, y se caracterizd
por CG el contenido de AG en las dos fracciones lipidicas. Antes de proceder con el analisis de
los resultados, era importante considerar que en ayunas, debido a los bajos niveles de QM en
circulacion y con el fin de satisfacer las necesidades energéticas de los tejidos, la sintesis de
VLDL se ve incrementada, predominando por tanto este tipo de lipoproteinas. Las VLDL
transportan TG cuyo contenido de AG es de origen enddgeno, sintetizados en el higado, por lo
que no son un reflejo de la dieta inmediatamente consumida, como lo son los QM. En contra, las
TRL correspondientes a las 2 y 4 horas del periodo postprandial contienen las nuevas particulas
de QM sintetizadas y sus remanentes que, a pesar de que no exceden el 10% del numero de
particulas de VLDL en circulacion [527], el 90% de su peso corresponde a AG procedentes de
los TG de la dieta, y el 80% en los QM remanentes [528]. Por este motivo, deberian ser las TRL
aisladas a las 2 y 4 horas del consumo de los desayunos la que muestren entre si las mayores

diferencias en los niveles de SFA'y MUFA.

Las determinaciones realizadas para el estudio de la composicion de las TRL se llevaron a
cabo en las muestras de sangre extraidas en ayunas (0 horas), y 2 y 4 horas después la ingesta de
la comida experimental. Estos tiempos fueron elegidos en base a estudios previos, en los que se
observaron los niveles mas representativos de concentracion de TG en suero a estas horas [529].
El perfil de AG de los TG fue similar en las TRL aisladas en ayunas (0 horas) antes de comenzar
con los ensayos postprandiales de tipo mediterraneo y de tipo occidental tanto en el grupo de

sujetos normopeso como en el de obesos. Ademas, la composicién observada fue muy parecida
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entre los dos grupos que participaron, indicando que en ayunas, los individuos obesos muestran
particulas con aparentemente el mismo grado de aterogenicidad que los sujetos de peso normal.
De modo que cualquier diferencia en el contenido de AG posterior a la ingesta de alimentos (2 y
4 horas) seria a causa de la incorporacion de los lipidos de la dieta u otros factores que tengan
lugar durante el proceso de sintesis y catabolismo de nuevas particulas de TRL. Efectivamente,
se observo que las TRL derivadas de la ingesta del aceite de oliva presente en el desayuno de tipo
mediterraneo, aisladas a las 2 y 4 horas del periodo postprandial en el grupo de individuos
normopeso, presentaban un contenido de MUFA totales significativamente elevado en los TG, en
comparacion con aquellas derivadas de la mantequilla que fue consumida con el desayuno de
tipo occidental. El responsable de ello fue la alta incorporacién de acido oleico en los TG
después de consumir el desayuno de tipo mediterraneo, especialmente a las 4 horas del periodo
postprandial. Por otro lado, la ingesta del desayuno de tipo occidental causo el incremento de la
concentracion de SFA en los TG. Entre ellos, los AG que sufrieron una especial elevacion del
porcentaje que constituyen en los TG con respecto al resto de AG fueron los 4cidos miristico y
palmitico, asi como el 4cido estearico, aunque €ste de forma mas discreta. El perfil de AG en los
TG de las TRL procedentes de los sujetos normopeso parece por tanto reflejar el contenido de
AG de la fuente lipidica de la que derivan. Cabe destacar la progresiva incorporacion de PUFA n-
3 observada en las particulas tras la ingesta de los dos tipos de desayunos, aun cuando estos AG
apenas superan el 1% del total de AG que componen el aceite de oliva, e incluso menos en la
mantequilla, siendo ademads tal incremento significativo en los TG de las TRL aisladas 4 horas
después de consumir el desayuno occidental, alcanzando casi el 4% del total en las particulas. En
el estudio realizado por Botham et al.[519], donde caracterizaron QM derivados de la ingesta de
mantequilla, aceite de palma y aceite de oliva en los que tampoco habia presencia alguna de
PUFA n-3, observaron que AG como EPA y docosahexanoico (DHA), constituian al menos el 2%
de los AG totales en todos los QM derivados de esas fuentes de grasa [526]. En nuestro caso,
fueron los acidos a- y y-linolénico los que se vieron elevados de forma muy significativa y sélo

en las particulas derivadas del consumo de la mantequilla.

Recientes estudios han mostrado que la elevacion inicial de lipidos plasmaticos
secretados en los primeros 10-30 minutos tras la ingesta de una comida con contenido graso, y
antes de que tenga lugar el primer gran pico de TG plasmaticos entre las 2-4 horas del periodo
postprandial, corresponde a lipidos consumidos en una comida anterior [530]. Cada vez estd mas
documentado que no todos los productos de la digestion, una vez absorbidos por los enterocitos y

re-esterificados a TG son directamente empaquetados en QM para ser secretados y transportados
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a través del torrente sanguineo. Los AG de la dieta también pueden asociarse formando vesiculas
lipidicas citoplasmaticas (CLDs) para su almacenamiento temporal en el citoplasma de los
enterocitos [75], principalmente en respuesta al consumo de alimentos con un alto contenido
graso, protegiendo asi a los enterocitos de la toxicidad generada por un exceso de AG, y
controlando a su vez el ratio de sintesis y secrecion de QM. Esos lipidos almacenados en tltimo
término seran movilizados de las CLDs en los enterocitos pudiendo servir como substrato para la
sintesis de nuevos TG y otros lipidos complejos (FL y EC) y ser destinados a formar parte de las
lipoproteinas o sintesis de membranas [531]. Aunque ain no ha quedado del todo claro el
porcentaje que constituyen en las nuevas particulas, un experimento in vivo realizado en ratas
logré demostrar que una elevada proporcion de los TG constituyentes de los QM procedian de
las CLDs [532]. Este fendmeno podria explicar el origen de los PUFA n-3 incorporados en las
TRL aisladas tras el consumo de las dietas experimentales. Ademas, se observo que el grupo
normopeso de nuestro estudio incorpord una cantidad de PUFA n-3 de origen enddgeno
significativamente superior después de la ingesta del desayuno rico en SFA. Esta observacion
podria indicar que, en personas con un peso normal, el grado de saturacion de las grasas que se
ingieren influyen en el ratio de lipdlisis de los TG almacenados en los enterocitos para la
posterior incorporacion de PUFA en las nuevas particulas de TRL sintetizadas. Sin embargo, no
se han encontrado estudios que lo confirmen. Esta respuesta detectada en los individuos
normopesos al consumo de alimentos con alto contenido de SFA podria ser un mecanismo de
defensa, para reducir los efectos proaterogénicos que resultan de la formacion de nuevos QM con
un elevado contenido de SFA, compensandolo con las propiedades cardioprotectoras atribuidas a
los PUFA n-3 [533, 534]. O bien, y en sintonia con lo obtenido por Botham et al. [519], que
existe un requerimiento minimo y especifico de PUFA n-3 en la formacién de QM, y que los
enterocitos son capaces de proporcionar tales necesitades gracias al almacenaje de lipidos en su

citoplasma. Esto indicaria otro rol esencial para este grupo particular de AG.

En respuesta al consumo de las dos dietas experimentales por parte de los individuos
obesos, el perfil de AG caracterizado de los TG contenidos en las TRL aisladas de este grupo fue
el mismo al observado en el grupo normopeso a las 2 y 4 horas del periodo postprandial.
Ademas, también se observo el progresivo incremento en el contenido de PUFA n-3 totales en las
particulas tras la ingesta de las dos dietas experimentales, aunque sin que hubiese en este caso
diferencias significativas entre desayunos. Existen estudios in vivo realizados con ratones en los
que se ha obserado que el metabolismo intestinal de las CLDs se encuentra alterado debido a la

obesidad. De hecho, tras el consumo de una comida con alto contenido graso, a pesar de que los
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ratones obesos almacenaron mayor cantidad de TG en las CLDs que los ratones delgados,
después de 6 horas de ayunas ambos grupos experimentales presentaron el mismo contenido en
sus almacenes de TG. El ratio y cantidad de TG almacenados era similar en ratones obesos y
delgados, incluso tras el consumo de dietas con bajo contenido graso [531], lo que es consistente
con otros estudios realizados en humanos [535]. Ello parece sugerir que en sujetos con obesidad
podria haber una mayor transferencia de lipidos a los nuevos QM, de ahi que
independientemente del consumo de un desayuno u otro, la cantidad de PUFA n-3 incorporada
fuera similar. Ademas, si existe una mayor tansferencia de lipidos a las particulas de nueva
formacion, eso significaria que las particulas liberadas al torrente sanguineo serian por tanto de
mayor tamafio. Entonces, la incorporacion de PUFA n-3 endogenos podria ir mas encaminada a
funciones mecanicas, colaborando con el mantenimiento estructural de las particulas que

transportan una carga lipidica mas elevada.

Al igual que se observoé la incorporacion de AG endogenos en los TG transportados por
las nuevas particulas de QM, también pudo apreciarse el catabolismo que sufrieron las TRL
aisladas de los dos grupos experimentales durante el periodo postprandial. Las particulas aisladas
después de consumir las dos comidas, mostraron una progresiva reduccion en la concentracion
de los PUFA n-6 totales que componen los TG, siendo su contenido menor en aquellas aisladas a
las 4 horas del periodo postprandial y sin que hubiese diferentes significativas entre desayunos.
La utilizacién de los TG plasmaticos transportados por las TRL a lo largo de su recorrido por el
torrente sanguineo es dependiente de la LPL localizada en el endotelio capilar, liberando asi AG
que podran ser incorporados por los tejidos [78, 79]. Los AG han demostrado ejercer efectos
regulatorios en la LPL mediante cambios en su expresion, ademas de competir entre ellos por los
sitios de unién de la enzima [537]. De hecho, las moléculas de TG enriquecidas en acido oleico
(MUFA) han resultado ser mas eficientemente hidrolizadas que aquellas que contienen acido
palmitico (SFA) [538]. Ademas, algunos estudios han sugerido que son los PUFA de cadena larga
los que parecen potenciar mas que ningun otro la actividad de la LPL y la afinidad de union de
las TRL a la enzima en el periodo postprandial [539], siendo asi la LPL mas reactiva [540],
aunque Jinno et al. han mostrado precisamente lo contrario [524]. Nuestros resultados coinciden
con lo expuesto por Park et al. [539], pues fue el contenido total de PUFA, aunque en concreto
solo los dde PUFA n-6, el que se vio reducido a lo largo del periodo postprandial en las TRL
aisladas. En cambio, los resultados obtenidos por Jinno et al. [524].indicaron que los PUFA de
los TG transportados por las TRL son mas resistentes a la hidrolisis ejercida por la LPL [524].

Sin embargo, su estudio hacia referencia a la LPL expresada en macrofagos. La regulacion de la
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LPL es especifica de tejidos, y su accién puede ser modulada tanto a nivel transcripcional como
post-transcripcional mediante diferentes mecanismos que suprimen su actividad o bien la
incrementan en funcién de su localizacion [541]. Por ello, es posible que los PUFA de los TG
sean mas afines a la hidrdlisis por la LPL en unos lugares, mientras que ejerzan el efecto
contrario en otros. Se ha establecido que la LPL se expresa ampliamente en tejidos como el
adiposo y muscular que requieren grandes cantidades de AG para su almacenamiento o como
suministro energético [536]. En este caso, los PUFA n-6 cuyo contenido se vio particularmente
reducido en los TG de las particulas aisladas de los dos grupos experimentales fueron los 4cidos
linoleico y araquidonico, AG de cadena larga que proporcionan elevados niveles de energia,
ademas de ser importantes para la sintesis de membranas. Eso parece sugerir que la mayor
afinidad de la LPL por estos AG durante la circulacion de las TRL por los vasos sanguineos sea

para satisfacer los requerimientos de este tipo de células.

El consumo de las dos comidas experimentales por parte del grupo normopeso, no generd
cambios importantes en la composicion de AG de los FL extraidos de las TRL aisladas en el
periodo postprandial con respecto a las aisladas en ayunas. Andlisis cuantitativos han mostrado
que los FL transportados por los QM constituyen tan solo el 5-12% del total de lipidos [531].
Aunque algunos son de nueva sintesis, con AG procedentes de la dieta que han sido sometidos a
varias reacciones enzimaticas en el RE del enterocito, en su mayoria proceden de FL enddgenos
almacenados en los CLDs. Debido a ello, los cambios en la composicion de AG de la fuente de
grasa de las comidas no se ven reflejados en esta clase de lipidos. No obstante, una vez mas, el
porcentaje de PUFA que contienen se vio elevado después de que los individuos normopesos
consumieran el desayuno occidental. A diferencia de lo presenciado en los TG, en este caso
fueron PUFA n-6, y ese incremento tuvo lugar en la hora 2 del periodo postprandial. Esto podria
corresponder de nuevo a FL que han sido liberados de las CLDs e incorporados en las nuevas
particulas, como sucedio con los TG, por la influencia de la carga elevada de SFA de la dieta.
Finalmente, con respecto a la composicion de AG de los FL procedentes de las TRL aisladas de
los sujetos obesos, los mayores cambios fueron observados en respuesta a la ingesta de las dos
comidas experimentales a las 4 horas en el grupo obeso. Tras el consumo del desayuno de tipo
mediterraneo, hubo un incremento significativo de los MUFA totales en los FL, asi como una
elevada incorporacion de SFA después de que ingiriesen el de tipo occidental. Por lo que parece,
la carga grasa de la dieta también se ve en cierta medida reflejada en los FL de las TRL

procedentes del grupo obeso.
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Ante los resultados observados en las personas normopeso podria sugerirse por un lado
que, la nueva carga de grasa procedente de los alimentos ingeridos es incorporada en las nuevas
TRL sintetizadas unicamente en forma de TG; y por otro, que también existen cambios en la
composicion de las particulas fruto de la incorporacion de lipidos almacenados en los enterocitos
de comidas anteriores. Y por parte de las TRL procedentes de los individuos obesos, ademas de
transportar los lipidos absorbidos de la dieta en forma de TG, podria sugerirse que en este grupo
de personas, los AG procedentes de la comida también son incorporados en los FL de las nuevas
particulas formadas tras sufrir varios procesos de re-esterificacion. Esto podria indicar que si se
padece de obesidad, el contenido graso de la dieta adquiere ain mds importancia sobre la
composicion de AG de las TRL y, en consecuencia, sobre su perfil aterogénico, que si se tiene un

peso corporal normal.
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4. INFLUENCIA DE LAS LIPOPROTEINAS RICAS EN TRIGLICERIDOS
POSTPRANDIALES EN LA FORMACION DE CELULAS ESPUMOSAS Y
CARACTERIZACION DEL PERFIL LIPIDICO INTRACELULAR DE
MACROFAGOS TRAS LA INCORPORACION DE LAS PARTICULAS

omo ya ha sido demostrado por la comunidad cientifica, no todas las TRL

son captadas por los macrofagos de la misma manera, y otro de los factores
determinantes de este proceso, ademas de la composicion lipidica de las particulas, es su tamafo
[359]. En un trabajo previamente realizado por nuestro grupo de investigacion, se identifico la
hora 2 del periodo postprandial como el momento en el cual las TRL presentan la mayor
concentracion de TG en las particulas [542]. Las TRL poseen una molécula de apo B por
particula, por lo que el ratio TG/apo B ha sido empleado como un método conveniente para
estimar el tamafio de las particulas. Una estimacion del tamafio de particula mediante los ratios
TG/apo B-100 y TG/apo B-48 indic6 que el tamafio de las TRL sufria una reduccion progresiva
en el tiempo después del consumo de las comidas, siendo el ratio mas elevado, y por tanto el
mayor tamafio de particula, a las 2 horas, y el menor a las 6 horas. Asimismo, los resultados
obtenidos en este estudio previo mostraron que la mayor incorporacion de TG por parte de los
macrofagos tuvo lugar cuando las células fueron incubadas con las TRL obtenidas a las 4 horas
de la ingesta de la comida, lo que correspondia con las particulas cuyo tamafo era intermedio

(30-100 nm).

La composicion de los AG de la dieta ha demostrado también ser importante en la
determinacion del tamafio de las TRL postprandiales. Mekki et al. [543] mostraron que el
consumo de mantequilla daba lugar a QM en circulacién de menor tamafio, en comparacion con
las derivadas del AOV o aceite de girasol, lo que fue posteriormente corroborado por Pérez-
Martinez et al. [443]. Como ya ha sido explicado en la introduccion del presente estudio, en el
proceso de formacion de las TRL, las goticulas de lipidos ricas en TG que se forman durante el
estado postprandial, se fusionan con lipoproteinas inmaduras que contienen apo B-48 mediante
la actividad de la MTP. En este contexto, los resultados de Van Greevenbroek et al. revelaron que
los AG insaturados, especialmente el acido oleico, son incorporados en las lipoproteinas mas
eficientemente por la MTP [544]. Eso explicaria el mayor tamafio que presentan las nuevas
particulas de QM sintetizadas tras la ingesta de una dieta rica en AOV. El numero de particulas

en circulacion también se ha visto alterado en funcion del tipo de grasa consumida. La ingesta de
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AOV ayuda a reducir el nimero de nuevas particulas sintetizadas, aunque de un tamafio mayor,
en comparacion con las comidas que contienen mantequilla como principal fuente de grasa, en
cuyo caso la respuesta de QM es exacerbada [443]. No obstante, existe cierta controversia al
respecto, pues los datos de Mekki et al.[543] muestran que es la ingesta de una comida que
contiene mantequilla la que reduce la lipemia postprandial y la acumulacion de QM en

circulacion, en hombres jovenes y sanos.

De acuerdo con lo establecido, dado que las TRL aisladas de la hora 4 del periodo
postprandial son las que presentan el tamafio dptimo para ser internalizadas por los macrofagos,
estas particulas reflejarian mejor que ninguna el impacto de la grasa de la dieta sobre la
capacidad de las TRL para transformar los macrofagos en células espumosas. Ademas, las TRL
aisladas en ayunas (0 horas) no transportan los lipidos de la dieta, por lo que son tutiles como
control. Esta razén nos llevo a seleccionar los cultivos celulares incubados con estas particulas
(las aisladas a las 0 y 4h) para estudiar la formacion de células espumosas mediante la tincion de
los lipidos intracelulares incorporados con aceite rojo O. Las imagenes obtenidas con el
microscopio lograron mostrar que las TRL-4h procedentes de los sujetos normopeso derivadas
del consumo del desayuno de tipo mediterrdneo no provocaron una excesiva acumulacién
intracelular, generando células espumosas con una carga lipidica muy similar a las TRL-0Oh. Por
el contrario, las que derivaban del consumo del desayuno de tipo occidental, fueron responsables
de una mayor incorporacion de lipidos por parte de los macréfagos. Estos resultados coinciden
con los de Pascale et al., quienes apreciaron una mayor acumulacion lipidica en macrofagos
cuando las particulas artificiales que produjeron estaban enriquecidas en SFA frente a las que
contenian un mayor contenido de MUFA [358]. Una posible explicacion podria ser el mayor
tamafo que presentan las particulas derivadas del consumo del desayuno de tipo mediterraneo
gracias a la mayor afinidad de MTP por los MUFA, dificultando la internalizacion de los lipidos
por las células. También podria sugerirse que el elevado contenido de SFA de las particulas que
se han formado con el consumo del desayuno occidental es responsable de una mayor afinidad
de las TRL por los receptores celulares, la principal via de incorporacion, o bien de incrementar

sus niveles de expresion, aunque este aspecto sera discutido mas adelante.

Los estudios que han investigado el efecto del contenido de PUFA de las TRL sobre la
formacion de células espumosas han proporcionado resultados algo contradictorios. Por un lado,
previamente se ha observado que particulas artificiales sintetizadas con un elevado contenido de

PUFA causan menor acumulacion de lipidos que aquellas enriquecidas en MUFA o SFA [358];
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mientras que otros trabajos de investigacion como el realizado por Quintero-Florez et al. [298]
han mostrado que son las CRLP con alto contenido de PUFA las que causan mayor acumulacion
lipidica que las CRLP ricas en MUFA. Como se ha comentado, las TRL derivadas del consumo
del desayuno occidental y aisladas del grupo normopeso, incorporaron PUFA n-3 endogeno de
manera significativa, y se sugirieron dos posibles razones: la primera, que podria ser para
contrarrestar el caracter aterogénico del elevado contenido de SFA procedente del desayuno de
tipo occidental, y la segunda, por motivos estructurales. En las imagenes tomadas de los lipidos
intracelulares no parece apreciarse una reducida formacion de células espumosas cuando los
macrofagos fueron incubados con estas particulas, esto podria deberse a que la concentracion de
PUFA n-3 totales que contienen no es suficiente para reducir su captacion por las células, o bien
que tan solo tengan una funcidon meramente estructural. De acuerdo con los resultados obtenidos
por Quintero-Florez et al. [298], la presencia de PUFA parece de hecho estar colaborando en la
captacion de las particulas por los macréfagos, potenciando atin mas el efecto aterogénico del
consumo del desayuno de tipo occidental por la poblaciéon normopesa, por lo que habria que

descartar el posible papel cardioprotector.

En los cultivos celulares incubados con las TRL-4h aisladas del grupo obeso, el panorama
fue diferente ya que, independientemente de cual fuese la fuente de grasa de la que derivasen las
particulas, en ambos casos la incorporacion lipidica al espacio intracelular de los macréfagos fue
exacerbada, formandose goticulas rebosantes de lipidos de gran tamafio. Al igual que sucedi6
con las particulas procedentes del grupo normopeso, ya se sospechaba que se fuera a obtener
dicho resultado con las TRL derivadas del consumo de la mantequilla, ricas en SFA. En contra,
no se esperaba obtener la misma respuesta con las TRL derivadas del consumo del aceite, las
cuales tenian una mayor concentracion de MUFA pues, de acuerdo con lo que mostraron De

Pascale et al. [358], deberia haber una menor incorporacion de lipidos al interior de las células.

Previamente ha sido demostrado también por nuestro grupo de investigaciéon que la
incubacion in vitro de macréfagos THP-1 con TRL aisladas durante el periodo postprandial
provoca un significativo incremento en la concentracion intracelular de TG, pero no caus6
ningln efecto en la acumulacion celular de colesterol libre y EC. Esos resultados sugirieron por
tanto que la captacion de las particulas de TRL por parte de los macrofagos THP-1 induce la
formacion de células espumosas principalmente debido a la acumulacion intracelular de TG y no
de EC [542]. En el presente estudio se compar6 la composicion de AG de los TG intracelulares

de los macrofagos THP-1 control (-TRL) con la composicion obtenida después de que las células
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fueran incubadas con las TRL aisladas de los participantes del estudio. Esto permitiria evaluar la
modulacién del contenido de TG intracelular en los macréfagos tras la incorporacion de las
particulas. Ademas, se observo que fue cuando los cultivos celulares se incubaron con las TRL
aisladas a la hora 4 del periodo postprandial cuando el contenido lipidico intracelular reflejaba de
forma mas aproximada el contenido lipidico de las TRL, tanto con las procedentes del grupo
obeso como del normopeso. Este hecho confirmaba que fueron las TRL-4h las que particulas

captadas con mayor eficacia por los macrofagos.

En la composicion de los TG intracelulares caracterizada de los cultivos control (-TRL)
detectamos que el 50% del total de los AG estaba constituido por SFA, estando tal porcentaje
representado casi en su totalidad por los acidos palmitico y estearico. Este contenido apenas
varid cuando los macrofagos se incubaron con las TRL aisladas de los individuos normopesos en
ayunas y a las 2 horas después de ingerir cualquiera de las dos dietas experimentales, pero si lo
hizo con las TRL-4h, demostrando una vez més que son las aisladas en ese momento temporal
las captadas con mayor eficacia [542]. Las TRL aisladas 4 horas después del consumo del
desayuno de tipo mediterraneo, redujeron significativamente el porcentaje de SFA total
contenido en las células, disminuyendo de forma importante el contenido de los dos SFA
mayoritarios, los acidos palmitico y estearico. Por el contrario, a pesar de la eficiente captacion
de las particulas procedentes de la hora 4 por las células y de su mayor contenido de MUFA, no
hubo cambios importantes en la concentracion intracelular de MUFA con respecto a las células
control (-TRL). No obstante, fue significativo el crecimiento del contenido intracelular de acido
oleico a causa de la incorporacion de las TRL-4h derivadas del consumo de aceite de oliva. El
porcentaje de 4cido oleico alcanzé un nivel similar al contenido en las propias particulas. Llamo
especialmente la atencion el acusado incremento del contenido de los PUFA n-6 totales
constituyentes de los TG intracelulares, y en particular el del acido linoleico, tras la incubacion
de los macrofagos con las TRL aisladas en la hora 4 del periodo postprandial derivadas del
consumo de los dos tipos de desayuno. Estos valores llegaron incluso a superar el doble del
contenido original de los cultivos control, y reflejaron de nuevo el porcentaje de PUFA n-6
presente en las TRL, constituyendo otra prueba de la masiva captacion de particulas procedentes
de la hora 4. Apenas existen estudios realizados en los que se haya caracterizado el contenido
lipidico intracelular en macrofagos después de que fueran incubados con TRL. No obstante,
Quintero-Florez et al. [298] experimentaron algo similar cuando incubaron los macréfagos THP-
1 con las CRLP que contenian la mayor concentracion de acido oleico, pues detectaron que esas

células eran las que acumulaban la mayor cantidad de ese mismo AG, preservando el contenido
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de AG de los TG transportados por las CRLP.

Cuando los cultivos de macrofagos fueron incubados con las TRL procedentes de los
sujetos obesos, se observo que no solo las TRL-4h provocaron modificaciones en la composicion
intracelular de AG con respecto a las células control (-TRL) como se vio con las procedentes del
grupo normopeso, sino que las particulas aisladas en ayunas (0 horas) también lo hicieron. A
pesar de ello, fueron de nuevo las de la hora 4 del periodo postprandial las que indujeron los
cambios mads significativos, reflejando a su vez unos porcentajes de AG intracelulares mas
aproximados a los presentes en las particulas. Con respecto a las modificaciones causadas en el
contenido intracelular total de SFA, MUFA, y PUFA tras la incubacion de los macrofagos con las
TRL-4h, éstas no mostraron grandes diferencias con respecto a las descritas con las particulas

derivadas de los sujetos normopeso.

Ante los resultados expuestos, podrian extraerse varias conclusiones. La preservacion del
contenido de AG de los TG presentes en las TRL aisladas después del consumo de las comidas
en el grupo normopeso y obeso en el contenido lipidico intracelular de los macréfagos, tiene
lugar especialmente cuando las células son incubadas con las particulas aisladas en la hora 4 del
periodo postprandial. Coincidiendo con la literatura cientifica, esto indica que son éstas las
particulas captadas por los macrofagos con mayor eficiencia, causando por tanto una mayor
formacion de células espumosas [542]. Sin embargo, el contenido intracelular de los macrofagos
que fueron incubados con las TRL procedentes de los obesos en ayunas también preservo el
contenido de AG de las particulas, aunque no tan fielmente como con las TR-4h. Precisamente,
se observo mediante las imagenes tomadas con el microscopio de los lipidos intracelulares, que
estas particulas causaban células espumosas con un contenido mas alto de lipidos que las
procedentes de los normopesos. Esto parece indicar que las TRL que se encuentran en
circulacion durante el estado de ayunas en las personas con obesidad, también pueden ser
captadas por los macrofagos de la misma manera, aunque en menor grado, que las TRL de la
hora 4 del periodo postprandial, cosa que no ocurre con las TRL del grupo de peso normal a
pesar de tener una composicion lipidica equivalente. Como ya se ha indicado previamente, el
grupo de sujetos obesos del presente estudio mostraba elevados niveles de glucosa plasmatica en
ayunas. Las reacciones de glucosilacién que tienen lugar por accion de la glucosa, han sido
asociadas con el desarrollo de ECV en personas diabéticas [545], y se ha demostrado que la
glucosilacion ex vivo de lipoproteinas induce la acumulacion intracelular de lipidos en

macrofagos [546]. Adicionalmente, como ha sido previamente mencionado, la glucosa ejerce un
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efecto estimulador sobre la actividad de la LPL, ya que la glucosilacion de la enzima es esencial
para su actividad catalitica [536], colaborando por tanto a la incorporacién de AG libres por la
hidrdlisis de los TG transportados por las TRL incluso en ayunas. Este podria constituir uno de
los motivos por los que las TRL aisladas en ayunas en los individuos obesos son captadas mas
eficientemente por los macrofagos que aquellas aisladas del grupo normopeso. Asimismo, los
elevados niveles de TG plasmaticos que presentan también en ayunas las personas obesas
podrian a su vez ser responsables de que las TRL en circulacion, sin que haya ingesta de
alimentos, presenten de por si un tamafio de particula similar al que tienen 4 horas después de
ingerir una comida, esto es, ni tan grande como las TRL nacientes (150-1000 nm en didmetro) ni
tan pequefias como las particulas LDL-remanentes (26-50 nm en didmetro) [37]. Esto no parece
ocurrir en las personas normopesas, con unos niveles de trigliceridemia normal en ayunas. Con
respecto a las diferencias encontradas en la composicion lipidica intracelular de los macréfagos
tras su incubacion con las TRL aisladas de personas normopeso y obesas, podria sugerirse que
las sintetizadas por los obesos tras el consumo del desayuno de origen occidental conducen a un
perfil lipidico intracelular mas aterogénico al provocar el incremento significativo del contenido
total de SFA y la reduccion de los niveles de MUFA con respecto al obtenido con las particulas

derivadas del consumo del desayuno de tipo mediterraneo.

Todo lo expuesto invita a sugerir que el consumo de alimentos con un alto porcentaje de
SFA por personas obesas, aumenta las propiedades aterogénicas de sus TRL. En contra, cuando
son los individuos normopeso los que consumen el desayuno de tipo mediterraneo, con aceite de
oliva como principal fuente de grasa, ello colabora a que los macrofagos reduzcan su contenido
de SFA significativamente mediante la incorporacion de TRL que inducen un perfil lipidico

intracelular menos aterogénico.
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5. ESTUDIO DE EXPRESION GENICA DE LOS RECEPTORES CELULARES
DE SUPERFICIE IMPLICADOS EN LOS PROCESOS DE CAPTACION DE LAS
LIPOPROTEINAS RICAS EN TRIGLICERIDOS POR MACROFAGOS

os macrofagos son componentes celulares esenciales en el sistema defensivo
de nuestro cuerpo, ya que participan tanto en la respuesta inmunitaria innata
como en la adquirida. Pero, a pesar de que las funciones del sistema inmunoldgico estan
principalmente destinadas a la proteccion del huésped frente a microorganismos invasores,
también adquieren un peso importante en los mecanismos a través de los cuales células

inmunoloégicas como los macrdéfagos contribuyen al inicio y progresion de la aterosclerosis.

Comprender las vias responsables de la acumulacion de lipidos en los macréfagos es uno
de los factores a tener en cuenta para poder interferir en el proceso de formacion de células
espumosas y poder detener o prevenir el desarrollo de la aterosclerosis. Investigaciones
realizadas con modelos animales hiperlipidémicos han establecido que, aunque existen medios
alternativos que colaboran en el proceso de formacidn de células espumosas [109], el mecanismo
de internalizacién de las TRL mediada por los receptores celulares de superficie de elevada

afinidad es la via de mayor importancia en los macréfagos in vivo [107, 108].

En el presente trabajo, la distinta composicion de AG de las TRL aisladas después de que
los individuos normopesos y obesos consumieran los dos tipos de desayunos experimentales,
generd a su vez un diferente contenido lipidico en los macrofagos THP-1 cuando incorporaron
las particulas. Uno de los objetivos propuestos fue evaluar si el contenido lipidico de las TRL es
capaz de modular los niveles de expresion de los receptores de superficie. Para ello, tras el
tratamiento de los macréfagos con las TRL aisladas en ayunas y durante el periodo postprandial,
se cuantificaron los niveles de expresion génica relativa de varios receptores de superficie de
macrofagos: receptores dependientes de apo E, e independientes de apo E o receptores scavenger

(SR).

Se encontr6 una serie de importantes diferencias y/o limitaciones que hubo que

considerar a la hora de comparar nuestros resultados con los encontrados en la literatura
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cientifica. En primer lugar, los trabajos realizados acerca de la capacidad de las grasas de la dieta
para modular los niveles de expresion de los receptores de superficie han sido en su mayoria
desarrollados tras un periodo de intervencion de semanas o meses. Por el contrario, en el
presente estudio, la respuesta génica fue analizada durante las cuatro primeras horas del periodo
postprandial, tras el consumo de una comida puntual. Y en segundo lugar, casi todos los trabajos
desarrollados con lineas celulares humanas, han sido realizados in vivo empleando PBMCs
aisladas de los propios sujetos participantes de sus estudios. En contra, nuestros ensayos in vitro
se realizaron con la linea celular de monocitos THP-1, diferenciados posteriormente a

macrofagos.

La familia de receptores LDLR ha sido identificada como el grupo de receptores que mas
contribuye a la incorporacion de lipoproteinas por los macrofagos, debido a la gran afinidad que
tienen para interaccionar con las TRL mediante el reconocimiento especifico de sus
apolipoproteinas. LDLR reconoce apo B-100, mientras que VLDLR y LRP-1 son dependientes
de apo E [115]. Puesto que las TRL y sus remanentes estan muy enriquecidas en apo E, LRP-1y
VLDLR adquieren un peso importante en el proceso de incorporacion de particulas aterogénicas
y en la formacién de células espumosas, pues es a través de estos dos receptores por los que las
TRL son principalmente incorporadas en macrofagos [52, 115]. No hay duda de que la
modulacion de los niveles de expresion de estos receptores proporcionaria una excelente manera

para prevenir el desarrollo de la aterosclerosis.

Existen estudios que muestran la capacidad del AOV para influir sobre los niveles de
expresion de la familia de receptores LDLR. Un ejemplo de ellos es el sub-estudio del ensayo
PREDIMED realizado por Llorente-Cortes et al. [226]. En ¢l se investigd, mediante
experimentos in vitro, el efecto de consumir una dieta al estilo mediterraneo enriquecida con
AQYV sobre la modulacioén de una serie de genes proaterotrombdticos en una poblacién obesa con
elevado riesgo cardiovascular. Tras un periodo de intervencion nutricional de tres meses,
observaron que la ingesta del AOV con la dieta logré evitar de manera especifica la
sobreexpresion del gen que codifica LRP-1 en cultivos de monocitos derivados a macrofagos
[226]. Estos resultados fueron posteriormente corroborados por otros grupos [361]. El receptor
LRP-1, ademads de ser uno de los méas importantes en la formacion de células espumosas [547],
es clave en la transformacion protrombotica de la pared vascular [548] y de la capacidad
migratoria de las células vasculares [549]. De modo que, previniendo la sobreexpresion de LRP-

1, el AOV estaria influenciando en algunos de los mecanismos mas importantes involucrados en
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la aterotrombosis. Sin embargo, Llorente-Cortez et al. [226] no lograron demostrar un efecto
significativo sobre los niveles de expresion de LDLR después del consumo prolongado de AOV
frente a la ingesta de una dieta con bajo contenido graso. Otras investigaciones realizadas con
animales como modelo de estudio si han sido capaces de demostrar que el numero de receptores
LDLR disponibles para la interaccion con lipoproteinas en circulacion estd directamente
influenciado por el tipo de AG ingerido con la dieta, aunque no con el consumo de aceite de
oliva. Hace ya un tiempo considerable, Mustad et al. [S50] demostraron en cerdos, mediante una
intervencion dietética de alto contenido graso de 30 dias de duracion, el efecto de consumir los
acidos palmitico y linoleico sobre la abundancia proteica y los niveles de ARNm LDLR. Aunque
en su caso estudiaron la expresion de LDLR en hepatocitos y no en macréfagos, observaron que
existia una modificacion a nivel transcripcional y traduccional en paralelo. Determinaron que el
consumo de PUFA era responsable del incremento de LDLR, mientras que la ingesta de SFA
provocaba una reduccion en sus niveles de expresion y sintesis de proteinas. Posteriormente, el
mismo grupo confirmo tales resultados en células mononucleares aisladas de hombres y mujeres
sanos [374]. Otros grupos han coincidido con estos resultados, en estudios con animales
realizados previamente, confirmando que la capacidad de los SFA ingeridos con la dieta para
reducir la expresion de LDLR en hepatocitos de animales no primates alcanza el 30-50% [551,

552].

En contra de lo observado por Llorente-Cortes et al. [226], en el presente trabajo de
investigacion, la incubacidon de las TRL con los macréfagos THP-1 causé un inmediato efecto
modulador en la expresion de LDLR. Se detect6 una reduccion de los niveles de transcripcion
del receptor LDLR con respecto a la cuantificada en los cultivos control (-TRL) en todos los
casos. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Pocathikorn et al., quienes examinaron la
influencia de una comida de alto contenido graso sobre la expresion de receptores celulares en el
periodo postprandial, entre los que también se encontraba LDLR [553]. El motivo de esta
diferencia en los resultados obtenidos por Llorente-Cortes et al. [226] con los nuestros y los de
Pocathikorn et al. [553] podria radicar en que los primeros analizaron las variaciones en la
expresion génica de los receptores tras una intervencion dietética a largo plazo. Por el contrario,
en nuestro estudio y en el de Pocathikorn et al. [553], la expresion de los receptores fue
cuantificada inmediatamente después de la ingesta de la comida experimental. En nuestro
trabajo, la reduccion de la expresion de LDLR en macrdéfagos tuvo lugar tras su tratamiento con
las particulas procedentes tanto del grupo normopeso como del obeso después de ingerir los dos

tipos de desayunos, e indistintamente de la hora en la que fueron aisladas, en ayunas o durante el
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periodo postprandial. No obstante, se pudo apreciar que la capacidad de los AG para modular la
abundancia de ARNm LDLR fue mas potente con las TRL procedentes del grupo normopeso. En
ese caso, se observo una reduccion de hasta casi 4 veces en comparacion con los niveles de
expresion del cultivo control. La expresion de LDLR en la superficie de los macrofagos esta
inversamente regulada por la concentracion intracelular de colesterol [554]. Las TRL, con un alto
contenido en TG, también transportan colesterol en la particula. Es posible que la masiva
incorporacion de las mismas por los macréfagos esté saturando esta via de entrada e
inmediatamente se reprima la sintesis de LDLR, evitando asi el continuo flujo de lipidos al
interior de las células por medio de estos receptores y limitando su transformacion a células
espumosas. O bien, podria igualmente sugerirse que el mayor contenido de PUFA n-3 detectado
solo en las particulas aisladas de los sujetos normopeso esté ejerciendo un efecto protector
mediante una mayor reduccion de la expresion de LDLR En la seccidon anterior se comento que
las TRL aisladas a las 4 horas de la ingesta de las comidas fueron las que se incorporaron mas
eficientemente en los macréfagos, lo que coincide con las horas a las que se ha detectado una
menor expresion relativa de ARNm LDLR. En cuanto al efecto causado por el diferente perfil de
AG de las lipoproteinas derivadas del consumo de los dos desayunos experimentales, no se
detectaron diferencias significativas sobre el nivel de sintesis de LDLR. Sin embargo, cuando el
grupo obeso consumié el desayuno de tipo occidental, se observd que las TRL aisladas en un
momento mas avanzado del periodo postprandial tendian a estimular el incremento de los niveles
de expresion de LDLR. En cambio, cuando consumieron el desayuno de tipo mediterraneo, la
transcripcion de LDLR tendia a ir reduciéndose progresivamente. Esto generd que las TRL-4h
derivadas de los dos tipos de desayunos causaran unos niveles de expresion de LDLR diferentes,
siendo significativamente menor con las particulas procedentes del desayuno de tipo

mediterraneo.

En general, la expresion de LRP-1 en macrofagos tendid a reducirse durante las 4 horas
del periodo postprandial tras su tratamiento con las TRL. Sin embargo, pudo apreciarse que las
particulas derivadas del consumo del desayuno de tipo mediterraneo por el grupo normopeso
causaron un nivel de expresion de LRP-1 mucho menor. Esta observacion parece estar de
acuerdo con lo detectado por Llorente-Cortes et al. [226], aunque en nuestro caso, y como ya se
ha comentado, dicha reduccion tuvo lugar tras el consumo de una comida puntual y no tras una
intervencion nutricional durante un tiempo prolongado. Las unicas particulas cuyo componente
lipidico causé diferencias significativas en la abundancia de ARNm LRP-1 fueron las TRL-4h

aisladas del grupo normopeso, siendo las formadas tras el consumo del desayuno de tipo
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mediterraneo las que redujeron de forma significativa los niveles de transcripcion de LRP-1. En
contra, las TRL aisladas tras la ingesta del de tipo occidental por este mismo grupo, no
parecieron alterar durante todo el periodo postprandial la expresion de LRP-1 en macréfagos.
Esta respuesta observada en lo que respecta a LDLR y LRP-1 concuerda con lo que obtuvieron
Pocathikorn et al. [553]. En ambos casos, se ha detectado una reaccion inmediata de los niveles
de ARNm de los receptores LDLR y LRP-1 a la ingesta una comida con alto contenido graso.
Con los ensayos in vitro que realizaron Pocathikorn et al. [553] con células mononucleares en
circulacion, detectaron que los dos receptores experimentan una reduccion en su expresion de

forma similar pero que ésta tiene lugar antes con LDLR y, posteriormente, sobre LRP.

Se ha sugerido que la funcién de los receptores LDLR y LRP-1 en la internalizacion de
lipoproteinas por las células debe ser complementaria [555]. Tras la inmediata saturacion de
LDLR, la actividad de LRP-1 contribuye a la incorporacion de TRL y formacioén de células
espumosas antes de verse también reducida por el incremento de la concentracion lipidica
intracelular. En nuestro estudio, el consumo del desayuno de tipo mediterraneo por parte de los
sujetos normopeso parece prevenir esta relacion colaborativa. Las TRL-4h ricas en MUFA
aisladas de este grupo, ademds de inducir una acusada reduccion de la expresion de LDLR en
macrofagos, también reduce los niveles de expresion de LRP-1. Este efecto sin embargo no fue
detectado cuando el grupo obeso consumi6 el desayuno de tipo mediterraneo. Al contrario, se
observo que la ingesta del desayuno occidental por personas obesas parece potenciar la relacion
colaborativa LDLR-LRP1. El tratamiento de los macrofagos con las TRL ricas en SFA aisladas
del grupo obeso caus6 un significativo incremento de la expresion de LDLR, mientras que la de
LRP-1 no sufrié ninguna reduccion. Este efecto seria confirmado en las imagenes tomadas de los
macrofagos incubados con las TRL aisladas de las personas obesas tras el consumo del desayuno
de tipo occidental. En ellas, el contenido lipidico intracelular observado fue especialmente

elevado.

El alto contenido de SFA en las TRL pudo ser también responsable en algunos casos de
inducir una importante reduccion en los niveles de expresion del receptor VLDLR. Cuando las
particulas fueron aisladas de los sujetos obesos 4 horas después de que consumieran el desayuno
de tipo occidental, se detectdé que la abundancia de ARNm VLDLR se redujo de forma
significativa. Ese efecto no se detect6 cuando las TRL derivaban del consumo del desayuno de
tipo mediterraneo. VLDLR y LDLR pertenecen a la misma familia de receptores, pero

incorporan TRL al interior de los macréfagos mediante el reconocimiento especifico de
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apolipoproteinas diferentes. Se ha podido observar que las TRL-4h con elevado contenido de
SFA procedentes de los obesos no alteran la expresion de LDLR, pero si reducen la de VLDLR,
posiblemente de forma compensatoria. Puesto que las TRL ricas en SFA aisladas del grupo obeso
elevaron la expresion de LDLR, eso indicaria que ain no se encuentra saturada esta via de
incorporacion de lipidos y, por tanto, los niveles de expresion de VLDLR se reducen ya que su
sintesis en cantidades elevadas no es aun necesaria. Por el contrario, el tratamiento de los
macrofagos con las TRL procedentes de los sujetos normopesos provocod el efecto contrario
sobre la expresion de VLDLR. Las particulas aisladas en la hora 2 del periodo postprandial tras
el consumo del desayuno de tipo occidental elevaron de manera considerable los niveles de
transcripcion de VLDLR, aunque en ningin caso hubo una diferencia significativa con la
expresion obtenida con las TRL derivadas del desayuno de tipo mediterraneo. Las TRL formadas
2 horas después de consumir una comida han sido identificadas como las que contienen el mayor
porcentaje de TG en la particula y, por tanto, las de mayor tamafio [542]. En este caso, es posible
que el exceso de carga lipidica transportado por estas particulas haya causado la saturacion del
receptor LDLR, estimulandose el incremento de la expresion de VLDLR como mecanismo
alternativo para seguir incorporando lipidos. Esto parece sugerir que segiin las TRL procedan del
grupo normopeso u obeso, el comportamiento entre los receptores LDLR-VLDLR es diferente, y

de hecho opuesto.

Los SR también han demostrado tener una elevada influencia en el desarrollo y
estabilidad de la placa aterosclerdtica. Este grupo de receptores representan una de las vias con
mayor afinidad para la internalizacion de lipoproteinas modificadas quimicamente en
macréfagos como las LDL oxidadas, aunque también son capaces de interaccionar con TRL
nativas [120]. Esto ha quedado claramente demostrado para los SR de tipo A [127, 128]. Sin
embargo, los informes encontrados en la bibliografia cientifica que conciernen al rol que ejerce
el receptor CD36 en el progreso de la aterosclerosis son algo controvertidos. CD36, ademas de
estar involucrado en la captacion del 50-60% de oxLDL por macréfagos [128, 556], es crucial
para el transporte de AG libres en adipocitos y células musculares [557]. Experimentos in vitro
realizados con células del musculo liso tratadas con acido oleico mostraron que la incorporacion
del AG al interior celular es dependiente de CD36, colaborando en la formacion de células
espumosas [558]. En contra, la deficiencia de CD36 también se ha asociado con una aceleracion
del desarrollo de la aterosclerosis. Varios estudios han sugerido que la ausencia de expresion de
este receptor causaria una significativa elevacion de los AG libres en el medio extracelular [559],

ademads de provocar un mayor numero de LDL modificadas en circulacion. Esto incrementaria el
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estrés oxidativo y proporcionaria un ambiente mas aterogénico. De una manera u otra, CD36
parece tener un peso importante en la aterosclerosis. Sin embargo, paradoéjicamente, la funcion
de CD36 también se ha relacionado con propiedades anti-aterogénicas. Se ha sugerido que la
ausencia de expresion de CD36 alteraria no solo el estado metabdlico de los macrofagos, sino
también su estado inflamatorio. En estudios con ratones hiperlipidémicos que no expresan apo E,
se ha observardo un importante incremento del tamafio de las lesiones aterosclerdticas si la via

de incorporacion mediada por el receptor CD36 se inactivaba [132].

El potencial del aceite de oliva para reducir los niveles de ARNm de los SR ha sido
mostrado una vez mds en varios estudios desarrollados en animales. Miles et al. [362]
desarrollaron un estudio con ratones a los que les administraron una dieta con alto contenido
graso con aceite de coco, de oliva o de cartamo durante 12 semanas. Después de ese periodo de
intervencion, detectaron que los niveles de ARNm de los genes que codifican SRA1, SRA2 y
CD36 en los macrofagos eran significativamente diferentes en funcion del tipo de grasa
consumida. Observaron que solo los macrofagos aislados de los ratones alimentados con una
dieta rica en aceite de oliva redujeron los niveles de ARNm de SRA1, SRA2 y CD36 con
respecto a la dieta control, y con ello, los depdsitos de lipidos intracelulares. En desacuerdo con
esos resultados, Llorente-Cortés et al. [226] no detectaron alteracion alguna en los niveles de
expresion de CD36 en las PMBCs aisladas de los participantes del estudio tras un consumo
prolongado de AOV. Ademas, los resultados que mostraron han sido confirmados por otros
trabajos realizados con células humanas, como el desarrollado por Konstantinidou et al. [361].
Esto parece indicar que los mecanismos de regulacion génica responden de manera diferente a la

capacidad de modulacién de los AG en células animales y humanas.

De los tres SR analizados en el presente trabajo, SRA2, SRB1 y CD36, CD36 fue el que
experiment6 una alteracion en sus niveles de expresion mas acusada cuando los macrofagos se
trataron con las TRL. La abundancia de ARNm SRA2 y SRB1 después de tratar los macrofagos
con las TRL postprandiales suftrio tan solo una ligera reduccion con las aisladas en la hora 4 del
grupo normopeso En el resto de los casos, el nivel de expresion de estos dos receptores se
mantuvo similar al obtenido en los cultivos control (-TRL). Ademas, no se detectaron diferencias
significativas en el efecto causado por el diferente perfil lipidico de las particulas aisladas en el
periodo postprandial. Knostantinidou et al. [361] tampoco observaron una alteracion en la
expresion de SRBI a lo largo del periodo postprandial tras administrarle a su poblacion de

estudio una dieta de tipo mediterraneo suplementada con AOV. En cambio, en el presente
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estudio, si se detectaron diferencias significativas en los niveles de expresion de SRB1 causados
por el tratamiento con las TRL aisladas en ayunas del grupo normopeso. Las TRL procedentes de
los sujetos normopeso antes de consumir los dos tipos de desayunos experimentales presentaron
la misma composicion lipidica, ademds de causar una acumulacion lipidica en macrofagos
similar. Sin embargo, las que fueron aisladas antes de comenzar el ensayo postprandial de tipo
occidental indujeron una importante reducciéon en el nivel de transcripcion de SRBI1. Esta
observacion podria indicar que la expresion de SRB1 estd modulada a su vez por otros factores
ajenos a la capacidad de modulacion de los AG. En lo que respecta a SRA2, Miles et al. [362]
obtuvieron un efecto reductor sobre su expresion por el consumo de AOV, aunque en su caso fue
en macrofagos de ratones, mientras que Llorente-Cortez et al. [226] tampoco detectaron un
efecto inmediato de la expresion de SRA2 a la carga grasa ingerida. Estos resultados
confirmarian de nuevo la diferente respuesta a las grasas en la expresion génica entre células

animales y humanas.

En este estudio se detectd que la expresion del receptor CD36, tal como sucedidé con
LDLR, se alterd por el tratamiento de los macrofagos con las TRL aisladas tanto en ayunas como
en el periodo postprandial, de los dos grupos experimentales. Y nuevamente, nuestros resultados
estan en desacuerdo con lo mostrado por Llorente-Cortés et al. [226], quienes tampoco
detectaron la alteracion de CD36. Estas diferencias vuelven a poner de manifiesto que la ingesta
a largo plazo de una dieta tiene un efecto distinto del que se observa de forma inmediata tras una
comida. En los experimentos in vitro realizados en el presente estudio se observd un incremento
en los niveles de expresion de CD36 en practicamente todos los casos. En particular, fueron las
TRL aisladas 2 horas después de que los dos grupos de participantes consumieran los desayunos
experimentales las que causaron los niveles mas elevados de ARNm CD36. Las TRL-2h
presentan el mayor tamafio de particula, y a las TRL-4h se les atribuye un tamafio intermedio
[542], por lo que entre las 2 y 4 horas del periodo postprandial debe haber una alta liberacion de
AG debido a la hidrdlisis de los TG que transportan. Los niveles de expresion de CD36 se
incrementen mediante la influencia de los AG sobre los PPARs, y es posible que esa masiva
liberacion de AG esté modulando la actividad de estos reguladores transcripcionales. Se ha
observado que una expresion elevada de PPAR-a coincide con una reducida expresion de CD36,
mientras que la activacion de PPAR-y induce una expresion elevada del receptor para el
transporte de AG libres via CD36 [560]. EPA y DHA han demostrado controlar la expresion de
CD36, al inducir la supresion de su expresion mediante la inhibicion de la actividad

transcripcional de PPAR-6 en monocitos humanos [561], lo que fue confirmado posteriormente
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con los resultados de Edwards et al. [562]. Sin embargo, los efectos moduladores de los AG son
algo contradictorios en la literatura cientifica, ya que otros grupos como Vallvé et al. han
obtenido el efecto contrario con PUFA [370]. Pocos han sido los estudios realizados para evaluar
el efecto de SFA y MUFA sobre la regulacion de PPARs. Esser et al. [563]. llegaron a la
conclusion de que el consumo de una comida con alto contenido en MUFA era capaz de
incrementar las expresion de muchos genes diana de PPAR-a en hombres obesos y delgados.
Ademas, experimentos previos in vitro y en modelos animales han demostrado que los AG
insaturados de cadena larga son mejores ligandos de PPARs que SFA [564, 565], aunque, se ha
visto que una dieta rica en acido palmitico estimula igualmente la expresion de PPAR-6 en
macrofagos [566]. Llegar a un consenso en cuanto al efecto modular de los AG sobre PPARs es
por tanto algo complejo. Los niveles de expresion relativa de ARNm CD36 detectados en este
estudio fueron significativamente mas elevados cuando las TRL-2h aisladas de los individuos
obesos transportaban un elevado contenido de SFA. En cambio, fueron las TRL-2h aisladas del
grupo normopeso con un mayor contenido de MUFA las que indujeron una expresion superior
del receptor CD36. Estos resultados parecen indicar que el consumo de la comida de tipo
mediterraneo por parte de la poblacion obesa estaria reduciendo el estado inflamatorio de los
macrofagos al reducir la internalizacion lipidica, aunque por otro lado, una menor expresion de
CD36 estaria reduciendo a su vez la retirada de particulas aterogénicas. En contra, el efecto es
diferente cuando los individuos normopesos ingieren el desayuno de tipo mediterraneo, pues en
su caso, el consumo de aceite de oliva estaria colaborando a reducir los elevados niveles de
lipoproteinas y otras moléculas citotéxicas acumuladas en el interior de la arteria mediante el
incremento en la expresion de CD36. Del mismo modo que sucedidé con los niveles de expresion
de LDLR y VLDLR, el efecto modulador de los AG sobre CD36 es contrario segun las TRL

procedan del grupo normopeso u obeso.

En términos generales, se ha observado que coincidiendo con el momento en el cual las
TRL aisladas del grupo normopeso son incorporadas mas eficientemente y causan los mayores
depositos de lipidos intracelulares (4 horas tras la ingesta), los niveles de expresion de los
receptores celulares son los mas bajos. Como se vio anteriormente, la internalizacion de las
particulas formadas 4 horas después de consumir los dos desayunos experimentales causd una
reduccion de la concentracion intracelular de SFA en macrofagos, pero solo las TRL aisladas tras
la ingesta del de tipo mediterraneo incrementaron el contenido de MUFA. Fue precisamente con
el incremento de la concentracion intracelular de MUFA cuando se obtuvieron los menores

niveles de ARNm de practicamente todos los receptores celulares con las TRL procedentes de los

235



dos grupos de participantes del estudio. Es cierto que CD36 experimentd un incremento bastante
significativo cuando los macrofagos fueron incubados con las TRL-2h derivadas del desayuno de
tipo mediterraneo de los individuos normopeso, pero éste fue transitorio, y probablemente tuvo
lugar para reducir el exceso de AG libres del entorno celular. De modo que el consumo del
desayuno mediterrdneo estaria proporcionando tanto a la poblacion obesa como a la normopesa
una actividad cardioprotectora al colaborar con la reducciéon de la formacion de células
espumosas. Ademas, se ha detectado el efecto perjudicial causado en las personas con obesidad
cuando consumen el desayuno occidental, ya que induce un incremento significativo de la
expresion de los receptores LDLR y CD36 durante el periodo postprandial, no detectado en los

sujetos normopeso, colaborando asi a la formacion de células espumosas.
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6. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DEL COMPONENTE LIPIDICO DE LAS
LIPOPROTEINAS RICAS EN TRIGLICERIDOS PARA MODULAR LA
ACTIVIDAD DE LA LIPOPROTEIN LIPASA DE MACROFAGOS

a enzima LPL ha sido asociada a funciones antiaterogénicas debido a su

contribucion en la reduccion de los TG en circulacion y la mejora del perfil
lipidico. Sin embargo, también puede ejercer acciones proaterogénicas que incrementan el
desarrollo de la aterosclerosis. Esta enzima, a parte de ser producida en oOrganos con alta
demanda energética como corazon, musculos y tejido adiposo [80, 536], es producida en las
lesiones aterosclerdticas por monocitos, macrofagos y células del musculo liso [83, 84]. El gen
que codifica a la LPL se encuentra ademas entre los que mas se expresan en los macréfagos
[567], y la liberacién de AG por la accion de la LPL que sintetizan puede constituir un potente
estimulo proinflamatorio. Varios estudios han demostrado el efecto directo que tiene la secrecion
de LPL por macréfagos sobre la formacion de las lesiones aterosclerdticas. En el estudio llevado
a cabo por Van Eck et al. [568] utilizaron ratones a los que se les transplantaron células de
médula 6sea LPL-deficientes. Demostraron que tras ocho semanas de alimentar a los ratones con
una dieta de alto contenido lipidico, la ausencia de LPL derivada de macrofagos incrementd los
niveles de TG en circulacion, pero redujo en un 52% la formacion de lesiones aterosceréticas.
Ademas, se detectdé una menor internalizacion de lipidos en los macrofagos LPL -/- de los
animales. Existen estudios cientificos anteriores cuyos resultados coinciden con los de Van Eck
et al., lo que confirma el importante papel de la LPL derivada de macréfagos en el desarrollo de
la aterosclerosis [569]. La naturaleza proaterogénica de la LPL no solo se debe a su accion
hidrolitica sobre los TG, sino que ha sido en gran parte asociada a su funcion no-catalitica o “de
puente”. Esta enzima actia como molécula de unioén entre las TRL y sus remanentes con los
receptores de superficie [570, 571], aunque también media la interaccion directa entre
lipoproteinas y la superficie de los monocitos THP-1, como demostraron Makoveichuk et al.
[572]. Asimismo, se ha visto que puede actuar como molécula de adhesion a través de su
interaccion con los proteoglicanos heparan sulfato de la superficie celular, facilitando la unién de
los monocitos a la superficie de las células endoteliales de la pared arterial [91]. Por tanto, la
LPL es un determinante critico en la formacion de células espumosas y desarrollo de la placa de

ateroma.
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La actividad de LPL se encuentra cuidadosamente regulada a través de multiples
mecanismos que actuan principalmente a nivel transcripcional y post-traduccional. Estudios
recientes han indentificado a los componentes de la familia de proteinas similares a la
angiopoyetina (angiopoietin-like proteins, ANGPTLs) como los mayores reguladores
fisiologicos de la actividad de LPL, entre los cuales destaca ANGPTL4. Mediante experimentos
in vivo realizados con diferentes modelos de animales transgénicos que sobreexpresaban
ANGPTLA4, se ha demostrado que los ratones desarrollan hipertrigliceridemia debido a la
drastica elevacion de los niveles de TG en suero causada por la reduccion del aclaramiento de los
TG que es mediado por la LPL. En cambio, la delecion de ANGPTL4 provoca
hipotrigliceridemia, debido a la alta actividad catalitica de la LPL [92, 93]. Ensayos bioquimicos
han mostrado que la inhibicion que ejerce ANGPTL4 sobre la actividad de la LPL tiene lugar
mediante la interaccion directa del dominio ccd-ANGPTL4, localizado en el extremo N-ternimal

de la proteina, con la LPL [573].

Existen moléculas capaces de influir potencialmente en la interaccion ANGPTL4-LPL,
protegiendo la actividad de la enzima, como son la heparina y GPIHBPI1, y ademas las
lipoproteinas. Ha quedado demostrado que la fuerte interaccion que establece la LPL con las
TRL también la protegen de su inactivacion por ANGPTL4 [574]. Se ha mostrado la capacidad
de los AG para unirse a la LPL y estabilizar la estructura activa de la enzima, incluso a
concentraciones micromolares [575]. Nilsson et al. [574] observaron con experimentos in vivo
que la adicion de QM y VLDL a cultivos de hepatocitos murinos primarios a una concentracion
similar a los niveles normales de TG plasmaticos (>Img TG/ml), ayuda a preservar
significativamente la actividad de la LPL en presencia de NT-ANGPTL3 y NT-ANGPTL4
humanas recombinantes. También lo demostraron in vivo con los QM y sus remanentes formados
tras inyectarles a los ratones NT-ANGPTL4 junto con aceite de oliva. En cambio, se ha sugerido
que unos niveles elevados de AG libres tras la lipdlisis postprandial de las TRL son capaces de
inducir la sobreexpresion de ANGPTLA4, y reducir en consecuencia la actividad de la LPL [576].
Lichtenstein et al. [567] propusieron que se trata de un mecanismo de proteccion de los propios
macrofagos para reducir la toxicidad celular inducida por la alta concentracion de AG libres
mediante la reduccion de la hidrdlisis de los TG, y para evitar la fuerte incorporacion de lipidos
en los macréfagos. Varios son los grupos de investigacion que han demostrado que la
sobreexpresion de ANGPTL4 protege frente al desarrollo de la aterosclerosis [577]. Los AG
libres han demostrado ser también uno de los factores mas importantes en la regulacion de la

actividad de ANGPTLA4. Estas moléculas tienen la capacidad de alterar la estructura/funcion de
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ANGPTLA4 e influir sobre la accion inhibitoria de ccd-ANGPTL4 sobre LPL. Esto es posible
gracias a la estrecha unién que establecen con ccd-ANGPTL4 cerca del sitio de union de este
dominio con la LPL. De hecho, la afinidad de ccd-ANGPTL4 por los AG ha resultado ser mayor
que la mostrada por LPL [448]. La interaccion entre los AG libres y ccd-ANGPTL4 se
caracteriza por una asociacion rapida y disociacion muy lenta, conduciendo a la formacion de
complejos muy estables. Robal et al. [448] revelaron que, una vez los AG se unen a ccd-
ANGPTLA4, la secuencia sufre cambios conformacionales que debilitan su estructura, lo que

reduce el ratio de formacion del complejo ANGPTL4-LPL.

Ante el evidente control que ejercen los AG sobre la actividad de ANGPTLA4, varios
estudios in vitro han mostrado el efecto diferencial de diferentes emulsiones lipidicas en los
niveles en circulacion de ANGPTL4. Asi pues, en experimentos con células animales se ha
observado que existe una menor expresion de ANGPTL4 cuando las células se incuban con dcido
oleico (MUFA), la més alta era inducida por DHA (PUFA), y que el acido caprico (10:0) (SFA)
no tiene efecto en su nivel de expresion [578]. Ademas, la afinidad de union de ANGPTL4 con
los AG depende de su grado de saturacion. Robal et al. observaron que los SFA y MUFA se unen
mas estrechamente a ccd-ANGPTL4 que los PUFA, y a mayor afinidad de los AG por ccd-
ANGPTL4, mayor capacidad para proteger LPL de su inhibicion [448]. El control que ejercen
los AG sobre los niveles de expresion de ANGPTL4 y LPL es principalmente a través de su
capacidad para estimular la activacion de los PPARs en macrofagos [579]. Se ha demostrado que
aquellos AG con mayor afinidad por PPAR-a son los responsables de incrementar la expresion

de LPL [579] y por PPAR-6 de elevar la de ANGPTL4 en macréfagos [580].

Los AG no solo interfieren con los niveles de expresion de ANGPTL4 y LPL en
macrofagos, sino que también afectan a la actividad hidrolitica de la LPL, pues la prioridad que
presenta la enzima para hidrolizar unos TG frente a otros depende de su composicion de AG.
Como ya ha sido comentado previamenten, estudios in vivo e in vitro han demostrado la
predileccion de la LPL por unos AG u otros [519, 520, 521, 522, 523]. Entre ellos, Bravo et al.
[581] observaron por medio de sus experimentos in vivo con ratas que QM con distinta
composicion de AG debido a la ingesta de distintos aceites, presentaban diferente ratio de
aclaramiento. Mostraron que los QM derivados del consumo de aceite de pescado (rico en PUFA
n-3) o de aceite de maiz (rico PUFA n-6) eran retirados de la circulacion mas rapidamente que
aquellos derivados del aceite de oliva (rico en MUFA) o del aceite de palma (rico en SFA de

cadena larga).
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A pesar de la abundancia de estudios en la literatura cientifica sobre la capacidad de los
AG para regular los niveles de expresion de ANGPTL4, existe poca informacion de la regulacion
de ANGPTL4 en macroéfagos, asi como de la actividad de la LPL enddgena sintetizada por
macrofagos. Ademads, la mayoria de los estudios encontrados hacen referencia a la modulacion
de la actividad de ambas proteinas por accion de AG libres, y no como constituyentes de TRL.
Con el fin de profundizar en la capacidad del componente lipidico contenido en las TRL para
regular el sistema ANGPTL4-LPL en macrofagos, en esta seccion se propuso analizar in vitro el
efecto diferencial del grado de saturacion de los AG contenidos en los QM sobre los niveles de

actividad de la LPL en macrofagos THP-1.

Aislar QM y sus remanentes del suero humano sin que exista contaminacion de otras
lipoproteinas resulta bastante complicado. Por este motivo, se optd por usar particulas de QM
sintetizadas artificialmente (Chylomicron remnants-like particles, CRLPs). Estas particulas
constituyen un adecuado modelo para el estudio del metabolismo de los QM remanentes. Gracias
a que presentan su mismo tamaio, densidad y composicion lipidica, ademas de contener apo E
humana, son capaces de imitar su efecto fisioldgico en macrofagos. Tan solo difieren de los QM
remanentes naturales en que carecen de apo B-48 en su estructura. Sin embargo, varios estudios
han mostrado que las CRLP de este tipo sin apo B-48 tienen el mismo comportamiento que las
particulas de origen natural en su aclaramiento de la circulacion y metabolismo in vivo, y en su
efecto en varios cultivos celulares in vitro [582, 583]. Ademéas, las CRLP causan una
acumulacion lipidica en macréfagos THP-1 comparable a la obtenida por los QM remanentes de
origen natural, como se ha visto con particulas aisladas en ratas in vivo en macrofagos J774

[358].

La composicion de las CRLP es facilmente manipulable, lo que permitié que se pudiese
sintetizar tres grupos de CRLP con TG de diferente grado de saturacion: trilinoleina (LLL,
PUFA), trioleina (OOO, MUFA) y 2-oleil-1,3-dipalmitina (POP, SFA). Inicialmente se propuso
que las CRLP enriquecidas en SFA contuviesen tripalmitina (PPP), pero ante la tendencia de PPP
a formar agregados, tuvo que reemplazarse por POP como fuente de SFA. La introduccion de
acido oleico en la segunda posicion de los TG permitié que éstos fueran capaces de disolverse
con mayor facilidad y fuera posible formar las emulsiones lipidicas requeridas para la

preparacion de las CRLP ricas en SFA.
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Previamente, se ha detectado que es a las 5-6 horas cuando la LPL muestra las mayores
diferencias en el ratio de hidrolisis de TG en presencia de emulsiones lipidicas [584]. Sin
embargo, De Pascale et al. [358] observaron que a las 5 horas de incubacion de los macrofagos
con las CRLP, la acumulacion lipidica es muy baja, y la mayor incorporacion tiene lugar a las 48
horas. Un periodo de 6 horas de incubacion permitiria un control de los AG sobre los niveles de
expresion génica, aunque algo limitado por su escasa incorporacion intracelular, y 48 horas
supondria un tiempo demasiado extenso puesto que la LPL es muy sensible, y en periodos largos
de incubacion comienza a perder actividad [584]. En base a ello, fueron seleccionadas las 6 y 24
horas para el tratamiento de los macréfagos THP-1 con los tres grupos de CRLP. Transcurridos
dichos periodos de incubacion, se recogerian las diferentes fracciones sobre las que analizar el

efecto del componente lipidico en los niveles de actividad de la LPL en macrofagos.

Se ha establecido que para estudiar la regulacion de la actividad de la LPL en
macrofagos, hay que enfocar la atencion principalmente sobre la fraccion de LPL localizada en la
superficie celular. Experimentos in vitro con medio condicionado han confirmado que la
inactivacion de LPL presente en el medio de cultivo por ANGPTL4no es probable. Para que
ANGPTLA4 inactive a LPL, es necesaria la formacion de oligdbmeros de ANGPTL4 [585].
Makoveichuk et al.[586] observaron que la formacion de tales oligbmeros covalentes de
ANGPTLA4 ocurre en las membranas celulares de los macréfagos THP-1, donde co-localiza con
la LPL e interacciona con ella. Ademas, ha sido demostrado que la formacion de los oligdmeros
coincide en el tiempo con la inactivacion de la LPL. Todo esto parece confirmar que la
inactivacion de la LPL tiene lugar en la superficie celular y que el control de la regulacion por
parte del componente lipidico de las CRLP deberia verse reflejado en esta fraccion. Observaron a
su vez que la activacion de los PPARs estimula la reduccion de la actividad de LPL desde las 3
horas del tratamiento con los AG, cuando mayor cantidad de ANGPTL4 aparece en la superficie
celular. Y mostraron que a partir de ese momento, la cantidad de proteinas de ANGPTL4 y LPL

inactiva se incrementan en el medio tras ser liberada de la superficie celular.

Aunque la actividad de la LPL unida a la superficie celular representa una fraccion
pequenia del total de la actividad de LPL en macrofagos THP-1, la fraccion recogida a las 6 horas
ya deberia reflejar la accion inhibitoria de ANGPTL4, asi como el efecto modulador del
componente lipidico de las CRLP. Tras 6 horas de tratamiento con las CRLP, la actividad de la
LPL tan solo sufrié una reduccion con las particulas compuestas por PUFA, lo que coincide con

los resultados de Robal et al. [448], quienes detectaron este mismo efecto en la actividad de la
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LPL con los distintos AG. Puesto que la formacion de los fuertes complejos formados entre los
SFA y ANGPTL4 protegen la actividad catalitica de la enzima, de ahi que los niveles de
actividad se mantengan similares a los del control. En cambio, debido a la menor interaccion de
PUFA con ANGPTLA4, la actividad de LPL se reduce. Por otro lado, Brands et al. [578]
demostraron que el acido oleico tiene la capacidad de reducir los niveles de expresion de
ANGPTLA. Esto podria explicar que no se observara una reduccion de la actividad de LPL con
las CRLP ricas en MUFA en nuestro estudio. Michaud et al. [579] detectaron esa misma
modulacion de la actividad de LPL por parte de los PUFA y SFA, y establecieron que la
respectiva reduccion e incremento de los niveles de expresion, y por tanto de sintesis de LPL,
tenia lugar a través de su accion sobre los PPARs. Como se ha comentado, la actividad
hidrolitica de LPL es mayor en presencia de TRL con un elevado contenido de PUFA [519]. Tras
un elevado proceso hidrolitico de estas particulas, puesto que los PUFA son activos ligandos de
PPAR-9, su liberacion podria estar estimulando la sobreexpresion de ANGPTL4, ademas de
inducir una importante reduccion en los niveles de ARNm LPL. Sin embargo, el efecto
modulador de los AG sobre los mecanismos que involucran PPARs deberian ser considerados
siempre y cuando exista una abundante incorporacion lipidica por los macrofagos. De acuerdo
con lo mostrado por De Pascale et al. [358] después de 5 horas de incubacién de macréfagos
THP-1 con las CRLP, la internalizaciéon de lipidos fue relativamente baja. Esto parece sugerir que
el efecto modulador de los AG a corto plazo es causado a través de su interaccion directa con
ANGPTLA4 en la superficie celular. En cambio, tras 24 horas de tratamiento de los macrofagos
con las CRLP, se observé una significativa reduccion en los niveles de actividad de la LPL en
todos los casos y sin apreciarse diferencias significativas entre ellas. De Pascale et al. detectaron
que a las 24 horas de incubacion ya existe una elevada acumulacion lipidica. En su caso, las
CRLP compuestas por SFA fueron las causantes de la mayor internalizacion de lipidos en las
células [358]. Al contrario, en el presente estudio no se detectaron diferencias significativas en
los niveles de acumulacion lipidica entre las diferentes particulas, aunque si se aprecid una
tendencia. Se observo que las CRLP ricas en MUFA causaron la mayor incorporacién de lipidos,
y las CRLP ricas en SFA la menor. Esto parece sugerir que a las 24 horas, los TG compuestos por
AG con diferentes grados de saturacion causan niveles similares de depdsitos lipidicos
intracelulares en macréfagos, y que modulan la actividad de la LPL de superficie de manera

similar.
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La cuantificacion de los niveles de actividad de la LPL en el medio de cultivo si mostro
en cambio diferencias significativas segiin el componente lipidico de las particulas. Esta fraccion
contiene la LPL sintetizada y liberada en su forma cataliticamente activa, ademés de la LPL
inactivada por accion de ANGPTL4, que ha sido liberada al medio. Cuando los macrofagos
THP-1 se trataron durante 6 horas con las CRLP, la actividad de la LPL detectada en el medio de
los cultivo reveld6 que las particulas ricas en MUFA y PUFA provocaron una reduccion
significativa frente a la de los cultivos control, siendo la menor con PUFA. En cambio, cuando
las CRLP contenian SFA, la actividad de LPL en el medio no se vio alterada en comparacion con
los cultivos control. Puesto que la inactivacion de la enzima localizada en la superficie conlleva
su posterior liberacion al medio, estos resultados coinciden con la actividad detectada en la
superficie. Asi pues, con el tratamiento con las CRLP enriquecidas en PUFA se han detectado los
menores niveles de actividad tanto en el medio como en la superficie. Aunque ANGPTL4
interacciona también con bastante afinidad con MUFA, no se deberia descartar que existiera
cierta inhabilitacion de la enzima por parte de ANGPTL4 y liberacion en su forma inactiva al
medio de cultivo. La mayor afinidad de ANGPTL4 por SFA [448] explicaria a su vez que la LPL
mantenga su nivel de actividad en el medio de cultivo, pues no hay liberacion de LPL inactiva al
medio. Sin embargo, cuando se procedié a cuantificar los niveles de actividad de la LPL en el
medio de cultivo a las 24 horas de tratamiento, esta vez las CRLP ricas en SFA si provocaron una
significativa reduccion, incluso por debajo de los niveles obtenidos con las CRLP enriquecidas
en MUFA. Los menores niveles detectados fueron de nuevo observados tras la presencia de
PUFA en los cultivos celulares. A las 24 horas, ya existe una abundante incorporacion de lipidos
en macréofagos, por lo que los mecanismos de control que involucran PPARs adquieren mayor
importancia. De todas maneras, estos resultados no pueden ser del todo concluyentes, ya que
seria necesario medir la masa de LPL y calcular la actividad especifica de la enzima. Eso
permitiria analizar la cantidad de LPL realmente activa en el medio de cultivo, pues es posible
que la alta liberacion de enzima inactiva al medio esté enmascarando los niveles reales de

actividad de LPL.

El anélisis de la actividad de la LPL localizada en el espacio intracelular antes de ser
traslocada a la membrana plasmatica de las células proporciond unos resultados muy similares a
los obtenidos en la superficie celular. En este caso, también fue inicamente tras la incubacion de
los macréfagos con las CRLP enriquecidas en PUFA cuando los niveles de actividad de la LPL
intracelular se redujeron significativamente. Puesto que en el espacio intracelular la LPL atin no

ha entrado en contacto con ANGPTLA4, en este caso los PUFA n-3 incorporados, aunque pocos al
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tratarse de solo 6 horas de tratamiento, estarian reduciendo la actividad mediante la modulacion
de la abundancia de ARNm LPL. Esto coincidiria con los resultados de Michaud et al. [579],

aunque en su caso la expresion de LPL se analiz6 en animales de experimentacion.

Se ha observado que durante la transicion del estado postprandial a ayunas, los cambios
en la abundancia de ARNm ANGPTL4 estan inversamente correlacionados con la actividad de
LPL en el tejido adiposo [573]. Esos datos demuestran que la expresion de ANGPTL4 responde
rapidamente al estado nutricional. En el estado postprandial, cuando los niveles de particulas de
TRL en circulacion son elevados, la expresion de ANGPTL4 es menor [573], lo que permite un
adecuado metabolismo de los TG por la LPL tras la ingesta de las comidas. La alta liberacion de
AG libres que tiene lugar por acciéon de la LPL incrementa las probabilidades de que estas
moléculas sean capaces de modular la expresion genética de LPL y ANGPTL4 [579]. Se
procedid a estudiar la capacidad del componente lipidico de las CRLP para modular los niveles
de expresion de ARNm ANGPTL4 y LPL, y confirmar la inversa correlacion establecida. Solo
pudo estudiarse la modulacion de la expresion génica de ANGPTL4 y LPL en respuesta a las
particulas enriquecidas en MUFA y PUFA. No se detectaron diferencias significativas en la
expresion de los dos genes, aunque de nuevo se observé una tendencia. A las 24 horas de incubar
los macréfagos con las CRLP, se detect6 en ambos casos una importante reduccion en la
expresion de LPL y una sobreexpresion de ANGPTL4 frente a los cultivos control,
especialmente con las CRLP ricas en PUFA. Como se ha comentado, la LPL tiene predileccion
por las TRL con elevado contenido en PUFA [519], y de acuerdo con establecido por
Lichtenstein et al. [567], es probable que las elevadas concentraciones de AG libres generados
por la hidrolisis de los TG contenidos en las CRLP-LLL estén sirviendo de estimulo para la
sobreexpresion de ANGPTL4 como mecanismo protector [577]. La gran reduccion de la
expresion de LPL detectada con las CRLP ricas en PUFA coincide una vez mdas con los
resultados obtenidos por Michaud et al. [579]. Estos autores observaron que después de
alimentar a los ratones con una dieta rica en aceite de pescado, con alto contenido de PUFA n-3,
los niveles de ARNm LPL en macréfagos experimentaron una importante reduccion. También se
detectd que tras 48 horas, se reducia la secrecion de proteinas LPL [579]. Aunque el contenido de
MUFA en las CRLP manifiesta un efecto protector frente al desarrollo de la aterosclerosis al
reducir la formacion de células espumosas mediante la modulacion de los niveles de expresion

de LPL y ANGPLA, el efecto conseguido por PUFA fue mayor.
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No fue posible determinar el efecto modulador de la expresion de ANGPTL4 y LPL por
los SFA. Sin embargo, el mantenimiento de la actividad de LPL detectado cuando los
macrofagos se trataron con las CRLP ricas en SFA parece sugerir que estos AG, ademas de
proteger la actividad catalitica de la enzima, inducen una mayor expresion de LPL a corto plazo.
Esto coincidiria de nuevo con lo mostrado por Michaud et al. [579], quienes detectaron que los
acidos palmitico, estedrico y araquidonico ejercen un efecto regulador dependiente de PPARs, y
potencian la actividad de union de proteinas nucleares al elemento PPRE presente en el gen LPL
de forma PPAR-especifica. Seglin sus resultados, los SFA incrementan la produccion de LPL,
promoviendo por tanto la formacion de células espumosas. La posterior reduccion observada de
la actividad de LPL tras un periodo de incubacién mas extenso, 24 horas, seria debida a una
sobreexpresion de ANGPTL4 como medio de defensa ante la elevada incorporacion de lipidos en
los macrofagos. Sin embargo, haria falta confirmarlo mediante la cuantificacion de la abundancia

de ARNm ANGPTLA.

En conjunto, estos resultados parecen confirmar que la actividad de la LPL es susceptible
de ser modulada por la composicion de AG de las CRLP, por lo que ANGPTL4 y LPL pueden
considerarse atractivas dianas para la prevencion de la aterosclerosis. La capacidad del
componente lipidico de las particulas para regular la actividad de estas dos proteinas parece ser
clave en la formacién de células espumosas. Hemos demostrado que los AG contenidos en las
TRL modulan la actividad de LPL mediante la interaccion directa con ANGPTL4 y a través de la
expresion de ARNm ANGPTL4 y LPL, en macréfagos THP-1. La mayor alteracion de la
actividad de LPL por parte del componente lipidico se detecté a las 24 horas en la superficie
celular, donde coinciden ANGPTL4 y LPL. Teniendo en cuenta la funcidon proaterogénica de la
LPL y su colaboracion en la formacion de células espumosas, los resultados obtenidos sugieren
que la sobreexpresion de ANGPTLA4 tras el tratamiento de los macréfagos THP-1 con las CRLP
ricas en MUFA y PUFA es un buen indicador de las propiedades protectoras de estos AG frente
al desarrollo de la aterosclerosis. Su capacidad para reducir los niveles de actividad de LPL
estaria contribuyendo a que se establezca una menor unién entre TRL y receptores celulares y,
por tanto, a reducir la formacioén de células espumosas. En cambio, las CRLPs enriquecidas en
SFA parecen ayudar a mantener los niveles de actividad de LPL, estimulando la acumulacion de

lipidos en el interior de los macréfagos.
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CONCLUSIONES



Una vez finalizado el estudio, puede concluirse que:

El consumo del desayuno de tipo mediterraneo favorece una respuesta lipidémica
postprandial més reducida en individuos obesos, y contribuye a mantener una adecuada

homeostasis lipidica en personas de peso normal.

El consumo de manera continuada de un desayuno de tipo occidental podria contribuir a
la resistencia a la insulina en sujetos con obesidad, ya que la sustitucion de lo MUFA de
la dieta por SFA contribuiria a mantener elevados los niveles postprandiales de insulina.
Asimismo, el consumo del desayuno de tipo mediterraneo demostr6 mejorar la

sensibilidad a la insulina en los individuos normopeso.

La ingesta del desayuno de tipo mediterraneo por personas con peso normal estimula una
menor liberacion de mediadores de inflamacion. En cambio, para que las personas obesas

se beneficien de este efecto, parece ser necesaria una previa pérdida de peso.

La incorporacion en macrofagos de las TRL derivadas del consumo del desayuno de tipo
mediterraneo procedentes de los sujetos obeos y normopesos, condujo a un perfil lipidico
intracelular menos aterogénico. No obstante, s6lo se detectdé una menor formacion de

células espumosas con las TRL aisladas de las personas de peso normal.

El incremento intracelular de MUFA totales en macrdéfagos contribuyd a reducir la
expresion de la mayoria de los receptores celulares de superficie en macrofagos, en

especial LDLR y CD36 en los individuos obesos y LRP-1 en los individuos normopesos.

El desayuno de tipo occidental potencid la relacion colaborativa entre los receptores
LDLR y LRP-1 que contribuye a la formacion de células espumosas en ambos grupos,
aunque mas significativamente en los sujetos obesos. Al contrario, el desayuno de tipo

mediterraneo parecid prevenirla, aunque solo en personas con peso normal.

Al contrario que los SFA, los MUFA vy, en especial, los PUFA, contenidos en TRL
artificiales (o CRLP) demostraron reducir la expresion de LPL e incrementar la de
ANGPTLA4, protegiendo frente a la formacion de células espumosas mediante una menor

actividad de la LPL.

247



En general, los resultados obtenidos permiten concluir que el consumo de un
desayuno de tipo mediterraneo ayuda a reducir la respuesta lipidémica postprandial en las
personas obesas, y contribuye a una menor formacion de células espumosas mediante la
reduccion de los niveles de expresion de los receptores celulares, asi como la actividad de la
LPL. No obstante, para que la respuesta inflamatoria establecida en la obesidad se reduzca
por la ingesta de una dieta rica en MUFA, seria necesario que éstos individuos perdieran

previamente peso corporal.
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ANEXO



RESUMEN EJECUTIVO

INTRODUCCION:

La obesidad es considerada en la actualidad una enfermedad inflamatoria cronica de bajo
grado, relacionada con un desorden en el metabolismo postprandial de los lipidos que, a largo plazo,
acaba generando otras complicaciones como resistencia a la insulina, hiperglicemia e hipertension.
Es por ello que las personas obesas tienen mayor riesgo de desarrollar ECV. El contenido graso de
los alimentos ha demostrado ser una pieza clave en la determinaciéon de una salud 6ptima en el
individuo debido a su capacidad para influir sobre los factores de riesgo CV y de estar implicado
directamente en el proceso aterosclerotico. Las intervenciones dietéticas han sido identificadas
como una herramienta importante de prevencion primaria y tratamientos secundarios. La
adherencia a la dieta Mediterranea ha demostrado aportar beneficios cardioprotectores
principalmente gracias a su elevada concentracion de MUFA proporcionados por el aceite de oliva,
su fuente de grasa mayoritaria. En la actualidad, podemos encontrar en la literatura cientifica
estudios sobre las propiedades cardioprotectoras proporcionadas por dietas ricas en grasas
insaturadas y de su capacidad para reducir la aterosclerosis. Sin embargo, pocos trabajos han sido
realizados con la participacion de personas obesas. En este contexto, proponemos que un desayuno
tipo mediterraneo enriquecido en MUFA seria capaz de contribuir a mejorar el perfil lipidico
postprandial y la respuesta inflamatoria presente en los sujetos obesos participantes del estudio, asi
como a reducir la formacion de células espumosas durante las primeras fases del desarrollo de la

aterosclerosis, con respecto a un desayuno de tipo occidental.

HIPOTESIS:

En este contexto, proponemos la hipotesis de que un desayuno tipo mediterraneo
enriquecido en MUFA contribuye a mejorar el perfil lipidico postprandial y la respuesta
inflamatoria presente en los sujetos obesos participantes del estudio, asi como a reducir la
formacion de células espumosas durante las primeras fases del desarrollo de la aterosclerosis, con

respecto a un desayuno de tipo occidental.
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OBJETIVOS:

1. Valorar la influencia de una carga lipidica sobre el metabolismo lipidico postprandial e
inflamacién vascular en adultos obesos frente a controles normopesos.

2. Determinar los efectos diferenciales de un desayuno de tipo mediterrdneo frente a un
desayuno de tipo occidental sobre el metabolismo lipidico postprandial en adultos obesos.

3. Determinar los efectos diferenciales de un desayuno de tipo mediterraneo frente a un
desayuno de tipo occidental sobre la sintesis de marcadores de inflamacion en sujetos obesos
con respecto a sujetos normopesos.

4. Estudiar el efecto de las lipoproteina ricas en triglicéridos postprandiales aisladas de
adultos obesos sobre la formacion de células espumosas.

5. Analizar la capacidad del componente lipidico de las lipoproteinas ricas en triglicéricos

para modular la actividad de la LPL en macrofagos.

RESULTADOS:

1. La medicion de los pardmetros basales de los participantes del estudio confirmé que los sujetos
obesos presentaban dislipidemia, asi como niveles de glucosa e insulina significativamente
superiores a los del grupo control, aunque no eran insulinorresistentes, ni presentaban hipertension
arterial. El consumo de los dos tipos de desayunos experimentales no alter6 los niveles basales de
colesterol total ni HDL-c durante el periodo postprandial analizado en ninguno de los dos grupos
del estudio. En cambio, la concentracion postprandial de TG sufri6 un rdpido incremento
inmediatamente después de que los sujetos obesos consumieran las dos comidas, especialmente tras
la ingesta del desayuno de tipo occidental. En ellos, la formacion de nuevas particulas TRL también
fue inmediata. Esta misma respuesta la experimentaron los individuos normopesos, aunque
unicamente cuando consumieron el desayuno de tipo occidental. Estos resultados indican que el
desayuno rico en MUFA favorece una respuesta lipidica postprandial mas reducida en individuos
obesos que las comidas ricas en SFA. Se observd que los individuos obesos tenian a su vez un
retraso en el aclaramiento de las particulas TRL en comparacion con los de peso normal, y que el
consumo del desayuno rico en SFA requiri6 una sintesis significativamente mayor de insulina para
que los sujetos obesos mantuvieran los niveles de glucosa. Por tanto, un consumo continuado de
este tipo de comida podria contribuir a la resistencia a la insulina en los obesos. En cambio, en los
individuos normopeosos, el consumo del desayuno rico en MUFA demostr6é ayudar a que fueran

mas sensibles a la insulina y mostraran un perfil lipidico menos aterogénico.
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2. El perfil inflamatorio basal del grupo obeso reveld un estado inflamatorio cronico al compararse
con el de los individuos normopeso, ya que los niveles basales de leptina, Cp, PCR y MCP-1
detectados en ayunas en el grupo obeso fueron significativamente superiores, aunque no hubo
importantes diferencias en los niveles de adiponectia, TNF-a ni IL-1B entre ambos. Demostrada la
capacidad de los AG para activar/reducir la respuesta inflamatoria y para modular la liberacion de
los mediadores de inflamacion en circulacion, se evalud la capacidad de la comida experimental
rica en MUFA para reducir el estado inflamatorio cronico establecido en los pacientes obesos. El
consumo del desayuno de tipo mediterraneo tuvo el efecto cardioprotector esperado en las personas
con peso normal, al inducir una menor liberacion postprandial de Cp y MCP-1 y un incremento de
los niveles totales postprandiales de adiponectina; mientras que el consumo del desayuno de tipo
occidental colabord a que presentaran un peor pefil inflamatorio, debido principalmente la
reduccion de los niveles de adiponectina en circulacion. En el grupo de los obesos, en cambio, no
observo una mejoria en la concentracion postprandial de adiponecina, leptina y PCR con respecto a
la basal tras el consumo del desayuno de tipo mediterraneo. Ello parece sugerir que seria necesaria
una previa pérdida de peso para que los individuos obesos se vieran beneficiados de las propiedades

anti-inflamatorias de una dieta rica en MUFA.

3. La caracterizacion de la composicion de AG de las TRL aisladas en ayunas fue similar en los dos
grupos, normopeso y obeso, mostrando el mismo perfil de aterogenicidad antes de comenzar los
ensayos postprandiales. El consumo del aceite de oliva con el desayuno de tipo mediterraneo
incrementd el contenido de MUFA en los TG de las nuevas TRL de ambos grupos experimentales,
debido a una mayor incorporacion de acido oleico en las particulas principalmente. Por el contrario,
la ingesta del desayuno de tipo occidental generd particulas mdas aterogénicas al incrementar su
concentracion de SFA. Se demostro, por tanto, que el perfil de AG de las nuevas particulas fue un
reflejo de la composicion lipidica de la fuente de grasa de la que procedian. No obstante, se observo
una significativa incorporacion de PUFA n-3 solo en las nuevas TRL aisladas de los sujetos
normopeso después de consumir la comida de tipo occidental. Ello parecia sugerir que el consumo
de una dieta rica en SFA por personas normopeso estimula la incorporacion de PUFA enddgenos en
las nuevas TRL. La composicion de AG de los FL extraidos de las particulas procedentes del grupo
nomopeso no se vio alterada por el contenido lipidico de las comidas experimentales con respecto al
perfil de AG en ayunas, mientras que en el grupo obeso si se reflej6 de nuevo la composicion
lipidica del desayuno ingerido. Estos resultados podrian indicar que en caso de padecer obesidad, el
contenido graso de la dieta adquiere ain mas importancia sobre la composicion de AG de las TRL y,

en consecuencia, sobre su perfil aterogénico, que si se tiene un peso corporal normal.
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4. Tras incubar los cultivos de macréfagos con las TRL en ayunas y las aisladas a las 2 y 4 horas de
ingerir las comidas experimentales, la caracterizacion de los AG de los TG intracelulares revelo
que, de acuerdo con trabajos previos, las particulas procedentes de la hora 4 del periodo
postprandial de ambos grupos fueron las captadas por las células mas eficientemente, ya que el
contenido lipidico intracelular reflejaba la composicion de AG de las particulas. Con las TRL
aisladas en ayunas en los sujetos obesos sucedi6 algo similar, indicando que también colaboran con
la formacion de células espumosas, aunque de forma mas discreta que las TRL-4h. También se
estudio con las imagenes tomadas al microscopio de los lipidos intracelulares, el tamafo de las
goticulas lipidicas formadas en el interior de las células seglin la composicion de las TRL. Las TRL-
4h procedentes de los sujetos normopesos derivadas del consumo del desayuno de tipo
mediterraneo generaron células espumosas con una carga lipidica muy similar a las TRL-Oh,
mientras que las derivadas del consumo del desayuno de tipo occidental provocaron una mayor
incorporacion de lipidos por parte de los macrofagos. Las TRL-4h aisladas de los sujetos obesos,
independientemente de cual fuera la fuente de grasa de la que derivasen, provocaron en ambos
casos una exacerbada incorporacion lipidica en los macréfagos. La caracterizacion de los AG
intracelulares reveld que cuando los macréfagos se incubaron con las TRL derivadas de la ingesta
del desayuno de tipo mediterraneo de los dos grupos, el contenido intracelular de SFA totales se
redujo significativamente, pero no se incrementd la concentracion de los MUFA; y la ingesta del
desayuno de tipo occidental por el grupo obeso causé un importante incremento de los SFA
intracelulares y redujo los MUFA, generando un perfil lipidico intracelular mas aterogénico. Estos
resultados indican que los alimentos ricos en SFA aumentan las propiedades aterogénicas de las
TRL de las personas con obesidad, pero no en los individuos normopeso, mientras que el consumo
de alimentos con alto contenido en MUFA mejoran el perfil lipidico intracelular solo de los

individuos normopeso.

5. Las diferencias observadas en los lipidos intracelulares se relacionaron con las modificaciones en
la expresion génica de los receptores de membrana. Se detectd que, coincidiendo con el momento
en el cual las TRL aisladas del grupo normopeso son incorporadas mas eficientemente y causan los
mayores depositos de lipidos intracelulares (4 horas tras la ingesta), los niveles de expresion de los
receptores celulares son los mas bajos. Ademads, el incremento intracelular de los MUFA tras la
captacion de las TRL aisladas después de consumir el desayuno de tipo mediterrdneo provocd que
se obtuvieran los menores niveles de ARNm de practicamente todos los receptores celulares. De
modo que el consumo del desayuno mediterraneo estaria proporcionando tanto a la poblacién obesa

como a la normopesa una actividad cardioprotectora al colaborar con la reduccion de la formacion
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de células espumosas. En contra, se ha detectado el efecto perjudicial causado en las personas con
obesidad cuando consumen el desayuno occidental, ya que éste parece potenciar la relacion
colaborativa LDLR-LRP1, ademas de inducir un incremento significativo de la expresion del
receptor CD36 durante el periodo postprandial, no detectado en los sujetos normopeso, colaborando

asi a la formacion de células espumosas.

6. El tratamiento de los cultivos de macréfagos con particulas CRLP compuestas por AG de distinto
grado de saturacion reveld que, a las 6 horas de incubacion, momento en el que la LPL es mas
activa, fueron las CRLP-LLL las que causaron una mayor reduccion de los niveles de actividad de
LPL localizada en la superficie celular, y las CRLP-POP la menor. Estos resultados coinciden con la
literatura cientifica, pues se ha establecido que los complejos formados entre ANGPTL4 y los AG
son mas fuertes con SFA, colaborando a mantener la actividad de LPL, y los mas débiles con
PUFA, reduciéndose por tanto su actividad. En cambio, a las 24 horas, la capacidad moduladora de
la actividad catalitica de la enzima por parte de las diferentes particulas CRLP es muy similar,
viéndose ésta reducida sin diferencias significativas entre los AG componentes de las particulas.
Estos resultados coinciden con los niveles de actividad detectados en el medio de cultivo y en el
espacio intracelular, siendo el control de la actividad de LPL en esta ultima fraccion atribuido a la
accion moduladora de los AG sobre PPARs, y no ANGPTLA4. La cuantificacion de la abundacia
relativa de ARNm LPL y ANGPTL4 mostré que el contenido de PUFA y MUFA de las CRLP caus6
una importante reduccion en los niveles de expresion de LPL y una sobreexpresion de ANGPTLA4,
siendo este efecto mas acusado cuando los macréfagos fueron tratados con CRLP-LLL. Estos
resultados apoyan la funcion protectora de MUFA y PUFA ante la formacion de células espumosas,
al contribuir a reducir la interaccion entre TRL y los receptores celulares mediante la reduccion de
la actividad de la LPL. En cambio, en contenido de SFA en las CRLP parece ayudar a mantener la

actividad de LPL de macrofagos, estimulando la acumulacion de lipidos en el interior de las células.

CONCLUSION:

En general, los resultados obtenidos permiten concluir que el consumo de un desayuno de
tipo mediterraneo ayuda a reducir la respuesta lipidémica postprandial en las personas obesas, y
contribuye a una menor formacion de células espumosas mediante la reduccion de los niveles de
expresion de los receptores celulares, asi como la actividad de la LPL. No obstante, para que la
respuesta inflamatoria establecida en la obesidad se reduzca por la ingesta de una dieta rica en

MUFA, seria necesario que éstos individuos perdieran previamente peso corporal.
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