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1. INTRODUCCION
1.1. Arteriosclerosis y riesgo cardiovascular

La enfermedad cardiovascular (ECV) constituye, desde hace afios, la principal
causa de morbi-mortalidad en los paises desarrollados, siendo la responsable del 80% de
las muertes en estos paises’?. En Espafia, la ECV es la primera causa de muerte (30.3%)
y de hospitalizacion en la poblacion adulta (Instituto Nacional de Estadistica 2013). Por

tanto, el impacto sociecondmico de esta enfermedad es muy importante.

La base patogénica de la ECV es la arteriosclerosis, que afecta fundamentalmente a las
arterias de mediano y gran calibre. La arteriosclerosis se caracteriza por el
endurecimiento y la pérdida de elasticidad de la pared arterial, y la formacién de placas
de ateroma que conducen al estrechamiento de su lumen; su posterior ruptura y
formacion de un trombo intraluminal provoca la isquemia y necrosis del territorio

dependiente de la arteria ocluida®.

Un factor inicial fundamental en el desarrollo de la placa de ateroma es el acumulo
subendotelial de las particulas oxidadas de colesterol LDL (cLDL). Pero la
arteriosclerosis es mucho méas que una simple acumulacion de lipidos en la pared
arterial. Las lesiones arterioscleroticas son consecuencia de una serie de respuestas
celulares y moleculares especificas que corresponden a un proceso inflamatorio®. Los
factores de riesgo, tales como la hipertension arterial, obesidad abdominal,
insulinoresistencia (IR) y la diabetes, generan estrés oxidativo activando diferentes
factores de transcripcion, que a su vez, activan numerosos genes involucrados en el
proceso inflamatorio. Este proceso inflamatorio crénico junto con la generacién de
estrés oxidativo esta presente en el inicio y desarrollo de las complicaciones de la placa
de ateroma*®.

El riesgo de desarrollar arteriosclerosis y sus consecuencias, en forma de ECV, no es
uniforme en toda la poblacion y depende de numerosos factores. Un importante factor
de riesgo cardiovascular, tanto directamente, como por su asociacion con otros factores
de riesgo, ademas de muy prevalente, es la obesidad abdominal, caracterizada por un
aumento de los depdsitos de grasa en el tejido adiposo intraabdominal’.
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1.2. Obesidad abdominal

La prevalencia de obesidad ha aumentado de manera dramatica en las ultimas
décadas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que en todo el mundo hay
més de 1000 millones de adultos con sobrepeso®. En nuestro medio, entre un 15 y un
20% de la poblacion adulta es obesa, el 40% presenta sobrepeso y hasta el 30%

presentan obesidad abdominal, aumentando la prevalencia con la edad®%**.

Dadas las proporciones epidémicas que ha alcanzado la obesidad, el conocimiento de
los mecanismos que subyacen en la asociacion entre obesidad y ECV constituye una

prioridad.

La obesidad es un factor de riesgo cardiovascular independiente. Sin embargo, la
obesidad definida por el indice de masa corporal sélo informa acerca de un exceso de
grasa corporal, presentando la obesidad abdominal (también llamada visceral) mayor
trascendencia clinica, ya que se relaciona con las alteraciones metabdlicas y
cardiovasculares que forman parte del sindrome metabélico o de IR****. Ademas, el

tejido adiposo es un érgano endocrino muy importante.

Hasta hace unos afios se habia considerado al tejido adiposo como un drgano de
almacenamiento de energia, pero en los ultimos afios numerosos estudios han
evidenciado que el tejido adiposo es un oOrgano metabdlicamente muy

aCtiVOl4,15,16,l7,18,19

que produce y secreta una amplia variedad de moléculas
biolégicamente activas, con actividad tanto paracrina como autocrina'®. Entre éstas, se
han identificado las adipoquinas, que son citoquinas liberadas por el tejido adiposo, con
influencia sobre las cascadas inflamatorias, procoagulantes, antifibrinoliticas y
vasoactivas, lo que sugiere una influencia directa sobre la inflamacion®?*%. La
disregulacién en la produccion de adipoquinas que existe en la obesidad se ha implicado

en el desarrollo del sindrome metabdlico®®.

La obesidad abdominal se puede determinar facilmente en la practica clinica mediante
la medicion del perimetro de la cintura, ya que diversos estudios clinicos demuestran

como la grasa visceral, evaluada mediante tomografia computarizada a nivel de L4-L5,
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presenta una excelente correlacion con el perimetro de la cintura, y que esta correlacion

no esta influida por el sexo ni por el grado de obesidad?**%.

Actualmente no existe un acuerdo unanime sobre cuél debe ser el punto de corte para el
valor de la circunferencia de cintura a partir del cual el exceso de grasa visceral se
acomparia de un aumento del riesgo cardiovascular. Una muestra de ello, son las
discrepancias existentes en los distintos criterios antropométricos definidos para la
identificacion del sindrome metabdlico. La primera definicion de obesidad central fue
propuesta en 1998 por la OMS, que establecié como criterio de obesidad abdominal un
indice cintura/cadera igual o superior a 1 en el varén y 0,9 en la mujer®®. En el 2001 el
panel de expertos en hipercolesterolemia (NCEP-ATP Il1) establecié como criterio de
obesidad abdominal un perimetro de cintura >102 c¢cm en el varon y >88 cm en la
mujer®’. En 2005, la International Diabetes Federation (IDF) propuso como punto de
corte para establecer la obesidad abdominal un perimetro de cintura >94 c¢m en ¢l varéon
y >80 cm en la mujer®®. Asimismo, se han establecido puntos de corte diferentes en

distintas poblaciones®***%,

1.2.1. Obesidad abdominal y riesgo cardiovascular

La obesidad, especialmente la abdominal, es una de las principales causas para
el desarrollo de alteraciones metabdlicas como IR, diabetes tipo 2, hipertension arterial
y dislipemia mixta, y por tanto, para el riesgo de desarrollar arteriosclerosis y ECV'*3,
Por ello, se considera un factor de riesgo cardiovascular independiente3#3>36.37.38:39.4041
Sin embargo, aproximadamente un 30% de los sujetos con obesidad abdominal no
presenta ninguna de estas alteraciones metabolicas cominmente asociadas, por lo que
deben existir otros mecanismos, tanto genéticos, como hormonales o relacionados con
el estilo de vida, protectores frente a su desarrollo**, Datos recientes sugieren que el
depdsito de grasa en diferentes regiones abdominales puede ser un factor que explique

el diferente riesgo cardiovascular que se observa en sujetos con obesidad abdominal®.

La obesidad abdominal se asocia de forma estrecha con el desarrollo de IR. Se han
sugerido varias hipotesis para explicar esta asociacion (figura 1). La teoria portal

plantea que el aumento del depdsito graso visceral, muy susceptible a la lipolisis,

15



conduce al aumento del flujo de &acidos grasos libres (AGL) produciendo esteatosis
hepética e IR*. Este aumento de AGL reduce la captacion de glucosa por el misculo
esquelético, estimula la produccion hepatica de colesterol VLDL (cVLDL) y glucosa, y
potencia la secrecién aguda de insulina a nivel pancreatico, siendo el efecto lipotdxico
en las células beta pancreéticas por los AGL de forma crénica el posible nexo entre la
obesidad abdominal, la IR y el desarrollo de diabetes tipo 2.

Otra teoria mas reciente sobre la relacion entre obesidad abdominal e IR plantea la
posibilidad que el tejido adiposo visceral sea en si mismo diabetogénico debido a que
los macréfagos que contiene secretan adipoquinas que alteran la sensibilidad a la
insulina en el higado y tejido muscular; algunas citoquinas derivadas de la grasa
activarian el factor nuclear «8 (NF-xf) en los hepatocitos, y esto conduciria a una
situacion de IR a través de la generacion y accion de citoquinas proinflamatorias que
incluyen IL-6 y TNF-o*°. Por Gltimo, otra posibilidad es que el acimulo de grasa
visceral sea un marcador subrogado de acumulacién de grasa ectdpica provocando
lipotoxicidad de forma paralela en el higado y en el musculo, produciendo IR en estos
tejidos®’.

Como se ha comentado previamente, la presencia de IR es una situacion patoldgica
caracterizada por una disminucion de la respuesta fisiologica de los tejidos periféricos y
del sistema vascular a la accion de la insulina. Es un factor de riesgo importante para el
desarrollo tanto de diabetes tipo 2, como de ECV y es una de las bases fisiopatoldgicas
del sindrome metab6lico*®***°. Nuestro grupo ha trabajado ampliamente en el campo de
la IR***°3_ En un modelo genético de dislipemia mixta con IR, como es la hiperlipemia
familiar combinada, hemos demostrado que existe un exceso tanto de marcadores de
estrés oxidativo como de inflamacion crénica, asi como una mayor prevalencia de
ECV***%37 | 3 importancia de la IR radica no sélo en su asociacién con otros
reconocidos factores de riesgo cardiovascular, sino en que se ha mostrado como un

factor de riesgo cardiovascular independiente.

El mecanismo por el que la IR provoca arteriosclerosis y mayor riesgo de ECV no es
del todo conocido. Se debe en parte a la alteracion del receptor de insulina. En
condiciones normales, la union de la insulina a su receptor provoca su

autofosforilacion. Esto conduce a un cambio conformacional y a la activacion de su
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actividad intrinseca tirosinkinasa, que produce la activacion de dos vias: la via
PI3K/Akt (PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase; Akt: v-akt murine thymoma viral
oncogene PKB: proteinkinase B) y la reaccion en cascada de las MAPK (mitogen-
activated protein kinase) (figura 2). La activacion de la via PI3K/Akt produce la
fosforilacion del sustrato del receptor de insulina (IRS, insulin receptor substrate), que a
su vez provoca la fosforilacion de la subunidad p85 y la heterodimerizacion de las
subunidades p85 y p110 de PI3K. La activacion de Akt conduce a la generacién de
PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate), lo cual provoca la activacion de PDK1
(phosphoinositide-dependent kinase-1), que a su vez produce la activacion de Akt. La
activacion de Akt/PKB produce la fosforilacion del residuo serina y la activacion de
eNOS (endotelial nitric oxide synthase), Rab-GTPase-activating protein-AS160
(sustrato de Akt de 160 kDa) y la fosforilacion del residuo serina de la HSL (hormone
sensitive lipase), inhibicion de glycogen synthase kinase-3, fosforilacion del residuo
treonina de S6K (ribosomal protein S6 kinase), y la induccion de la expresion del gen
Bcl-x. Todas estas reacciones conducen a la generacion de 6xido nitrico (NO), aumento
de captacion de glucosa por la célula a través de la traslocacidén transmembrana del
receptor GLUT4 (glucose transporter 4), inhibicion de la lipolisis, estimulo de la
sintesis de glucdgeno y proteinas y una disminucién de la apoptosis>?. Este conjunto de
reacciones conduce a la accién metabodlica de la insulina y al resto de acciones

pleiotropicas de la misma.

Sin embargo, la IR provoca una alteracion de esta via de sefalizacion, con lo que se
inhibe la produccién de NO, se altera la reactividad vascular y disminuye el depdsito de
insulina y glucosa en los tejidos periféricos. En los estados de IR la via de sefializacion
de la insulina PI3K/AKkt esta atenuada, conduciendo a una inactivacion de eNOS y a una
disminucion en la produccion de NO en las células endoteliales. La atenuacion de esta
via y la alteracion de la sefalizacion de la via dependiente de MAPK (la cual regula la
secrecion del vasoconstrictor ET-1 (endothelin-1) del endotelio y otras acciones
bioldgicas relacionadas con el crecimiento, la mitogénesis y la diferenciacion celular),
contribuye a la disfuncion endotelial, aceleracion del proceso arteriosclerdtico y a un

mayor riesgo de ECV (figura 3)%°°%.
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Esto explicaria la variabilidad en el riesgo de desarrollar ECV en estos pacientes, y que
no puede ser explicado por los factores de riesgo clasicos como la edad, niveles de
colesterol, presién arterial, tabaco, etc®.

En situaciones de IR como es la obesidad abdominal, en la que los efectos vasculares y
metabolicos de la insulina estan alterados, existe un proceso arteriosclerético mas
acelerado y severo, que explica que el riesgo cardiovascular esté aumentado en estos

pacientes y que presenten un exceso de mortalidad que no puede ser explicado®*®,

La accion del NO producido por las células endoteliales estimuladas por insulina, no se
limita danicamente a la modulacion del tono y reactividad vascular, sino que también
engloba otras funciones, como la regulacion de la migracién y crecimiento de las células
musculares lisas y otras acciones antiinflamatorias y antitromboticas relacionadas con la
aterogénesis. Los efectos antiinflamatorios del NO incluyen una disminucién en la
expresion de moléculas de adhesion VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1),
ICAM-1 (intercelular adhesion molecule-1), E-selectina y una reduccion en la secrecion
de citoquinas pro inflamatorias MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) y TNF-
a®. Entre los efectos antitrombéticos del NO se incluyen una disminucién de la
adhesion de las plaquetas y un aumento en la produccién de prostaciclina, la cual inhibe

la agregacion plaquetaria®.

El aumento de citoquinas inflamatorias y especies reactivas de oxigeno (ROS) que
produce el tejido adiposo visceral conduce a un estado de IR periférica, con un impacto
directo sobre el endotelio vascular produciendo disfuncién endotelial e inicio de

arteriosclerosis®®.

La insulina es el principal regulador de la lipoproteinlipasa (LPL), activandola para
facilitar el aclaramiento de particulas ricas en triglicéridos en situacion postprandial. En
situaciones de IR, como es la obesidad y sobre todo, la obesidad abdominal, la actividad
de la LPL esta disminuida, reduciéndose el aclaramiento plasmatico de las particulas
ricas en triglicéridos. Esta situacion incrementa el flujo de AGL, remanentes de
quilomicrones (QM) y VLDL ricos en triglicéridos al higado, contribuyendo asi a una
mayor lipemia postprandial (LPP)®. Por tanto, en estos pacientes existe una alteracion y
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una disminucién en el aclaramiento postprandial de los remanentes lipoproteicos®” %8,

Esto explica que en los pacientes con obesidad abdominal e IR, los efectos deletéreos de
la LPP estén ampliados o magnificados®. Ademas, en sujetos con sobrepeso y valores
normales en ayuno de triglicéridos, existe una relacion positiva entre el grado de IR y la
LPP. Halkes et al observaron que las diferencias en los valores de la LPP encontradas
entre géneros desaparecen por el efecto de la obesidad’. Resultados similares hemos

encontrado en nuestro grupo al estudiar sujetos con obesidad e IR"%",

Existen otros mecanismos que también contribuyen a que la LPP se encuentre alterada
en los sujetos con obesidad abdominal e IR. En el tejido adiposo la insulina disminuye
la liberacion de AGL a través de la via PI3K/AKkt, provocando una inhibicion de la HSL
(su accion consiste en hidrolizar los triglicéridos en AGL)™. Sin embargo, en situacion
de IR se produce una alteracion de esta via que conduce a un aumento en plasma de
AGL y una mayor lipotoxicidad. De esta forma el muasculo esquelético y el sistema
vascular de los pacientes con IR estdn constantemente expuestos a elevadas

concentraciones de AGL.

Los mecanismos por los que el aumento de los niveles plasmaticos de AGL contribuyen
a la IR incluyen: la inhibicion del transportador de glucosa GLUT4 y de la actividad
hexoquinasa provocando una disminucion de la sintesis de glucégeno y un aumento de
la glucemia plasmatica; la activacion del factor de transcripcion NF- B3, relacionado
con el desarrollo de IR, el aumento en la produccién de ROS, y una alteracién de la via
de sefializacion de la insulina PI3K/PDK1/Akt/eNOS en las células endoteliales’"® """,
La alteracion de la LPP en pacientes con obesidad abdominal se ha relacionado, no sélo
con la IR asociada a la obesidad, sino también por la propia obesidad abdominal. Esto
podria ser debido a que el tejido adiposo visceral es un tejido metabdlicamente activo
que puede producir AGL, adipoquinas y distintas moléculas de tipo inflamatorio,
implicadas todas ellas en la patogénesis de la LPP™. La variabilidad individual en la
respuesta de la LPP excede a la que se produce en la lipemia en ayuno, debido a que
existen numerosos factores genéticos y ambientales que contribuyen a la LPP®. La

obesidad absominal y el tipo de alimentacion de las personas han sido ampliamente
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demostrados, sin embargo, existen pocos datos acerca de la influencia de una dieta rica

en acidos grasos insaturados sobre la LPP.
1.3. Estrés oxidativo
1.3.1. Componentes del estrés oxidativo

Los radicales libres son aquellas especies capaces de contener uno 0 mMas
electrones desapareados. Son moléculas altamente reactivas que tienden a reaccionar
con otras moléculas para alcanzar la estabilizacién. La estabilidad se consigue tanto por
la captacion (radical que se reduce) como por la donacién (radical que se oxida) de un
electron. Este proceso produce una reaccion en cadena de formacién de radicales que
continda hasta que termina la reaccién. Esto ocurre cuando dos radicales reaccionan
entre si y se inactivan, o lo hacen mediante la reaccion del radical con una molécula
antioxidante. Por ello el organismo ha desarrollado un complejo sistema de defensa
antioxidante formado por compuestos exdgenos y enddgenos, como mecanismo para

neutralizar el impacto deletéreo de la exposicion a los radicales libres®.

La instauracion del proceso de estrés oxidativo ocurre por la existencia de un
desequilibrio entre los procesos de oxidacién (pérdida de electrones) y reduccion
(ganancia de los mismos), de forma que la produccion de ROS supera la capacidad
organica antioxidante. Las ROS son una familia de moléculas que se producen en todas
las células aerobias, muchas de las cuales tienen electrones desapareados y se

comportan como radicales libres.

La produccion de ROS es un proceso necesario y altamente regulado en los seres vivos.
En condiciones normales, existe un equilibrio entre la producciéon y degradacion de
radicales libres, principalmente derivados de oxigeno, funcionando incluso como
sefiales celulares imprescindibles para la actividad celular como la sintesis proteica, la
activacion enzimatica, la regulacion del ciclo celular y la respuesta inmune/inflamatoria,

entre otros®>8384,

El estrés oxidativo se genera como resultado de un incremento de la produccion de

ROS, de una disminucion de la capacidad de los sistemas antioxidantes o una
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combinacion de ambos. El estrés oxidativo induce dafios celulares a diferentes niveles
(lipidos de membranas, ADN (4cido desoxirribonucleico) y proteinas), asi como toda una
serie de reacciones de oxidacion de diferentes componentes sanguineos (oxidacién de
lipoproteinas, eliminacién del NO circulante, etc)®. Esta oxidacién de biomoléculas
conduce a la pérdida de sus funciones bioldgicas, al descontrol homeostatico y al
potencial dafio oxidativo contra las células y tejidos, produciendo un estado
inflamatorio crénico, responsable de la patogénesis y desarrollo de arteriosclerosis,
ECV, diabetes mellitus tipo 2, obesidad abdominal, IR, sindrome metabdlico (figura 4),

trastornos neurodegenerativos, enfermedades respiratorias y cancer®886.87:88.89.90.91.92.93

Los principales agentes oxidantes implicados en la arteriosclerosis son las ROS*. Estas
moléculas, ademas, interaccionan con los mecanismos de sefializacion vascular, lo cual
parece tener un papel fundamental en el control de la funcion endotelial. Dentro de las
ROS se incluyen moléculas tales como el anidn superdxido (O), el grupo hidroxilo
(OH-) vy radicales lipidicos. Otras ROS, como peréxido de hidrogeno (H,0,),
peroxinitritos (ONOO-) y &cido hipocloroso no son radicales libres per se, pero tienen

efecto oxidativo que también contribuye al incremento del estrés oxidativo®.

El anién superdxido (O2) es convertido a perdxido de hidrégeno (H,0,) a través de la
enzima superoxido dismutasa (SOD). Por otro lado la enzima catalasa, localizada en los
peroxisomas, es la principal enzima detoxificante de H,0,*. Las ROS también pueden
ser eliminadas o inactivadas por varias moléculas enddgenas como el acido urico o la
albimina, o por antioxidantes exdgenos procedentes de la dieta (como el &cido
ascorbico o la vitamina E)®. La capacidad antioxidante del organismo es la suma de los

sistemas antioxidantes exdgenos y enddgenos.

Cuando la produccién de radicales libres y/o especies reactivas supera la capacidad de
accion de los antioxidantes, se favorece la oxidacion de biomoléculas, generando
metabolitos especificos, marcadores del estrés oxidativo, que pueden ser identificados y
cuantificados. Se basan, sobre todo, en productos resultantes de la oxidacion de lipidos,

proteinas y del ADN, siendo los primeros los de mayor expresion.
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Otro efecto importante de las ROS es la activacion de vias intracelulares
proinflamatorias y proaterogénicas a través de NF-xf, las cinasas Jun NH2-
terminal/protein-cinasas activadas por estrés (JNK/SAPK), las hexosaminas, la protein-
cinasa C (PK) y MAPK®"%8%100 ) 3 activacién de estas vias conduce a la proliferacion
de las células musculares lisas vasculares, la liberacion de factores de crecimiento y la
migracion celular, asi como al desarrollo de las complicaciones que daran lugar a

diabetes, IR y la disfuncién de la célula p pancreatica™®.

Por altimo, existen numerosos sistemas enzimaticos que potencialmente pueden
producir ROS en la pared vascular, aunque 3 predominan sobre los demas: xantin-
oxidasa, NADH/NADPH oxidasa y NO sintasa®. La tabla 1 resume sus actividades y

accion enzimatica.

Tabla 1. Descripcion de algunos marcadores de estrés oxidativo y enzimas relacionadas

con el estrés oxidativo.

Marcadores Descripcion

Basados en la oxidacion de lipidos

Aldehidos: productos de la oxidacion de lipidos, el mas abundante,

MDA el MDA, resulta de la oxidacion de los acidos grasos AA, EPA y
DHA.
TBARS Medida de la formacion de MDA.

F2-isoprostanos: derivados del AA, el mas representativo es el 8-

8-epiPGF, epiPGF
2.

Hidrocarburos volatiles, productos de la oxidacion del los &cidos
Etano y pentano
grasos n-3 y n-6.

LDL-ox Dafio oxidativo a la molécula transportadora de colesterol.

Basados en la oxidacion de proteinas
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) Resultado de la accion de las especies reactivas sobre las cadenas
Carbonilos .
laterales de los aminoacidos.

3-Nitrotirosina Resultado de la accion de las ERONs sobre las proteinas.

Basados en la oxidacién de ADN

8-0x0-dG Resultado de la oxidacién del acido nucleico, guanina.

5-HM-dU Resultado de la oxidacion del 4cido nucleico, tiamina.

Capacidad antioxidante

TAS Antioxidantes totales presentes en la muestra.
FRAP Antioxidantes que no contienen ligaciones S-H.

Antioxidante especifico, evaluado por medio de pruebas de
ORAC ]
fluorescencia.

ADMA Inhibidor de la accion de la NOS.

Enzimas oxidantes

NADH/NADPH oxidasa
NOS Generan Oy, y pueden conducir a la disfuncién endotelial por
e
reduccion de la biodisponibilidad de NO.

XO

5-HMdU: 5-Hidroximetil-2’-Desoxiuridina, 8-epiPGF,: Prostaglandina F2-Alfa-8 lIsoprostano, 8-oxo-
dG: 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina, AA: Acido Araquidonico (C20:4), ADMA: Dimetilarginina
Asimétrica, DHA: Acido Docosahexaenoico (C22:6), EPA: Acido Eicosapentaenoico (C20:5), ERON’s:
Especies Reactivas de Oxigeno y Nitrégeno, FRAP: Ferric Reducing Ability of Plasma, LDL-ox: LDL
oxidadas, MDA: Malonil-di-aldehido, n-3: Acidos grasos de la serie Omega 3, n-6: Acidos grasos de la
serie Omega 6, NOS: Sintasa de 6xido nitrico, ORAC: Oxygen-Radical AbsorbanceCapacity, S-H:
ligacion hidrégeno sulfuro, TAS: Total Antioxidant Status, TBARS: Thiobarbituric Reactive
AcidSubstances, XO: xantin-oxidasa, eNOS: sintetasa endotelial de NO, Cu: Cobre, Mn: Manganeso,
Se: Selenio, Zn: Zinc.

De entre las ROS destacamos por su importancia en nuestro estudio, el malonil-di-
aldehido (MDA), uno de los cetoaldehidos mas abundantes, resultantes de la

peroxidacién de los &cidos araquidonico, eicosapentaenaoico y docosahexaenoico. El
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exceso de MDA producido como resultado del dafio tisular puede combinarse con
grupos amino libres de las proteinas, generando modificaciones en las mismas,
alterando sus propiedades biologicas y haciéndolas inmunogénicas. En algunos
estudios, los autoanticuerpos generados contra ellas se han asociado con procesos

arterioscleréticos®?

. Ademas, desempefian un papel principal en la modificacion de las
LDL y su metabolizacion por los macréfagos'®. El estrés oxidativo induce la oxidacion
de los &cidos grasos poliinsaturados de las LDL. Esta peroxidacion lipidica produce
compuestos aldehidos como el MDA. Estos, a su vez, son capaces de reaccionar con los
residuos lisina de la apolipoproteina (apo)B y modificarla. La afinidad de las LDL
modificadas por el receptor apo B/E disminuye a mayor modificacion de apo B, de
modo que las LDL oxidadas con alteracion de apo B son captadas por los receptores
scavenger de los macrofagos, los cuales, al cargarse de ésteres de colesterol se

transformaran en células espumosas, iniciando el proceso de la arteriosclerosis™®*.

Actualmente existe evidencia de que las LDL oxidadas estan presentes in vivo en las
placas de ateroma arteriales. Las modificaciones oxidativas de las particulas de LDL
pueden producirse en el espacio subendotelial de la pared arterial, pudiendo pasar
posteriormente una pequefia cantidad de LDL oxidadas a la circulacién'®'%®. Cuando
las LDL “completamente oxidadas” entran en la circulacion en pequefias cantidades
seran rapidamente eliminadas por el sistema reticulo endotelial, principalmente a nivel
hepéatico, o bien seran neutralizadas por autoanticuerpos circulantes frente a LDL
oxidadas'®. Por el contrario, las LDL “minimamente modificadas”, en las que los
cambios oxidativos no han sido suficientes para que sean reconocidas por los receptores
scavenger, son las que encontraremos en la circulacion’®’. Las LDL oxidadas se han
relacionado con enfermedad arterial coronaria, incluso con arteriosclerosis subclinica en
poblacién sana”™ 9199119 Ademéas, la presencia de niveles elevados en plasma y en la
placa de ateroma de LDL oxidadas se ha relacionado con la vulnerabilidad de las
placas'®. Por otro lado, las defensas antioxidantes tienen la funcién de inactivar las
ROS vy/o radicales libres, y como consecuencia, proteger contra los dafios oxidativos.
Estas acciones pueden ser llevadas a cabo por medio de distintos mecanismos:
impidiendo la formacion de los radicales libres y/o especies reactivas (sistema de

prevencion), inhibiendo la accion de éstos (sistema barredor) y favoreciendo la
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reparacion y reconstitucion de las estructuras bioldgicas dafiadas (sistema de

reparacion)™.

Las defensas antioxidantes son clasificadas principalmente en
enzimaticas y no enzimaticas. Los sistemas antioxidantes enzimaticos limitan el
actmulo intra y extracelular de las ROS™?. Estos sistemas incluyen, entre otros: SOD,
que convierte O, en H,O, para prevenir la reaccion de O, con NO, evitando asi la
formacion de peroxinitritos; catalasa, que reduce H,O, a agua directamente; glutation
peroxidasa (GPX) que reduce H,0, a agua, y peroxidos lipidicos a alcoholes lipidicos,
mediante la oxidacion de otros substratos; glutation reductasa, que reduce glutation; y

glutation-s-transferasa (GSS), que detoxifica oxidantes.

El glutation es un tripéptido constituido por tres aminodcidos: glicina, cisteina y acido
glutdmico. Es el principal antioxidante intracelular, para lo cual usa el grupo tiol de la
cisteina como agente reductor. Actla reduciendo ROS como H,0, gracias a la enzima

GPX, la cual cataliza la siguiente reaccion:
H,0, + 2 GSH------- GSSG + 2 H,0.

El glutation reducido (GSH) actta no s6lo como un agente reductor y principal agente
antioxidante intracelular, manteniendo un estrecho control del estado redox, sino que
también es un mediador de multiples reacciones fisioldgicas, como la sefializacion
celular (participando en la regulacion del ciclo celular, proliferacion y apoptosis), el
metabolismo de xenobi6ticos, las reacciones de intercambio de grupos tiol y como
reservorio de cisteina. Estas propiedades bioldgicas han hecho que el papel de GSH se
haya estudiado en mdltiples enfermedades incluyendo el cancer, enfermedades
neurodegenerativas, envejecimiento, isquemia y en enfermedades metabdlicas (diabetes

113

y obesidad)™.

Bioquimicamente, el sistema redox GSH/GSSG disminuye la oxidacion lipidica
mediante la reduccion de hidroperoxidos lipidicos (ROOHS) en alcoholes, suprimiendo
de esta forma su produccién''*. Ademas, una disminucién del cociente GSH/GSSG
puede producir una glutationilacién proteica y una alteracion de este sistema redox que
se asocia con la expresion de genes que conducen a la apoptosis. Estas modificaciones

se han visto relacionadas con el desarrollo de arteriosclerosis®®.
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El glutation se produce intracelularmente en todos los érganos y tipos celulares, siendo
més abundante en higado y pulmon. Las concentraciones plasméticas de GSH son bajas
(~ 0,01mM), debido a su rapido catabolismo. A nivel intracelular, GSH puede existir
como mondémero en su forma reducida o como un dimero disulfuro debido a su
oxidacion (GSSG), el cual constituye en condiciones normales menos del 1% del
contenido intracelular de glutation. Los aumentos de GSSG son contrarrestados
rdpidamente al ser reducido por la glutation reductasa. Sin embargo, en condiciones de
un aumento del estrés oxidativo, se puede alterar la actividad de la glutation reductasa,
produciéndose un aumento en la concentracion de GSSG intracelular, que pasara al
compartimento extracelular mediante receptores especificos™. La sintesis de glutation
de novo estd mediada por las actividades de los enzimas gamma-glutamilcistein
sintetasa (y-GCT) y la glutation sintetasa. El glutation formado se distribuye libremente
en el citosol alcanzando concentraciones de hasta 10 mM, y puede compartimentalizarse
(hasta un 15%) en la mitocondria, reticulo endoplasmico y nucleo, para cumplir sus
procesos biolégicos™®. El glutation también puede sintetizarse por otras vias que
incluyen su catabolismo. El catabolismo del glutation estd mediado por la gamma-
glutamil transpeptidasa (y-GT), que se expresa en la superficie celular. No solo participa
en el catabolismo de GSH sino también de GSSG y GSH-conjugados (tioésteres,
mercaptanos...). La gamma-glutamil transpeptidasa retira la fraccion gamma-glutamil
de GSH y los compuestos de GSH-conjugados y la transfiere a otros aminoacidos y
péptidos, produciendo asi gamma-glutamil-aminoécidos y péptidoscistein-glicina (Cys-
gly). Estos Gltimos son hidrolizados por dipeptidasas y transportados al interior de la

célula por receptores especificos para regenerar el GSH.

Como GSH constituye la principal defensa antioxidante intracelular, su deplecion puede
ser una causa para la generacion de ROS, el cual podria desencadenar una amplia gama
de respuestas celulares adversas.

Por tanto, unos biomarcadores empleados para evaluar el estrés oxidativo en humanos
son el GSH, glutation oxidado (GSSG) y su cociente (GSSG/GSH), que informan del

nivel de estrés oxidativo en la circulacion y a nivel intracelular*" 2,
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Las GPX son una familia de enzimas tetraméricas que requieren moléculas, tales como
el GSH para reducir H,0, y peroxidos lipidicos, a sus correspondientes alcoholes, junto
con la produccion de glutation oxidado. Se han descrito 4 isoformas de GPX: GPX-1
(GPX celular), que es ubiquitaria, y reduce H,O, asi como peroxidos de acidos grasos
libres, pero no perdxidos de lipidos esterificados, ya que éstos son reducidos por GPX-
4, localizada en la membrana. La GPX-1 es la enzima antioxidante clave en la mayoria
de células. La GPX-2 (GPX gastrointestinal) estd localizada en las células del epitelio
gastrointestinal, donde es util para reducir los peréxidos de la dieta; y GPX-3 (GPX
extracelular), que es el unico miembro de la familia de GPX, que se encuentra a nivel
extracelular, y se cree que es el enzima antioxidante extracelular mas importante en los

mamiferos®*®.

En humanos y en modelos animales, la obesidad esta asociada con un aumento en los
marcadores de estrés oxidativo en el tejido adiposo y en la circulacién general®®2%2,
Este aumento de los marcadores de estrés oxidativo en pacientes con obesidad
abdominal es independiente de la presencia de otros factores de riesgo cardiovascular.
El aumento de ROS en el tejido adiposo ha sido asociado con el aumento en la
expresion de NADPH oxidasa y una reduccién en la expresion de enzimas antioxidantes

como SOD y catalasa™.

De entre los factores que pueden aumentar el estrés oxidativo, en los Gltimos afios se ha
prestado especial atencién al inducido por la ingesta, lo que se ha denominado estrés
oxidativo postprandial que ocurre tanto en individuos sanos como en aquellos con
obesidad abdominal y que se produce tras la ingesta de cualquier macronutriente, tanto
de forma aislada como conjuntamente, tras una comida mixta, siendo mucho mayor tras

una ingesta de grasa saturada'?»123124125.126.127.128 p|

aumento del estrés oxidativo que
se produce tras la ingesta se denomina estrés oxidativo postprandial, y provoca una
cascada de reacciones que producen inflamacion, disfuncion endotelial,
hipercoagulabilidad y aumento de la actividad del sistema nervioso simpatico'®. La
severidad del estrés oxidativo postprandial parece estar relacionada con la magnitud de

la respuesta de la glucemia y la hipertrigliceridemia®*®***32_ A su vez, las ROS podrian
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mediar la asociacion entre la hiperglucemia y la hipertrigliceridemia postprandial, con la
IR, diabetes y ECV (figura 5).

Estos efectos estuvieron directamente relacionados con una disminucion de la
sensibilidad a la insulina tras la ingesta, evaluada mediante el estado de fosforilacion de

la via de sefializacion de insulina Akt*?®.

Se cree que la produccion inicial de ROS en el estado postprandial, resulta de la
excesiva acumulacion de sustratos oxidables en la circulacion y en los tejidos
periféricos® . Esto desencadena una cascada de reacciones con aumento de los productos
de estrés oxidativo en la circulacién, induciendo inflamacion, disfuncion endotelial,
hipercoagulabilidad e hiperreactividad simpética; todo ello promueve mayor produccion

de ROS y mas dafio oxidativo™*3*, El

estado postprandial es un periodo fundamental
en el desarrollo de la oxidacion lipidica. Varios estudios apoyan la idea que diferentes
pardmetros de estrés oxidativo aumentan en el periodo postprandial, incluidos, por
ejemplo, ROOHs, MDA, radicales libres, nitrotirosina y thiobarbituric reactive acid
substances (TBARS). A las dos horas de una ingesta se ha encontrado una disminucién
de los sistemas antioxidantes con un aumento de la oxidacion de LDL™.
Adicionalmente, la hipertrigliceridemia postprandial puede conducir a una disfuncién
endotelial asociada con un aumento de la produccion de O, de origen vascular,
resultando en una disminucién de los niveles de NO'**. Las lipoproteinas postprandiales
inducen la generacion de radicales libres en la superficie del endotelio que reaccionan

1
d*®,

con el NO reduciendo su biodisponibilida Estas lipoproteinas postprandiales

también pueden atravesar la barrera endotelial provocando citotoxicidad y dafio

endotelial*®,

Estos datos evidencian la intima relacion existente entre el estrés oxidativo y la LPP.
1.3.2. Estres oxidativo y arteriosclerosis

Los factores de riesgo cardiovascular que predisponen a la arteriosclerosis estan
asociados con el estrés oxidativo (figura 6). Este puede iniciar una amplia gama de
respuestas celulares, como la inactivacion de NO, modificaciones oxidativas del ADN y

proteinas, oxidacion lipidica, aumento de la mitogenicidad y apoptosis en células
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vasculares y la activacion o represion de genes sensibles al estrés oxidativo, tales como
el receptor para las LDL oxidadas, citoquinas proinflamatorias y reguladores del ciclo
celular; ademas las ROS estan implicadas en el proceso de migracion y adhesion de
monocitos/macréfagos, proliferacion de células del tejido liso muscular y fibroblastos y
el remodelamiento de la matriz extracelular, conduciendo al desarrollo de
arteriosclerosis y a la aparicion de ECV'*". Factores de riesgo cardiovascular como la
hipertension, la hipercolesterolemia, la diabetes mellitus y el tabaco, se han relacionado
con el estrés oxidativo y la alteracion en la expresion y actividad de enzimas oxidantes y
antioxidantes. Los efectos anteriormente descritos de ROS vy la alteracion en el NO de
las células vasculares contribuyen al desarrollo y progresion de la arteriosclerosis en

todos los estadios de la enfermedad®®,

Tanto en la pared arterial dafiada como en la placa de ateroma se han encontrado niveles
elevados de ROS. Varios estudios han demostrado una actividad aumentada de NADPH
oxidasa en lesiones arteriosclerdticas en animales y humanos tras una lesion
vascular®***. También se han descrito actividades aumentadas de xantin-oxidasa y
disminucion de SOD en arterias coronarias y en plasma de pacientes con enfermedad
coronaria**". Blankenberg et al encontraron que una concentracién plasmatica baja de
GPX1 constituia un factor de riesgo independiente de enfermedad coronaria, incluso se
ha encontrado una baja actividad GPX en placas de carétidas arteriosclerdticas 24344,
Resultados previos de nuestro grupo han demostrado que en sujetos de alto riesgo
cardiovascular existe en situacion basal un incremento de los niveles de estrés

oxidativo, asi como un descenso de los enzimas antioxidantes®>°6:°7:145:146

Todos estos datos apuntan que la modulacion de enzimas oxidantes y antioxidantes, que
determinan el nivel de estrés oxidativo, juega un papel importante en la patogénesis de
la arteriosclerosis. Por tanto es importante investigar medidas terapéuticas que actien

sobre los mecanismos de estrés oxidativo.

1.3.3. Estrés oxidativo en la obesidad abdominal
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La obesidad abdominal se asocia de forma estrecha con el desarrollo de IR. A
su vez, la presencia de IR se asocia con un incremento de estrés oxidativo tanto en

situacion basal como postprandial*’.

Estudios previos de nuestro grupo, en sujetos con hiperlipemia familiar combinada,
como modelo genético de dislipemia primaria con IR vy alto riesgo cardiovascular, han
mostrado que la presencia de IR se relaciona de forma independiente con la presencia de
un exceso de estrés oxidativo en situacion de ayuno, que podria relacionarse, junto con
otros factores, con el incremento de riesgo cardiovascular que presentan estos pacientes
>>%637 " Tanto en modelos humanos como animales de obesidad se han evidenciado la
existencia de alteraciones en los mecanismos antioxidantes, lo que indica la importancia
del tejido adiposo en la produccién de ROS. De forma que el aumento de las ROS en el
tejido adiposo se ha asociado con un aumento en la expresion de NADPH oxidasa y una
disminucién en la expresién de enzimas antioxidantes como SOD, catalasa y GPX™.
Por tanto, en sujetos con obesidad abdominal existe un mayor grado de estrés oxidativo
que en sujetos normales debido a un desequilibrio entre la produccién y degradacion de

radicales libres, a favor de los primeros™2°*4,

1.4. Lipemia postprandial

Desde hace més de tres décadas se considera la arteriosclerosis como un
fenémeno postprandial'*. La LPP es un factor de riesgo cardiovascular independiente
150 'Mas de la mitad de los episodios cardiovasculares ocurren en individuos con cifras
de colesterol relativamente normales, estando ampliamente aceptado que una reduccién
adicional del riesgo cardiovascular podria conseguirse con la modificacion de otros

factores, tanto lipidicos como no lipidicos®°21%3,

Uno de los factores implicados en el riesgo de desarrollar ECV son las alteraciones en la
LPP, entendida como el acumulo en plasma de particulas lipoproteicas ricas en
triglicéridos, QM, cVLDL, sus remanentes y también de los AGL, hasta

aproximadamente 6-10 horas después de una comida grasa*>***>%¢,

En situacién de ayuno, los triglicéridos se transportan en la circulacion principalmente

en las VLDL, que contienen la apo B100. En el torrente sanguineo, las VLDL se
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convierten en IDL (lipoproteina de densidad intermedia) por la accion de la LPL de las
células endoteliales™. La apo ClI, presente en la superficie de las VLDL (y QM), es un
cofactor necesario para la hidrolisis de los triglicéridos por la LPL. En la circulacion, los
remanentes de VLDL se enriquecen con apo E, el ligando preferente del LDLR (receptor
de LDL) y LRP (LDLR-related protein). En condiciones fisioldgicas, las IDL son
captadas por los LDLR hepaticos; las lipoproteinas son degradadas y el colesterol pasa a
formar parte de las secreciones biliares siendo eliminado del organismo. Otra parte de
estas IDL, se convierten en LDL por la accion de diversas enzimas localizadas en los
sinusoides hepaticos, tales como la lipasa de triglicéridos hepéatica (HTGL). En el
periodo postprandial, VLDL y QM (con apo B100 y apo B48, respectivamente como
proteinas estructurales) contribuiran a la LPP™®, Los QM son lipoproteinas ricas en
triglicéridos que se sintetizan y secretan por los enterocitos para transportar la grasa de
la dieta a los tejidos periféricos. Una vez en el torrente sanguineo, existe también una
transferencia de apo CllI desde las HDL, que actla como cofactor de la LPL, y facilita la
unién de los QM en la superficie endotelial para descargar su contenido de triglicéridos
a los tejidos periféricos. Tras esta hidrélisis parcial, los QM adquieren el tamafio
adecuado para ser captados por los receptores hepaticos dependientes de apo E. Estos

lipidos podran ser almacenados o pasar nuevamente a circulaciéon en forma de VLDL.
1.4.1. Lipemia postprandial, disfuncion endotelial y arteriosclerosis

La LPP se considera un factor de riesgo cardiovascular independiente. Comidas
ricas en grasa producen diversos efectos en las concentraciones postprandiales de
triglicéridos y sus remanentes plasmaticos, variando estos efectos en funcion del tipo de
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grasa consumida’. Actualmente se considera la hipertrigliceridemia, tanto basal como

postprandial, un factor de riesgo independiente de arteriosclerosis y de ECV, tanto en

sujetos sanos como en aquellos con [R*%9160,

El estudio Framingham ya mostro0 una correlacion entre los factores de riesgo

cardiovasculares y los triglicéridos contenidos en las VLDL*®

. Ademas, metaanalisis
posteriores han demostrado la contribucion de los triglicéridos en los procesos
arteriosclerdticos independientemente del colesterol HDL (cHDL) vy otros

parametros®®.
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Estos resultados son relevantes dado que la mayor parte del dia (se ha estimado que
aproximadamente 20 horas) el sujeto lo pasa en situacion postprandial. Por ello, la
determinacion de triglicéridos en ayunas infravalora la carga total de triglicéridos
circulantes a la que un individuo estd expuesto. Existen pruebas de que
aproximadamente el 40% de los casos de arteriosclerosis afectan a sujetos
normolipidémicos en ayunas'®. Por tanto, la LPP podria explicar, en parte, la
heterogeneidad en el riesgo cardiovascular observado en los pacientes con dislipemia
con o sin obesidad abdominal*®*1%.

La implicacion de la LPP en el desarrollo de ECV es conocida desde hace tiempo. Ya
en 1952, Schwartz et al estudiaron el efecto y la duracién de una comida rica en grasa
en pacientes con cardiopatia isquémica y en controles sanos, encontrando un incremento
significativo de la LPP entre 5 y 7 horas después de dicha comida, en el grupo de

sujetos con enfermedad coronaria previa®®.

Resultados similares fueron encontrados por Barrit et al*®’. Posteriormente, a finales de
la década de los 70, Zilversmit define la arteriosclerosis como un fendmeno
postprandial, sugiriendo que la interaccion de las lipoproteinas postprandiales con la
LPL arterial constituye un fenémeno aterogénico’*°. Estudios posteriores, realizados por
distintos grupos, han demostrado que la LPP esta asociada con el desarrollo precoz de
arteriosclerosis, siendo un factor de riesgo cardiovascular encubierto aun en ausencia de
hipertrigliceridemia en ayunas®®*®%!%1%° Boyquist et al demostraron que el grosor
intima-media carotideo se correlacionaba con algunas medidas postprandiales. Estudios
epidemioldgicos han contribuido a verificar esta hipétesis'™. En el Physicians Health
Study, la trigliceridemia a las 3-4 horas tras una comida distinguia mejor entre el
desarrollo de cardiopatia isquémica que la trigliceridemia en ayunas'’*. Recientemente,
dos estudios prospectivos han evidenciado que los valores de triglicéridos
postprandiales se relacionaban de forma independiente con episodios de cardiopatia

isquémica y mortalidad*>'"3,

Diversos estudios han mostrado que la LPP es un mejor predictor de ECV que la
lipemia en ayunas'’*. Los mecanismos por los que la LPP conduce al desarrollo de

arteriosclerosis no son totalmente conocidos, implican necesariamente al estrés
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oxidativo y la inflamacion'®*"®. La relacién entre el estrés oxidativo y el desarrollo de
arteriosclerosis se ha estudiado fundamentalmente en situacion basal, sin embargo
existen pocos datos del estrés oxidativo postprandial. La ingestion de comida crearia un
estado prooxidante que se acompafia de un incremento de los biomarcadores de
inflamacion, moléculas de adhesion celular y disfuncion endotelial, estando todos estos

factores implicados en la génesis de la arteriosclerosis (figura 7)89133477.178.179

En situacion postprandial se produce un aumento del estrés oxidativo con un incremento
del desarrollo de la oxidacion lipidica lo que conduce a un aumento de diferentes
marcadores, como son: LDL oxidadas, ROOHs, MDA, y TBARS®#181%° Ademas, las
lipoproteinas postprandiales, particularmente QM y VLDL, inducen la generacion de
radicales de oxigeno en la superficie endotelial que reaccionan con el NO, reduciendo

1
d80

su biodisponibilidad™". Ademas, estas lipoproteinas postprandiales pueden penetrar y

atravesar el endotelio causando citotoxicidad y dafio celular*>®*5:.

Por otro lado, existe una clara relacion entre los triglicéridos y los AGL con los
principales parametros de estrés oxidativo. Tinahones et al demostraron que en sujetos
obesos con IR, el aumento de triglicéridos tras una comida rica en grasa provoca un
aumento de los marcadores de estrés oxidativo, que a su vez, se relacionaba con el
grado de IR, Este efecto puede ser debido a la liberacién de aniones superéxido y al
aumento en la concentracion de peréxidos lipidicos™®". Esto tiene especial relevancia
ya que la elevacion plasmatica de triglicéridos se asemeja al estado postprandial
existente durante la mayor parte del dia, con lo que podria contribuir a aumentar las
enfermedades asociadas a la obesidad como la arteriosclerosis, diabetes mellitus o
hipertension arterial. De hecho, existe suficiente evidencia que relaciona el estado

postprandial con la arteriosclerosis'®.

En nuestro grupo, hemos estudiado el efecto de la IR en la LPP, tanto en sujetos con
hiperlipemia familiar combinada, como en sujetos con obesidad, mediante la
determinacion de trigliceridemia capilar, y hemos observado que existen diferencias
significativas respecto a los controles’>”®. En situacion postprandial, la produccién de
AGL procedente de las lipoproteinas ricas en triglicéridos (LRT) depende de la

actividad de la LPL en los capilares de tejido adiposo®®. Los AGL generados pueden
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ser reesterificados en el tejido adiposo para convertirse en triglicéridos de reserva o
entrar en la circulacién general™®. Este paso critico en el metabolismo postprandial es
poco conocido y depende basicamente del efecto de la insulina y de la proteina
estimuladora de la acilacion (ASP)**!# Ambas facilitan la entrada de AGL, su
esterificacion y almacenamiento en forma de triglicéridos en el tejido adiposo. En
situaciones de IR (como es el caso de los pacientes con obesidad abdominal), se
produce una alteracion del metabolismo postprandial de las lipoproteinas con un defecto
evidente de ASP, de modo que circula una cantidad inadecuada de AGL lo cual induce
una reduccion de la sensibilidad a la insulina y acentta la LPP, produciéndose de esta

forma un circulo vicioso*®.

En la figura 8 se muestra la respuesta a nivel de estrés oxidativo determinado mediante
la actividad de diferentes enzimas antioxidantes tras la administracion de diversos tipos

de grasas en un modelo de IR como es el sindrome metabolico.

1.4.2. Posibles tratamientos de la LPP

Existen factores ambientales y genéticos que modifican la LPP, entre los que se
encuentran el grado de actividad fisica, el consumo de alcohol y tabaco, el estado
hormonal de la mujer y el tipo de alimentacién habitual™®. Este altimo es especialmente
relevante por ser modificable. Estudios epidemioldgicos han confirmado que el patron
de alimentacion influye en el riesgo cardiovascular. Dietas ricas en grasa saturada se
han asociado a un perfil de riesgo cardiovascular adverso, con mayores niveles de
colesterol, glucemia y presion arterial, frente a poblaciones con ingestas ricas en acidos

186 Ademas,

grasos monoinsaturados (MUFA) y acidos grasos poliinsaturados (PUFA)
la dieta mediterranea, rica en aceite de oliva, ha demostrado reducir los marcadores de
estrés oxidativo y el riesgo cardiovascular independientemente de los factores de riesgo

Clési008187,188,189,190

. Este efecto beneficioso puede ser producido, en parte, por la
modificacion sobre la LPP que muestran las dietas ricas en MUFA'. Recientemente, el
estudio PREDIMED demostré que el seguimiento de una dieta mediterranea, rica en
aceite de oliva o en nueces, disminuia los niveles de LDL oxidadas y MDA frente a una

192,193

dieta con bajo contenido en grasa Ademas, en sujetos con alto riesgo

cardiovascular, el consumo de frutas, cereales, aceite de oliva y nueces se ha asociado a
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una disminucion de los niveles de marcadores inflamatorios séricos relacionados con la
disfuncion endotelial, tales como la proteina C reactiva, I1L-6, ICAM y VCAM™*, El
beneficio de estos alimentos ricos en MUFA y PUFA podria estar mediado por una
variedad de mecanismos que incluyen una mayor proteccion antioxidante y una

regulacion de los procesos inflamatorios y trombogénicos*®.

Pérez-Martinez et al mostraron el efecto beneficioso de una dieta mediterranea, sobre
los niveles de estrés oxidativo, mediante la comparacion de cuatro tipos de dietas: una
dieta rica en MUFA, otra rica en saturados, otra baja en grasas/rica en carbohidratos y
otra baja en grasas/rica en carbohidratos pero con un 16% de &cidos grasos
poliinsaturados w-3'?". La dieta rica en MUFA produjo un aumento postprandial de los
niveles de GSH y GSH/GSSG comparado con los otros tipos de dieta'?’*®’. Estos datos
apoyan la hipétesis que los MUFA pueden producir un aumento de GSH y GSH/GSSG
junto con la reduccion de GSSG mediante la estimulacion de la actividad de glutation
reductasa. Los niveles de GSH pueden regenerar compuestos antioxidantes muy
importantes para el organismo como el acido ascorbico y la vitamina E, entre otros.
Esta situacion puede explicar que el mayor efecto antioxidante de los MUFA sobre el
estrés oxidativo esté caracterizado por una reducciéon en los niveles de peroxidos
lipidicos, proteinas carboniladas y niveles de peroxido de hidrégeno. Pérez-Martinez et
al mostraron a través de los resultados de su estudio que un posible mecanismo para
explicar el aumento en plasma del cociente GSH/GSSG observado después de la toma
de MUFA podria deberse a la disminucion de la concentracion de GSSG y un aumento
de los niveles de GSH''. Inicialmente GSH es oxidado a GSSG por la enzima GPX, en
este proceso GSH neutraliza peroxidos. GSSG revierte a GSH por la via de la glutation
reductasa con la oxidacion concomitante de NADPH. Diversos nutrientes y biofactores
de los alimentos incluidos en la dieta mediterranea pueden proveer NADPH y regular de
forma positiva la actividad de la glutation reductasa, la cual puede conducir a una
disminucion de GSSG aumentando el cociente GSH/GSSG. Las dietas ricas en PUFA
suprimen la transcripcién de genes que codifican para enzimas lipogénicas (acido graso
sintasa, acetil-CoA carboxilasa y esteril-CoA desaturasa) en el tejido adiposo y el

196,197,198

higado
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Por tanto, existe cada vez mas evidencia acerca del papel de los MUFA en la reduccién
del riesgo de desarrollar ECV, diabetes mellitus, obesidad abdominal, hipertension

199200 Esto es

arterial, sindrome metabdlico y enfermedades neurodegenerativas
consecuencia tanto de la mejoria de los factores de riesgo cardiovascular como del perfil
lipidico, el nivel de inflamacion, la presion arterial, la LPP, la disfuncion endotelial, el

estrés oxidativo y el perfil antitrombdtico.

Estudios previos de nuestro grupo han mostrado que las mujeres sanas normolipémicas
no diabéticas presentaban una menor LPP que los hombres, probablemente por el efecto
de los estrogenos sobre el metabolismo lipidico. También se vio que la obesidad ejercia
un efecto negativo sobre la LPP, tanto en sujetos sanos como en sujetos con
hiperlipemia familiar combinada’. Por tanto, tiene un amplio interés estudiar la
fisiopatologia de la LPP, y su relacion con el estrés oxidativo y la IR, asi como la forma

de modificarlos para reducir el desarrollo de ECV.
1.5. Obesidad abdominal, estrés oxidativo y lipemia postprandial

Se ha demostrado que en los estados de IR, como son la obesidad abdominal, el
sindrome metabolico y la diabetes tipo 2, existe una alteracion de la LPP debido a un
inadecuado aclaramiento postprandial de las particulas ricas en triglicéridos, y que la
LPP se asocia con el desarrollo de arteriosclerosis precoz®”*®%1%2 sin embargo, ha sido
poco estudiado qué ocurre con otros factores a nivel postprandial. En este sentido, un

factor emergente es el nivel de estrés oxidativo.

El estrés oxidativo y numerosos productos a los que da lugar se han relacionado con la
ECV vy el inicio y desarrollo de arteriosclerosis. Asi, diferentes modelos animales de
estrés oxidativo apoyan la idea de que los productos de estrés oxidativo tienen un efecto
causal en la arteriosclerosis®. Cuando existe un exceso de produccion de moléculas
relacionadas con el estrés oxidativo, se origina a nivel celular, una serie de respuestas
mediadas por diferentes factores y moléculas que suponen la activacion o represion de
numerosos genes“. De interés para nuestro estudio es el sistema glutation (glutation-s-
transferasa, glutation reductasa y GPX). Estos sistemas regulan el grado de estres
oxidativo compensando la produccion de radicales libres y de O,. Se consideran
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sistemas antioxidantes. Por otro lado, estudiaremos un sistema de estres oxidativo como
es GSSG/GSH.

Ademas, recientemente en modelos animales y humanos, la inflamacion crénica y el
grado de estrés oxidativo se han relacionado con la obesidad y el desarrollo de IR*®?%,
Asimismo, la IR se ha relacionado con la alteracion del estado postprandial que activa el
estrés oxidativo y da lugar a disfuncion endotelial, habiéndose demostrado un exceso de
marcadores de estrés oxidativo en situacion postprandial en estados de IR como son la
obesidad abdominal, el sindrome metabélico y la diabetes tipo 2128:16:202:203.204

Como ya se ha comentado, ademas de las alteraciones lipidicas, en el estado
postprandial se ha demostrado que los productos de oxidacion estdn aumentados en
comparacién con los controles, tras una sobrecarga oral grasa (SOG) con acidos grasos
saturados, atribuyendo a este exceso de oxidacion, un posible papel en cuanto al
desarrollo de arteriosclerosis y ECV®*?®. Ademas, se ha estudiado el efecto de
diferentes farmacos sobre la LPP, con el objetivo de reducir dichas alteraciones
postprandiales, y asi reducir la posibilidad de desarrollo de ECV. Diversos estudios han
evaluado el efecto de diferentes farmacos y modificaciones dietéticas sobre los
parametros de oxidacion en estado postprandial, mostrando algunos de ellos un
descenso de los productos de oxidacion, si bien los resultados no son homogéneos, por
lo que tiene importancia evaluar el efecto de los acidos grasos insaturados sobre el
estrés oxidativo postprandial, ya que se ha observado que en los estados de IR existe
una alteracion de la LPP y de los fendmenos de estrés oxidativo®™ .

Datos de nuestro grupo muestran una alteracién de los niveles de estrés oxidativo
relacionados de forma independiente con la IR en pacientes con hiperlipemia familiar
combinada, como modelo humano de dislipemia primaria con IR y arteriosclerosis

preCO255,56,57

En otro modelo de arteriosclerosis como es la hipercolesterolemia familiar, hemos
observado que en estado basal, los parametros de oxidacion estan incrementados
respecto a los sujetos control**>*°. Ademés, en estos mismos sujetos hemos observado
en estado basal que los niveles de expresion de diferentes genes implicados en el
desarrollo de estrés oxidativo estan aumentados, de forma que podria ser un buen

indicador de la situacion del sistema circulatorio, principalmente de las células
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circulantes, respecto de la situacion de estrés que soporta y la respuesta que este
origina®. Por otro lado, cuando sometemos a un grupo de sujetos con
hipercolesterolemia familiar a una SOG estandarizada con &cidos grasos insaturados,
especialmente MUFA, observamos que los niveles de oxidacion se modifican de forma
saludable, aumentando los pardmetros antioxidantes, y reduciéndose los marcadores de
oxidacion®® . Estos datos son los que nos han hecho plantearnos el presente proyecto,
debido a que en nuestra poblacién existe una elevada prevalencia de sujetos con
obesidad abdominal, en los que existe un mayor riesgo de desarrollo de arteriosclerosis.
Dichos sujetos presentan de forma basal un incremento de los parametros de estrés
oxidativo, empeorando dicha situacion en estado postprandial, lo que podria explicar
parte de la variabilidad en la incidencia y prevalencia de la ECV. Teniendo en cuenta
que la mayor parte del tiempo diurno se podria considerar un estado postprandial debido
a las sucesivas ingestas de alimentos durante el dia, tiene enorme interés el estudiar la
relacion de la IR en un modelo humano muy prevalente como es la obesidad abdominal,
con el grado de estrés oxidativo, en estado basal, y la posible modificacion de dichos
parametros de forma saludable en estado postprandial, tras la ingesta de una SOG
estandarizada con acidos grasos insaturados. Esto abre las puertas a una nueva estrategia
terapéutica respecto a las recomendaciones dietéticas, donde tradicionalmente se ha
recomendado reducir la ingesta de grasas de forma global. Sin embargo, si la SOG con
grasa preferentemente MUFA mejora estos fendmenos a nivel postprandial, tendria
importantes implicaciones en la practica clinica, ya que los factores de oxidacién son
marcadores anteriores al proceso final de la arteriosclerosis. Por tanto, las
recomendaciones serian mantener las proporciones de grasa insaturada en la dieta de
estos pacientes, incluso en las dietas hipocaldricas. Ademas, todavia no se ha estudiado
si esta modificacion de parametros de oxidacion, es debida a la activacion o represion
de numerosos genes de diferente forma en distintos tipos celulares y tejidos, y si esta
mediada por cambios a nivel genético. Por tanto, en un grupo de sujetos con elevado
riesgo cardiovascular, ademas de muy prevalente, como son los pacientes con obesidad
abdominal, el estudio de la LPP podria aportar datos importantes que ayudarian a
conocer mejor la variabilidad en el riesgo de desarrollar ECV que presentan estos

individuos.

38



1.6. Figuras

Figura 1. Esquema que resume las cuatro teorias que relacionan la obesidad abdominal
con la insulinoresistencia. Tomado de: Hardy OT, Czech MP, Corvera S. What causes the
insulinresistance underlying obesity?Curr Opin Endocrinol Diabetes Obes. 2012 Apr;19(2):81—
7.
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Figura 2. Vias de activacion tras la union de la insulina a su receptor. Tomado de:Pansuria
M, Xi H, Li L, Yang X-F, Wang H. Insulinresistance, metabolic stress, and atherosclerosis.
Front BiosciSch Ed. 2012;4:916-31.

® nsulin
o0
Insulin

Adiponedin
receptor a P " Glucose

L. exefcise oo

PI3K/Akt o

e T Ly
—>p85 (@@

(Rs) 9 | l

D ‘_~~~p11

ol

o)

K
v v
— GLUT4 TSC/12

Anti lipolysis €— (Akt/PKB —> translocation ‘\\
Y

ErkiiD e l S s

* Glycogen synthesis Protein synthesis *
1l i i i- i Anti-apoptosis
CLe proliferation/anti apopt&vs \ pop
Mitogenic signal Metabolic signal

39



IRS: insulin receptorsubstrate, PIP2: phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, PIP3: phosphatidylinositol
3,4,5-trisphosphate, PDK1: phosphoinositide-dependent kinase-1, PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase,
PKB: protein kinase B, eNOS: endothelial nitric oxide synthase, AS160: Akt substrate of 160 kDa, HSL.:
hormone sensitive lipase, S6K: ribosomal protein S6 kinase, NO: nitric oxide, GLUT4: glucose
transporter 4, AMP: adenosine monophosphate, ATP:adenosine triphosphate, AMPK: 5’-adenosine
monophosphate-activated protein kinase, TSC1/2: tuberous sclerosis protein 1 and 2-tumor suppressor,
Shc: sh2 domain-containing alpha-2 collagen-related protein, Grb2: growth factor receptor-bound protein
2, Sos: son of sevenless, MAPK: mitogen-activated protein kinase, MEK: mitogen-activated protein
kinasekinase, Erk1/2: extracelular signal-regulated kinasel1/2.

Figura 3. Consecuencias de la alteracion de la via PI3K/Akt (phosphatidylinositol 3-
kinase; Akt: v-aktmurinethymoma viral oncogen PKB: proteinkinase B) que se produce
en el estado de insulinoresistencia y disfuncién vascular. Tomado de: Pansuria M, Xi H, Li
L, Yang X-F, Wang H. Insulinresistance, metabolic stress, and atherosclerosis. Front BiosciSch
Ed. 2012;4:916-31.
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IR: insulin resistance, IRS: insulin receptor substrate, PI3K:phosphatidylinositol 3-kinase, eNOS:
endothelial nitric oxide synthase, NO: nitric oxide, MAPK: mitogen-activated protein kinase, Erk1/2:
extracellular signal-regulated kinasel/2, ET-1: endothelin-1, FFA: free fatty acid, ROS: reactive oxygen
species, RNS: reactive nitrogen species, TNF-alpha: tumor necrosis factor-alpha, IKKbeta: inhibitor of
nuclear factor kappa B kinase beta subunit, Ser/Thr: Serine/Threonine, VSMCs: vascular smooth muscle
cells, AMPK: 5"adenosine monophosphate-activated protein kinase.
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Figura 4. Relacién entre estrés oxidativo en pacientes con obesidad abdominal y el
desarrollo de insulinoresistencia, diabetes y arteriosclerosis. Tomado de: Furukawa S, Fujita
T, Shimabukuro M, Iwaki M, Yamada Y, Nakajima Y, et al. Increased oxidative stress in obesity
and its impact on metabolic syndrome. J Clin Invest. 2004 Dec;114(12):1752-61.
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Figura 5. Esquema que expone la relacién entre hiperglucemia e hipertrigliceridemia con
la aparicién de diabetes tipo 2 y enfermedad cardiovascular mediada por el estrés
oxidativo. Tomado de: Sies H, Stahl W, Sevanian A. Nutritional, dietary and postprandial

oxidative stress. J Nutr. 2005 May;135(5):969-72.
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Figura 6. Fisiopatologia del estrés oxidativo y relevancia en la enfermedad cardiovascular.
Tomado de: Wassman S, Wassman K, Nickenig G. Modulation of oxidant and antioxidant
enzyme expression and function in vascular cells.Hypertension. 2004 Oct;44(4):381-6.
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Figura 7. Mecanismos que relacionan una ingesta rica en grasa con el desarrollo de
arterioesclerosis y enfermedad cardiovascular. Tomado de: Fisher-Wellman K, Bloomer RJ.
Macronutrient specific postprandial oxidative stress: relevance to the development of insulin
resistance. Curr Diabetes Rev. 2009 Nov;5(4):228-38.
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AP-1: factor de transcripcién AP-1; FFA: acidos grasos libres; CVD: enfermedad cardiovascular; Egr-1:
factor de transcripcion de respuesta temprana de crecimiento-1; ETC: cadena transportadora de
electornes; GSH/GSSG: ratio glutation reducido/glutation oxidado; H,O,: perdxido de hidrdgeno; NF-«f:
factor de transcripcion nuclear xp; NO: o6xido nitrico; ONOQ'": peroxinitritos; O,: anion superdxido;
RONS: especies reactivas de oxigeno y nitrégeno; SOD: superoxidodismutasa; TAG: triglicéridos
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Figura 8. Respuesta a nivel de estrés oxidativo determinado mediante la actividad
dediferentes enzimas antioxidantes tras la administracién de diversos tipos de grasas en
un modelo de insulinoresistencia como es el sindrome metabdlico. Tomado de: Pefia-
Orihuela P, Camargo A, Rangel-Zufiiga OA, Pérez-Martinez P, Cruz-Teno C, Delgado-Lista J,
et al. Antioxidant system response is modified by dietary fat in adipose tissue of metabolic
syndrome patients. J NutrBiochem. 2013 Oct;24(10):1717-23.

HSFA diet memsp Active NADPH oxidase - l CAT >
| |

-1 > HO0, > H0+0,

A
L]
: ) 1%; lem
HSFA DIET | | ﬁ
HMUFA DIET 2GSH GSSG + 2H O
LFHCC DIET 1 (¢ WFERLE " u
LFHCC-3 DIET| GSR
5001 || soD2 CAT GPx. TN TrxR h
Keap NADP*  NADPH
Cytosol r’_\

TXN ox.l TrxB | TXN red.

T/

HSFA: dieta rica en &cidos grasos saturados, HMUFA: dieta rica en acidos grasos monoinsaturados,
LFHCC: dieta rica en hidratos de carbono y baja en grasas, LFHCC n-3: dieta rica en hidratos de carbono,
baja en grasas, suplementada con n-3, SOD:superoxido dismutasa, CAT:catalasa, GPx:
glutationperoxidasa, GSSG:glutation oxidado, GSH:glutation reducido, GSR:glutation reductasa,
GPx:glutation peroxidasa, TXN:tiorredoxina, TrXR:tiorredoxina reductasa, ROS:especies reactivas de

oxigeno, NFE2L2: nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2, KEAP1:kelch-like, ECH-associated
protein 1.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de morbi-mortalidad en
el mundo desarrollado, suponiendo en Espafia aproximadamente el 40% de la
mortalidad en la edad adulta, y constituyen un importante gasto socio-sanitario. Su base
patogénica es la arteriosclerosis. El riesgo de desarrollar arteriosclerosis y sus
consecuencias, en forma de ECV, no es uniforme en toda la poblacién y depende de
numerosos factores. La obesidad abdominal, caracterizada por un aumento de los
depdsitos de grasa en el tejido adiposo intraabdominal, es un importante factor de riesgo
cardiovascular, tanto directamente, como por su asociacion con otros factores de

riesgo’.

Sin embargo, el dafio organico y el inicio y desarrollo de la ECV es heterogéneo en este
grupo de pacientes, lo que indica que necesariamente deben existir otros factores de
riesgo que justifiquen esta variabilidad, y que no queda totalmente explicado por los
factores de riesgo asociados. En este sentido, un factor no completamente conocido es la
LPP, entendiendo como tal la acumulacion de particulas lipoproteicas ricas en
triglicéridos (QM, VLDL y sus remanentes) en plasma aproximadamente 6-10 horas
después de una comida grasa. Los remanentes de QM son particularmente aterogénicos
debido a que inducen disfuncion endotelial y liberacion de colesterol al espacio
subendotelial. Se ha demostrado que los remanentes de QM procedentes de la dieta
gracias a su reducido tamarfio atraviesan el endotelio vascular, donde son fagocitados
por los macrdfagos. De esta forma contribuyen al inicio del proceso de arteriosclerosis
con formacion de estrias grasas en la intima del vaso. Los conocimientos actuales sobre
la LPP en la obesidad abdominal son todavia incompletos, lo que justifica llevar a cabo
nuevos estudios. De hecho, la LPP podria explicar la heterogeneidad en el riesgo
cardiovascular observado entre los pacientes con obesidad abdominal y puede ser un
factor de riesgo cardiovascular encubierto y precoz, aun en ausencia de

hipertrigliceridemia en ayunas.

Pensamos que la obesidad abdominal con IR vy alteracion de la LPP es un importante
factor de riesgo cardiovascular. La obesidad abdominal, tras la SOG, es un inductor de

estrés oxidativo, relacionado con la arteriosclerosis. Dicha situacion podria constituir un
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factor de riesgo cardiovascular encubierto y podria explicar en parte la variabilidad en la
incidencia y prevalencia de enfermedades cardiovasculares de estos pacientes. Por tanto,
una reduccion del estrés oxidativo podria reducir la incidencia y prevalencia de la ECV.

En este sentido, nuestra hipotesis de trabajo es:

Los sujetos con obesidad abdominal tienen, en situacion postprandial, una lipemia
alterada y un aumento de los marcadores de estrés oxidativo, con la consiguiente
elevacion del riesgo cardiovascular. La sobrecarga oral con grasa insaturada provocara
modificaciones beneficiosas, tanto en los marcadores de estrés oxidativo como de IR, y

por tanto podria contribuir a reducir el riesgo cardiovascular.
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3. OBJETIVOS
3.1. Generales

Conocer el nivel de estrés oxidativo y el grado de IR en fase de ayuno, y sus
modificaciones tras SOG con &cidos grasos insaturados en sujetos control y sujetos con
obesidad abdominal.

3.2. Especificos

3.2.1. Estudiar el nivel de estrés oxidativo mediante la determinacion en plasma de los
niveles de GSH, GSSG, GSSG/GSH y MDA, en estado basal y tras SOG con acidos

grasos insaturados.

3.2.2. Estudiar el grado de IR en ayunas, y su modificacion tras una SOG con &cidos
grasos insaturados en sujetos con obesidad abdominal y en controles sanos mediante la

determinacion de glucemia, insulinemia y HOMA.
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4. SUJETOS Y METODOS
4.1. Sujetos

Se estudiaron sujetos con obesidad abdominal procedentes de las Consultas
Externas del Servicio de Endocrinologia y Nutricion de nuestro hospital por el método
oportunistico. Los controles procedian de investigadores, trabajadores del centro y

estudiantes en practicas de nuestro servicio, apareando los sujetos por edad y sexo.
« Criterios diagnosticos de obesidad abdominal:

- Perimetro de cintura >102 cm en el varén y >88 cm en la mujer.
« Criterios de sujetos control:

- Perimetro de cintura inferior a 102 cm en el varon y 88 cm en al mujer.

- CT <200 mg/dl, triglicéridos <150 mg/dl y apo B <100 mg/dl.

- Ausencia de antecedentes personales o familiares de dislipemia, cardiopatia
isquémica precoz, hipertension arterial ni diabetes (glucemia en ayuno <126 mg/dl) o
alteracion de la glucemia en ayunas (glucemia en ayuno <100 mg/dl).

« Criterios de inclusion en el estudio:
- Edad: 18-65 afos.
- Ambos sexos.
- Criterios de control sano.
- Criterios diagnosticos de obesidad abdominal.
- Genotipo E3/E3 de apo E.
« Criterios de exclusion:

- Variaciones ponderales >10% del peso corporal total en los ultimos tres meses.
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- Medicacién que interfiera con los parametros estudiados (farmacos
hipolipemiantes, antihipertensivos, antidiabéticos orales, AINES y suplementos

nutricionales) y no pueda ser retirada 6 semanas antes del estudio.

- Cualquier proceso de tipo infeccioso, inflamatorio o alérgico que acontezca en

el momento del estudio o durante las 6 semanas previas.

- Seguimiento de dietas hipocaldricas para la reduccion de peso en el momento

del estudio o en las 6 semanas previas.
- Obesidad grave (IMC >35 kg/m2).
- Ingesta de alcohol >30 g/dia.

-Fumador activo, independientemente del numero de cigarrillos/dia, o

exfumador desde hace menos de 6 meses.
- Diabetes mellitus.
- HTA.
- Embarazo-lactancia (hasta los tres meses posteriores).
- Enfermedad neoplasica.
- Antecedentes personales de ECV.
- GOT y/o GPT y/o GGT x 2 veces la normalidad.
- Insuficiencia hepética o cirrosis hepética.
- TSH >10 mU/ml.
- Creatinina >1,5 mg/dl.
4.2. Métodos

Los sujetos fueron seleccionados mediante el método oportunistico en las
Consultas Externas del Servicio de Endocrinologia y Nutricion de nuestro hospital. Tras

comprobar que cumplian todos los criterios de inclusion y ninguno de exclusion y
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firmar el consentimiento informado se determinaron los siguientes parametros en
situacion basal.

4.2.1. Parametros clinicos

-Registro del habito tabaquico con recogida de n° de cigarrillos/dia. En caso de
ser exfumador se registré el n° de cigarrillos/dia fumados, el n° de afios en que se

mantuvo el habito y el afio en que se abandond el consumo.
- Consumo de alcohol con registro de gramos/dia.
- Ejercicio fisico reflejando los minutos/semana realizados.

- Farmacos de uso habitual u ocasional que coincidieron con el periodo del
estudio.

- Procesos de tipo inflamatorio, infeccioso o alérgico padecidos.
- Problemas cardiovasculares presentados hasta la fecha de inclusion.

- Determinacion de la presion arterial con esfigmomandmetro de mercurio tras
10 minutos de reposo en decubito supino, utilizando el valor medio de 3 mediciones

separadas 5 minutos.
4.2.2. Parametros antropométricos
- Peso en kilogramos (kg).
- Talla en metros (m).
- indice de masa corporal (IMC) en kg/m?.

- Perimetro de la cintura determinada en el punto medio entre el borde costal

inferior y la cresta iliaca, expresada en centimetros (cm).
4.2.3. Parametros biogquimicos
- Hemograma y bioquimica estandar.
- CT y triglicéridos por método colorimétrico en situacion de 12 horas de ayuno.

49



- cHDL tras precipitacion con polianiones.

- cLDLmediante la formula de Friedewald (CT — (cHDL+cVLDL)).

- Apoproteinas B y Al por inmunoturbimetria.

- Glucemia por método de glucosa oxidasa.

- Insulinemia por ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).
- Caélculo del indice HOMA (insulina(mU/ml) x [glucosa(mmol/l)/22,5]).

- Medicién de GSH, GSSG, mediante cromatografia de alta presion (HPLC) y

deteccion UV.

- MDA por HPLC.
4.3. Disefio
4.3.1. Estudio transversal

Una vez explicado el estudio, sus objetivos y habiendo firmado el sujeto su
consentimiento, se determinaron los parametros clinico-biolégicos comentados sin la

toma de medicacion 6 semanas antes del inicio del estudio.
El tamafio muestral fue de 20 controles y 20 sujetos con obesidad abdominal.
4.3.2. Estudio de intervencion con SOG

A los individuos participantes en el estudio se les explico el estudio de
intervencion dietética (semana -6). Una vez que aceptaron participar en el estudio se
retird la medicacion (periodo de lavado de 6 semanas). Posteriormente volvieron a la
Unidad Metabdlica para la recogida de los datos clinicos y bioldgicos comentados
basales (0).

1.Periodo de lavado S(-6) a S(-1).

A los pacientes que cumplian los criterios de inclusion y ninguno de exclusion, tras

aceptar participar en el estudio y firmar el consentimiento informado se les realizd una
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anamnesis y exploracion fisica completas e interrumpieron durante seis semanas el
tratamiento médico seguido hasta entonces, en caso de que lo llevaran. Durante esas 6
semanas consumieron una dieta hipocolesterolemiante estandarizada tipo NCEP-II. El
consumo de calorias totales fue similar al que realizaron antes de entrar en el estudio
(dieta isocaldrica). Los sujetos fueron instruidos para realizar ejercicio fisico y mantener
un estilo de vida similar durante el estudio. Se realizaron 2 anélisis, uno en el momento
de la inclusion en el estudio, y otro tras la retirada del tratamiento (en los sujetos con

obesidad abdominal, en el caso de que se encontraran en tratamiento).
2.Intervencion S(0).

En S(0) tras 12 horas de ayuno se determinaron los pardmetros clinicos y bioldgicos
basales. A continuacién, los pacientes se sometieron a a una SOG estandarizada con
acidos grasos insaturados (80%), especialmente monoinsaturados (60% del total), y se
determinaron las variables bioldgicas de interés (lipidos y pardmetros de IR y estrés
oxidativo) a las 0, 2, 4, 6 y 8 horas después de la SOG. La SOG se realizé con Supracal
(modulo nutricional lipidico comercializado) a razén de 50 g/m2 de superficie corporal
(Tabla 2)

Parametros a determinar durante el estudio

Semana -6 -1 0

Clinicos X X X

Hemograma X X

Quimica X X X

Lipidos X X

Genotipo de apo E X

Sobrecarga (horas) Oh 2h 4h 6h 8h
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Recuento y formula X X X X X
Lipidos cuantitativo y cualitativo X X X X X
Glucosa, insulina X X X X X

Estrés oxidativo X X X X X

Tabla 2. Composicién Supracal® sabor neutro.

Supracal®: SHS international Ltd.

Modulo nutricional lipidico de triglicéridos de cadena larga (LCT) en forma de emulsién 50%.

Composicién: por 100 ml (fuente: aceites vegetales)
-Kcal: 450
-Lipidos g: 50: saturados g: 9,6; monoinsaturados g: 28,2; poliinsaturados g: 10
-% LCT: 100%
-relacion w6: 3 >20:1
-Na g: <10
Perfil de acidos grasos: g por 100g de &cidos grasos
-Laurico (Cyy) <1
-Miristico (Cys) <1
-Palmitico (Cyg) 10
-Estearico (Cqg) 3
-Oleico (Cyg1) 58
-Linoleico (Cig2) 20
-a-linoleico (Cyg3) <1
-Araquidoénico (Cy) 1
-Eicosaenoico (Cyp1) 1
-Behénico (Cy,) 3

-Lignocérico (Cps) 1
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4.4. Analisis estadistico

La poblacion a estudio se selecciond de pacientes asistidos en el Servicio de
Endocrinologia y Nutricion de nuestro centro. EI tamafio muestral para el estudio se
calcul6 teniendo en cuenta un error alfa estandar del 5%, un error beta del 20%, y para
detectar diferencias clinicamente relevantes entre proporciones superiores al 20% y
modificaciones de las variables criticas de estrés oxidativo superiores al 20% entre
controles y sujetos con criterios diagnosticos de obesidad abdominal. Para ello se estimo
un minimo de 10 sujetos control y 10 sujetos con obesidad abdominal apareados por
edad, sexo, IMC y perimetro de cintura. Esto es debido a que la situacion postprandial

deberia duplicar las diferencias estimadas en situacion de ayuno (alrededor del 20%).

El estudio estadistico se realiz6 con el programa informatizado Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) software (version 15, SPSS, Chicago, IL, USA). Debido al
tamafio de la muestra, se utilizaron tests no paramétricos (U de Mann-Whitney para
comparar dos variables independientes, y el test de Wilcoxon para variables apareadas).
Para determinar el grado de relacion entre dos variables cuantitativas, utilizamos el
coeficiente de correlacidon de Spearman. Ademas, el area bajo la curva (AUC) se calculd

mediante el programa StatsGraphic.
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5. RESULTADOS

1. Comparacion de los parametros analizados en ayunas en el grupo completo:
controles frente a sujetos con obesidad abdominal

En las tablas y figuras que se exponen a continuacion comparamos las
caracteristicas generales, antropométricas y bioquimicas, asi como parametros de IR y

oxidacion del grupo de controles frente al de obesidad abdominal.

1.1. Caracteristicas generales
En la tabla 1 se muestran las caracteristicas generales del grupo completo. Se

observan diferencias estadisticamente significativas en el peso, IMC, perimetro de

cintura y tension arterial diastolica.

Tabla 1. Caracteristicas generales del grupo completo.

Controles Obesidad
(n=20) abdominal
(n=20)

Edad (afios) 38,9+10,1 41,0+12,0
Sexo Hombre/Mujer (n) 11/9 7/13
Peso (kg) 705+111 | 899+155
Talla (cm) 1699+ 7.4 166,0 + 8,7
IMC (kg/m?) 244 +29 325+41"
Cintura (cm) 86,7+89 |1058+112"
Tension arterial sistolica (mmHg) 117,0£13,3 | 121,3+14)9
Tension arterial diastolica (mmHg) | 70,5+9,3 81,0+ 10,8

Los datos se expresan como media (desviacion estandar)

*p<0,05; **p<0,001

1.2. Datos bioquimicos en ayunas

En la tabla 2 se presentan los principales resultados bioquimicos en ayunas del

grupo completo. Se observan niveles significativamente superiores de insulina, HOMA,
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CT, triglicéridos, cLDL, apo B, GSSG, GSSG/GSH y MDA en el grupo de sujetos con

obesidad abdominal.

Tabla 2. Datos bioquimicos basales del grupo completo.

Controles Obesidad
(n=20) abdominal
(n=20)

Glucosa (mg/dl) 915+8.3 92,8 +8,6
Insulina (uU/ml) 52+28 19,8 14,27
HOMA 1,106 46+4,0
CT (mg/dI) 178,3+28,0 | 213,1+249
Triglicéridos (mg/dl) 68,7 + 21,4 132,9+64,7
cHDL (mg/dl) 60,3+ 11,3 55,0+ 10,4
cLDL (mg/dl) 1055+23,2 | 1335+18,6
Apo B (mg/dl) 79,2 +17,6 975+131
GSSG 0,4+0,1 07+01"
(nmol/mg proteina)
GSH 20,1+23 108+3,1"
(nmol/mg proteina)
GSSG/GSH 0,02 +0,01 0,07 £0,02"
(GSSG/GSH %)
MDA (U/g de proteina) 04+0,1 05+0,1"

*p<0,05; **p<0,001

1.3. Correlaciones del grupo completo

1.3.1. Determinantes del metabolismo lipidico

En la tabla 3 se muestran las correlaciones (correlacién de Pearson) entre los
parametros del metabolismo lipidico a nivel basal y las variables antropométricas del
grupo completo.
Se encontraron correlaciones estadisticamente significativas entre los diferentes
parametros incluidos en la definicion de sindrome metabolico. No hubo correlacion

significativa con la edad en ninguno de los parametros.
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Tabla 3. Correlacion de Pearson entre los parametros del metabolismo lipidico basales y

las variables antropométricas del grupo completo.

CT cHDL cLDL | Trigliceridemia | ApoB
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Edad -0,047 0,007 -0,096 0,009 -0,048
(afios)
IMC 0,568~ | -0,322" | 0,646 0,501 0,619
(kg/m®)
Cintura 0,437 -0,258 0,398 0,574 0,378"
(cm)
Tension 0,270 -0,328" 0,332 0,382" 0,422
arterial
sistolica
(mmHg)
Tension 0,4397 -0,253 0,479 0,447 0,463
arterial
diastélica
(mmHg)

*p<0,05; **p<0,001

Los resultados fueron similares al dividir al grupo en funcion de la categoria (control y

obesidad abdominal).

1.3.2. Determinantes de los marcadores del metabolismo hidrocarbonado

En la tabla 4 se muestran las correlaciones (correlacion de Pearson) a nivel
basal, entre los marcadores del metabolismo hidrocarbonado e IR (determinado
mediante el HOMA\) y las variables antropométricas del grupo completo.
De nuevo, no se encontraron asociaciones con la edad, pero si con los parametros del
metabolismo hidrocarbonado y los pardmetros antropométricos. La significacion
estadistica aumenta cuando se analiza exclusivamente a los sujetos con obesidad

abdominal.

Tabla 4. Correlacion de Pearson entre los marcadores del metabolismo hidrocarbonado

a nivel basal y las variables antropométricas del grupo completo.

Glucosa Insulina HOMA
(mg/dl) (LU/ml)
Edad (afios) 0,058 -0,124 -0,099
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IMC 0,335 0,838° | 0,827
(kg/m°)

Cintura 0,186 0,620 | 0,579

(cm)

Tension 0,372" 0,468 0,468"
arterial
sistolica
(mmHg)

Tension 0,368 | 0594 | 0,594~
arterial
diastélica
(mmHg)

*p<0,05; **p<0,001

1.3.3. Determinantes de los marcadores de estrés oxidativo

En la tabla 5 se muestran las correlaciones (correlacion de Pearson) a nivel basal
entre los marcadores de estrés oxidativo y las variables antropométricas del grupo
completo. Se observa una correlacion significativa positiva entre el IMC y el perimetro
de la cintura con los niveles de GSSG, GSSG/GSH y MDA, y de forma negativa con los
niveles de GSH. Se observa una relacion significativa positiva entre la tension arterial

diastolica y GSSG/GSH, y negativa con los niveles de GSH.

Tabla 5. Correlacién de Pearson entre los entre los marcadores de estrés oxidativo y las

variables antropométricas del grupo completo.

GSSG GSH GSSG/GSH MDA
(nmol/mg | (nmol/mg | (GSSG/GSH %) | (U/g de
proteina) | proteina) proteina)

Edad 0238 -0,026 -0,011 0,042

(afios)

IMC 0,534 | -0,669 0,673 0,440

(kg/m?)

Cintura 0,489 | -0,545 0,472 0,372

(cm)

Tensién 0,092 -0,193 0,227 0,127

arterial

sistolica

(mmHg)

Tensién 0,301 -0,454" 0,464 0,218

arterial

diastélica

(mmHg)
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*p<0,05; **p<0,001

Al analizar de forma separada a los controles y a los sujetos con obesidad abdominal, se
observan resultados similares al del grupo completo, pero no alcanzaron la significacion

estadistica.

1.3.4. Relacion entre estrés oxidativo e IR

Para determinar si existe relacion entre los diferentes marcadores de estres
oxidativo y la IR (determinada mediante el HOMA) a nivel basal en el grupo completo,
se ha evaluado el coeficiente de correlacion de Pearson entre dichos parametros.
En la tabla 6 se observa una relacion significativa positiva entre los niveles de insulina y
HOMA con respecto GSSG, GSSG/GSH y MDA, y una correlacion inversa de forma

significativa con GSH.

Tabla 6. Correlaciéon de Pearson entre el nivel de IR y el estrés oxidativo en el grupo
completo a nivel basal.

GSSG GSH GSSG/GSH MDA
(nmol/mg | (nmol/mg | (GSSG/GSH %) | (U/g de
proteina) | proteina) proteina)
Glucosa 0,091 -0,080 0,088 0,055
(mg/dl)
Insulina 0,424~ | 0570 0,542 0,346
(uLU/ml)
HOMA 0,398" | -0,504" 0,502 0,313

*p<0,05; **p<0,001

Al analizar por separado a los controles y a los sujetos con obesidad abdominal, se

obtienen resultados similares al del grupo completo.

2. Comparacion de los parametros analizados en el grupo completo a nivel
postprandial: controles frente a los sujetos con obesidad abdominal

En las tablas y figuras que se exponen a continuacién se comparan los
parametros del metabolismo lipidico, IR y oxidacién a nivel basal y a las 2, 4, 6 y 8

horas tras la SOG del grupo de controles frente al de sujetos con obesidad abdominal.
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2.1. Efecto de la SOG sobre los parametros del metabolismo lipidico

2.1.1. Comparacion entre grupos de los pardmetros lipidicos durante la SOG

En las tablas 7 y 8, y en las figuras 1 a 5, quedan reflejados los valores de lipidos
del grupo completo antes y después de la SOG vy el area bajo la curva (AUC) de los
triglicéridos en ambos grupos. Los niveles de CT, cLDL, triglicéridos y apo B se
mantuvieron superiores en los sujetos con obesidad abdominal frente a los controles de
forma significativa en todos los puntos de la SOG. No se encontraron diferencias
significativas entre ambos grupos en ningun punto de la sobrecarga en los valores de
cHDL.

Tabla 7. Parametros lipidicos basales y a las 2, 4, 6 y 8 horas tras la SOG, en el grupo

control y en los sujetos con obesidad abdominal.

Tiempo 0 2 4 6 8
(horas)
Controles | 178,3+ | 1779+ | 176,7+ | 177,7+ | 182,22+
CT (n=20) 28,0 28,6 26,1 28,5 26,8
(mg/dl)
Obesidad | 213,1+ | 211,1+ | 211,8+ | 210,3+ | 212,3+
abdominal | 24,9 238" | 228" | 22,8 36,7
(n=20)
Controles 60,3+ 57,2+ 56,8+ 57,3+ 60,1+
cHDL (n=20) 11,3 10,3 11,3 11,3 11,3
(mg/dl)
Obesidad 55,0+ 52,7+ 51,7+ 51,8+ |53,0£9,5
abdominal 10,4 9,4 9,9 9,4
(n=20)
Controles | 105,5+ | 1005+ | 97,0+ | 102,6+ | 110,2+
cLDL (n=20) 23,2 22,9 20,2 24,2 24,4
(mg/dl)

Obesidad 133,5;.% 127,2;.% 122,1:: 131,2*1 139,1::
abdominal 18,6 19,7 20,4 19,6 31,9
(n=20)

Controles 68,7+ 107,9+ | 122,0+ | 95,1+ 65,6+
Triglicéridos | (n=20) 214 491 59,4 66,4 20,4
(mg/dl)

Obesidad 132,9;.% 178,3} 216,0; 148,4*1 111,5;
abdominal 64,7 67,9 73,6 49,0 36,4
(n=20)
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mg/dl

Controles | 79,2+ 77,0 77,5% 76,7+ 79.7%

Apo B (n=20) 17,6 16,4 15,5 16,6 23,1
(mg/dl)

Obesidad 97,5+ 95,3+ 95,0+ 94,9+ 94,9+
abdominal | 13,17 126" | 1217 | 121 12,7

(n=20)
*p<0,05: comparado con el grupo control en cada punto de la sobrecarga

Tabla 8. Area bajo la curva de los niveles de triglicéridos en ambos grupos.

Controles (n=20) Obesidad abdominal
(n=20)
AUC Triglicéridos (mg/dl) 784,1 +330,5 1329,5 £ 4384

**p<0,001

Figura 1. Comparacion de los niveles de colesterol plasméatico en cada punto de la

sobrecarga oral grasa entre controles y sujetos con obesidad abdominal.

Colesterol total

250

—0—O0———

——————o—

200

150

== Controles (n=20)

100 == Obesidad abdominal
(n=20)

50

Oh 2h 4h 6h 8h

*p<0,05

60




mg/dI

Figura 2. Comparacién de los niveles de cHDL plasmaticos en cada punto de la

sobrecarga oral grasa entre controles y sujetos con obesidad abdominal.
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Figura 3. Comparacién de los niveles de cLDL plasmaticos en cada punto de la

sobrecarga oral grasa entre controles y sujetos con obesidad abdominal.
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Figura 4. Comparacion de los niveles de triglicéridos plasmaticos en cada punto de la

sobrecarga oral grasa entre controles y sujetos con obesidad abdominal.
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Figura 5. Comparaciéon de los niveles de apo B plasmaticos en cada punto de la

sobrecarga oral grasa entre controles y sujetos con obesidad abdominal.
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2.1.2. Comparacion del incremento de los parametros lipidicos del grupo completo
en cada punto de la sobrecarga con respecto al valor basal

En la figura 6 se muestra el incremento de los triglicéridos plasméticos en cada
punto de la SOG con respecto al valor basal en los controles y en los sujetos con
obesidad abdominal. Los niveles de triglicéridos aumentan en ambos grupos alcanzando
el pico méaximo a las cuatro horas, siendo este aumento significativamente mayor en los
sujetos con obesidad abdominal. Posteriormente se produce un descenso de la
trigliceridemia, alcanzando niveles similares a los previos a la realizacion de la SOG. El

resto de parametros lipidicos no presentaron un incremento significativo.

Figura 6. Incremento de la trigliceridemia con respecto al valor basal a las 2,4, 6 y 8 h

de la sobrecarga oral grasa, en los controles y en los sujetos con obesidad abdominal.

Incremento trigliceridemia
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H Controles (n=20)

B Obesidad abdominal (n=20)

-40

*p<0,05

2.1.3. Comparacion del incremento de los parametros lipidicos con respecto al
valor previo, a las 2, 4, 6 y 8 h de la SOG, en los controles y en los sujetos con

obesidad abdominal
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En la figura 7 se muestra el incremento de los triglicéridos plasmaticos con
respecto al valor previo, a las 2, 4, 6 y 8 h de la SOG, en los controles y en los sujetos
con obesidad abdominal.

Se observa un incremento progresivo hasta las 4 horas, siendo significativo entre las 2 y
las 4 horas. A partir de las 4 horas se produce un decremento significativo hasta las 8

horas, siendo el decremento mayor el alcanzado entre las 4 y las 6 horas.

Figura 7. Incremento de la trigliceridemia con respecto al valor previo, a las 2, 4,6 y 8

h de la sobrecarga oral grasa, en los controles y en los sujetos con obesidad abdominal.
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*p<0,05

2.1.4. Comparacion del incremento de los parametros lipidicos en cada punto de la
sobrecarga con respecto al valor previo en el grupo de los varones, controles frente
a los varones con obesidad abdominal

En la figura 8 se muestra el incremento de los triglicéridos plasmaticos en cada
punto de la sobrecarga con respecto al valor previo en el grupo de los varones, controles
frente a los varones con obesidad abdominal.
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Se observa un decremento significativo entre las 4 y las 6 horas, mayor que el obtenido
en el grupo completo y mayor que el incremento observado en este grupo hasta las 4
horas.

El resto de parametros lipidicos no presentaron un incremento significativo.

Figura 8. Incremento de la trigliceridemia en cada punto de la sobrecarga con respecto
al valor previo en el grupo de varones, controles frente a los varones con obesidad

abdominal.
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*p<0,05

2.1.5. Comparacion del incremento de los parametros lipidicos en cada punto de la
sobrecarga con respecto al valor previo en el grupo de las mujeres, controles frente
a las mujeres con obesidad abdominal

En la figura 9 se muestra el incremento de los triglicéridos plasmaticos en cada
punto de la sobrecarga con respecto al valor previo en el grupo de las mujeres, controles
frente a las mujeres con obesidad abdominal.
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Se observa un decremento significativo entre las 6 y las 8 horas, de un valor similar al
objetivado en el grupo completo.

El resto de parametros lipidicos no presentaron un incremento significativo.

Figura 9. Incremento de la trigliceridemia en cada punto de la sobrecarga con respecto

al valor previo en el grupo de las mujeres, controles frente a las mujeres con obesidad
abdominal.
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*p<0,05

2.2. Efecto de la SOG sobre los parametros del metabolismo hidrocarbonado

2.2.1. Comparacion entre grupos de los pardmetros del metabolismo
hidrocarbonado durante la SOG

En las tablas 9 y 10, y en las figuras 10 a 12 se exponen los datos del
metabolismo hidrocarbonado. Los sujetos con obesidad abdominal presentan valores de
glucemia, insulina y HOMA superiores a los del grupo control en todos los puntos de la
sobrecarga, siendo estos valores significativos en todos los puntos de la SOG para la

insulina y el HOMA. Las concentraciones de los tres parametros descienden
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progresivamente a lo largo de la SOG en los sujetos con obesidad abdominal,

alcanzando los valores minimos a las 8 horas, siendo dichos valores inferiores a los

considerados como diagnéstico de IR.

Tabla 9. Pardmetros del metabolismo hidrocarbonado del grupo control frente al de

sujetos con obesidad abdominal basales y a las 2, 4, 6 y 8 horas tras la SOG.

Tiempo

(horas)

0

2

4

6

Controles
(n=20)

Glucosa
(mg/dl)

915+8,3

87,1+ 7,1

86,1+ 7,8

84,3+54

84,1+6,6

Obesidad
abdominal
(n=20)

92,8 +8,6

92,3+6,8

90,6 +8,5

874+71

86,7 £5,2

Controles
(n=20)

Insulina
(uU/ml)

52+28

51+27

44%24

36+28

31+£20

Obesidad
abdominal
(n=20)

19,8 +14,2"

159+8,0

135+9,3

95+7,3

8,2%6,0

Controles
(n=20)

HOMA

1,1+0,6

1,3+0,7

0,9+0,7

0,7+0,7

0,7+0,6

Obesidad
abdominal
(n=20)

46+40

3,7+19

32%+23

21+18

1,7+13

*p<0,05; **p<0,001: comparado con el grupo control en cada punto de la sobrecarga

Tabla 10. Area bajo la curva de los parametros del metabolismo hidrocarbonado.

Controles (n=20) Obesidad abdominal (n=20)
AUC Glucosa (mg/dI) 690,6 + 49,5 720,0 +50,6°
AUC Insulina (uU/ml) 34,4+ 16,4 1058 + 61,7
AUC HOMA 10,5 + 14,9 21,6+109"

*p<0,05; **p<0,001
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Figura 10. Niveles de glucemia del grupo control frente al de sujetos con obesidad
abdominal en todos los puntos de la sobrecarga oral grasa.
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Figura 11. Niveles de insulina del grupo control frente al de sujetos con obesidad

abdominal en todos los puntos de la sobrecarga oral grasa.
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*p<0,05; **p<0,001
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Figura 12. Niveles de HOMA del grupo control frente al de sujetos con obesidad

abdominal en todos los puntos de la sobrecarga oral grasa.
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2.2.2. Comparacion del incremento de los parametros del metabolismo
hidrocarbonado en todos los puntos de la sobrecarga con respecto al valor basal en
ambos grupos

En las figuras 13 a 15 se exponen los incrementos de glucosa, insulina y HOMA
en cada punto de la SOG con respecto al valor basal. Las concentraciones de los tres
pardmetros descienden progresivamente a lo largo de la SOG, alcanzando los valores
minimos a las 8 horas. Tras la SOG existen diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos a las 2 horas para la glucemia; a las 4, 6 y 8 horas tras la SOG para

lainsulinay alas 6 y 8 horas para el HOMA.
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Figura 13. Incremento de los niveles de glucemia plasmatica en los controles y en los

sujetos con obesidad abdominal en cada punto de la sobrecarga oral grasa con respecto

al valor basal.
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Figura 14. Incremento de los niveles de insulina en los controles y en los sujetos con
obesidad abdominal en cada punto de la sobrecarga oral grasa con respecto al valor

basal.
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*p<0,05; **p<0,001
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Figura 15. Incremento de los niveles de HOMA en los controles y en los sujetos con

obesidad abdominal en cada punto de la sobrecarga oral grasa con respecto al valor

basal.
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*p<0,05; **p<0,001

2.2.3. Comparacion del incremento de los parametros del metabolismo
hidrocarbonado con respecto al valor previo, a las 2, 4, 6 y 8 h de la SOG, en los
controles y en los sujetos con obesidad abdominal

En las figuras 16 a 18 se muestra el incremento de los pardmetros del
metabolismo hidrocarbonado en cada punto de la SOG con respecto al valor previo en
los controles y en los sujetos con obesidad abdominal.
Se observa un decremento en los niveles de glucemia, insulina y HOMA durante toda
la sobrecarga en los sujetos con obesidad abdominal, siendo estadisticamente
significativo este descenso con respecto el punto previo, para los niveles glucemia a las

2 horas, para lainsulina a las 4 y 6 horas, y para el HOMA a las 6 horas.
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Figura 16. Cambio de los niveles de glucemia en todos los puntos de la sobrecarga oral
grasa con respecto al valor previo, a las 2, 4, 6 y 8 h en los controles y en los sujetos con
obesidad abdominal.
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Figura 17. Cambio de los niveles de insulina en todos los puntos de la sobrecarga oral
grasa con respecto al valor previo, a las 2, 4, 6 y 8 h, en los controles y en los sujetos

con obesidad abdominal.
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Figura 18. Cambio de los niveles de HOMA en todos los puntos de la sobrecarga oral
grasa con respecto al valor previo, a las 2, 4, 6 y 8 h, en los controles y en los sujetos
con obesidad abdominal.
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2.3. Efecto de la SOG sobre los parametros del estrés oxidativo

2.3.1. Comparacion de los marcadores de estrés oxidativo en todos los puntos de la
SOG en los sujetos controles y en los sujetos con obesidad abdominal

En las tablas 11 y 12, y las figuras 19 a 22 se muestran los parametros de
oxidacién en todos los puntos de la SOG en el grupo control con respecto al de los
pacientes con obesidad abdominal y el area bajo la curva de ambos grupos. En los
sujetos con obesidad abdominal se observa un descenso progresivo significativo del
cociente GSSG/GSH en todos los puntos de la sobrecarga y una disminucién

significativa de MDA con respecto el valor basal a las 6 y 8 horas de la SOG.

Tabla 11. Marcadores de estrés oxidativo basales y a las 2, 4, 6 y 8 horas tras la SOG,

en el grupo control y en los sujetos con obesidad abdominal.
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Tiempo 0 2 4 6 8
(horas)
GSSG Controles 045+ | 037+ | 032+ | 029+ | 024+
(nmol/mg (n=20) 0,09 0,07 0,07 0,05 0,05
proteina) Obesidad 0,69 + 0,44 + 0,39+ 0,33+ 0,26 £
abdominal 0,107 0,09 0,08 0,80~ 0,80
(n=20)
GSH Controles 201+ | 223+ | 233+ | 243+ | 254+
(nmol/mg (n=20) 2,3 1,8 2,0 1,7 1,8
proteina)
Obesidad 108+ | 125+ | 141+ | 157+ | 171+
abdominal 317 2,8 3,0 3,8 3,6
(n=20)
GSSG/GSH Controles 002+ | 002+ | 001+ | 001+ | 001+
(GSSG/GSH (n=20) 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
%) Obesidad 007+ | 004+ | 003+ | 002+ | 002+
abdominal 0,02 0,01" 0,01" 0,05~ 0,04~
(n=20)
MDA Controles 038+ | 035+ | 031+ | 023+ | 023%
(Ulg de (n=20) 0,07 0,04 0,07 0,06 0,06
proteina) Obesidad 054+ | 034+ | 025+ | 019+ | 0,19+
abdominal 0,137 0,05 0,09 0,04 0,02
(n=20)

*p<0,05; **p<0,001: comparado con el grupo control en cada punto de la sobrecarga

Tabla 12. Area bajo la curva de los parametros de estrés oxidativo en ambos grupos.

Controles Obesidad abdominal
(n=20) (n=20)
AUC GSSG 2,62 +0,46 379+259"

(nmol/mg proteina)

74




AUC GSH 185,1 + 12,5 112,8 +23.4"
(nmol/mg proteina)

AUC GSSG/GSH 0,12 + 0,02 0,29 +0,16
(GSSG/GSH %)
AUC MDA 2,37 +0,35 2,28 +0,32

(U/g de proteina)

**p<0,001

Figura 19. Comparacién de GSSG en cada punto de la sobrecarga oral grasa entre
controles y sujetos con obesidad abdominal.
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*p<0,05; **p<0,001
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Figura 20. Comparacién de GSH en cada punto de la sobrecarga oral grasa entre

controles y sujetos con obesidad abdominal.
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Figura 21. Comparacion del cociente GSSG/GSH en cada punto de la sobrecarga oral

grasa entre controles y sujetos con obesidad abdominal.
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U/g de proteina

Figura 22. Comparacion de MDA en cada punto de la sobrecarga oral grasa entre

controles y sujetos con obesidad abdominal.
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2.3.2. Incremento de los marcadores de estrés oxidativo en todos los puntos de la
SOG con respecto al valor basal, en los controles y en los sujetos con obesidad
abdominal

En las figuras que se exponen a continuacion se muestran los incrementos
respecto al nivel basal de los marcadores de estrés oxidativo a las 2, 4, 6 y 8 horas de la
SOG, en controles frente a sujetos con obesidad abdominal.
Existe un decremento significativo respecto al valor basal en todos los puntos de la
SOG para GSSG, GSSG/GSH y MDA. Este decremento significativo es mayor en los

sujetos con obesidad abdominal.
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Figura 23. Incremento de GSSG en cada punto de la sobrecarga oral grasa con respecto

al valor basal entre controles y sujetos con obesidad abdominal.
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Figura 24. Incremento de GSH en cada punto de la sobrecarga oral grasa con respecto al

valor basal entre controles y sujetos con obesidad abdominal.
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Figura 25. Cambios del cociente GSSG/GSH en cada punto de la sobrecarga oral grasa

con respecto al valor basal entre controles y sujetos con obesidad abdominal.
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Figura 26. Cambios de MDA en cada punto de la sobrecarga oral grasa con respecto al

valor basal entre controles y sujetos con obesidad abdominal.
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2.3.3. Comparacion del incremento de los parametros de estrés oxidativo con
respecto al valor previo, a las 2, 4, 6 y 8 h de la SOG, en los controles y en los
sujetos con obesidad abdominal

Se observa un decremento significativo con respecto el valor previo, a las 2
horas para GSSG y MDA, y a las 2, 4, 6 y 8 horas para el cociente GSSG/GSH. Este
decremento significativo fue mayor en los pacientes con obesidad abdominal que en los

controles.

Figura 27. Cambios de GSSG con respecto al valor previo de la sobrecarga oral grasa,

en los controles y en los sujetos con obesidad abdominal.
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Figura 28. Incremento de GSH con respecto al valor previo de la sobrecarga oral grasa,

en los controles y en los sujetos con obesidad abdominal.
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Figura 29. Cambios del cociente GSSG/GSH con respecto al valor previo de la
sobrecarga oral grasa, en los controles y en los sujetos con obesidad abdominal.
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Figura 30. Incremento de MDA con respecto al valor previo de la sobrecarga oral grasa,

en los controles y en los sujetos con obesidad abdominal.
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2.3.4. Comparacion del incremento de los parametros de estrés oxidativo en ambos

grupos a las 4h con respecto el nivel basal y entre las 4 y 8 horas
Se observa un decremento significativo en los valores de GSSG, GSSG/GSH y

MDA a las 4 horas con respecto el nivel basal y de los niveles de GSSG y del cociente

GSSG/GSH entre las 4 y las 8 horas. También se observa un incremento significativo de

GSH entre las 4 y 8 horas.
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Figura 31. Incremento de GSSG en ambos grupos, a las 4 horas con respecto al valor

basal y entre las 4 y 8 horas.
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Figura 32. Incremento de GSH en ambos grupos, a las 4 horas con respecto al valor

basal y entre las 4 y 8 horas.
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Figura 33. Incremento del cociente GSSG/GSH en ambos grupos, a las 4 horas con

respecto al valor basal y entre las 4 y 8 horas.
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Figura 34. Incremento de MDA en ambos grupos, a las 4 horas con respecto al valor

basal y entre las 4 y 8 horas.
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6. DISCUSION

6.1. Evaluacion del test de sobrecarga grasa y seleccion de pacientes

La SOG es un método que permite la evaluacion de la LPP y otros pardmetros
(como los marcadores del metabolismo hidrocarbonado, estrés oxidativo e inflamacion),
tras la administracion de una comida mixta o un preparado lipidico estandarizado, como
es el caso de este estudio. Sin embargo, la variabilidad individual en la respuesta
lipémica postprandial es superior a la que se produce en la lipemia del ayuno debido a la
influencia de factores ambientales, genéticos y fisiopatoldgicos, por lo que se ha
seleccionado una muestra y una comida homogénea y bien caracterizada para evitar esta
variabilidad®®*.
El objeto de estudio es determinar la influencia de la obesidad abdominal sobre la
respuesta postprandial. Por ello, se selecciond a los pacientes en funcién de la presencia
0 ausencia de la misma. Los resultados que observamos a nivel basal son, por tanto,
coherentes con los criterios de inclusion (valores plasmaticos significativamente
mayores de glucosa, insulina, CT, TG, cLDL, apo B, y marcadores de estrés oxidativo,
y significativamente inferiores de cHDL). Asimismo, se selecciond a los pacientes
estableciendo como criterios de exclusion todos aquellos factores conocidos que
pudieran afectar a los parametros determinados en situacion postprandial. Dado que la
actividad fisica aerébica aumenta la actividad de la LPL y reduce significativamente la
LPP en un 24-35%, los sujetos estudiados no practicaban ningin deporte de

competicion?*®

. Ademas se evito la practica de ejercicio fisico intenso el dia previo y se
mantuvo un reposo relativo durante la realizacion de la SOG. Asimismo, ninguno de los
pacientes era fumador, ya que por un lado, el habito tabaquico se ha asociado con un
incremento de la trigliceridemia postprandial, y por otro, porque el consumo de tabaco
incrementa el estrés oxidativo®*#2#3,

También se excluyeron a los pacientes con ingesta >30 g/dia de alcohol. Ademas, no se
permitio la ingesta de alcohol el dia previo a la SOG. Por un lado porque el etanol

estimula la secrecion de particulas grandes VLDL, aumenta la sintesis de acidos grasos
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y reduce su aclaramiento plasmatico, y por otro, porque la ingesta leve-moderada de

alcohol puede aumentar la sensibilidad a la insulina®*#*>?®,

Otro posible factor de confusion tenido en cuenta fueron las isoformas de apo E. La apo
E es un componente estructural de varias lipoproteinas y funciona como ligando del
LDLR y LRP, desempefiando una funcién importante en el metabolismo postprandial al
promover una eliminacion eficiente de las lipoproteinas ricas en triglicéridos de la
circulacién. Las isoformas de apo E (E2, E3, E4) difieren en su afinidad para unirse a
los receptores especificos; los sujetos homocigotos de apo E2 tienen un aclaramiento
enlentecido, mientras que los portadores de apo E4 tienen un mejor aclaramiento de los
remanentes®"*'®. En nuestro caso, todos los participantes eran homocigotos para E3,
evitando de esta forma la posible variabilidad. Sin embargo, no se estudid la presencia
de polimorfismos en este gen, ni en otros (genes de LPL, apo CllIlI, apo Al y apo A4,
CETP, FABP2 vy receptor scavenger, entre otros), que podrian influir en la lipemia

postprandial®™®.

A diferencia de la mayoria de estudios donde para evaluar el efecto de los distintos tipos
de grasas se emplean comidas mixtas, nosotros decidimos utilizar una solucion grasa
para evitar el factor de confusion que suponen el resto de componentes de la

- 123,124,125,219,22
dieta!?3124125219,220

En concreto, se utilizd un preparado rico en acidos grasos
insaturados. El preparado utilizado para la SOG no contenia proteinas, hidratos de
carbono ni fibra, evitando asi la posible influencia sobre la respuesta lipidica, ya que la
adicién de proteinas a una comida rica en carbohidratos y grasa ha mostrado disminuir
el estrés oxidativo postprandial inducido por la hipertrigliceridemia e hiperglucemia®'.
Asimismo, la fibra soluble reduce la tasa de digestién de grasa dietética y atenla la

respuesta lipémica postprandial®?

. Ademas, las dietas ricas en carbohidratos podrian
elevar la hipertrigliceridemia postprandial al alterar el aclaramiento de las

lipoproteinas®®.

Debido a que la restriccion caldrica y la pérdida de peso han mostrado un efecto
beneficioso al disminuir el estrés oxidativo postprandial, también se excluy6 a los
sujetos con pérdidas ponderales >10% durante los 3 meses previos al estudio. Ademas

se instruyé a los participantes para que consumieran una dieta isocalérica (con un
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componente de calorias totales similar a su dieta habitual), hipocolesterolemiante

estandarizada tipo NCEP-II, durante las seis semanas previas a la SOG**#*,

En cuanto al preparado lipidico empleado en la SOG, la cantidad de grasa administrada
era la contenida en la mayoria de comidas habituales (30-60 g grasa). Dosis menores de
30 g no aumentan trigliceridemia y >80 g exageran la LPP sin relacion dosis-

dependiente®

. A diferencia de los estudios de LPP que utilizan comidas de prueba, en
nuestro caso el 100% de los lipidos eran LCT (triglicéridos de cadena larga), que tienen
un efecto sobre la trigliceridemia postprandial al entrar a la circulacion general en forma
de quilomicrones. Las grasas dietéticas contienen diferentes cantidades de acidos grasos
de cadena corta y media, las cuales pasan directamente a la circulacion portal y tienen
un efecto limitado sobre la trigliceridemia postprandial. En la tabla 3 se expone la
composicion detallada del preparado utilizado, obtenido a partir de aceites vegetales y

rico en monoinsaturados.

Tabla 3. Proporcidn de acidos grasos contenido en diferentes alimentos.

AGS (%) MUFA (%) PUFA (%) n6 /n3
Supracal® 19,2 56,6 20,2 >20
Aceite oliva 14,4 73 8,6 11,1
Nueces 11 15,7 68,3 5,25
Mantequilla 71,6 25,4 3 2,05

AGS: acidos grasos saturados;
poliinsaturados; n-3: &cidos grasos de la serie omega 3; n-6: acidos grasos de la serie omega 6.

MUFA: 4&cidos grasos monoinsaturados; PUFA: &cidos grasos

6.2. Lipemia postprandial

La obesidad abdominal se asocia con el desarrollo de dislipemia mixta®. Uno de
los mecanismos implicados es una alteracién de la LPP debido a un inadecuado
aclaramiento postprandial de las particulas ricas en triglicéridos®”®®%. Dado que la

mayor parte del dia de los seres humanos transcurre en situacion postprandial, la
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determinacion de la lipemia en ayunas infravalora la carga total de lipidos circulantes a
la que un individuo estd expuesto. Ademas, el estado lipidico postprandial parece ser
mejor predictor de futuros episodios cardiovasculares que la lipemia en ayunas'’™. De
hecho, la magnitud y la duracion de la hipertrigliceridemia postprandial se ha
relacionado con la patogénesis y la progresion de la arteriosclerosis®®®. Por tanto, la
evaluacion de la LPP es mas relevante en la identificacion de alteraciones metabdlicas y
de estrés oxidativo que las determinadas en situacion basal.

En el presente estudio, tras el inicio de la SOG los niveles de triglicéridos aumentan en
ambos grupos alcanzando el pico maximo a las cuatro horas, siendo este aumento
significativamente mayor en los obesos abdominales. Posteriormente se produce un
descenso de la trigliceridemia, alcanzando niveles similares a los de partida. Estos
resultados son acordes a los encontrados por otros grupos®®#"#%, Sin embargo, no
encontramos diferencias en los niveles de CT, cLDL y apo B. Esto es debido a que la
trigliceridemia postprandial que se determina refleja el acimulo en plasma de

lipoproteinas como QM, VLDL y sus remanentes.

Estudios previos han evaluado el efecto de los distintos tipos de grasa sobre la LPP. El
consumo de dietas ricas en MUFA produce una disminucion de la trigliceridemia
postprandial y un aumento de cHDL comparado con dietas bajas en grasa y ricas en
hidratos de carbono, tanto en sujetos sanos como en aquellos con IR?%%°, En el estudio
KANWU se observo como la ingesta de una dieta rica en MUFA frente a una dieta rica
en acidos grasos saturados producia una disminucién significativa de los niveles de CT,
TG, cLDL y apo B?*!. Asimismo, Jimenez-Gomez et al observaron que en pacientes con
sindrome metabolico el aclaramiento postprandial de la trigliceridemia y las LRT
comenzo6 antes y fue mas rapido tras una comida rica en MUFA con respecto a una dieta
rica en 4cidos grasos saturados y carbohidratos'®!. En la misma linea, Perez-Martinez et
al también observaron cémo los sujetos con IR presentaron una menor area bajo la
curva de los niveles de triglicéridos plasmaticos en el grupo que consumio una dieta rica

en MUFA frente a una comida mixta rica en hidratos de carbono®?’.

El mecanismo por el que los MUFA producen un efecto beneficioso sobre la LPP no

estd totalmente aclarado. Este efecto podria ser debido a la atenuacién de la expresién
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de la proteina de transferencia microsomal (MTP), al aumento en la expresion de LDLR
y a una mayor actividad de la LPL, que produce un mayor aclaramiento postprandial de

las lipoproteinas y una mejoria del estrés oxidativo en ambos grupos™" %,

Dado que el estrés oxidativo es el mecanismo que subyace entre la LPP y la IR, el
efecto beneficioso sobre el estrés oxidativo se manifestaria en una mejoria de la IR,

efecto que se observa en nuestro estudio y que se detalla méas adelante.

En esta linea, estudios similares al nuestro han mostrado que los &cidos grasos
insaturados inducen un descenso de las particulas LDL oxidadas. Un subestudio del
PREDIMED mostré que la adherencia a la dieta mediterranea estuvo asociada con una
disminucién de las particulas LDL oxidadas comparado con una dieta baja en grasas®®.
Por tanto, el efecto beneficioso de los MUFA no se limita a la disminucién de la LPP,
sino que también produce un descenso del nimero de particulas LDL oxidadas que se
traduciria en un beneficio en términos de ECV, dado que las particulas LDL oxidadas se

han involucrado en el desarrollo de EC\/10%104105.108,109,.110

Por tanto, los resultados de nuestro estudio permiten afirmar que tras una SOG con
insaturados se produce una mejoria en los marcadores de la LPP de forma similar a lo
observado en otros estudios realizados con MUFA, en forma de comida mixta o
preparado lipidico en sujetos sanos y con IR7227228.230 na |imitacién de nuestro
estudio es que solo evalla el efecto agudo de la grasa moninsaturada, si bien es cierto
que otros estudios han observado resultados similares tras la ingesta cronica de este tipo
de grasa®®.

6.3. Marcadores de IR

La sensibilidad a la insulina es modulada por diferentes factores ambientales,
siendo uno de los principales, los habitos dietéticos, tanto por su contenido energético
Como por su composicion, y en particular, por los diferentes tipos de acidos grasos®**.
Tanto la glucotoxicidad como la lipotoxicidad (ambas presentes en sujetos con
obesidad, IR y diabetes tipo 2) pueden provocar una alteracion en la sefializacion de la
insulina de los adipocitos y de la célula beta, conduciendo a una disminucion de la

sintesis de insulina®*%>%%_ Se ha propuesto que la elevacién de los AGL en plasma
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contribuye a la situacion de IR mediante una disminucion de la oxidacion de la glucosa
y de la sintesis de glucdgeno muscular con un aumento en la generacion de ROS, que a
su vez también puede contribuir en la patogénesis de la IR?"*%®,

En nuestro estudio, tras la administracion de una sobrecarga principalmente con MUFA
se observa una mejoria de la sensibilidad a la insulina, manifestado en una reduccion
significativa en las concentraciones de glucosa, insulina y HOMA a lo largo de toda la
SOG, hasta limites inferiores a los definidos para establecer la presencia de IR, todo
ello, a pesar del incremento de triglicéridos. En este sentido Lopez et al compararon el
area bajo la curva de la glucosa y la insulina en un grupo de pacientes con obesidad tras
la administracion de una dieta baja en grasas, otra rica en MUFA vy otra con elevado
contenido en &cidos grasos saturados, observando una menor area bajo la curva en los
niveles de insulina tras la ingesta de la dieta rica en MUFA con respecto los otros dos
tipos de dietas®®’. Resultados similares fueron obtenidos por otros autores al comparar el
area bajo la curva de los niveles de glucosa, insulina y HOMA tras la administracién de
una dieta rica en MUFA frente otras dos, ricas en &cidos grasos saturados y en
carbohidratos, en un grupo de sujetos con IR, evidenciando una menor area bajo la
curva tras la dieta rica en MUFA en los tres parametros mencionados®°. En la misma
linea, diferentes estudios epidemiolégicos han mostrado que un aumento en la ingesta
de grasa insaturada de forma continuada, se asocia con una mejoria de la sensibilidad a

la insulina®2%,

Asimismo, Lopez et al demostraron que las células beta pancreaticas son sensibles al
grado de insaturacion de los acidos grasos®**. Observaron cémo las comidas ricas en
grasa inducian un incremento postprandial de los niveles de insulina, triglicéridos y
acidos grasos libres, que a su vez generaban alteracion postprandial de la funcion de la
célula B por disminucion de la sensibilidad a la insulina. Sin embargo, tanto la funcion
de la célula fp como la sensibilidad a la insulina mejoraban de forma progresiva en
situacion postprandial a medida que aumentaba la proporcién de MUFA con respecto a
los acidos grasos saturados de la dieta?*!. Por el contrario, Perez-Martinez et al habfan
mostrado previamente que sujetos con sindrome metabdlico y obesidad abdominal, tras
la ingesta de comidas de prueba ricas en MUFA no presentaban diferencias

significativas en los niveles de glucosa e insulina con respecto otros tipos de dietas ricas
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en 4cidos grasos saturados y dietas bajas en grasas'*’. Es posible que las diferencias de
los resultados observados en estos estudios sean debidos a que la LPP es un fenémeno
multifactorial, en el que estan implicados factores genéticos, medioambientales y
fisiopatoldgicos, y en el que la grasa dietética es Unicamente un factor mas,

especialmente importante por ser modificable.

El mecanismo por el que los MUFA mejoran la sensibilidad a la insulina no es del todo
conocido. Laatsch et al mostraron como la infusion de insulina aumentaba la
traslocacion de LRP1 (LDLR-relatedprotein 1) desde las vesiculas intracelulares a la
membrana plasmatica provocando de esta forma un aumento de captacion de los
remanentes de QM tanto en modelos in vivo como in vitro®*%. Otros autores han
propuesto que el mecanismo por el que los MUFA aumentan la sensibilidad a la
insulina es mediado a través de la accion del GLP-1, que produce una disminucién de la
glucemia plasmatica, la inhibicién del vaciamiento gastrico y la proteccion de la célula
beta mediante la estimulacién de su proliferacién e inhibicién en la apoptosis®®. En la
misma linea, Lopez et al también atribuyeron la mejoria de la sensibilidad a la insulina
de los MUFA con respecto los acidos grasos saturados en sujetos sanos, en parte, a la
elevacion de GLP-1 y GIP postprandial®*!. Este efecto se observé tanto en sujetos sanos
como en diabéticos tipo 22*. Recientemente, Buscemi et al han mostrado el aumento de
sensibilidad a la insulina que se produce tras la ingesta de la dieta mediterranea como
patron de comida rica en &cidos grasos insaturados, tanto en sujetos sanos como en los

que presentan IR**.

Nuestro estudio muestra cémo los MUFA mejoran la sensibilidad a la insulina. Por
tanto, estos resultados nos permiten decir, que los sujetos con obesidad abdominal
sometidos a una SOG rica en &cidos grasos insaturados presentan una respuesta
beneficiosa con respecto a la sensibilidad a la insulina, siendo destacable que exista un
descenso del grado de IR a pesar del incremento en las cifras de triglicéridos a las 2 y 4
horas de la sobrecarga. Estos resultados tienen una gran importancia clinica ya que la IR
se considera un factor de riesgo cardiovascular, por lo que es esperable que la mejoria
de los parametros de IR pueda contribuir a una reduccion del riesgo cardiovascular, y

que a su vez, se traduzca en una menor morbimortalidad en este grupo de pacientes.

91



Sin embargo, dadas las caracteristicas de nuestro estudio, una limitacion es que no nos
permite asegurar que el efecto beneficioso que se observa sobre la IR se deba
exclusivamente a los MUFA y no a la ausencia de ingesta de hidratos de carbono. Para
ello se deberia haber realizado un estudio comparativo en ambos grupos con una SOG
con insaturados y otra con agua. Sin embargo, estudios realizados con comidas mixtas
ricas en MUFA frente a otras ricas en hidratos de carbono, han mostrado que las dietas
ricas en MUFA mejoran la IR frente a dietas ricas en hidratos de carbono, lo que parece

indicar el efecto de los MUFA sobre el aumento de la sensibilidad a la insulina®®.
6.4. Estrés oxidativo

Un biomarcador ampliamente utilizado en humanos para evaluar el estrés
oxidativo son los niveles de GSSG, GSH, el cociente GSSG/GSH y MDA |
sistema redox GSSG/GSH disminuye la hidroperoxidacion lipidica mediante la
reduccion de estos peroxidos en alcoholes. El descenso de los ROOHs disminuye la
oxidacion de las lipoproteinas LDL y de esta forma pueden reducir el riesgo de
arteriosclerosis™®. Por el contrario, un aumento del cociente GSSG/GSH puede
provocar la glutationilacion y oxidacién proteica, y estar relacionada con la expresion
de genes implicados en la apoptosis, o que puede contribuir a la arteriosclerosis,
caracteristica de los pacientes con obesidad abdominal'™®. Ademés, los pacientes con
infarto agudo de miocardio presentan un perfil desfavorable de GSSG/GSH, que se ha
relacionado con la progresion de las lesiones arteriosclerdticas después de una

angioplastia®*’#%.

Los pacientes con obesidad abdominal presentan un mayor nivel de estrés oxidativo en
situacion de ayuno comparado con el grupo control. Posteriormente, existe un
decremento significativo respecto al valor basal en todos los puntos de la SOG para
GSSG, GSSG/GSH y MDA en todo el grupo, siendo este decremento mayor en los
sujetos con obesidad abdominal. Estos resultados son acordes con los encontrados por

otros autores'?®4’,

Ademas, estudios previos en los que se ha realizado una SOG en sujetos sanos

utilizando diferentes tipos de grasa, han mostrado la influencia del tipo de grasa sobre
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los parametros de estrés oxidativo. Estudios en poblacion holandesa han mostrado
cémo, tras una ingesta rica en grasa saturada estandarizada (50 g de grasa por m? de
superficie corporal) utilizando un preparado de nata (ratio poliinsaturados/saturados
0,10%), se producia un aumento significativo en la produccién de ROS. Estos cambios
también se producian tras una sobrecarga de glucosa y una comida mixta de grasa y
glucosa, pero no tras la ingesta de agua, descartando asi un ritmo circadiano en la

variacion de este parametro®*,

A diferencia de estos estudios, otros grupos han utilizado comidas de prueba ricas en
MUFA vy las han comparado con otras comidas de prueba ricas en &cidos grasos
saturados y otras bajas en grasas. Perez-Martinez et al en un modelo de IR como son los
pacientes con sindrome metabdlico, evaluaron el efecto de una comida rica en MUFA
(38% de energia total en forma de grasa, con un 20% de MUFA, 8% de saturados y 6%
de PUFA) con respecto otros tres tipos de comidas de prueba: una rica en acidos grasos
saturados (38% de energia total en forma de grasa, con un 16% de saturados, 12% de
MUFA y 6% de PUFA), otra baja en grasas y rica en carbohidratos de absorcion
compleja (28% de energia total en forma de grasa, con un 11% de MUFA, 8% de
saturados y 6% de PUFA) y otra baja en grasas, rica en carbohidratos de absorcion
compleja, de igual composicidn que la anterior pero suplementada con 1.24g de acidos
grasos omega-3. Observaron que la comida rica en MUFA mejoraba de forma
significativa los parametros de estrés oxidativo, con un aumento postprandial de GSH,
un descenso de GSSG, proteinas carboniladas y SOD, resultados similares a los

encontrados en este estudio?’.

Pefia-Orihuela et al evaluaron el efecto de estos cuatro tipos de comida en la misma
cohorte de pacientes que Perez-Martinez, sobre otros marcadores de estrés oxidativo®®.
Concluyo que el consumo de MUFA disminuye el estrés oxidativo cuando se compara
con la ingesta de acidos grasos saturados, determinado mediante un descenso de la
NADPH-oxidasa y un aumento en la respuesta antioxidante postprandial del tejido
adiposo. ElI mecanismo molecular subyacente, en parte fue el aumento de NFE2L2

(factor de transcripcion que promueve la expresion de genes antioxidantes) y el
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descenso de KEAP1 (proteina que interacciona con otras enzimas antioxidantes

favoreciendo el estrés oxidativo).

La comida rica en acidos grasos saturados provoc6 un aumento en los marcadores de
estrés oxidativo, seguido en orden decreciente por la comida baja en grasas > comida

baja en grasas suplementada de &cidos grasos omega 3.

Por otro lado, Fito et al también mostraron que el aceite de oliva, alimento con alto
contenido en MUFA, provocaba elevaciones en los niveles de glutation reductasa

18 Otros autores han

plasmatica, lo que condujo a una disminucion del estrés oxidativo
comparado el efecto sobre el estrés oxidativo de los diversos macronutrientes: proteinas,
grasas y carbohidratos de forma separada y como comida mixta en una poblacion sana:
se observd un aumento del estrés oxidativo (evaluado mediante la determinacion de
H.O, y MDA) tras una comida rica en grasa (administrada en forma de comida rapida),
que no se produjo con los otros macronutrientes. A diferencia de estos resultados,
numerosos estudios han mostrado un aumento del estrés oxidativo tras una comida rica

en carbohidratos en sujetos con IR%%,

Al evaluar la comida mixta, se observé una correlacion positiva significativa entre la
trigliceridemia y los marcadores de estrés oxidativo. Segln estos datos y los aportados
en otros estudios, parece que tanto en poblacion joven y sana como en individuos con
IR, la magnitud y duracion de la hipertrigliceridemia es el principal determinante del

estrés oxidativo postprandial®***®,

Asimismo, existe evidencia creciente que sugiere que el estrés oxidativo postprandial
puede producirse como causa en el desarrollo de la intolerancia a la glucosa y sus
comorbilidades asociadas™?®?%22%3 Ademas, el grado de severidad de estrés oxidativo

se ha visto relacionado con la magnitud de la hipertrigliceridemia postprandial****2.

Tinahones et al mostraron como en sujetos obesos con IR, el aumento de la
trigliceridemia postprandial tras una comida rica en grasa produjo un aumento de estrés
oxidativo que estaba en relacién con el grado de IR*’. Este aumento de estrés oxidativo
postprandial se manifestd mediante una reduccién significativa de la actividad de la

SOD plasmatica y un aumento de los indicadores de formacién de MDA’

94



Por otro lado, el aumento de IR que se produce por el estrés oxidativo, podria ser
explicado como un mecanismo de defensa del organismo para proteger a las células
contra cualquier acumulacion de sustrato y restaurar de esta forma el balance
metabélico del organismo®*?®. Sin embargo, en nuestro estudio, con grasa insaturada,
se produce una mejoria del estrés oxidativo en todos los puntos de la SOG, expresado
como un decremento significativo respecto al valor basal en todos los puntos de la SOG
para GSSG, GSSG/GSH y MDA. Este decremento significativo es mayor en los sujetos
con obesidad abdominal. Estos resultados son similares a los encontrados por Dai et al
tras la evaluacion del efecto directo de la dieta mediterranea sobre el estrés oxidativo en
una poblacién de gemelos monozigéticos y dizig6ticos'®”. La adherencia a la dieta
mediterranea se asociaba con menor grado de estrés oxidativo, evaluado mediante el
cociente GSSG/GSH. Estos resultados son de especial relevancia por utilizar una
muestra de gemelos, ya que este tipo de estudios son una fuente poderosa para evaluar
asociaciones complejas, debido a que nos permite controlar factores de confusién no
medidos o desconocidos como son los genéticos, socioeconémicos, conductuales y del
estilo de vida adquiridos cuando crecen en la misma familia. Esto es particularmente
importante para los habitos dietéticos, los cuales pueden estar influenciados por otros
comportamientos del estilo de vida aprendidos por individuos que crecen en la misma

familia.

Por tanto, nuestros resultados apoyan la idea que los MUFA pueden desencadenar un
aumento de GSH y una disminucion de GSSG, del cociente GSSG/GSH y de MDA a

través de la estimulacion de la actividad de la glutation reductasa.

Una limitacion de nuestro trabajo es que hemos estudiado el efecto de una SOG rica en
MUFA de forma aguda. Otros autores, como Pérez-Martinez et al, evaluaron el efecto
de una dieta rica en MUFA administrada de forma crénica, observando un efecto

beneficioso sobre el estrés oxidativo?’.

Diversos estudios han mostrado como el mecanismo por el que la hipertrigliceridemia
postprandial induce disfuncion endotelial es a través de un aumento del estrés oxidativo,
tanto en sujetos sanos como en aquellos con diabetes tipo 2, entendiéndose este

aumento de estrés oxidativo como una de las bases patogénicas a través de la cual, la
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hipertrigliceridemia produce el desarrollo de arteriosclerosis y ECV*"*®. Por tanto,
todos los mecanismos que disminuyan el estrés oxidativo se deberian traducir en un
efecto beneficioso sobre la arteriosclerosis y la ECV.

En nuestro estudio, los efectos beneficiosos en la oxidacion sistémica los atribuimos al
contenido predominante de MUFA de nuestra SOG, ya que no contenia polifenoles ni
otros compuestos antioxidantes caracteristicos del aceite de oliva virgen. Tanto estudios
in vitro como de intervencion dietética con aceite de oliva virgen han atribuido los
beneficios antioxidantes a su contenido en polifenoles®®*?*. Sin embargo, en amplios
estudios aleatorizados y multicéntricos de intervencion, el consumo de aceite de oliva
ha disminuido significativamente el nivel de estrés oxidativo y el efecto ha sido
independiente del contenido en compuestos fendlicos y si relacionado con el contenido
en MUFA™®,

Por tanto, hemos objetivado un efecto beneficioso sobre el estrés oxidativo con la
ingesta de un preparado de grasa con predominio de MUFA y sin antioxidantes en
sujetos sanos, y un beneficio incluso mayor en sujetos obesidad abdominal, que ya
presentaban un estrés oxidativo alterado basalmente.

La relacion entre hipertrigliceridemia y ECV parece mediada por el estrés oxidativo, al
que se considera responsable de la ECV en sujetos con IR. Por ello, los datos de nuestro
estudio son relevantes ya que, tras una SOG con insaturados, y a pesar de que aumenten
los triglicéridos a las 2 y 4 horas, disminuye el estrés oxidativo. Cabe esperar, por tanto,

que estos cambios se traduzcan en un efecto beneficioso en términos de ECV*™.
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7. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en nuestro estudio establecemos las siguientes

conclusiones:

1. Los sujetos con obesidad abdominal, en situacién de ayuno, presentan un
perfil lipidico desfavorable y un aumento de los marcadores de estrés oxidativo y de IR.

2. Tras una SOG rica en &cidos grasos insaturados los sujetos con obesidad
abdominal muestran una mejoria en sus marcadores de estrés oxidativo y en los

parametros de IR.

3. El efecto beneficioso a nivel de estrés oxidativo e IR que se produce tras una
SOG rica en acidos grasos insaturados en sujetos con obesidad abdominal podria

reducir la incidencia y prevalencia de ECV en este grupo de pacientes.
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