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Resumen

El tipo de grasa ingerida en el desayuno puede modificar el perfil lipidico y
otras variables de riesgo cardiovascular en mujeres posmenopausicas con riesgo
de enfermedad cardiovascular. También se ha sugerido que cambiar Ia
composicion de las grasas en la dieta puede modificar la produccién de factores
relacionados con la inflamacién y con la oxidacion de grasas. Estudios recientes
sefnalan que no solo la ingesta diaria de energia y nutrientes, sino el momento del
dia en que se ingieren regula notablemente el metabolismo de los lipidos y el
riesgo cardiovascular. Por tanto, el objetivo del estudio fue evaluar si el tipo de
grasa ingerida en el desayuno puede modificar el metabolismo lipidico y otros
marcadores de riesgo cardiovascular en mujeres adultas.

Se disefid un ensayo clinico aleatorizado cruzado en el que un grupo de 56
mujeres institucionalizadas consumieron un desayuno rico en AGS (mantequilla),
AGPI (margarina) o AGMI (aceite de oliva virgen) alternativamente. Los
desayunos fueron separados por dos periodos de lavado. En el primer y ultimo
dia de cada periodo de estudio, se registrd el peso, la presion arterial, el perimetro
de cintura y el indice de masa corporal en condiciones de ayuno y se recogi6 una
muestra de sangre para medir el perfil de lipidos séricos. Se determinaron las
lipoproteinas, apolipoproteinas y las subfracciones de lipoproteinas. También se
evaluaron los marcadores inflamatorios y marcadores de estrés oxidativo.

Al comparar los tres tipos de grasa en desayuno, se observa que afectan al
perfil lipidico sérico en las participantes, siendo las AGPI las tnicas que
incrementan el porcentaje de participantes con un perfil lipidico éptimo, que se
refleja en una disminucion de los valores de colesterol LDL y un aumento en la
concentracion de colesterol HDL. La ingesta de AGMI no puso de manifiesto
estos cambios significativos estadisticamente, aunque si se aprecia una tendencia
en el mismo sentido que la grasa polinsaturada.

La influencia de los tres tipos de grasas ingeridas en los desayunos sobre el
perfil de lipoproteinas, subfracciones lipoproteicas y apolipoproteinas pone de
manifiesto que el desayuno rico en AGPI disminuye las concentraciones séricas
de parametros proaterogénicos (lipoproteinas LDL (especificamente la
subfracciéon LDL-5), subfraccion IDL-C, apoproteina B, Lp(a)) e incrementa la

concentracion de lipoproteinas HDL (y de apo Al), y en las subfracciones



lipoproteicas LDL se aprecia un aumento de las LDL2, que son de las menos
aterogénicas. El desayuno rico en AGMI no muestra efecto sobre estos
parametros. El desayuno rico en AGS muestra el efecto proaterogénico, que se
expresa en una disminucion de apoproteinas Al y All, e incremento de la
concentracion de particulas LDL y de subfracciones muy aterogénicas (IDL-C e
IDL-B).

En relacién a la capacidad de los tres tipos de grasas consumidas en el
desayuno para modificar pardmetros relacionados con el estrés inflamatorio,
ninguna de las grasas modifica los valores de proteina C reactiva. La tendencia de
AGMI a aumentar las citoquinas proinflamatorias, antiinflamatorias e
inmunosupresoras es sorprendente. Mientras que los desayunos ricos en AGS y
AGPI muestran tendencias a disminuir las citocinas proinflamatorias,
antiinflamatorias e inmunosupresoras.

Del efecto de los tres tipos de grasas administrados en el desayuno sobre
biomarcadores de estrés oxidativo y riesgo cardiovascular, destaca que, los AGM
a través del aceite de oliva virgen extra, provocaron una disminucion de los
niveles de homocisteina, antioxidante total y la concentracion de LDL oxidada,
que en la muestra poblacional analizada se encontraban en valores muy altos,
como corresponde a este grupo con RCV.

En resumen, modificar el tipo de grasa ingerida en el desayuno es suficiente
para modificar significativamente el metabolismo lipidico de las mujeres con
RCV, lo que puede ser de gran relevancia para establecer nuevas estrategias
terapéuticas para el tratamiento de estos sujetos. La grasa poliinsaturada en el
desayuno ha mejorado el perfil de lipidos séricos en la poblacién de muestra
analizada, lo que sugiere que el desayuno a base de AGPI puede ser aconsejable
en mujeres con riesgo de ECV. Asi también la ingesta de AGP], es suficiente para
promover un perfil de menor sintesis de marcadores inflamatorios y puede ser

apropiado para mejorar las complicaciones cardiovasculares.
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Abstract

The type of fat ingested at breakfast can modify the lipid profile and other
cardiovascular risk variables in postmenopausal women at risk of cardiovascular
disease. It has also been suggested that changing dietary fat composition can
modify the production of inflammatory-related factors, and lipid-oxidative
factors. Recent studies point out that not only the daily intake of energy and
nutrients but the time of day when they are ingested notably regulates lipid
metabolism and cardiovascular risk (CVR). Therefore, the aim of the study was to
assess if the type of fat ingested at breakfast can modify lipid metabolism and
other markers of CVR in postmenopausal women.

A crossover randomized clinical trial was designed in which a group of 56
institutionalized women consumed a breakfast rich in SFA (butter), PUFA
(margarine), or MUFA (virgin olive oil) alternately. The breakfast was separated
by two washout periods. On the first and last days of each study period, weight,
arterial blood pressure, waist circumference, and body mass index were recorded
in fasting conditions and a blood sample was collected to measure plasma lipid
profile. Serum lipoprotein fractions and apolipoprotein were determined. The
inflammatory and oxidative markers were evaluated.

When comparing the three types of fat at breakfast, it is observed that they
affect the serum lipid profile in the participants, PUFA are the only that
significantly increase the percentage of participants with optimal lipid profile,
which is reflected in decrease levels of LDL cholesterol and increase levels of
HDL cholesterol. MUFA intake did not reveal these statistically significant
changes, although a trend in the same direction as polyunsaturated fat is
observed.

The influence of the three types of fats eaten at breakfast on the profile of
lipoproteins, lipoprotein subfractions and apolipoproteins show that PUFA-rich
breakfast decreases the serum concentrations of proatherogenic parameters (LDL
lipoproteins (specifically the LDL-5 subfraction), IDL subfraction -C, apoprotein
B, Lp(a)) and increases the concentration of HDL lipoproteins (and apo Al), and
in the LDL lipoprotein subfractions there is an increase in LDL2, which are the
least atherogenic. the MUFA-rich breakfast shows not effect on these parameters.

The SFA-rich breakfast shows a proatherogenic effect, which is expressed in



decrease levels of apoproteins Al and AII and increase the concentration of LDL
particles and highly atherogenic subfractions (IDL-C and IDL-B).

In relation to the capacity of the three types of fats eaten at breakfast to
modify parameters related to inflammatory stress, no changes in C-reactive
protein levels were observed with none of the fats. The tendency of MUFA to
increase proinflammatory, anti-inflammatory and immunosuppressive cytokines
is surprising. Whereas Breakfasts SFA-rich and PUFA-rich show tendencies to
decrease proinflammatory, anti-inflammatory and immunosuppressive cytokines.

The effect of the three types of fats administered at breakfast on biomarkers
of oxidative stress and cardiovascular risk, stands out that, MUFA through extra
virgin olive oil, caused a decrease homocysteine levels, antioxidant total and the
concentration of oxidized LDL, which in the population sample analyzed were at
very high values, as corresponds to this group with CVR.

In summary, to modify the type of fat eaten at breakfast is enough to
significantly modify the lipid metabolism of women with CVR, which can be of
great relevance to establish new therapeutic strategies for the treatment of these
subjects. The polyunsaturated fat at breakfast has improved the serum lipid
profile in the analyzed sample population, suggesting that PUFA-based breakfast
can be advisable in women at risk of CVD. PUFA intake, is enough to promote a
less inflammatory-markers synthesis profile and may be appropriate for

improving cardiovascular complications.
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ERO Especies reactivas de oxigeno
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GBD Global Burden of Cardiovascular Diseases and Risk Factors
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H:0: Peroxido de hidrogeno
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HCU Homocistinuria
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HNE 4-Hidroxi-2-nonenal
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IDF International Diabetes Federation
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IFN Interferéon

IL Interleucina

ILCs
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Indice de masa corporal
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PCR Proteina C reactiva

PKU Fenilcetonuria

RCV Riesgo cardiovascular

RI Resistencia a la insulina
R-SH Tioles

R-SS-R Disulfuros

SERCA2a Reticulo sarcoplasmatico
SH Grupos sulthidrilo

SM Sindrome metabdlico

SOD Superdxido dismutasa
TBA Acido tiobarbittrico

TG Triglicéridos

TNF Factor de necrosis tumoral
TYR Tirosinemia

ucCD Trastorno del ciclo de la urea
VET Valor energético total
VLDL Lipoproteinas de muy baja densidad
WHO World Health Organization
Yapl Yeast activator protein
3-NO2-Tyr  Nitrotirosina libre

4-HNE 4-hidroxinonenal

8-iso-PGF2ac  8-epi-prostaglandina Fzalfa u 8-isoprostano
8-OH-dG 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina u 8-oxoguanina
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I - INTRODUCCION

1.1 DIETA Y SALUD CARDIOVASCULAR

La dieta juega un papel critico para conseguir y mantener un buen estado
de salud, por lo que los alimentos estan directamente involucrados en muchos de
los factores de riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV) y en esto resulta ya
obvio que la calidad de los lipidos de la dieta es un elemento crucial.

Ademas de situaciones especificas como la actual pandemia de covid-19
(Figura 1), las ECV contintian siendo la principal causa de mortalidad en todo el
mundo (1) convirtiéndose por ello en una prioridad en la salud publica, ya que
representa casi el 30% de todas las muertes en todo el mundo, a pesar de la
disminucion constante durante los ultimos 10 afios (2). Una de cada tres muertes
en los Estados Unidos y una de cada cuatro muertes en Europa son causadas por
ECV (3). Numerosa evidencia cientifica epidemiologica / cohorte prospectiva
(limitada de intervencién) muestra la efectividad de los patrones dietéticos como
la dieta mediterranea y estilos de vida saludables para la prevencion de las

enfermedades cronicas, particularmente las ECV (4).
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Figura 1. Comparacion de muertes semanales 2020 y la media de defunciones
semanales del 2017 (5).

Infecciones



44 JESSICA MARCIA DELGADO ALARCON

La intervencion dietética permite una combinacién de multiples alimentos y
nutrientes, de tal manera que, se puede afirmar que la nutriciéon podria ser el
factor mas preventivo de muerte por ECV, al ejercer un papel en el control de
otros factores de riesgo como el sobrepeso, hipertension, diabetes o dislipemia (6).
Por lo tanto, un patrén dietético saludable muestra una mayor magnitud de
efectos beneficiosos frente a las ECV y efectos potenciales que un solo suplemento
de nutrientes. Por otro lado, la probabilidad de desarrollar ECV esta asociada con
patrones dietéticos poco saludables (ingesta excesiva de sodio y alimentos
procesados; azucares agregados; grasas no saludables; baja ingesta de frutas y
verduras, granos enteros, fibra, legumbres, pescado y nueces), junto con falta de
ejercicio, sobrepeso y obesidad, estrés, consumo de alcohol o tabaquismo (7).

Las intervenciones dietéticas realizadas hasta ahora han demostrado que la
adopcion de una dieta saludable (tipo mediterrdaneo o DASH) reduce varios
factores de riesgo cardiovascular (RCV) en sujetos en riesgo (prevencion
primaria) y / o eventos cardiovasculares o mortalidad en pacientes después de un

primer evento cardiaco (prevencion secundaria) (8).

1.1.1 Modificaciones metabolicas que implican los componentes de la dieta

Los factores dietéticos juegan un papel en los procesos bioldgicos normales
y estan involucrados en la regulacion de la progresion patoldgica a lo largo de la
vida. Esta bien establecido que la dieta, o mas especificamente la composicion de
acidos grasos de la dieta, es uno de los principales factores implicados en la
regulacion del perfil lipidico plasmatico/sérico (9). La relacion entre la dieta y los
marcadores de lipidos en sangre son complejos; por ejemplo, muchos
componentes dietéticos diferentes pueden afectar a los niveles de colesterol
(proteinas, carbohidratos, esteroles vegetales, etc.). Pero el componente mas
controvertido es la grasa dietética, tanto en cantidad como en composicion de
acidos grasos (10, 11).

Si la dieta, por ende, los alimentos estan directamente envueltos en muchos
de los factores de riesgo cardiovascular, es importante conocer las modificaciones
metabdlicas que implican dichos componentes.

Los hidratos de carbono al ser la principal fuente energética de la dieta en la

mayoria de los individuos, desempefian una amplia variedad de funciones en el
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organismo. Cuando el organismo cataboliza los carbohidratos, éstos se
transforman en glucosa que es transportada por el torrente sanguineo hasta llegar
a los tejidos, como musculo esquelético y cardiaco, tejido adiposo y otros; cuyo
transporte al interior de la célula para generar energia (a través de la glicolisis y
ciclo de Krebs) es facilitado por la hormona insulina. La insulina es secretada por
la glandula pancreatica para controlar los niveles de glucosa en sangre. Asi, un
exceso de glucosa se transforma en glucoégeno que es almacenado en el higado o
en forma de grasa en el cuerpo, pero si el defecto genético afecta a uno de estos
procesos de conversién de glucosa, se acumulan productos intermediarios
(algunos toxicos para el organismo), ademads implica la posible pérdida de energia
para el cuerpo, siendo un hecho relevante y grave cuando es el hidrato de
carbono endogeno (glucogeno) el que puede liberar la glucosa (12). En los ultimos
anos han surgido nuevas teorias que contradicen el hecho de que las dietas
adecuadas en carbohidratos con 55-60% del valor energético total (VET), son
Optimas para la prevencion y tratamiento de enfermedades croénicas (13),
discrepando de las recomendaciones de la OMS y FAO que sugieren la ingesta
diaria de 55-65% de carbohidratos (14).

Por otro lado, la via metabolica de lipogénesis de novo (LDN) ha sido
investigada y ultimamente ha sido muy referida, ya que convierte el exceso de
carbohidratos en 4cidos grasos que luego se esterifican para almacenar
triacilgliceroles (TG), pero no contribuye en gran medida al balance total de
grasas (15), por lo que la mayoria de los datos experimentales en humanos, sin
embargo, contradicen esta vision de la funcion de la lipogénesis de novo (16).

La ingesta alterada de carbohidratos altera la produccion de glucosa
hepatica especificamente y de una manera dependiente de la dosis. La producciéon
de glucosa hepatica puede mediar los efectos de los carbohidratos en la seleccion
de combustible de todo el cuerpo, al proporcionar un sustrato y al alterar las
concentraciones séricas de insulina. Ello altera la lipdlisis y la eficiencia de la
oxidacién tisular, contribuyendo a los cambios en la oxidacion de las grasas. De
este modo, el exceso de carbohidratos no se convierte sustancialmente en grasa
por parte del higado, ya que evita la oxidacion de las grasas, y en estas
circunstancias, la lipogénesis fraccional de novo puede ser un marcador cualitativo
de la ingesta reciente de carbohidratos (15). Finalmente, la evidencia cientifica

indica que la desregulacién del LDN en los principales tejidos lipogénicos del
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cuerpo humano se observa a menudo en diversas anomalias metabdlicas, incluida
la obesidad, la enfermedad del higado graso y el sindrome metabdlico, ademas, se
agrava en tejidos cancerosos, células infectadas por virus, por lo que la
orientacion terapéutica de esta via o inhibicidn, puede abrir una nueva ventana de
oportunidad para combatir diversas afecciones patologicas provocadas por la
lipogénesis (17).

Las proteinas ingeridas en la dieta son divididas hasta sus aminoacidos
constituyentes por medio de las enzimas digestivas y el dcido clorhidrico del
tracto gastrointestinal. Posteriormente, estos aminodcidos, son convertidos en a-
cetoacidos los cuales pueden ser reciclados en el organismo para la produccion de
energia, glucosa o grasas o para la resintesis de aminoacidos. Esta degradacion de
aminodcidos a a-cetoacidos se lleva a cabo en el higado, por medio de un proceso
conocido como transaminacién (18). Por otro lado, existen trastornos diferentes
del metabolismo de proteinas o trastornos del metabolismo de los aminoacidos,
entre los principales se incluyen la fenilcetonuria (PKU), debido a la ausencia de
una enzima, el organismo no puede procesar correctamente uno de los
aminodcidos, la fenilalanina (19), la enfermedad de la orina con olor a jarabe de
arce (MSUD), debido a la ausencia de una enzima, el cuerpo no puede procesar
correctamente tres aminodcidos —leucina, isoleucina y valina— denominados
conjuntamente aminodcidos de cadena ramificada (AACR) (20); la homocistinuria
(HCU), el cuerpo no puede procesar correctamente uno de los aminoacidos, la
metionina, ademds se han realizado diversos estudios que han mostrado una
asociacion entre la HCU vy el riesgo cardiovascular, siendo un factor importante
de las enfermedades cardiovasculares (21); asi también, se incluye la tirosinemia
(TYR), Acidemia metilmalonica y acidemia propionica (AMM/AP), Aciduria
glutarica Tipo 1 (AG), acidemia isovalérica (AIV) y trastorno del ciclo de la urea
(UCD), siendo el factor comtin entre todas estas patologias, la baja funcionalidad
0 una ausencia total de la enzima responsable del metabolismo de uno o mas
aminodcidos.

De los lipidos exdgenos (de la dieta), el 95% son triglicéridos y el 5%
restante son fosfolipidos, acidos grasos libres, colesterol, (esterificado) y vitaminas
liposolubles. Los triglicéridos y el colesterol son los lipidos mas comprometidos
por enfermedades, aunque todos los lipidos son fisiolégicamente importantes.

Los defectos en la via de sintesis, procesamiento y eliminacion de liproproteinas
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pueden promover la acumulacion de lipidos aterogenos en el plasma y el
endotelio. Existen muchos trastornos diferentes que afectan al metabolismo de
grasas. Entre ellos, se incluyen los trastornos de oxidacion de acidos grasos de
cadena larga (LC-FAOD). La grasa alimentaria es fuente de energia. La mayor
parte de la grasa alimentaria habitual en las dietas occidentales son triglicéridos
de cadena larga (LCT). Las personas con LC-FAOD no pueden liberar la energia
procedente de los LCT y en estas circunstancias los LCT conducen a la liberacion
de toxinas (22).

Existe evidencia epidemioldgica, clinica y experimental sustancial de que las
fibras dietéticas (paredes celulares de las plantas) y sus componentes
individuales, pueden tener un papel en la modificacién de ciertos factores de
riesgo en la enfermedad coronaria (23). Por otro lado, también se conoce que, en
la enfermedad neoplasica, el metabolismo de los hidratos de carbono, el
metabolismo lipidico y el metabolismo proteico sufren alteraciones metabolicas,
presentando anomalias o anormalidades especificas (24).

A lo largo del tiempo ha surgido evidencia que indica que las
modificaciones epigenéticas dependientes del factor dietético pueden afectar
significativamente la estabilidad del genoma y la expresion de ARN mensajero
(ARNm) y proteinas, que estan involucradas en la disfuncion metabolica, asi
como las interacciones entre el metabolismo de las células cancerosas (25).
Ademads, algunos marcadores de riesgo epigenético pueden ser iniciados o
revertidos por la dieta y los factores ambientales. Por tanto, la ingesta de
componentes dietéticos que regulan las modificaciones epigenéticas puede
proporcionar efectos significativos para la salud y puede prevenir diversos
procesos patologicos en el desarrollo de enfermedades metabolicas (26).

Por otro lado, hallazgos recientes muestran que no solo es importante la
cantidad total de grasa, sino también la hora del dia cuando se ingieren (27). En
esta linea, varios informes anteriores han mostrado la importancia de ajustar la
dieta a los ritmos bioldgicos del sujeto. De hecho, se han descrito errores comunes
que pueden alterar el equilibrio de la dieta a pesar de la ingesta adecuada de
nutrientes, por ejemplo, comer demasiado tarde, y mas concretamente después de
las 15 horas, reduce la eficacia de un tratamiento dietético hipocaldrico y aumenta
el riesgo de desarrollo de la obesidad (28).
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1.1.2 Importancia del desayuno

El desayuno a menudo se indica que es la comida mas importante del dia
(29, 30), como su nombre indica, el desayuno rompe el ayuno nocturno y provee
el suministro de glucosa para aumentar los niveles de energia. Ademas, ejerce
diversos efectos en el organismo porque ayuda a reorganizar los efectos
metabolicos sufridos durante la noche y aporta nutrientes esenciales que el
organismo requiere para iniciar la jornada. Sus contribuciones a diversas facetas
de la salud y el bienestar son controvertidas, por lo que a menudo es la comida
que mas se subestima e incluso se omite. Aunque en la actualidad hay suficiente
apoyo cientifico, que demuestra los beneficios para la salud reportados por el
consumo regular de desayuno, incluyendo un mejor perfil nutricional (31), indice
de masa corporal reducido (32), mejores funciones cognitivas (33), menor
incidencia de enfermedades cronicas degenerativas como diabetes tipo 2 (DM2) y
enfermedades cardiovasculares (ECV) (34), asi como un estilo de vida mas
saludable, opciones de alimentos mas saludables y patrones regulares de
alimentacion y ejercicio (31).

El desayuno es una comida que a menudo contribuye de manera
significativa al consumo diario de fibra dietética. Varios tipos de fibra dietética
pueden conferir beneficios para la salud a través de los efectos sobre la
fermentacion coldnica, mediante el desplazamiento de los carbohidratos
rapidamente disponibles y al disminuir la absorcion intestinal de carbohidratos.
Por lo tanto, se considera que un mayor consumo de fibras de cereales y cereales
integrales se ha asociado con un riesgo reducido de desarrollar DM2 (35).

La proteina en el desayuno puede inducir efectos metabolicos beneficiosos,
se ha demostrado que al sustituir parcialmente los carbohidratos rdpidamente
disponibles del desayuno por proteina aumenta la saciedad y la termogénesis
inducida por la dieta, y también afecta favorablemente los lipidos de las
lipoproteinas y la presion arterial. La sustitucion parcial de carbohidratos por
acidos grasos insaturados se ha asociado con una mejor sensibilidad a la insulina,
lipidos de lipoproteinas y presion arterial (35).

Asi también, se sabe que el tipo de alimento ingerido en el desayuno influye
en el indice de masa corporal (IMC) (36). Respecto a esto, en un estudio con

sujetos sanos, la ingestion de un desayuno rico en grasas aumentd
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significativamente los niveles plasmaticos de triglicéridos e IMC, en comparacion
con un desayuno enriquecido con carbohidratos (37). Por otro lado, en un estudio
cruzado, se demostré que el consumo de desayuno que contenia carbohidratos
simples resultd en niveles mas altos de glucosa e insulina después de 30 minutos
de consumo de desayuno, asi como los niveles de triglicéridos y acidos grasos
libres respecto a un desayuno que contenia carbohidratos complejos (38).

La mayoria de los ensayos controlados aleatorios disponibles han
demostrado un efecto favorable sobre la respuesta de la glucosa posprandial con
desayunos que contienen mads grasas en comparacion con los que contienen
menos grasas (39). Ademads, los estudios de alimentacién controlada han
demostrado que la sustitucion parcial de los carbohidratos rapidamente
disponibles por dcidos grasos poliinsaturados (AGPI) en la dieta se asocia con una
mayor sensibilidad a la insulina, asi como con cambios favorables en los lipidos y
la presion arterial (40)

Si bien existen numerosos estudios que sugieren que la composicion
cuantitativa y cualitativa de los alimentos ingeridos en el desayuno puede influir
en los pardmetros bioquimicos del plasma, todavia faltan estudios que hayan
evaluado especificamente el efecto de los diferentes tipos de grasas ingeridas en el
desayuno sobre el perfil lipidico plasmatico.

Por otro lado, saltarse el desayuno se asocia con aumento de peso
(desarrollo de obesidad) y otros resultados adversos (41), incluido un mayor
riesgo de DM2 y sindrome metabdlico (SM) (42, 43). La relacion observada entre
saltarse el desayuno y un aumento de la DM2 y el riesgo de sindrome metabdlico
puede relacionarse con una elevacion prolongada de los niveles de glucosa
admitidos durante las horas de la mafiana en los que no desayunan, lo que resulta
en una reduccién de la sensibilidad a la insulina mas tarde en el dia (44). Una
segunda hipotesis es que puede haber diferencias en la capacidad para manejar
cargas de carbohidratos por la mafiana en comparacion con mas tarde en el dia
debido a: diferencias en la actividad del sistema nervioso simpatico, o patrones
diurnos en la liberacion de hormonas incretinas (p. ej., péptido 1 similar al
glucagdn y polipéptido inhibidor gastrico) en respuesta a una comida (35).

El desayunar, en comparacion con saltarse el desayuno, parece reducir la
glucemia posprandial sin afectar la insulinemia después de una comida estandar

del almuerzo (45). Por otro lado, saltarse el desayuno se asocia con una
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prolongacion de la concentracion elevada de acidos grasos libres (AGL)
observada durante el ayuno. Por lo tanto, los que no desayunan tienen
concentraciones elevadas de AGL durante las horas de la mafana en comparacion
con los consumidores del desayuno, y esto se asocia con una resistencia relativa a
la insulina, que se manifiesta como una respuesta glucémica elevada a la comida
del almuerzo (35).

Existe un nimero limitado de estudios que han examinado la relacion entre
saltarse el desayuno y el metabolismo de los lipidos o la glucosa en suero, pero en
todos se observan niveles elevados de triglicéridos (TG), colesterol total (CT),
colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDLc), glucosa en sangre en ayunas
y por otro lado niveles reducidos de colesterol de lipoproteinas de alta densidad
(HDL-c) en algunos consumidores de desayuno irregular. (46,47).

En los paises desarrollados, durante el periodo de tiempo que comprende
desde 1960 a nuestros dias, el numero de adultos que no desayunan se ha
duplicado practicamente, debido a diferentes razones, como la falta de tiempo o
el exceso de peso (43), sin embargo, existe una relacion inversa entre el IMC y el
desayuno (44, 45). En ese sentido, también es bien sabido que el tipo de alimento
ingerido en el desayuno influye en el IMC (36). También se ha observado que las
personas que no desayunan suelen tener una ingesta dietética de menor calidad a
lo largo del dia (47).

1.2.  RELACION ENTRE LOS LiPIDOS DE LA DIETA Y LA SALUD

La composicién lipidica de los alimentos es importante, ya que es una
fuente importante de energia (9 Kcal/g), ayuda a absorber algunas vitaminas y
minerales, es necesaria para construir las membranas celulares, asi como las
vainas que rodean los nervios, es esencial para la coagulacién de la sangre, el
movimiento de los musculos y la inflamacién, entre otras funciones fisioldgicas.
Se recomienda que las grasas de la dieta aporten entre un 20 y un 35% de las
necesidades energéticas diarias. Pero nuestro organismo no hace el mismo uso de
los diferentes tipos de grasa, por lo que este 35% deberd estar compuesto por un
10% de grasas saturadas (como maximo), un 5% (minimo) de grasas insaturadas y
un 5% (minimo) de grasas poliinsaturadas (48). Ademas, hay ciertos lipidos que

se consideran esenciales para el organismo, como el acido linoleico o el linolénico,
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que, si no estan presentes en la dieta en pequenas cantidades, se producen
enfermedades y deficiencias hormonales, estos son los llamados acidos grasos
esenciales.

Pero esta claro que, para la salud a largo plazo, algunas grasas son mejores
que otras. Por todo esto, los aceites y grasas, y los productos elaborados a partir
de ellos, juegan un papel importante en la dieta habitual y presentan, segun los
diferentes tipos, comportamientos nutricionales muy diferentes en el organismo
humano. A nivel global, son fuentes de grasas saturadas alimentos como la
mantequilla, nata, quesos, grasa de la carne y embutidos, grasas vegetales como el
aceite de palma y coco, y snacks. Son fuentes alimentarias de &cidos
monoinsaturados el aceite de oliva y productos elaborados con €él, como por
ejemplo mayonesas. Y los acidos grasos poliinsaturados son ingeridos en la dieta
a través de aceites como el de girasol, maiz y soja, y productos elaborados con
ellos como margarinas y mahonesas, pescado azul y las nueces.

Asi, también se sabe que, los lipidos son biomarcadores de enfermedades y
estan implicados en varias condiciones patoldgicas. Como también desempefian
un papel en la modificacion genética y de riesgo en ciertas enfermedades cronicas.

Por lo tanto, el contenido de grasa de la alimentacion y su composicion son
los principales determinantes del perfil lipidico plasmatico de los consumidores;
por lo que la ingesta de distintos tipos de grasas tiene efecto en el organismo e
influye directamente en la colesterolemia como en la concentracion de otros
lipidos plasmaticos, ya que los 4cidos grasos saturados y el colesterol de la
alimentacion elevan el colesterol sérico, y que los acidos grasos monoinsaturados
(acido oleico) y los poliinsaturados (acido linoleico) presentan un moderado
efecto reductor del nivel de colesterol con respecto a los hidratos de carbono. Si
bien algunos estudios realizados en los tltimos 50 afios han obtenido resultados
diversos, en conjunto, los datos actuales confirman estas conclusiones generales
respecto a los efectos relativos de los acidos grasos saturados, poliinsaturados y
monoinsaturados en los niveles de colesterol del suero (FAO, WHO) (48, 49).

Esta, por lo tanto, bien establecido que la dieta, o mas especificamente la
composicion de acidos grasos de la dieta, es uno de los principales factores
implicados en la regulacion del perfil lipidico plasmatico (9). La relacién entre la
dieta y los marcadores de colesterol o lipidos en sangre son complejos; muchos

componentes dietéticos diferentes pueden afectar niveles de colesterol (proteinas,
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carbohidratos, esteroles vegetales, etc.). Pero el componente mas controvertido es
la grasa dietética, tanto en cantidad como en composicion de acidos grasos.

Hallazgos recientes muestran que no solo es importante la cantidad total de
grasa, sino también la hora del dia cuando se ingieren (27). En esta linea, varios
informes anteriores han mostrado la importancia de ajustar la dieta a los ritmos
bioldgicos del sujeto.

Es ampliamente conocido que, durante las pasadas décadas, la reduccion de
productos con alto contenido graso ha sido el principal foco de recomendaciones
dietéticas, ya que a las grasas se le atribuyen ciertas enfermedades como obesidad
y enfermedades cardiovasculares, siendo esta tltima la principal causa de muerte
en el mundo. Asi mismo, los mds propensos a estas enfermedades son las
personas adultas, por el metabolismo propio de su edad.

A lo largo del tiempo las asociaciones entre la dieta, los niveles de colesterol
sérico y el riesgo de cardiopatia coronaria han sido bien documentadas en
comparaciones entre diversos paises. Asi también se cuenta con abundante
evidencia cientifica desde la década de los 40, que hoy en dia se reafirma y
sustenta que, los niveles mas altos de colesterol sérico estan asociados con un
mayor riesgo de cardiopatia coronaria, habiéndose demostrado una asociacion
continua, graduada y estadisticamente significativa entre el colesterol sérico basal
y las tasas de muerte por cardiopatia coronaria; asi como también mostraron un
aumento gradual del riesgo de cardiopatia coronaria a medida que aumentan los
niveles de colesterol sérico. Finalmente, las poblaciones con una ingesta
relativamente alta de grasas, especialmente grasa animal y colesterol, tienen
niveles de colesterol sérico relativamente altos y tasas de mortalidad por
cardiopatia coronaria elevadas en comparacion con las poblaciones que consumen
dietas bajas en grasas (FAO) (48).

Todo esto ha conllevado a asociar las palabras “bajo en grasas” y “libre de
grasas”, observadas en las etiquetas de diversos productos alimenticios, como
sindnimo de un producto saludable, especificamente enfocindose a un corazén
saludable, por ende, de una vida saludable, sin considerar los otros factores que

influyen de manera directa en la salud cardiovascular.
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1.2.1 Metabolismo lipidico

El metabolismo lipidico es muy complejo y tiene como objetivo inicial el
transporte de los lipidos localizados en la luz intestinal (principalmente de la
dieta) hacia el higado, 6rgano central en el metabolismo lipidico. Una parte
importante de los triglicéridos se hidrolizan a acidos grasos libres y van hacia
diferentes tejidos, fundamentalmente muscular y graso, reserva energética de
nuestro organismo, fundamental en etapas de ayuno.

La mayor parte de los lipidos alimentarios se suministran en forma de
triglicéridos, que se hidrolizan para dar acidos grasos y monoglicéridos antes de
ser absorbidos por los enterocitos de la pared intestinal. En general, los acidos
grasos con longitudes de cadena inferiores a 12 atomos de carbono entran
directamente en el sistema portal y son transportados hacia el higado, mientras
que los de 12 o mds atomos de carbono se vuelven a esterificar dentro del
enterocito y entran en circulacion a través de la ruta linfatica en forma de
quilomicrones (50). Las vitaminas liposolubles (vitaminas A, D, E y K) y el
colesterol son liberados directamente en el higado, asi como una parte de los
restos quilomicronicos (51). La figura 2 muestra de forma muy esquematizada y
resumida el metabolismo de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y la
influencia de los lipidos de la dieta sobre las sintesis de triglicéridos. En la Figura
3, se puede observar el metabolismo de las lipoproteinas de alta densidad (HDL),
sintetizadas en por el intestino, el higado y directamente en plasma desde los
quilomicrones. Las particulas de HDL recién formadas tienen una estructura
discoidal y contienen apolipoproteina Al y fosfolipidos, y captan en los tejidos
periféricos, a través de la membrana celular, colesterol no esterificado y
fosfolipidos.

Los 4cidos grasos ademas de ser ingeridos directamente con la dieta,
pueden ser formados en el citoplasma de las células a partir de acetil-CoA, gracias
a la acetil-CoA carboxilasa, que es limitante y estd regulada por diferentes
metabolitos y hormonas. Esta enzima transforma el acetil-CoA en malonil-CoA,
sustrato del acido graso sintasa, la cual constituye una de las estructuras

polipeptidicas multifuncionales mas complejas que se conocen.
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Figura 2. Metabolismo de las lipoproteinas LDL y la influencia de los lipidos de la
dieta sobre las sintesis de triglicéridos, la uniéon de lipoproteinas a receptores
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1.2.2 Tipos de lipidos

A través de nuestra ingesta dietética diaria, ingerimos una variedad de
acidos grasos (AG) con diferentes longitudes de cadena y nimeros de enlaces
dobles. Los acidos grasos son las moléculas lipidicas con mayor interés
nutricional, ya que forman parte de los triglicéridos, de los lipidos complejos y
pueden esterificar al colesterol. Por lo tanto, la composicion de acidos grasos
dietéticos, en gran medida, determina la disponibilidad relativa y el
almacenamiento de AG en los tejidos (52).

Asi también, existe suficiente evidencia que afirma que diferentes tipos de
grasas ingeridas a través de la dieta pueden inducir modificaciones a nivel
fisioldgico que pueden influir en el desarrollo de ECV, probablemente debido a su
efecto sobre las concentraciones de lipidos en plasma (53). Sin embargo, no
existen estudios que analicen si el tipo de grasa consumida en el desayuno podria
alterar el perfil lipidico plasmatico.

Todos los alimentos que contienen lipidos tienen una mezcla de tipos
especificos de ellos. Dentro de los distintos tipos lipidos, existen grupos de grasas
que son de interés por su efecto en la dieta y estas son:

1. Grasas Saturadas, son de estructuras lineales de atomos de carbono
unidos por enlaces simples que abundan en los animales terrestres,
especialmente en los mamiferos, asi como en algunos aceites vegetales
como el de coco y palma. Las grasas saturadas son muy controvertidas y
usualmente se las denominan como grasas malas, pero, todos los acidos
grasos desempefian un papel clave en el metabolismo: como
combustible metabolico, como un componente necesario de todas las
membranas, y como regulador de genes. Si bien, las pautas americanas
recomiendan obtener menos de 10% de calorias de estas grasas (54), la
asociacion americana del corazon limita mas e indica no superar el 7%
de las calorias (55), todo ello porque durante décadas sugirieron que las
grasas saturadas eran dafiinas, pero en los ultimos afios algunos
investigadores examinaron la relaciéon entre la ingesta de grasas
saturadas y las enfermedades coronarias, el accidente cerebrovascular y
las enfermedades cardiovasculares (ECV) y han emitido una polémica

conclusion: "No hay pruebas suficientes de los estudios epidemioldgicos
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prospectivos para concluir que las grasas saturadas dietéticas estan
asociadas con un mayor riesgo de enfermedad coronaria, accidente
cerebrovascular o ECV (56).

Grasas insaturadas, son el grupo de grasas que se consideran “buenas”,
ya que son beneficiosas porque mejoran los niveles de colesterol en
sangre, estabilizan los ritmos cardiacos, y desempefian una serie de
otras funciones beneficiosas. Este tipo de grasas se encuentran en
alimentos vegetales, aceites vegetales, frutos secos y semillas. Estas de
acuerdo al nimero de dobles enlaces, a su vez se clasifican en dos tipos:
las grasas monoinsaturadas (AGMI) y las grasas poliinsaturadas (AGPI).
Dentro de las segundas, se incluyen dacidos grasos que, resultan
necesarios para mantener el estado de salud y no pueden ser
sintetizados por los humanos, por lo que se deben incorporar al
organismo mediante la dieta, razon por la que se denominan esenciales
y dentro de éstas ultimas se incluyen los acidos grasos poliinsaturados
de las familias omega-3 (n-3) y omega -6 (n-6). Estos AGPI son
importantes en el organismo, ya que se presentan como excelentes
mediadores bioactivos para diversos propositos terapéuticos, se
incorporan facilmente en el interior de bicapas de lipidos y forman
importantes precursores bioquimicos y fuentes de energia, son
moléculas de sefalizacion y componentes de la membrana celular (57),
ya que mantienen la estructura de las membranas celulares, facilitan la
absorcion de las vitaminas liposolubles (A, D, E, K), regulan el
metabolismo del colesterol y producen eicosanoides (que regulan
multiples procesos celulares a nivel vascular, bronquial, motilidad
gastrointestinal y uterina, proteccion gastrica, diuresis, coagulacion
sanguinea, temperatura corporal, fenémenos algésicos, inflamatorios e
inmunitarios (58).

Grasas trans, comtnmente llamados los acidos grasos trans (AGT), se
producen por procesos de biohidrogenacion en el rumen de ganado
bovino u ovino, o la hidrogenaciéon industrial de aceites vegetales, la
cual consiste en la adicién directa de hidrogeno a los enlaces dobles de
los acidos grasos insaturados de aceites vegetales con el objeto de

modificar su punto de fusién, haciéndolos sélidos o semisdlidos a
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temperatura ambiente, es decir, a menudo, los aceites vegetales
insaturados se hidrogenan parcialmente para producir grasas mas
sOlidas, mas plasticas y mds estables. Durante la hidrogenacion los AG
cis con una estructura quimica flexible, pueden ser transformados en sus
isomeros trans los cuales tienen una estructura mas rigida, similar a la
de los acidos grasos saturados, y su presencia contribuye a la
solidificacion de las grasas que los contienen (59). En este proceso un
doble enlace puede cambiar de configuracion cis a trans (isomerizacion
geométrica) o cambiar de posicion dentro de la cadena de atomos de
carbono (isomerizacion posicional), de modo que los &cidos grasos trans
contienen al menos un doble enlace con esta configuracion. Las fuentes
mas frecuentes de acidos grasos isoméricos son las grasas de reposteria
que contienen aceites vegetales o de pescado parcialmente
hidrogenados, asi como la carne de los rumiantes y la grasa de la leche.
La mayoria de la evidencia relaciona a los AGT con el riesgo de enfermedad
coronaria (EC), ya que este tipo de grasas, pueden aumentar el colesterol LDL y
disminuir el HDL y tienen un efecto similar a las grasas saturadas sobre los
lipidos. Por lo que, a estos acidos grasos, se consideran perjudiciales ya que se les
ha relacionado con el desarrollo de diferentes tipos de cancer y su consumo
excesivo puede aumentar el riesgo de desarrollar diabetes tipo II (60).

1. 2. 3 Inferencia en el estado de salud

Muchas veces se desvirttia la ingesta de grasas, en el sentido de que-con una
demasiada generalizacion se atribuye que las grasas son dafiinas para el
organismo, olvidandose que son nutrientes necesarios, como ya se fundamentd
anteriormente. Pero si se debe tener en cuenta, que hay personas que ya poseen
algunos factores de riesgo cardiovascular, en las que cierto tipo de grasas
contribuyen aun mas a la evoluciéon de dichas enfermedades, por lo cual es
recomendable modificar el tipo de grasa ingerida, para atenuar dicho riesgo.

Por lo indicado previamente, ademds de conocer los tipos de acidos grasos
que existen, su funcién en el organismo, asi como las fuentes que los contienen, es

importante conocer sus efectos sobre la salud.
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Es asi que, se observan recomendaciones dietéticas basadas en el contexto
de la evidencia cientifica, las cuales, generalmente indican que, si hay un mayor
porcentaje de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) y menor AGS en una dieta
baja en grasas, el colesterol total sérico y el LDL-C disminuiran (61).

Asi también, diversos estudios clinicos muestran que el incremento de
consumo de grasas poliinsaturadas, como resultado de remplazar en la dieta las
grasas saturadas, puede verse reflejados en el incremento de los beneficios en la
salud cardiovascular, puesto que se observa una reduccion de enfermedades
coronarias en adultos mayores, mas propensos al RCV (62). Un metaandlisis
encontrd que las intervenciones que utilizan una combinacion de AGPI w3 y w6
dieron como resultado una disminucidn significativa en los eventos de
enfermedades de las arterias coronarias (EAC) en comparacién con las dietas de
control con menos AGPL Sin embargo, las intervenciones que utilizaron aceites
poliinsaturados w6 sin AGPI w3 mostraron mas eventos cardiovasculares en
comparacion con las dietas de control, aunque el aumento en el nimero no fue
estadisticamente significativo (63). Pareceria que incluso cantidades moderadas
de AGPI w3 en la dieta dan como resultado la atenuacidon de las respuestas
inflamatorias que se reflejan en la reduccion significativa de los eventos
coronarios observados con el aumento de AGPI en la dieta. De los aceites
vegetales comunes, el aceite de canola y de soja tienen un contenido importante
de AGPI w3 (10% y 7% respectivamente), mientras que los aceites de maiz,
cartamo y girasol generalmente contienen <1% AGPI w3 (64). Por otro lado, otra
revision sistematica encontrd evidencia insuficiente para apoyar una asociacion
(positiva o negativa) entre la EAC y varios factores dietéticos, incluidos los AGS o
AGP], el 4cido a-linolénico, la grasa total, la carne, los huevos y la leche (65).

Existen diversos estudios que afirman que las ingestas mas altas de AGPI y
AGMI se asocian con una menor mortalidad. Asi también, que la sustitucién del
5% de la energia de las grasas saturadas por energia equivalente de AGPI y AGMI
se asocia con reducciones en la mortalidad total del 27% y el 13%,
respectivamente (66). Asi mismo, sugieren que la sustitucion de los AGS por
AGPI, AGMI o carbohidratos de granos integrales estd asociada con un menor
riesgo de enfermedad coronaria (EC). Se observa ademads que la sustitucion de
carbohidratos de almidones refinados/aztcares afiadidos por AGPI o

carbohidratos de granos integrales se asocian con un menor riesgo de EC. Otras
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observaciones, junto con la evidencia de estudios anteriores, indican
recomendaciones basadas en la evidencia, a nivel de poblacion e individual para
reducir el consumo de AGS, que deben especificar la sustitucion de los AGS por
grasas insaturadas (AGI) y/o carbohidratos de alta calidad (67).

Cabe mencionar, que los estudios de acoplamiento molecular también han
corroborado el papel de los AGPI a nivel molecular, interactGan directa e
indirectamente con factores responsables de mejorar la salud y superar la

etiologia de las enfermedades (68).

1.2.4 Inferencia en enfermedad

Asi como es importante conocer los efectos de las grasas en la salud, es
también importante conocer la relacion de estas en la enfermedad.

Lawrence (69), refiere que algunos estudios han demostrado que las dietas
ricas en grasas promueven canceres inducidos quimicamente, en animales. Una
revision y un metaanalisis encontraron que el acido linoleico, el acido graso w6
predominante en los aceites vegetales, no es un factor de riesgo para los canceres
de mama, colorrectal y de prostata en los seres humanos (70), sin embargo, existe
evidencia de que la ingesta alta de w6 en relacion con w3 aumenta el riesgo de
cancer (71, 72). Existen multiples procesos mediante los cuales los acidos grasos
w6 pueden promover la carcinogénesis, uno de estos mecanismos podria ser la
produccion de eicosanoides bioactivos a partir del dcido araquidénico (73). Si bien
la mayoria de los estudios no encuentran diferencias en el riesgo de cancer con los
diferentes tipos de grasas, lo que si encuentran son asociaciones con niveles altos
de grasas en la dieta (74).

Si bien el papel de las grasas alimentarias en las ECV y muchas otras
enfermedades es complejo, sin embargo, las ingestas mas altas de grasas
saturadas y grasas trans se asocian con un aumento de la mortalidad.

Los primeros estudios realizados indican que las grasas saturadas con
niveles muy bajos de AGPI aumentan el colesterol sérico y ademads otros estudios
mostraron que el colesterol sérico alto, incrementa el riesgo de enfermedad de las
arterias coronarias, por lo que con todo ello se evidenciaba que las grasas
saturadas en la dieta aumentan las EAC. A lo largo de los afios, otros estudios
revelaron que los AGS estan débilmente asociados a las EAC y otros efectos
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adversos (56,66). Por tanto, el enfoque en la manipulaciéon dietética del colesterol
sérico puede ser discutible en vista de muchos otros factores que aumentan el
riesgo de enfermedad cardiaca (69).

En la década de 1990, comenzaron a revelarse los mecanismos por los cuales
las grasas alimentarias y los tipos especificos de acidos grasos regulan el
colesterol sérico y las lipoproteinas. Una vez que las fracciones de lipoproteinas se
separan en la sangre, se hizo evidente que LDL y VLDL (lipoproteinas de muy
baja densidad) son los portadores de colesterol que estdn mas estrechamente
asociados con el riesgo de enfermedad cardiaca (75). Mas tarde se descubrié que
la proporcion de colesterol sérico total y HDL-c era un mejor indicador del riesgo
de enfermedad cardiaca (76).

Lo que si esta bien establecido es que la ingesta dietética de acidos grasos
tiene un impacto sustancial sobre la enfermedad coronaria (EC); es decir, los
acidos grasos saturados (AGS) aumentan y los acidos grasos poliinsaturados
(AGPI) disminuyen los niveles de colesterol sérico y por tanto el riesgo de
enfermedad coronaria (77). Asi como, los efectos adversos de los acidos grasos
trans (AGT) en las enfermedades cardiovasculares también estan bien
establecidos. Sin embargo, la asociacion de la ingesta de acidos grasos con el
accidente cerebrovascular isquémico se ha estudiado menos y los resultados han
sido inconsistentes (56, 78). Ademas, pocos estudios prospectivos han explorado
sistematicamente la asociacion de biomarcadores de la ingesta de acidos grasos
con el accidente cerebrovascular (79, 80), no obstante, un estudio cohorte,
encuentra asociaciones positivas significativas de &cidos grasos saturados y
monoinsaturados en plasma, especialmente de acido palmitoleico, con accidente
cerebrovascular isquémico. También encontraron una asociacion no lineal inversa
entre el 4cido linoleico y el accidente cerebrovascular isquémico (81). Asi también,
su papel en el desarrollo de la diabetes tipo 2 no ha sido tan ampliamente

investigado (82).

1.3 SINDROME METABOLICO

El sindrome metabdlico (SM) es un fenotipo progresivo caracterizado por
un grupo de factores interconectados que aumentan directamente el riesgo de
enfermedad coronaria (EC), otras formas de enfermedades cardiovasculares
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ateroscleroticas (ECVA) y diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). Sus principales
componentes son la obesidad, dislipemia (elevados triglicéridos y lipoproteinas
que contienen apolipoproteina B (apoB), bajos niveles de HDL), elevacion de la
presion arterial (PA) y homeostasis de glucosa desregulada. Principalmente los
cuatro factores indicados comprenden el SM, sin embargo, las definiciones
utilizadas varian un poco entre los grupos étnicos y los criterios diagndsticos han
sido establecidos por diferentes organizaciones con ligeras variaciones en los
mismos (Tabla 1, Tabla 2). Mientras que obesidad abdominal y / o resistencia a la
insulina (RI) han ganado una atencién creciente como las manifestaciones
centrales del sindrome, recientemente, otras anomalias como estados
proinflamatorios y protromboticos cronicos, la enfermedad del higado graso no
alcoholico y la apnea del suefio se han agregado a la entidad del sindrome, lo que

hace que su definicién sea ain mas compleja (83).

Tabla 1. Diagndstico del sindrome metabdlico segiin la OMS y EGIR

Criterio OMS /WHO EGIR
SM: Principales mas criterios | SM: Principales mas dos
menores criterios
Principales | - Resistencia a la insulina - Resistencia a la insulina
criterios - Diabetes mellitus tipo 2 y/o (necesario)
- Intolerancia oral a la| - Insulinabasal:>75
glucosa
Obesidad Circunferencia de cintura: Circunferencia de cintura:
abdominal Mujeres: >85 cm Mujeres: 280 cm
Hombres: >90 cm Hombres: 294 cm
Triglicéridos | > 150 mg/dL >180 mg/dL
Colesterol Mujeres: < 39 mg/dL <40 mg/dL
HDL Hombres: <35 mg/dL
Presion >140/90 mmHg > 140 / 90 mmHg 6 estar en
arterial tratamiento especifico

* WHO: World Health Organization (48). EGIR: European Group for Study of

Insulin Resistente (84).
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Tabla 2. Diagnéstico del sindrome metabdlico segiin NCEP /ATPIII e IDF

Criterio NCEP/ATPIII IDF
SM: 3 0 mas criterios SM: obesidad mas dos criterios
Obesidad Circunferencia de cintura: Circunferencia de cintura:
abdominal Mujeres: >88 cm Mujeres: >80 cm
Hombres: >102 cm Hombres: >90 cm
Triglicéridos | > 150 mg/dL >150 mg/dL
0 estar recibiendo tratamiento
especifico para dislipemia
Colesterol Mujeres: < 50 mg/dL Mujeres: < 50 mg/dL
HDL Hombres: <40 mg/dL Hombres: <40 mg/dL
0 estar recibiendo tratamiento
especifico para dislipemia
Presion >130/85 mmHg Sistolica > 130 mmHg
arterial 0 tener diagndstico previo de | Diastdlica > 85 mmHg
HTA y estas con medicacion 0 estar en tratamiento de
hipertension diagnosticada
previamente
Glucemia >110 mg/dL en ayunas >100 mg/dL en ayunas

O tener diagnéstico previo de
diabetes y estar recibiendo

tratamiento

0 diagndstico previo de diabetes

tipo 2

* NCEP: National Cholesterol Education Program (85). IDF: International
Diabetes Federation (86).

El SM incrementa el riesgo cardiovascular, como resultado de una compleja

interaccion entre los factores de riesgo individuales que atn no se entiende

completamente. Incluye una serie de alteraciones metabolicas relacionadas con la

resistencia a la insulina, lo que predispone al desarrollo de prediabetes 0 DM2

(87), Por ejemplo, aunque la obesidad central es una caracteristica definitoria de

SM, un estudio en hombres de mediana edad con este sindrome encontr6 que el

riesgo cardiovascular se increment6 independientemente del indice de masa

corporal (88). Otro estudio encontré que los pacientes con este sindrome que
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también presentan disfuncion endotelial, se encuentran en un mayor riesgo de
enfermedad cardiovascular (89). Esta evidencia ha permitido concluir entonces
que el SM aumenta el riesgo de enfermedad cardiovascular en una medida mayor
que la probabilidad conferida por cualquiera de sus componentes individuales
(89, 88, 90).

Estas afecciones ocurren juntas, lo que aumenta el riesgo de enfermedades.
Tener solo una de estas afecciones no significa que tenga sindrome metabdlico.
Pero si significa que tiene un mayor riesgo de padecer una enfermedad grave. Y si
desarrolla més de estas afecciones, su riesgo de complicaciones, como diabetes
tipo 2 y enfermedades cardiacas, aumenta ain mas. Por lo tanto, el SM puede
estar presente en formas diferentes, de acuerdo a la combinacién de los diferentes
componentes del sindrome y esta bien establecido que aumenta el riesgo para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares, DM2 y cancer (91, 92). Todavia no
se sabe como el SM es activado o como los diferentes componentes tienen una
relacidn causal, pero la resistencia a la insulina se sospecha fuertemente, posee un
vinculo fisiopatoldgico comun, ya que es evidente que existe una correlacion
positiva entre el peso corporal y la resistencia a esta, ademads del riesgo de
desarrollar las anormalidades metabolicas asociadas (93).

Se ha sugerido que el incremento de dcidos grasos puede tener influencia o
estar vinculado con la resistencia a la insulina, ya que los AG pueden estar
implicados en la reduccion de captacién de glucosa al inhibir la unién de
glucotransportadores a la membrana celular, lo cual reduce la secrecién de
insulina de las células del pancreas, llevandose a cabo un incremento de la sintesis
de triglicéridos hepaticos y de VLDL (94).

Por otro lado, el aumento de peso (en particular, el depdsito abdominal de
grasa corporal) tiene un papel clave para el desarrollo del SM. Asi también el
sedentarismo o falta de actividad fisica y determinadas dietas patrones, incluidos
los acidos grasos saturados y baja ingesta de verduras, contribuyen a aumento de
peso y aumentan el riesgo de alteraciones metabdlicas (95, 96), mientras que
factores de estilo de vida potencialmente modificables puede reducir el riesgo
cardiovascular. Adicionalmente, se relaciona factores ambientales, estrés cronico
y depresion con el posterior desarrollo del SM.

El sindrome metabdlico es muy prevalente en los EE. UU. con un 24%

estimado de la poblacién adulta afectada (96). El National Cholesterol Education
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Program (NCEP) (85) ha definido sindrome metabdlico basado en varios
parametros, incluidas las mediciones antropométricas. Sin embargo, los puntos de
corte antropomeétricos para identificar alto riesgo en los sujetos, relacionado con la
resistencia a la insulina, pueden estar influenciados por la etnia, es asi que las
poblaciones, acorde a su etnia tiene diferentes limites del perimetro de cintura,
como se puede observar en la Tabla 3 (97). Basado en el hecho de que en las
poblaciones asiaticas la morbilidad y la mortalidad estan ocurriendo en personas
con valores de IMC mads bajos y circunferencias de cintura, la OMS propuso
recientemente diferentes valores de corte para definir un aumento morbilidad en

asiaticos (98).

Tabla 3. Perimetro abdominal segin distintos grupos étnicos (97)

Perimetro abdominal (cm)

Grupo étnico :
Hombres Mujeres
Asiaticos >90 >80
Estadounidenses =102 =88
Europeos =94 >80
Latinoamericanos >90 >80

Los estudios de migracion indican que la adopcion del estilo de vida
occidental esta fuertemente asociada con la diabetes tipo 2. Altas tasas de
prevalencia de diabetes tipo 2 y enfermedades asociadas en inmigrantes
japoneses que viven en las Américas (99) sugieren que la exposicion a un estilo de
vida diferente exacerb6 una tendencia inherente a acumular grasa y desarrollar
diabetes. Muchos investigadores informaron que los cambios en la dieta, como un
aumento en la ingesta de grasa animal y reduccion de carbohidratos complejos,
fueron impuestos por la inmigracion (100, 101).

Los estudios en animales sugirieron que el tipo de grasa en la dieta puede
afectar la sensibilidad a la insulina al cambiar la composicion de dcidos grasos de
lipidos de membrana (102). En los seres humanos, un efecto perjudicial de las
grasas saturadas o un beneficio de la grasa poliinsaturada es ain hoy materia
controvertida. Hay datos disponibles sobre la asociacion de factores dietéticos con

grupos de enfermedades que tienen una base nutricional comtn, como el
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sindrome metabodlico (103). Considerando la complejidad de establecer relaciones
entre dieta y enfermedad, se han realizado estudios que se centran en una
poblacién y que agrupan varias enfermedades, es decir alto riesgo de anomalias
metabdlicas (104).

Por lo que las interacciones entre genes y dieta son procesos importantes
involucrados en el inicio de sintomas particulares del sindrome metabdlico y su
progresion. El sindrome metabdlico es cada vez mas comun, pero cualquiera de
sus componentes, por tanto, los cambios agresivos en el estilo de vida pueden
retrasar o incluso prevenir el desarrollo de problemas de salud graves. Asi
también se considera importante la atencion primaria en base a los datos

antropomeétricos y bioquimicos que permitan detectar estadios iniciales del SM.

14 RIESGO CARDIOVASCULAR

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), principalmente la isquémica
coronaria (IC) y los accidentes cerebrovasculares, son la principal causa de
mortalidad mundial (Figura 4) y uno de los principales factores que contribuyen a
la discapacidad (105).

Cambio porcentual en la tasa de mortalidad por ECV estandarizada por edad desde 2010 hasta 2019
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Figura 4. Carga mundial de enfermedades cardiovasculares y factores de riesgo, 1990-
2019 (105).
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La enfermedad cardiovascular incluye todos los tipos de enfermedad
cardiaca, accidente cerebrovascular y enfermedad de los vasos sanguineos (Tabla
4). El tipo mds comun es la aterosclerosis, enfermedad de las arterias coronarias,
que afecta el flujo sanguineo al corazon, causada por la acumulacidon de placa en

las paredes de las arterias coronarias.

Tabla 4. Enfermedades cardiovasculares y diversas patologias asociadas

Sistema Patologia

Arritmias

Enfermedad coronaria

Enfermedad tromboembdlica venosa
Cardiovasculares | Hipertension arterial

Hipertension pulmonar

Ictus isquémico

Insuficiencia cardiaca congestiva

Los casos prevalentes de enfermedades cardiovasculares totales casi se
duplicaron de 271 millones en 1990 a 523 millones en 2019, y el namero de
muertes por enfermedades cardiovasculares aumentd constantemente de 12,1
millones en 1990, llegando a 18,6 millones en 2019. Las tendencias mundiales de
anos de vida ajustados por discapacidad (AVAD) y afios de vida perdidos
también aumento6 significativamente, y los afos vividos con discapacidad se
duplicaron de 17,7 millones a 34,4 millones durante ese periodo de tiempo. Asi
también, se evidencié un incremento en cuanto a prevalencia y mortalidad, en la
mayoria de las enfermedades cardiovasculares (proporcion indicados en la Figura
5) y los factores de riesgo modificables (indicados en la Figura 6). Concluyendo
por tanto que, los factores de riesgo cardiometabdlicos, conductuales, ambientales
y sociales son los principales impulsores de las enfermedades cardiovasculares.
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Isquémia coronaria (49.2%)

Otras enfermedades cardiovasculares
y circulatorias (1.5%)

Aneurisma aortico (0.9%)

Fibrilacion auricular y aleteo (1.7%)
Cardiomiopatia y miocarditis (1.8%)
Enfermedad cardiaca hipertensiva (6.2%)

Cardiopatia de vavula

no-reumatica (0.9%)

Enfermedad cardiaca reumatica (1.6%)
Endocarditis (0.4%)

Accidente cerebrovascular isquémico (17.7%) Enfermedad de las arterias periféricas (0.4%)

Hemorragia subaracnoidea (2%)

Hemorragia intracerebral (15.5%)

Figura 5. Proporcion de Muertes por causa de ECV (2019) (105)
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Figura 6. Muerte por ECV y por factores de riesgo de ECV del afio 2019 (105)

La creciente incidencia de ECV en los ultimos 25 anos se ha convertido en
una prioridad de salud publica, especialmente la prevencion de ECV o eventos
cardiovasculares, a través de intervenciones en el estilo de vida. Se han realizado

muchos avances al respecto, y ahora es posible determinar el riesgo de
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enfermedad cardiovascular. Las puntuaciones de prediccion de riesgo de ECV
contienen informacion sobre el colesterol total y el colesterol de lipoproteinas de
alta densidad (HDL), entre otros factores de riesgo convencionales (106). Existe
un interés considerable sobre si la prediccion de ECV puede mejorarse mediante
la evaluacion de marcadores adicionales relacionados con los lipidos, como varias
subfracciones de lipoproteinas pro-aterogénicas (colesterol LDL denso y pequeno
o de apolipoproteinas especificas (Apo B) (107-109).

Varios estudios recientes han demostrado relaciones independientes entre
los niveles de subclases de LDL y HDL vy el riesgo de arteriopatia coronaria y
enfermedad cerebrovascular (110). Los estudios sugieren que los andlisis mds
refinados de las subespecies de lipoproteinas pueden conducir a mejoras
adicionales en la evaluacion de riesgo cardiovascular, ya que la caracterizacion de
las subclases de LDL, en especial con respecto a Lipoproteina Lp (a) (Lp (a)) y
LDL densa pequefa, puede ayudar a desarrollar intervenciones mas
personalizadas centradas en las caracteristicas individuales (111,112).

Las grasas alimentarias o los acidos grasos de la dieta juegan un papel
importante en la causa y prevencion de ECV, como ya se ha documentado
anteriormente en este trabajo. El riesgo de ECV se puede reducir modestamente
disminuyendo los 4cidos grasos saturados y reemplazdndolos por una
combinacién de AGPI y AGMI (53). Aunque no esta claro el tipo ideal de grasa
insaturada para este reemplazo, los beneficios de los AGPI parecen ser los mas
fuertes.

Una amplia evidencia respalda las recomendaciones dietéticas actuales y las
pautas basadas en alimentos sobre grasas dietéticas, que recomiendan limitar el
consumo de grasas con alto contenido de AGS y en su lugar utilizar aceites con
alto contenidos de AGMI y AGPI, puesto que el reemplazo parcial de AGS por
AGI mejora el perfil de lipidos y lipoproteinas en la sangre y reduce el riesgo de
enfermedad coronaria. Sin embargo, varias publicaciones recientes han
cuestionado la evidencia y el fundamento de las recomendaciones de grasas en la
dieta, especialmente para las ingestas de AGPI omega-6 (principalmente acido
linolénico, LA) (113). Estas publicaciones y la atencion de los medios de
comunicacidon que atrajeron han creado confusién entre los consumidores y los
profesionales de la salud sobre los efectos en la salud de las diferentes grasas

dietéticas.
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EL Global Burden of Cardiovascular Diseases and Risk Factors (GBD) 2019
(105), precisa que los riesgos dietéticos comprenden la suma de los efectos
adversos de las dietas, en las que se subconsumen 15 tipos de
alimentos/nutrientes (frutas, verduras, legumbres, cereales integrales, frutos secos
y semillas, leche, fibra, calcio, acidos grasos omega-3 de pescado y acidos grasos
poliinsaturados en general) o se consumen en exceso otros (carnes rojas, carnes
procesadas, bebidas endulzadas con aztcar, acidos grasos trans y sodio) y, las
ECV son la consecuencia principal de estos riesgos dietéticos.

Asi también, se indica que la contaminacion del aire es el principal factor de
riesgo ambiental para la salud mundial y el cuarto factor de riesgo mas
importante de mortalidad mundial. Dos formas principales de contaminacién del
aire cuantificadas en GBD 2019 (105) contribuyen sustancialmente a la carga de
ECV: particulas ambientales con un didmetro aerodindmico menor de 2.5 um (PM
2.5) y contaminacion del aire doméstico (HAP) por el uso de combustibles sélidos
para cocinar. En 2019, las ECV representaron el 51,5% y el 30,5% del total de
AVAD atribuibles a PM 2.5 y HAP, respectivamente.

El género (femenino), la edad fisioldgica (posmenopdausica) y la obesidad
son otros factores de riesgo asociados para el desarrollo de ECV (114, 115), cuya
prevalencia en los paises desarrollados tiene duplicado desde 1960 hasta ahora.

1.4.1 Obesidad y riesgo cardiovascular

La obesidad, definida por un IMC elevado (= 30 Kg/m?) ha alcanzado
niveles epidémicos en todo el mundo. Un IMC elevado empeora la mayoria de los
factores de riesgo de ECV, incluidos efectos adversos sobre la presion arterial, el
azucar en sangre, los lipidos y la inflamacion, los cuales tienen efectos adversos
sobre la estructura y funcion cardiaca, por lo que no resulta sorprendente que la
hipertension, la enfermedad coronaria, la insuficiencia cardiaca y la fibrilacion
auricular se incrementen con la obesidad (105).

Por lo tanto, la obesidad es un factor importante que contribuye a la
prevalencia de enfermedades cardiovasculares en el mundo desarrollado y, sin
embargo, solo recientemente se le ha prestado el mismo nivel de atencién que a
otros factores de riesgo de la enfermedad arteriocoronaria. La obesidad es un

trastorno metabdlico cronico asociado con enfermedades cardiovasculares y
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aumento de la morbilidad y la mortalidad. Es evidente que se producen diversas
adaptaciones / alteraciones en la estructura y funcién cardiacas a medida que se
acumula un exceso de tejido adiposo, incluso en ausencia de comorbilidades. Hoy
en dia se observan cambios hacia un estilo de vida menos exigente fisicamente en
diferentes poblaciones, y este flagelo asociado con la obesidad implica un
aumento correspondiente en el nimero de individuos afectados por el sindrome
metabolico, que define al paciente obeso como “en riesgo”.

El exceso de peso corporal es el sexto factor de riesgo mas importante que
contribuye a la carga global de morbilidad en todo el mundo. Més de mil millones
de adultos y el 10% de los nifios estdn ahora clasificados como obesos o con
sobrepeso (116).

La obesidad, en particular la obesidad central, se ha asociado
constantemente con la hipertension y un mayor riesgo cardiovascular. Con base
en estudios de poblacidn, las estimaciones de riesgo indican que al menos dos
tercios de la prevalencia de hipertension pueden atribuirse directamente a la
obesidad (117). Aparte de la hipertension, la adiposidad abdominal también se ha
relacionado con la patogenia de la enfermedad de las arterias coronarias, la apnea
del suefio, los accidentes cerebrovasculares y la insuficiencia cardiaca congestiva
(116). Asi también, cada vez hay mas pruebas de que la obesidad contribuye tanto
al desarrollo como a la progresion de la enfermedad renal cronica (118).

El tejido adiposo no es simplemente un depdsito pasivo de grasa, sino un
organo endocrino que es capaz de sintetizar y liberar al torrente sanguineo una
variedad de moléculas que pueden impactar desfavorablemente el perfil de
factores de riesgo de un paciente. De hecho, la obesidad puede afectar la
aterosclerosis a través de variables no reconocidas y factores de riesgo de
enfermedad de las arterias coronarias como dislipemia, hipertension, intolerancia
a la glucosa, marcadores inflamatorios y estado protrombdtico (119). El tejido
adiposo libera una gran cantidad de mediadores bioactivos que influyen no solo
en la homeostasis del peso corporal sino también en la resistencia a la insulina, la
caracteristica principal de la diabetes tipo 2, asi como en las alteraciones de los
lipidos, la presion arterial, la coagulacion, la fibrindlisis y la inflamacién, lo que
conduce a una disfuncién endotelial y aterosclerosis (120).

La obesidad también puede exacerbar la enfermedad cardiovascular a

través de una variedad de mecanismos que incluyen inflamacién sistémica,
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hipercoagulabilidad y activacion de los sistemas simpatico y renina-angiotensina.
Por tanto, la reduccion de peso es una estrategia clave para la mejora simultanea
del riesgo cardiovascular global, con mejoras anticipadas en la supervivencia y la
calidad de vida (121).

Al modificar favorablemente los lipidos, disminuir la presion arterial y
disminuir los niveles de glucemia, citoquinas proinflamatorias y moléculas de
adhesidn, la pérdida de peso puede prevenir la progresion de la aterosclerosis o la
aparicion de eventos de sindrome coronario agudo en la poblacion obesa de alto
riesgo (122).

1.4.2 Diabetes y riesgo cardiovascular

La diabetes es una enfermedad cronica importante cuya incidencia esta
aumentando a nivel mundial y se considera como una epidemia. La OMS estimd
que habia 217 millones en 2005 y para el afio 2030, la OMS predice que esta cifra
aumentara a al menos 366 millones. Este crecimiento de la prevalencia de la
diabetes, impulsado principalmente por una mayor prevalencia de diabetes tipo 2
(DM2), se esta produciendo tanto en los paises en desarrollo como en los paises
desarrollados (123). La incidencia de diabetes tipo 1 (DM1) también esta
aumentando en paralelo a la de DM2 en todo el mundo. Sin embargo, la DM2
tiene una contribucion desproporcionadamente mayor al aumento de la
prevalencia de diabetes mellitus (DM) a nivel mundial en comparacién con la
DM1 (124).

Asimismo, la incidencia de DM se ha convertido rdpidamente en una de las
enfermedades cronicas mas prevalentes y costosas (para el paciente y para el
sistema sanitario) en todo el mundo. La carga econdmica asociada con la DM es
sustancial tanto en términos de los costes directos de la atencion médica como de
los gastos indirectos de la disminucion de la productividad relacionada con la
morbilidad y la mortalidad relacionadas con la diabetes. Los costes directos de la
DM se atribuyen principalmente a complicaciones tanto macrovasculares como
microvasculares.

La diabetes es un factor de riesgo primordial para las enfermedades
cardiovasculares (ECV). Los trastornos vasculares incluyen retinopatia y

nefropatia, enfermedad vascular periférica, accidente cerebrovascular y
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enfermedad de las arterias coronarias. La diabetes también afecta el musculo
cardiaco, causando insuficiencia cardiaca tanto sistdlica como diastdlica. La
etiologia de este exceso de morbilidad y mortalidad cardiovascular no esta del
todo clara. La evidencia sugiere que, aunque la hiperglucemia, el sello distintivo
de la diabetes, contribuye al dafio miocdrdico después de eventos isquémicos,
claramente no es el tnico factor, porque tanto la prediabetes como la presencia
del sindrome metabdlico, incluso en pacientes normoglucémicos, aumentan el
riesgo de tipos de ECV (125, 126).

Existe por tanto una estrecha relacion entre la DM y la enfermedad
cardiovascular. Ademas, las ECV son la causa mds frecuente de morbilidad y
mortalidad en los pacientes diabéticos, es decir personas con DM2 y DM1 (127).
Las personas adultas con diabetes presentan tasas de mortalidad debido a
enfermedades cardiacas y accidentes cerebrovasculares de dos a cuatro veces mas
altas que las que no tienen diabetes (128). Este mayor riesgo de mortalidad por
ECV en pacientes diabéticos se encuentra tanto en hombres como en mujeres. Se
ha afirmado que los pacientes con DM2 sin antecedentes de infarto de miocardio
tienen el mismo riesgo de enfermedad de las arterias coronarias (EAC) que los
sujetos no diabéticos con antecedentes de infarto de miocardio (129). Sin embargo,
todavia existe cierta incertidumbre sobre si el riesgo cardiovascular conferido por
la diabetes es verdaderamente equivalente al de un infarto de miocardio anterior
(130).

Por otro lado, los factores de RCV como la obesidad, la hipertension y la
dislipemia son comunes en los pacientes con DM, en particular aquellos con DM2.
Ademas, los estudios han informado de que varios factores, incluido el aumento
del estrés oxidativo, el aumento de la coagulabilidad, la disfunciéon endotelial y la
neuropatia auténoma, a menudo estdn presentes en pacientes con DM y pueden
contribuir directamente al desarrollo de ECV (131). En conjunto, las altas tasas de
factores de riesgo CV y los efectos bioldgicos directos de la diabetes en el sistema
CV colocan a los pacientes diabéticos en mayor riesgo de desarrollar ECV y
contribuyen al aumento de la prevalencia de infarto de miocardio,
revascularizacion, accidente cerebrovascular e isquemia coronaria (IC) (128, 131,
132). Por lo tanto, enfocarse en los factores de riesgo CV en pacientes con DM es
fundamental para minimizar las complicaciones CV a largo plazo de la

enfermedad.
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Los pacientes con diabetes como se afirmé previamente tienen un mayor
riesgo de complicaciones micro y macrovasculares. El beneficio del control
glucémico en la disminucion del riesgo de enfermedad microvascular esta bien
establecido. Sin embargo, el papel del control glucémico en la disminucion de las
complicaciones macrovasculares ha sido controvertido. Varios ensayos clinicos
grandes que examinan este problema no han demostrado ningin beneficio o
incluso dafio potencial (133).

La aterosclerosis es la principal amenaza para la macrovasculatura de los
pacientes con y sin diabetes. Clinicamente, la dislipemia estd altamente
correlacionada con la aterosclerosis y hasta el 97% de los pacientes con diabetes
son dislipidémicos (134). Ademads del patron caracteristico de aumento de
triglicéridos y disminucion del colesterol HDL que se encuentra en el plasma de
pacientes con diabetes, se observan anomalias en la estructura de las particulas de
lipoproteina. En la diabetes, la forma predominante de colesterol LDL es la forma
pequena y densa, ésta mds aterogénica que las particulas grandes de LDL porque
pueden penetrar mas facilmente y formar uniones mas fuertes a la pared arterial
y son mas susceptibles a la oxidaciéon. Debido a que se transporta menos
colesterol en el nticleo de las particulas pequenas de LDL que en el ntcleo de las
particulas grandes, los sujetos con particulas de LDL predominantemente
pequefias tienen un mayor numero de particulas a niveles de colesterol LDL
comparables (135).

Generalmente, cuando escuchamos el término "enfermedad microvascular”
asociado con la diabetes, se suele pensar en retinopatia, nefropatia y neuropatia.
Los pequefios vasos de todo el cuerpo se ven afectados por la diabetes, incluidos
los del cerebro, el corazon y la vasculatura periférica. Este dafio de los vasos
pequenios generalmente no esta relacionado con la aterosclerosis y no se predice
por los niveles de lipidos. Mientras que la aterosclerosis es la principal amenaza
para la macrovasculatura, una variedad de mecanismos celulares y moleculares
contribuyen a la enfermedad microvascular en la diabetes.

La diabetes contribuye a defectos en el sistema nervioso autéonomo, el
endotelio y el metabolismo local, todo lo cual puede resultar en una enfermedad
microvascular. La neuropatia diabética autonémica (NDA) es un factor asociado
con la alteraciéon de la autorregulacion del flujo sanguineo en una variedad de

lechos vasculares, incluida la piel y el corazén. Los pacientes con NDA tienen
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mayores tasas de muerte cardiaca subita, asi como una mayor tasa de mortalidad
cardiovascular general (136).

Por lo tanto, los niveles altos de azticar en sangre pueden danar los vasos
sanguineos y los nervios que controlan su corazén. Las personas con diabetes
también tienen mas probabilidades de tener otras afecciones que aumentan el
riesgo de enfermedad cardiaca, como un alto contenido en triglicéridos en la
sangre, en parte por accion de la insulina regula el flujo de lipidos y promueve la
actividad de la enzima lipoproteina lipasa, que media la absorcion de acidos
grasos libres en el tejido adiposo (almacenamiento) y también suprime la
actividad de la enzima lipasa sensible a hormonas, lo que reduce la liberacion de
acidos grasos libres a la circulacion (137). Aunque la diabetes tipo 2 esta
determinada principalmente por el estilo de vida y los genes, la composicion de la
dieta puede afectar tanto su desarrollo como sus complicaciones. La grasa de la
dieta es de particular interés porque los acidos grasos influyen en el metabolismo
de la glucosa al alterar la funcion de la membrana celular, la actividad enzimatica,

la sefializacidn de la insulina y la expresion génica.

1.4.3 Hipertension y riesgo cardiovascular

La hipertension arterial (HTA) es un trastorno complejo y multifactorial con
muchos factores genéticos, ambientales y demograficos que contribuyen a la
variacion de la presion arterial (PA). La naturaleza compleja de los mecanismos
reglamentarios involucrados hace que sea dificil identificar un sistema patoldgico
unico de primera importancia en la regulacion de la presion arterial, afecta al 15-
20% de la poblacién adulta en las sociedades occidentales. La HTA es un
importante desafio para la salud publica tanto en los paises econdémicamente en
desarrollo como en los paises desarrollados. Un niimero significativo de personas
con hipertensién no son conscientes de su condicion y, entre las personas con
hipertension diagnosticada, el tratamiento es con frecuencia inadecuado (138).
Asimismo, la HTA se clasifica como hipertension primaria (esencial) o
secundaria. El primer tipo se utiliza para describir la hipertensiéon sin una
patologia conocida. Esta forma de la enfermedad constituye aproximadamente el
90-95% de todos los casos de hipertension; mientras que en el 5% de los casos, se
sabe que la causa de la hipertension es secundaria a otras afecciones
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(feocromocitoma, sindrome de Conn, el sindrome de Cushing, enfermedades
renales o farmaco inducido) (139).

Cabe resaltar que la HTA se ha definido por los niveles de PA por encima
de los cuales la disminucion de la PA reducird el riesgo cardiovascular asociado
con la PA elevada. Este nivel ha sido clasicamente 140/90 mmHg segun los
criterios de la OMS. Sin embargo, ahora sabemos que el riesgo cardiovascular
aumenta progresivamente desde niveles tan bajos como 115/75 mmHg hacia
arriba, duplicando la incidencia tanto de enfermedad coronaria como de
accidente cerebrovascular por cada incremento de 20/10 mmHg de la PA (140).

La hipertension es uno de los factores de riesgo mas importantes para las
ECV, sus complicaciones de morbilidad y mortalidad tienen un gran impacto en
la calidad de vida y la supervivencia del paciente. La OMS clasifica a la HTA
como una de las causas mas importantes de muerte prematura en todo el mundo
(141). En Europa, mas del 50% de las muertes por ECV son atribuibles a una PAS
elevada. Los niveles medios de presion arterial (PA) varian entre las minorias
étnicas y la poblacién de acogida europea y la carga de ECV mediada por
hipertension no se distribuye por igual entre poblaciones de diferentes origenes
étnicos (142).

La terapia para reducir la PA (es decir, medicacion, modificaciéon del estilo
de vida) da como resultado una reduccion considerable de la morbilidad y
mortalidad por ECV y la deteccidon temprana, el tratamiento adecuado y el control
de la hipertension pueden conducir a importantes beneficios economicos y de
salud (142). Sin embargo, a nivel mundial, mds de la mitad de los adultos con
hipertensién no es consciente de su condiciéon y menos de la mitad lo es, de los
cuales el 37% recibe tratamiento y el 37% de los que reciben medicacion
antihipertensiva tienen su PA adecuadamente controlada (143).

Se ha demostrado que la optimizacion del control de la presion arterial
mejora los resultados generales de salud. Ademads de las terapias farmacoldgicas,
el enfoque no farmacoldgico, como la modificacion dietética, desempefia un papel
importante en el control de la presion arterial. Los estudios epidemioldgicos
encontraron que la presion arterial o la hipertension tenian asociaciones con los
minerales como el potasio, el magnesio y el calcio, y la fibra (inversa) y las grasas
dietéticas (directa). Sin embargo, los ensayos clinicos encontraron que los efectos

sobre la presion arterial de estos y otros nutrientes estudiados individualmente
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fueron pequenos e inconsistentes, algunos de estos nutrientes tienen evidencia
clara de su recomendacion (potasio efecto reductor moderado), algunos siguen
siendo controvertidos y todavia estan en estudio en curso (144).

Las poblaciones que consumen principalmente dietas vegetarianas tienen
niveles de presion arterial mas bajos que aquellos que comen dietas omnivoras.
Los hallazgos epidemioldgicos sugieren que comer frutas y verduras reduce la
presion arterial. La dieta DASH (The Dietary Approaches to Stop Hypertension)
rica en frutas, verduras, productos lacteos bajos en grasas, cereales integrales,
frutos secos y pescado con una cantidad reducida de carne roja, grasa, alimentos y
bebidas endulzados con aztcar, y/o una dieta vegetariana, que también es alta en
verduras y frutas y baja en proteina animal, puede ofrecer una alternativa a la
terapia farmacoldgica en hipertensos y, como enfoque poblacional, puede

prevenir la hipertension.

1.44 Menopausia y riesgo cardiovascular

La menopausia es la pérdida de la funcién ovdrica y de la funcién
reproductiva en la mujer por agotamiento de los foliculos del ovario; en el orden
practico se considera cuando transcurren 12 meses del cese de la menstruacion
(145). En este estado se producen cambios que incrementan el riesgo de ECV,
entre los que se destacan el incremento de la grasa visceral, la resistencia a la
insulina (RI), el aumento del colesterol y de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) o cambios en su patrén, la elevacion de los triglicéridos (TG) y una
reduccion de las lipoproteinas de alta densidad (HDL). Otros factores genéticos y
asociados a estilos de vida como el tabaquismo acrecientan este riesgo (146).

La menopausia es una etapa muy importante ya que en ella convergen una
serie de factores de riesgo que pueden agudizarse. Cerca del 60% de las mujeres
menopdusicas tienen una enfermedad crénica y son las enfermedades
cardiovasculares (ECV) las principales causas de morbilidad y mortalidad a partir
de esta época, lo cual podria estar relacionado con los cambios metabdlicos que
ocurren durante la transicién de un estado pre a uno post menopdusico (147). Por
lo tanto, las mujeres menopdusicas representan un grupo con mayores
probabilidades de muerte por ECV, que requieren una atencion mas integral para
atenuar estos problemas (148). Asimismo, se indica que la enfermedad
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cardiovascular es la principal causa de muerte en mujeres mayores de 50 afos.
Previo a la menopausia, el riesgo cardiovascular es muy inferior al de los
hombres; después de ella, el riesgo aumenta aparentemente relacionado a la
deficiencia estrogénica que se asocia a mayor prevalencia multiples factores de
RCV. De hecho, el National Cholesterol Education Program (NCEP) ha
reconocido a la postmenopausia como un factor de RCV en la misma medida que
los hombres. Generalmente la ECV comienza 10 afios mas tarde en las mujeres
que en los hombres y no es usual observar un infarto agudo de miocardio en el
sexo femenino antes de los 50 afios (149), lo que hace pensar que las mujeres
premenopdusicas estan protegidas para ECV, en comparacion con hombres de la
misma edad. Sin embargo, a los 70 anos la incidencia de estas enfermedades es
igual en ambos sexos, lo que sugiere que la deficiencia de estrogenos causa una
rapida aceleracion en el riesgo de presentar enfermedades cardiacas y vasculares
(149).

El RCV en este contexto, resulta dificil separar de los efectos fisiologicos de
la edad y de los procesos mediados por el déficit estrogénico de la menopausia.
Diversos estudios que han evaluado la relacion entre menopausia y
ateroesclerosis han encontrado diversos resultados. Un estudio mostré que el 45%
de las mujeres posmenopausicas tienen engrosamiento de la intima en la carétida
con significado clinico, comparado con el 16% de las mujeres premenopausicas
(150); este engrosamiento de la intima ha mostrado ser un buen predictor de
riesgo de ECV (151). Otras medidas como la determinacion de ateroesclerosis en
la aorta, la extension de su calcificacion y los depositos de calcio en las arterias
coronarias, han mostrado mayores indices en mujeres posmenopausicas (152).

Asi también, la transicion que experimenta la mujer durante la menopausia
se asocia con el desarrollo de caracteristicas propias del sindrome metabdlico,
entre las que se encuentran: aumento de la grasa central abdominal, alteracion del
perfil lipidico y resistencia a la insulina. Por esta razon, la prevalencia de
sindrome metabdlico se incrementa con la menopausia hasta en un 60%, al
mezclarse variables como la edad, IMC, inactividad fisica entre otras (153,154). El
déficit estrogénico propio de esta etapa se acompafia también de un incremento
en la incidencia de algunas condiciones médicas como la osteoporosis y las ECV,
lo que aumenta la mortalidad en este grupo etario (155). Este fenomeno puede

explicar parcialmente el incremento en la incidencia de ECV observado después
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de la menopausia. Lo anterior se podria explicar como resultado directo de la falla
ovarica o indirectamente por consecuencias metabolicas de la distribucion central
de la grasa asociada a la deficiencia estrogénica (153,154,156). Por lo que, durante
este periodo, el cuerpo de la mujer experimenta cambios fisicos y emocionales
como resultado a una serie de procesos endocrinoldgicos, bioldgicos y clinicos.
Algunos sintomas de la menopausia, evaluados mediante una escala climatérica
validada (maés alld de los sofocos), se asocian con un empeoramiento de los
factores de riesgo bioquimicos de aterosclerosis y enfermedad cardiovascular
(157).

La menopausia es, por tanto, un factor de riesgo de ECV, ya que la
abstinencia de estrogenos tiene un efecto perjudicial sobre la funcién
cardiovascular y el metabolismo. La menopausia agrava muchos factores de
riesgo tradicionales de ECV, incluyendo cambios en la distribucion de grasa
corporal de un ginoide a un patréon androide, reduccién de la tolerancia a la
glucosa, lipidos plasmaticos anormales, aumento de la presion arterial, aumento
del tono simpatico, disfuncién endotelial e inflamacién vascular (158). Muchos
factores de riesgo de ECV tienen diferentes impactos en hombres y mujeres. En
las mujeres posmenopdusicas, el tratamiento de la hipertension arterial y la
intolerancia a la glucosa deben ser prioridades, puesto que se ha observado una
asociacion significativa entre una edad mas joven en la menopausia y un mayor
riesgo de cardiopatia coronaria entre las mujeres que experimentaron la
menopausia natural y nunca usaron terapia hormonal. (158). Sin embargo, el
reemplazo hormonal en mujeres posmenopausicas mayores después de un evento
coronario agudo puede no conferir proteccion cardiovascular y puede aumentar
el riesgo de enfermedad tromboembdlica (159).

Asi también, se ha determinado las diferencias del perfil lipidico entre
mujeres premenopausicas y posmenopdusicas, donde observan que las
lipoproteinas son significativamente mas altas en las mujeres posmenopdusicas
en comparacién con las mujeres premenopdusicas, y respecto a los valores de
lipidos, también son mas elevados en los triglicéridos, colesterol total, y colesterol
LDL; pero no se observa diferencia en los niveles de HDL entre las mujeres
premenopausicas y posmenopdusicas; y las diferencias en los niveles de lipidos se
atribuyeron en parte a la diferencia de edad media entre las mujeres

premenopausicas y posmenopausicas. Estos hallazgos son importantes ya que
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proporcionan estimaciones precisas de las diferencias de lipidos en las mujeres en
torno a la menopausia. Ademas, los resultados sugieren que el perfil lipidico
desfavorable que se desarrolla en las mujeres posmenopausicas las pone en
mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares como enfermedades cardiacas y
accidentes cerebrovasculares si no se implementan las intervenciones

farmacologicas / estilo de vida adecuadas (160).

1.5 ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es un fendémeno causado por un desequilibrio entre la
produccion y acumulacion de especies oxidantes (especies reactivas de oxigeno,
ERO y especies reactivas de nitrogeno, ERN) en células y tejidos y la baja
capacidad de un sistema bioldgico para eliminar estos productos reactivos. Las
ERO/ERN pueden desempeniar, y de hecho lo hacen, varias funciones fisioldgicas
(entre ellas, sefalizacion celular) y normalmente se generan como subproductos
del metabolismo del oxigeno. Factores de estrés ambiental (rayos ultravioleta,
radiaciones ionizantes, contaminantes y metales pesados, etc.) y xenobioticos (por
ejemplo, tabaco, farmacos, dietas hipercaldricas, etc.) contribuyen a aumentar en
gran medida la produccion de ERO/ERN, lo que provoca el desequilibrio que
conduce al dafo celular y tisular (estrés oxidativo). Este mecanismo tiene una
estrecha relacidn con el desarrollo y evolucion de una gran variedad de procesos
degenerativos, enfermedades y sindromes, como cancer, Alzheimer, Parkinson,
diabetes y ECV.

Diversos estudios se han centrado principalmente en el conocimiento de los
mecanismos de su origen y las formas de atenuar, disminuir o contrarrestar las
especies oxidantes, por medio de los sistemas de defensa antioxidante que posee
la célula y la forma de controlar los radicales libres y otras especies oxidantes que
se generan de forma normal y de manera continua en el organismo como
resultado de algunos procesos celulares, relacionados con el metabolismo
oxidativo de la mitocondria, necesario para la obtenciéon de adenosin trifosfato
(ATP) (161). Asi también, los radicales libres y otras especies oxidantes pueden
ser generados por fuentes exdgenas.

La activacion de las células inmunitarias, la inflamacidén, la isquemia, la

infeccion, el cancer, el ejercicio de elevada intensidad, el estrés mental y el
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envejecimiento son, entre otras muchas causas, responsables de la produccién
enddgena de radicales libres. La produccion exdgena de radicales libres puede
ocurrir como resultado de la exposicion a contaminantes ambientales, metales
pesados (Cd, Hg, Pb, Fe y As), ciertos medicamentos (ciclosporina, tacrolimus,
gentamicina y bleomicina), solventes quimicos, tratamientos culinarios (carne
ahumada, aceite reutilizado), humo de cigarrillo, alcohol y radiaciones (162,163).
Cuando estos compuestos exogenos penetran en el cuerpo, se degradan o
metabolizan y se generan radicales libres como subproductos.

Resulta paradojico pensar que el oxigeno, un elemento indispensable para
la vida, bajo ciertas situaciones tenga efectos perjudiciales en el cuerpo humano
(161). La mayoria de los efectos potencialmente dafiinos del oxigeno se deben a la
formacion y actividad de los compuestos quimicos ERO/ERN, que tienen una
tendencia a donar oxigeno a otras sustancias. Los radicales superoxido (O:-e),
peroxido de hidrégeno (H202), hidroxilo (OHe) y oxigeno singlete ('O2) son
especies reactivas de oxigeno comunmente definidas y son generados como
subproductos metabdlicos por sistemas bioldgicos. Los procesos, como la
fosforilacion de proteinas, la activacion de varios factores de transcripcion, la
apoptosis, la inmunidad y la diferenciaciéon, dependen de una produccion y
presencia adecuadas de ERO/ERN dentro de las células que, deben mantenerse en
un nivel bajo. Cuando aumenta la produccion de ERO/ERN, comienzan a mostrar
efectos nocivos sobre las estructuras celulares importantes como son las proteinas,
lipidos y 4cidos nucleicos (ADN) (164). Una amplia evidencia muestra que el
estrés oxidativo puede ser responsable, con diferentes grados de importancia, de
la aparicion y/o progresiéon de varias enfermedades, como cancer, diabetes,
trastornos metabdlicos, aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares (165).

Las ERO son producidas principalmente por mitocondrias, tanto en
condiciones fisiologicas como patoldgicas, es decir, O:-® puede formarse por
respiracion celular, por lipoxigenasas (LOX) y ciclooxigenasas (COX) durante el
metabolismo del acido araquiddnico, y por células endoteliales e inflamatorias
(166). A pesar del hecho de que estos drganos tienen una capacidad intrinseca de
captacion de ERO, vale la pena sefialar que esto no es suficiente para abordar la
necesidad celular de eliminar la cantidad de ERO producidos en determinadas
circunstancias. Las células despliegan un sistema defensivo antioxidante basado

principalmente en componentes enzimaticos, como superdxido dismutasa (SOD),
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catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx), para protegerse del dafo celular
inducido por ERO (167).

Los procesos de transferencia de electrones o de absorcion de energia
pueden generar las especies reactivas de oxigeno que involucran, tanto a los
radicales libres de oxigeno como a las moléculas no radicales derivadas de este
mismo elemento y de nitréogeno. Cuando el oxigeno oxida un compuesto este se
reducird gracias a la ganancia de electrones, es decir, al adicionar un electrén al
oxigeno cuando este se encuentra en estado fundamental se forma el anioén
superdxido (O:z-), si se afiade otro electrén como producto se obtendra el anion
peroxido, el cual no es un radical libre ya que no posee electrones desapareados.
De la misma forma, cuando se da la reduccion parcial del oxigeno por aceptacion
de dos electrones se da paso a la formacion de perdxido de hidrogeno. Sin
embargo, la union que se da entre O-O en el perdxido de hidrogeno es muy débil
y se puede llegar a descomponer dando asi origen al radical hidroxilo (OHe), el
cual posee una alta reactividad. Sin embargo, cuando el oxigeno acepta cuatro
electrones se forma una molécula de agua (H20), El oxigeno en el proceso de
reduccion parcial también puede absorber energia de nuevo y pasar a un estado
excitado de mayor reactividad y energia, denominado oxigeno singlete (Tabla 5)
(162).

Tabla 5. Caracteristicas de las especies reactivas de oxigeno

ERO Simbolo Caracteristica
Superoxido (OF L Oxidante débil
Hidroperdxido HO:- Oxidante mas fuerte que O 2
Peroxido de hidrogeno H:20: Oxidante, se difunde a través de las
membranas
Hidroxilo OHe Extremadamente reactivo, se difunde

solo a muy baja distancia

Alcoxilo LOe* Menos reactiva que OH*, pero mas que
peroxilo

Peroxilo LOQe Baja habilidad oxidante, pero gran
difusibilidad

Oxigeno singlete 102 Potente agente antioxidante
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Por lo tanto, se puede afirmar que el estrés oxidativo y las ERO por su alta
reactividad pueden llegar a causar diferentes danos a nivel celular, como:
oxidacion de lipidos (lipoperoxidacion), de grupos sulfidrilo de las proteinas, de
bases puricas y pirimidinicas (165), generando alteraciones celulares que pueden
ser el primer paso para el desarrollo de patologias, que afectan a diferentes tejidos
y sistemas, siendo asi uno de los dafios mas importantes y generalizados para la
salud humana.

Pero, cuando se mantienen en concentraciones bajas o moderadas, los
radicales libres desempefian varias funciones beneficiosas para el organismo. Por
ejemplo, son necesarios para sintetizar algunas estructuras celulares y para que el
sistema de defensa del huésped los utilice para combatir los patégenos. De hecho,
los fagocitos sintetizan y almacenan radicales libres para poder liberarlos cuando

haya que destruir microbios patdgenos invasores (162).

1.5.1 Estrés oxidativo y patologias asociadas a ECV

En condiciones fisioldgicas, las ERO se producen en concentraciones bajas y
actian como una molécula de sefalizacion que regula la contraccion y relajacion
de las células del musculo liso vascular y participa en el crecimiento del musculo
liso. Y en condiciones fisiopatoldgicas, estos radicales libres desempenan papeles
importantes en diversas afecciones, que incluyen aterosclerosis, lesién por
isquemia-reperfusion, cardiopatia isquémica, arritmias, miocardiopatia e
insuficiencia cardiaca congestiva.

En la actualidad, existen considerables datos bioquimicos, fisioldgicos y
farmacoldgicos que respaldan un vinculo entre los radicales libres y la lesion del
tejido cardiovascular. Los principales factores de riesgo vascular, como la
hipertension, la dislipemia, la diabetes y el tabaquismo, estdn asociados con un
aumento de marcadores en la produccién de ERO vasculares. Existe evidencia
acumulada que sugiere que las condiciones de la enfermedad estan directa o
indirectamente relacionadas con el dafio oxidativo y que comparten un
mecanismo comun de dafo molecular y celular. A medida que se aclaren estos
mecanismos, sera posible mejorar las técnicas de intervencion clinica y

farmacologica.
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Durante los ultimos anos, los datos de investigacion sefialan que el estrés
oxidativo debe considerarse una causa primaria o secundaria de muchas ECV. El
estrés oxidativo actda principalmente como desencadenante de la aterosclerosis
(168). Es bien sabido que la formacion de placas de ateroma resulta de una
inflamacion endotelial temprana, que a su vez conduce a la generacion de ERO
por macrdfagos reclutados in situ. Las LDL circulantes se oxidan por accion de las
especies reactivas de oxigeno, lo que conduce a la formacion de células
espumosas y acumulacion de lipidos. El resultado de estos eventos es la
formacion de una placa aterosclerdtica. Tanto los estudios in vivo como ex vivo
proporcionan evidencias que apoyan el papel del estrés oxidativo en la
aterosclerosis, isquemia, hipertension, miocardiopatia, hipertrofia cardiaca e
insuficiencia cardiaca congestiva (162, 169).

Los estudios sobre la aterosclerosis revelan la probabilidad de que la
enfermedad pueda deberse a reacciones de radicales libres que involucran lipidos
derivados de la dieta en la pared arterial y suero, para producir perdxidos y otras
sustancias (170). Estos compuestos inducen lesiones celulares endoteliales y
producen cambios en las paredes arteriales.

Diversos estudios experimentales y clinicos han indicado que el aumento de
la generacion de ERO esta implicado en la patogenia de la insuficiencia cardiaca.
Las ERO estimulan el crecimiento del miocardio, la remodelacion de la matriz y la
disfuncién celular mediante la activacion de varias quinasas de senalizacion de
hipertrofia y factores de transcripcion (171).

La fibrilacion auricular (FA) representa la arritmia mds comtn en la practica
clinica. El riesgo de fibrilacion auricular aumenta con el envejecimiento, y ocurre
en menos del 1% de las personas de 60 a 65 anos, pero en el 8 al 10% de las
mayores de 80 anos. Tanto los datos en humanos como en animales han
establecido el papel del estrés oxidativo en la patogénesis de la fibrilacion (172), lo
que se sustenta en el hecho de que los farmacos antioxidantes son capaces de
influir positivamente en el desarrollo de FA.

En base de la prevalencia de las ECV y el papel de las ERO en muchas
patologias del sistema cardiovascular, durante mucho tiempo ha habido interés
en la aplicacion de antioxidantes naturales y el desarrollo de agentes
antioxidantes quimicos para aliviar o prevenir las ECV. Existe evidencia con

respecto a la dieta y nutracetticos, es decir de los efectos beneficiosos que los
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compuestos activos contenidos en los alimentos tienen sobre la salud humana,
sobre la prevencion y el tratamiento del estrés oxidativo en distintas ECV (173).

El estrés oxidativo y la inflamacion deben considerarse como factores
contribuyentes y no como los mecanismos fisiopatologicos primarios. Por lo
tanto, no es sorprendente que muchos ensayos clinicos que investigan los
antioxidantes hayan sido negativos. El beneficio de los agentes antioxidantes
varia segun el estado oxidativo de cada individuo, y las personas que tienen
niveles elevados de estrés oxidativo se benefician mas que las personas con
cantidades ya bajas de ERO, ya que las ERO también desempenan un papel
fisiologico crucial en la homeostasis celular. Otro factor importante a tener en
cuenta es el estado nutricional de cada individuo. Una dieta equilibrada en los
paises de ingresos altos proporciona cantidades mas que suficientes de vitaminas,
por lo que es poco probable que una suplementacion adicional de vitaminas
confiera algin beneficio y, de hecho, pueda inducir un dafio. Sin embargo, es de
notar que los ensayos recientes han mostrado una mortalidad reducida con
terapias antioxidantes (ej. Té verde, flavonoides, dieta mediterranea). Dichos
ensayos, teniendo en cuenta los puntos fuertes y las limitaciones, muestran que el
estrés oxidativo juega un papel fundamental en las ECV y que la reduccién del
estrés oxidativo reduce la mortalidad cardiovascular y por todas las causas (174).

1.5.2 Dano oxidativo a biomoléculas

Una de las consecuencias del estrés oxidativo descontrolado (desequilibrio
entre los niveles de prooxidante y antioxidante a favor de los prooxidantes) es la
lesion de células, tejidos y drganos causada por el dafio oxidativo. Los radicales
libres atacan macromoléculas importantes que conducen al dafo celular y a la
interrupcion homeostatica. Los objetivos de los radicales libres incluyen todo tipo
de moléculas en el cuerpo, entre ellos, los lipidos, las proteinas y los acidos
nucleicos son los principales objetivos, el dafio causado a estas macromoléculas,
eventualmente conduce a necrosis y muerte celular apoptética. Ya que las
biomoléculas dafiadas por oxidacién deterioran las funciones celulares y

contribuyen a la patologia de una variedad de enfermedades.
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1.5.2.1 Daiio a los lipidos

Se ha reconocido desde hace mucho tiempo que los altos niveles de
radicales libres o ERO, pueden causar dano directo a los lipidos. Las fuentes
primarias de produccion de ERO enddgenas son las mitocondrias, la membrana
plasmatica, el reticulo endopldsmico y los peroxisomas (175), a través de una
variedad de mecanismos que incluyen reacciones enzimaticas y / o autooxidacion
de varios compuestos, como catecolaminas e hidroquinona. Diferentes estimulos
exogenos, como la radiacion ionizante, los rayos ultravioleta, el humo del tabaco,
las infecciones por patogenos, las toxinas ambientales y la exposicion a herbicidas
/ insecticidas, son fuentes de produccién de ERO in vivo, como ya se indico
previamente.

Durante las ultimas cuatro décadas, una extensa literatura sobre la
peroxidacion de lipidos ha demostrado su importante papel en la biologia celular
y la salud humana. La peroxidacion lipidica es un dano oxidativo que afecta las
membranas celulares, las lipoproteinas y otras moléculas que contienen lipidos en
condiciones de estrés oxidativo. Asimismo, puede describirse generalmente como
un proceso en el que oxidantes tales como radicales libres atacan lipidos que
contienen dobles enlaces carbono-carbono, especialmente AGPI (176). Los lipidos
de la membrana celular suelen representar sustratos de ataque oxidativo.
Ademas, la peroxidacion de lipidos es una reacciéon en cadena y es creada por
radicales libres que influyen en los AGPI de las membranas celulares, lo que
provoca su dano. Los radicales libres son iniciadores y terminadores de los
procesos de peroxidacion lipidica. Una vez activada, la reacciéon contintia
autocataliticamente; tiene un curso progresivo, y su resultado final son cambios
estructurales y funcionales de sustrato (177). Los intermedios reactivos,
producidos por el estrés oxidativo, puede alterar las capas secundarias de la
membrana y causar la peroxidacion lipidica de los AGPI, dando lugar a la
formacion del radical lipoperoxilo (LOO®), que, en a su vez, reacciona con un
lipido para producir un radical lipido y un lipido hidroperéxido (LOOH). Los
LOOH son inestables: generan nuevos radicales peroxilo y alcoxi y se
descomponen en productos secundarios (178).

De este proceso de autooxidacién iniciado por el ataque de especies
oxidantes, radicales libres o sustancias neutras (por ejemplo, OHe, O 2-¢ y H. O2)
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sobre fosfolipidos o AGPI de las membranas de componentes celulares o
subcelulares, resulta la formacion de varios tipos de aldehidos, cetonas, alcanos,
acidos carboxilicos y productos de polimerizacion. Estos productos son altamente
reactivos con otros componentes celulares y la matriz extracelular; sirven como

biomarcadores de la peroxidacion lipidica (Figura 7) (176).
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Figura 7. Reaccion en cadena de la peroxidacion lipidica (179).

Por lo tanto, la formaciéon de radicales libres estimula la peroxidacion
lipidica en biomembranas y la constante fragmentacion de las cadenas laterales de
acidos grasos produce aldehidos e hidrocarbonatos, lo que al final conduce a la
pérdida de la integridad de la membrana. Se observo que la ingesta cronica de
algunos metales pesados (plomo y cadmio) estimula significativamente la
reaccion peroxidativa (180).

Asi también, la peroxidacion de lipidos puede causar entrecruzamiento
mutuo y polimerizacién de los componentes de la membrana. De esta forma, la
membrana celular puede modificarse en su contenido lipidico y asi modificar su
funcién celular. La induccién de ERO y la oxidacion de lipidos puede conducir a
cambios importantes en la funcién de la membrana, como la modificacién del
potencial transmembrana (despolarizacion), la liberacién y division de calcio
mitocondrial y la activaciéon de caspasas-3, fragmentacion del ADN y apoptosis
(181).
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Para prevenir el dafio de ERO, las células poseen varios enzimas
antioxidantes como superoxido dismutasas (MnSOD y Cu/ZnSOD), que se
encuentran en las mitocondrias y el citosol, respectivamente, donde convierten
superdxido en peroxido de hidrogeno (182). La descomposicion del perdxido de
hidrogeno en agua y oxigeno es catalizado adicionalmente por la catalasa. Otro
mecanismo de defensa antioxidante incluye antioxidantes no enzimaticos como el
glutation (GSH), que funciones en el sistema celular tiol / disulfuro (183).

Amplia evidencia sugiere que el estrés oxidativo y la peroxidacion de
lipidos resultante estan involucrados en varios y numerosos estados patoldgicos
que incluyen inflamacion, aterosclerosis, enfermedades neurodegenerativas y

cancer.

1.5.2.2 Daiio a las proteinas

La modificacion oxidativa de proteinas por especies reactivas,
especialmente especies reactivas de oxigeno, estd implicada en la etiologia o
progresion de un conjunto de trastornos y enfermedades. Estas especies reactivas
se forman a través de una gran cantidad de reacciones fisiologicas y no
fisioldgicas. Un aumento en la tasa de su produccién o una disminucién en su
tasa de eliminacién aumentard la modificacion oxidativa de las moléculas
celulares, incluidas las proteinas. En su mayor parte, las proteinas modificadas
oxidativamente no se reparan y deben eliminarse mediante degradacion
proteolitica, y una disminucion en la eficacia de la proteolisis provocara un
aumento en el contenido celular de proteinas modificadas oxidativamente. El
nivel de estas moléculas modificadas se puede cuantificar midiendo el contenido
de carbonilos de la proteina, que se ha demostrado que aumenta en una variedad
de enfermedades y procesos, sobre todo durante el envejecimiento. La
acumulacion de proteinas modificadas altera la funcion celular, ya sea por la
pérdida de la integridad catalitica y estructural o por la interrupcion de las vias
reguladoras.

La oxidacién de proteinas puede implicar la escision de la cadena
polipeptidica, la modificacion de las cadenas laterales de aminodcidos y la
conversion de la proteina en derivados que son muy sensibles a la degradaciéon
proteolitica. A diferencia de otros tipos de modificacion (excepto la oxidacion de

cisteina), la oxidacion de residuos de metionina a sulféxido de metionina es
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reversible; por tanto, la oxidacion ciclica y la reduccion de residuos de metionina
conduce al consumo de ERO y, por tanto, aumenta la resistencia de las proteinas a
la oxidacion (184). La importancia de la oxidacion de proteinas en el
envejecimiento estd respaldada por la observacion de que los niveles de proteinas
oxidadas aumentan con la edad.

Por lo tanto, la importancia de la oxidacion de las proteinas hacia la
homeostasis celular se deriva del hecho de que las proteinas cumplen funciones
vitales en la regulacion de la estructura celular, la sefalizacion celular y los
diversos procesos enzimaticos de la célula. Ademas, la oxidacion de proteinas al
contribuir rapidamente al estrés oxidativo puede afectar directamente la
sefializacion celular, la estructura celular y los procesos enzimaticos como el
metabolismo. Existen muchas y diferentes formas de inducir la oxidacion de
proteinas, incluida la oxidacion catalizada por metales, la escisién inducida por
oxidacién, la oxidacion de aminodcidos y la conjugacion de productos de
peroxidacion de lipidos.

Las ERO pueden inducir la escisiéon de enlaces peptidicos en proteinas a
través de dos vias separadas: la via de la diamida y la via de la amidacion o (185).
El radical hidroxilo, generado a partir de la radidlisis de agua o generado a partir
de H20:, reacciona con las proteinas para formar agua y un radical centrado en
carbono (radical alquilo). Este radical puede entonces reticularse con otros
radicales alquilo y formar agregados de proteinas o reaccionar con O: para
generar un radical alquil-peréxido. A continuacidn, este se puede convertir,
mediante la accion de Fe (II) o HO:e, en perdxido de alquilo. El peroxido de
alquilo puede reaccionar entonces con Fe (II), HOz¢ o mediante una reaccioén de
dismutacién, para producir un radical alcoxilo (185). La escision del enlace
peptidico también se puede obtener mediante la reacciéon del radical libre OHe
con los residuos glutamilo, prolilo y aspartilo de la cadena proteica (186). Por otro
lado, a pH fisioldgico, el ozono reacciona con el agua produciendo radicales libres
como OHe que puede promover la oxidacion de aminodcidos.

Asi también, varios aminoacidos pueden modificarse directamente mediante
reacciones de cadena lateral con ERO. Los aminoacidos mas sensibles son los que
tienen grupos aromaticos de cadena lateral y los que contienen grupos sulfhidrilo.
En términos de aminoacidos aromaticos de cadena lateral, la oxidacion inducida

por ERO puede ocurrir a través de una variedad de intermedios, es decir, por
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cualquiera de un gran nimero de procesos fisioldgicos y no fisiologicos, como se

ilustra en la Figura 8.
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Figura 8. Relacion entre la generacidon de especies reactivas de oxigeno y la oxidacién y
degradacion de proteinas. NOS: 6xido nitrico sintasa, MCO: oxidacion catalizada por

metales, AA: aminoacidos (184).

La oxidacién de un ntimero limitado de proteinas metabdlicas puede tener
un impacto dramatico y perjudicial en el estado energético general de la célula y,
por lo tanto, inducir rdpidamente una disfuncidn celular a través de un ntmero
limitado de eventos de oxidacion de proteinas. Es probable que la capacidad de
las células para prevenir la oxidacién de proteinas metabdlicas, o para reparar o
reemplazar proteinas metabolicas después de la oxidacion, sea un predictor
importante de cémo las células pueden responder con éxito a los factores de
estrés oxidativo (187).

Por lo tanto, se sugiere que el dafio oxidativo a las proteinas juega un papel
crucial en el envejecimiento, porque las proteinas oxidadas pierden la funcion
catalitica y se hidrolizan preferentemente (188). Se plantea la hipdtesis de que el
dafio oxidativo a proteinas especificas constituye uno de los mecanismos que
vinculan el estrés/dafio oxidativo y las pérdidas en las funciones fisioldgicas

asociadas a la edad.
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Uno de los procesos mas importantes para mantener la homeostasis es la
capacidad de los sistemas proteoliticos para eliminar las proteinas oxidadas y
dafiadas. Las células degradan las proteinas oxidadas a través de la via
proteasdmica y la via lisosomal. La protesomica se considera la principal via
responsable de la degradacion y eliminacion de proteinas "levemente" oxidadas
(185-188) y esta involucrado en la regulacion de proteinas involucradas en varias

actividades celulares como el ciclo celular.

1.5.2.3 Daiio al ADN

Las células estan continuamente expuestas a numerosos agentes exogenos y
enddgenos que danan el ADN, estos agentes o factores incluyen sustancias
quimicas, radiacion, radicales libres y cambios topologicos, cada uno de los cuales
causa distintas formas de dafio. El dafio al ADN se refiere a cambios fisicos o
quimicos en el ADN de las células, que pueden afectar la interpretacion y
transmision de la informacion genética, lo que puede resultar en una pérdida de
informacion genética, constituyendo un dafio mas persistente que cualquier dafo
de proteinas u otra molécula, ya que altera la replicacion y la transcripcion, causa
la muerte celular y puede provocar mutaciones y transformacién neopldsica en
muchos organismos. Se cree que los efectos nocivos mediados por ERO
contribuyen a las condiciones degenerativas humanas, incluidos los trastornos
neurologicos (182), la disfuncién cardiaca (189) y el cancer (190), asi como el
proceso de envejecimiento (191). Aunque se ha demostrado que las ERO son
perjudiciales para las células, también pueden funcionar como moléculas de
sefializacion inducidas por el estrés (192). Informes recientes indican que el dafio
del ADN por si solo da como resultado un aumento de los niveles de ERO
intracelulares (193). En respuesta al estrés oxidativo, las células activan tanto los
procesos de reparacion del ADN como los factores de transcripcion. Estos
factores, a su vez, modulan los niveles de expresién de las enzimas de
procesamiento y eliminacion de ERO (194). Por ejemplo, el aumento de los niveles
de ERO intracelulares causa modificaciones postraduccionales de uno de estos
factores de transcripcion, Yapl (yeast activator protein), lo que resulta en la
induccidon de numerosos genes (195).

Las células han desarrollado procesos complejos para hacer frente al dafio
del genoma. Dependiendo de la naturaleza de la lesion en el ADN, se activan vias
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especificas para facilitar la identificacion de las regiones dafiadas y su reparacion.
Una lesion particularmente peligrosa es la rotura de la doble hebra del ADN, que
puede ser mutagénica debido a reordenamientos cromosdmicos o pérdida de
informacion genética debido a una reparacion erronea del ADN. En respuesta al
dano del ADN, se activa una red de eventos denominados colectivamente como
respuesta al dafio del ADN. Esta respuesta incluye el reconocimiento de dafios en
el ADN, la activacion de puntos de control, la detenciéon del ciclo celular vy,
finalmente, los resultados finales de la reparacion, la apoptosis y la eliminacién
inmunitaria (196). El efecto de las ERO sobre otras vias de respuesta al dafio del
ADN (especialmente el dafio oxidativo) se ha revisado ampliamente (197). La
respuesta a la rotura de doble hebra es particularmente relevante en la
carcinogénesis y la terapia del cancer, ya que muchos de los componentes de la
via estan mutados en el cdncer, y la mayoria de los tratamientos oncologicos
actuales (quimioterapia y radioterapia) explotan estos defectos (198).

También se ha informado que las ERO inducen directamente otras formas
de dafio del ADN a través de la oxidacion de las bases de nucledsidos (ejem.
Formacion de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OH-dG)) (199). La acumulacién de
ERO también induce lesiones en el ADN mitocondrial, roturas de cadenas y
degradacion del ADN mitocondrial (200).

1.5.2.4 Dario al ARN

El ARN también es atacado por especies reactivas de oxigeno y el ARN
oxidado se reconoce cada vez mds como un contribuyente importante a las
complicaciones neurodegenerativas en los seres humanos. Recientemente, se ha
acumulado evidencia que apoya la nocién de que el ARN de transferencia (ARNt)
estd involucrado en las respuestas celulares a diversas condiciones de estrés (201).

El dafo oxidativo de los &cidos nucleicos se identific6 como un
contribuyente clave a la enfermedad de Alzheimer; la cantidad de 8-OH-dG, uno
de los principales productos de la oxidacion del acido nucleico, aumenta en el
cerebro y el liquido cefalorraquideo de los pacientes con enfermedad de
Alzheimer. No solo el ADN, sino también hasta el 50% de los ARNm estan
dafiados por oxidacion en las dreas cerebrales afectadas de los pacientes con
Alzheimer (202). Ademas, se cree que el dafo oxidativo del ARNm contribuye no

solo a la muerte de las células neuronales en la enfermedad de Alzheimer, sino
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también a la patologia de la enfermedad de Parkinson, la epilepsia, la
aterosclerosis y la esclerosis lateral amiotrofica (caracterizada por la degeneracion
progresiva de las neuronas motoras) (203). Ademas del ARNm, los ARN
ribosémicos (ARNTr) y los ARNt también son el objetivo de ERO. La capacidad de
union a los iones reactivos de Fenton es mayor para el ARNr que para el ARNt,
por lo que se encontr6é que el ARNr estd mas fuertemente oxidado que el ARNt
(204). Aunque se han descrito mecanismos de reparacion para el ARN modificado
por alquilacion (205), no se inform¢ actividad de rescate para el ARN danado por
oxidacion y se desconoce en gran medida como se distingue y marca el ARN

dafiado para su degradacion.

1.6 BIOMARCADORES

El uso de biomarcadores en la investigacion basica y clinica, asi como en la
practica clinica se ha vuelto tan comtn que su presencia como puntos primarios y
finales en los ensayos clinicos es de gran importancia. Los biomarcadores
especificos han sido bien caracterizados y repetidamente demostrados para
predecir correctamente los resultados clinicos relevantes en una variedad de
tratamientos y poblaciones. Siendo una caracteristica que se mide y evalta
objetivamente como un indicador de procesos bioldgicos normales, procesos
patogenos o respuestas farmacologicas a una intervencion terapéutica. La OMS
define a los biomarcadores como cualquier sustancia, estructura o proceso que
pueda medirse en el organismo, o sus productos, e influir o predecir la incidencia
de resultados o enfermedades (206). Asimismo, tiene en cuenta no solo la
incidencia y el resultado de la enfermedad, sino también los efectos de los
tratamientos, las intervenciones e incluso la exposicién ambiental no deseada, los
productos quimicos o los nutrientes.

Los biomarcadores son los signos médicos mas objetivos y cuantificables que
la ciencia moderna del laboratorio nos permite medir reproduciblemente. El uso
de biomarcadores, y en particular biomarcadores medidos en laboratorio, en la
investigacion clinica es algo mas nuevo, y los mejores enfoques para esta practica
todavia se estan desarrollando y perfeccionando. El tema clave en cuestion es
determinar la relacién entre cualquier biomarcador medible dado y las variables

clinicas relevantes.
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1.6.1 Biomarcadores de riesgo cardiovascular

Las tendencias actuales en la prevencion primaria de ECV hacen hincapié
en la necesidad de tratar a las personas en funcidon de su riesgo cardiovascular
global, es por ello que se considera importante conocer los biomarcadores y su
mecanismo respectivo que le confieren niveles de riesgo o beneficio para las ECV.

La busqueda de medidas eficaces para identificar pacientes con mayor
riesgo de desarrollar complicaciones metabolicas y cardiovasculares constituye
una estrategia prometedora en la prevencion de las comorbilidades. Aunque,
algunos autores indican que la necesidad de facilitar el manejo complejo de las
enfermedades cardiometabdlicas ha llevado a la deteccion de muchos
biomarcadores, sin embargo, no existen explicaciones claras de su papel en la
prevencion, diagnostico o prondstico de estas enfermedades (207). Las moléculas
asociadas con las vias de la enfermedad representan sustitutos validos de la
enfermedad y biomarcadores de ECV bien ajustados, ya que, las moléculas
individuales sdlo proporcionan datos sobre una pequefia parte de la molécula
involucrada en los mecanismos complejos de las ECV, mientras que su
integracion conduce a datos multidimensionales.

Por lo que, para muchas enfermedades, existe una necesidad insatisfecha de
biomarcadores nuevos o mejores para mejorar la evaluacion y el seguimiento del
riesgo de enfermedades, ya que los marcadores disponibles o convencionales
muchas veces se indica que carecen de suficiente especificidad. Es asi que, los
lipidos estan atrayendo un gran interés como posibles candidatos para llenar
estos vacios, que permitan una mejor evaluacion del riesgo de enfermedad
cardiovascular en comparacion con los marcadores clinicos convencionales.

Una alternativa para medir la ingesta dietética podria ser utilizar andlisis
bioquimicos de 4cidos grasos en fracciones de lipidos plasmaticos, plaquetas o
membranas de globulos rojos o tejido adiposo subcutaneo como biomarcadores
de la ingesta de acidos grasos. Estos andlisis pueden proporcionar informacion
sobre la dieta que puede ser dificil de obtener de los cuestionarios, como el tipo
de grasa utilizada en los alimentos preparados y el grado en que ha sido
modificada por el procesamiento. Aunque son atractivas en principio, las
concentraciones de 4cidos grasos en sangre o tejidos deben interpretarse con

cautela porque como se sabe las grasas saturadas y monoinsaturadas se pueden
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sintetizar de forma enddgena; por lo tanto, estas medidas pueden no reflejar la
ingesta. Ademas, los niveles de acidos grasos esenciales en las membranas o
lipoproteinas a menudo estan fuertemente regulados, por lo que su relacion con
la dieta puede ser débil y no lineal, en estudios de casos y controles,

Existe un interés creciente en la utilizacion de nuevos marcadores de riesgo
de enfermedad cardiovascular y, en consecuencia, existe la necesidad de evaluar
el valor de su uso. Esto se ha demostrado recientemente mediante la
identificacion de ceramidas selectivas para la prediccion de la mortalidad
cardiovascular, lo que permite una mejor evaluacion del riesgo de enfermedad

cardiovascular en comparacion con los marcadores clinicos convencionales (208).

1.6.1.1 Biomarcadores basados en lipidos

El colesterol total y de lipoproteinas de baja densidad (LDL) son
marcadores de riesgo potencialmente importantes para la hiperlipidemia (209). La
asociacion entre los niveles de colesterol de lipoproteina de baja densidad (LDL-c)
y el riesgo de enfermedad coronaria (EC) esta bien establecida y la reduccion de
LDL-c es actualmente el objetivo principal para el tratamiento de la dislipemia.
Sin embargo, los bajos niveles de colesterol de lipoproteina de alta densidad
(HDL-c), y los altos niveles de triglicéridos (TG) también son factores de riesgo
para la EC y la modificaciéon de los niveles de estas subfracciones lipidicas,
ademas de la reduccion de LDL-c, pueden tener beneficios clinicos en muchos
pacientes (210).

Asi mismo, la presencia de niveles elevados de colesterol total en sangre se
considera un factor de riesgo de ECV. La asociaciéon americana del corazén define
un nivel normal de colesterol total como menos de 200 mg / dL (53, 211, 212),
mientras que un nivel de "limite alto" de colesterol sérico total es de 200 mg / dL a
239 mg / dL es y el nivel de colesterol superior a 240 mg / dL indica un mayor
riesgo de enfermedad cardiaca. Los niveles de colesterol total en el limite alto
pueden preceder a la dislipemia y las ECV graves en varios afnos o décadas (213).
Por lo tanto, los niveles elevados de colesterol total y colesterol LDL son
afecciones que representan el inicio de la dislipemia y ademads se informa que son
factores criticos que contribuyen a la aterosclerosis, el infarto de miocardio y el

accidente cerebrovascular (214).
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Aunque la funcion principal de las HDL-c es la antiateroesclerosis (210),
muchos estudios recientes han encontrado otras caracteristicas multiples de las
HDL-c, que incluyen funciones antiinfecciosas, antiinflamatorias, antiapoptdticas
o antioxidantes (215, 216). Ademas, se cree que las HDL-c desempenan un papel
protector en muchas enfermedades infecciosas. Se observo que los pacientes con
niveles bajos de HDL mostraron un mayor riesgo de infeccion y un peor resultado
(217). Incluso, un estudio evidencié que el HDL-c puede estar asociado con el
pronostico de los pacientes con COVID-19, ya que HDL-c en pacientes con
COVID-19 se correlaciond con un mayor riesgo de desarrollar eventos graves
(218). El colesterol de lipoproteinas de alta densidad extremadamente alto se
asocia paraddjicamente con una alta mortalidad en hombres y mujeres: dos

estudios de cohortes prospectivos (216).

1.6.1.1.1 Lipoproteinas

Estos grandes complejos macromoleculares transportan lipidos hidréfobos
(principalmente triglicéridos, colesterol y vitaminas liposolubles) a través de los
fluidos corporales (plasma, liquido intersticial y linfa) hacia y desde los tejidos.
Desempefian un papel esencial en la absorcion del colesterol de la dieta, los dcidos
grasos de cadena larga y las vitaminas liposolubles. El transporte de triglicéridos,
colesterol y vitaminas liposolubles del higado a los tejidos periféricos; y el
transporte de colesterol desde los tejidos periféricos al higado.

Las lipoproteinas contienen un nucleo de lipidos hidrofobos (triglicéridos y
ésteres de colesterol) rodeados de lipidos hidrdfilos (fosfolipidos, colesterol no
esterificado) y proteinas que interactian con los fluidos corporales. Las
lipoproteinas plasmaticas se dividen en cinco clases principales segun su
densidad relativa (Figura 9 y Tabla 6): quilomicrones, lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de
baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL). Cada clase de
lipoproteinas comprende una familia de particulas que varian ligeramente en
densidad, tamafio y composicion de proteinas. Las densidad y tamafio de las
lipoproteinas estan inversamente relacionados. La densidad de una lipoproteina
estd determinada por la cantidad de lipido por particula. La HDL es la
lipoproteina mas pequena y densa, mientras que los quilomicrones y las VLDL
son las particulas de lipoproteina mds grandes y menos densas. La mayor parte
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de los triglicéridos plasmaticos se transporta en quilomicrones o VLDL, y la
mayor parte del colesterol plasmatico se transporta como ésteres de colesterol en
las LDL y HDL (219).
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Figura 9. Distribuciéon de densidad y tamafio de las principales clases de particulas de
lipoproteinas. VLDL, lipoproteina de muy baja densidad; IDL, lipoproteina de
densidad intermedia; LDL, lipoproteina de baja densidad; HDL, lipoproteina de alta
densidad (219).

Los quilomicrones son particulas grandes ricas en triglicéridos producidas
por el intestino, que participan en el transporte de los triglicéridos y el colesterol
de la dieta a los tejidos periféricos y al higado. Contienen apolipoproteinas Al, A-
I, A-1V, AV, B-48, C-II, C-1Il y E. La Apo B-48 es la proteina estructural central y
cada particula de quilomicrones contiene una Apo B-48 molécula. El tamato de
los quilomicrones varia segtin la cantidad de grasa ingerida. Una comida rica en
grasas conduce a la formacion de grandes particulas de quilomicrones debido a la

mayor cantidad de triglicéridos que se transportan, mientras que en el estado de
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ayuno las particulas de quilomicrones son pequenas y portan cantidades
reducidas de triglicéridos (220). Los remanentes o restos de quilomicrones son el
resultado de la eliminacion de triglicéridos de los quilomicrones por los tejidos.
Los quilomicrones como sus remanentes estan relacionados a enfermedades
coronarias y contribuyen tanto directa como indirectamente al inicio y desarrollo

de la aterosclerosis (221).

Tabla 6. Caracteristicas principales de las lipoproteinas (219)

Lipoproteina  Densidad Movilidad Tamafio Lipido Apoliproteinas
(g/ml) electroforética (nm) principales principales *
Quilomicréon <0,93 Origen 75-1200 TG Bas, A-I, A-II,

A-1V, A-V, C],
C-II, C-I1II, E*
Restos de 0,93-

quilomicrones 1,006

VLDL 0,93- pre-f3 (o) 30-100 Bioo, A-V, C-],
1,006 TG C-II, C-III, E

IDL 1,006- B 25-30 TG/COL Bioo, E
1,019

LDL 1,019- B 20 COL Bioo
1,063

HDL 1,063- a (o) 8-12 FL A-1, A-II, A-1V,
1,210 A-V, C-I, C-II,

C-IIT, E

Lp (a) 1,055- pre-p1 25 COL (a), Bioo

1,085

TG, Triglicéridos; COL, Colesterol; FL, Fosfolipidos.
* La composicién apolipoproteica varia segin el grado de maduracion de la lipoproteina y

de la subespecie especifica.

La VLDL son producidas por el higado y son ricas en triglicéridos.
Contienen apolipoproteina B-100, CI, C-1I, C-IIl y E. La Apo B-100 es la proteina
estructural central y cada particula de VLDL contiene una molécula de Apo B-

100. De manera similar a los quilomicrones, el tamano de las particulas de VLDL
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puede variar dependiendo de la cantidad de triglicéridos transportados en la
particula. Cuando aumenta la produccion de triglicéridos en el higado, las
particulas de VLDL secretadas son grandes. Sin embargo, las particulas de VLDL
son mas pequenas que los quilomicrones (219).

IDL son particulas enriquecidas en colesterol, son el resultado de la
eliminacion de triglicéridos de VLDL por el tejido muscular y adiposo. Estas
particulas contienen apolipoproteina B-100 y E. Estas particulas IDL son
proaterogénicas (219).

La LDL deriva de particulas VLDL e IDL y estan ain mas enriquecidas en
colesterol. La LDL transporta la mayor parte del colesterol circulante. La
apolipoproteina predominante es B-100 y cada particula de LDL contiene una
molécula de Apo B-100. La LDL desempena un papel central en aterogénesis y los
niveles elevados de LDL se asocian a un riesgo creciente de enfermedad cardiaca
coronaria (222). Los estudios ahora han revelado que LDL es estructural
heterogéneo, basado en su tamafno y densidad. Un nivel elevado de LDL es un
factor de riesgo muy bien establecido de enfermedad de las arterias coronarias.
Las particulas de LDL son susceptibles a la oxidacion, el LDL no oxidado es un
vehiculo de transporte inerte de colesterol y otros lipidos en el cuerpo y se cree
que es aterogénico. Recientemente se ha apreciado que los productos oxidados de
LDL son responsables de las propiedades de formacién de placa que antes se
atribuian a la particula intacta (223).

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son una familia de particulas
caracterizadas por su capacidad para transportar (transporte inverso) el colesterol
desde los tejidos extrahepaticos al higado para su metabolismo, donde se
convierte en metabolitos ttiles y finalmente se elimina del cuerpo a través de las
secreciones biliares. Una familia de lipoproteinas lipasas, incluidas la lipasa
hepatica y la lipasa endotelial, estdn intimamente implicadas en el metabolismo
de las HDL. La lipasa endotelial se regula al alza durante la inflamacién, una
condicion que aumenta la oxidacion de LDL y la aterogénesis (224).

Las lipoproteinas HDL son macromoléculas con una densidad de 1.063-1.21
g/mL, seudomicelares, constituidas por lipidos anfipaticos (fosfolipidos y
colesterol libre), lipidos no polares (triglicéridos y ésteres de colesterol) y por
apolipoproteinas. La HDL estd compuesta en un 50% de proteinas (mayormente

por apolipoproteina [apo] A-I), 25% de fosfolipidos, 4% de colesterol libre, 3% de
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triglicéridos y 12% esteres de colesterol (225). Contiene también apolipoproteina
A-Il y en menor concentracion se encuentran otras apolipoproteinas como A-IV,
C-I, C-IIL E, Dy J (226).

Los procesos antiinflamatorios de la HDL, se da mediante la interaccién con
el endotelio vascular y células inflamatorias circulantes. La HDL-c limita el grado
en que las células endoteliales se activan por citoquinas proinflamatorias,
reduciendo la expresion de moléculas de adhesion. También puede modular el
tono vascular afectando la produccién de éxido nitrico, mediador clave de la
contraccion vascular de las células musculares (227).

Por lo indicado, la HDL esta emergiendo como una fascinante lipoproteina
con una compleja gama de funciones que involucran componentes tanto de
proteinas como de lipidos. Se ha descubierto que el HDL influye en la funcion
inmunitaria, la inflamacion vascular, el metabolismo de la glucosa y la funcion
plaquetaria (227), asi como en otros fendmenos fisioldgicos no relacionados con la
ECV.

En contraste, otros marcadores, especialmente HDL y apoproteina ApoA-I,
se relacionan con efectos antiinflamatorios en varios estudios clinicos en los que
los biomarcadores, ademas pueden predecir mejor el fallo organico (228).

Las variaciones en los perfiles de lipoproteinas y el metabolismo estan
asociadas con enfermedades metabdlicas como la diabetes mellitus y las
enfermedades cardiovasculares. Ademads, las alteraciones de los perfiles de
lipoproteinas se han asociado con diferentes tipos de cancer (229,230) y
enfermedades autoinmunes (231,232). Motivo por el cual, se utilizan para

controlar y evaluar el riesgo en las mencionadas enfermedades.

1.6.1.1.2  Subfracciones lipoproteicas

Asimismo, existe evidencia no concluyente que sugiere que la mediciéon de
las subfracciones de LDL y HDL mejora la evaluacién clinica del RCV (233). Las
subfracciones de LDL y HDL definidas por diferencias en el tamafio y la densidad
de las particulas, se han asociado en diversos grados con el RCV. La evaluacién
de estas relaciones se ha visto empafiada por la falta de estandarizacion entre las
diversas metodologias analiticas, asi como por las fuertes correlaciones de las
subfracciones entre si y con los marcadores estandar de riesgo de lipidos y
lipoproteinas. Estudios recientes han demostrado relaciones independientes entre
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los niveles de LDL y subclases de tamafio de HDL con el riesgo de enfermedad
tanto de las arterias coronarias como cerebrovascular.

Las subfracciones de LDL estan basadas en el tamano, densidad,
composicion y/o carga eléctrica (234). De acuerdo con la metodologia utilizada,
pueden estar separadas en diferentes clases. Por electroforesis en gel de gradiente
en 7 subfracciones de LDL basadas en tamafo y forma. Por resonancia magnética
nuclear las LDL estdn separado en 3 patrones: Patron A (grande 26,35-28,5nm),
AB (intermedio 25,75-26,34nm) y B (pequeno 22,0-25,74). Por ultracentrifugacion
de gradiente de densidad est4 separado en 6 subfracciones. Por electroforesis en
gel de tubo en 7 subfracciones.

Las particulas de LDL pequefias y densas se consideran mads
proaterogénicas que las particulas de LDL grandes. Las particulas de LDL
pequenas y densas tienen una afinidad disminuida por el receptor de LDL, lo que
resulta en un tiempo de retencion prolongado en la circulacion. Adicionalmente,
entran mds facilmente en la pared arterial y se unen con mas avidez a los
proteoglicanos intraarteriales, que los atrapan en la pared arterial, contribuyendo
a la aterosclerosis, el infarto de miocardio y el accidente cerebrovascular (214).

Las particulas pequefias y densas de LDL rara vez se presentan como una
afeccion aislada, pero a menudo se asocian con un fenotipo especifico que se
caracteriza por hipertrigliceridemia, HDL-c bajo, obesidad abdominal, resistencia
a la insulina (diabetes tipo 2) y otras irregularidades metabdlicas que conducen a
disfuncién endotelial y susceptibilidad a trombosis (234,235) y estados infecciosos
e inflamatorios (217). Las LDL pequenas y densas también son mds susceptibles a
la peroxidacion de lipidos debido a cambios en la composicion de lipidos, lo que
las hace mas aterogénicas (236). Las LDL pequenas y densas carecen de vitamina
E y se oxidan mas rdpidamente in vitro, caracteristicas que podrian hacer que las
LDL pequenas sean mas aterogénicas (237).

Se han descrito dos fenotipos distintos: el patron B con predominio de
particulas LDL pequefas y densas, y el patrén A con una mayor proporcion de
particulas LDL grandes y mas flotantes. Aunque el tamafio de las particulas de
LDL estd determinado genéticamente, su expresion fenotipica también puede
verse afectada por factores ambientales, las drogas, la dieta, la obesidad o el
ejercicio (238). Las particulas de LDL del fenotipo aterogénico contienen menos

colesterol y fosfolipidos, pero mas triglicéridos. Este fenotipo se conoce
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generalmente como fenotipo B y se caracteriza por niveles elevados de apo B, que
se encuentra en LDL y VLDL (239).

La prevalencia del fenotipo del patron B es de aproximadamente el 30% en
hombres adultos, del 5-10% en hombres y mujeres jovenes <20 afos, y de
aproximadamente el 15-25% en mujeres posmenopausicas (240). El tamano de
LDL y el predominio del patrén B, esta genéticamente influenciado, con una
heredabilidad que oscila entre el 35 y el 45%, se encuentra en conjuncién con
alteraciones familiares del metabolismo lipidico, que estdn asociadas a un riesgo
aumentado de enfermedad cardiaca coronaria prematura, como hiperlipemia
combinada, hiper-beta-lipoproteinemia e hipo-alfa-lipoproteinemia (241). Por otro
lado, los factores no genéticos y ambientales influyen en la expresion de este
fenotipo, la adiposidad abdominal y el uso de anticonceptivos orales se asocian
con un aumento en LDL pequeno y denso (242). Los factores dietéticos también
son importantes. Una dieta muy baja en grasas y alta en carbohidratos puede
inducir el patrén B en personas que estdn genéticamente predispuestas a este
fenotipo (242).

Las dos subfracciones de HDL son formadas durante el transporte reverso
del colesterol. La HDL2 tiene una densidad entre 1.063-1.125 g/mL, es una
particula grande y rica en colesterol. La HDL3 tiene una densidad entre 1.125-
1.210 g/mL, es una particula pequena y pobre en lipidos (243). Su sintesis se inicia
con la HDL naciente (pre-31 o HDL discoidal) que adquiere colesterol y
fosfolipidos de las membranas celulares. El colesterol como los fosfolipidos son
esterificados con la ayuda de la enzima lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT).
Al adquirir colesterol, las HDL se convierten en una esfera pequefia denominada
HDL3. Esta particula tiene capacidad de continuar aceptando colesterol y lipidos,
convirtiéndose en una particula mas grande, denominada HDL2. La HDL2 bajo la
accion de la proteina transportadora de ésteres de colesterol, se vuelve una
particula rica en triglicéridos que son hidrolizados por la lipasa hepatica. Esta
hidrdlisis, en asociaciéon con la actividad de la proteina de transporte de
fosfolipidos, disminuye el tamafio de las HDL2 transformandolas de nuevo en
HDL3, las cuales pueden reiniciar la captacion de colesterol (243, 244).

Se pueden obtener varias subpoblaciones de HDL utilizando diversas
técnicas de separacion, resultando dificil la comparacion entre particulas

obtenidas con diferentes procedimientos. Las HDL se pueden clasificar sobre la
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base de la densidad, lo que da como resultado la gran flotabilidad HDL2 y la
pequefia densa HDL3, que se pueden subdividir en subpoblaciones distintas
(HDL2b, HDL2a, HDL3a, HDL3b y HDL3c (tabla 7). Asi también, las HDL se
pueden separar sobre la base de su movilidad electroforética en pre-f-particulas,
a-particulas y pre-a-particulas y también se pueden clasificar segiin su contenido
principal de apolipoproteina en particulas que contienen solo apolipoproteina Al
(apoA-I, LpA-I) o tanto apoA-I como apoA-II (LpA-1/ A-II) (tabla 7) (244).

Las HDL poseen varias funciones antiaterogénicas. La actividad mas
destacada de las HDL es el transporte inverso de colesterol, el proceso mediante
el cual el exceso de colesterol se transporta desde los tejidos periféricos al higado
para su excrecion. Diferentes subpoblaciones de HDL interacttian con diferentes
receptores celulares para eliminar el exceso de colesterol de las células. Ademas,
las HDL, y en particular las HDL3 pequenas y densas, ejercen actividades
antiinflamatorias y antioxidantes (245). Las HDL tienen un efecto protector sobre
el endotelio vascular, son antitrombdticas y antiinfecciosas (245) y desempenan
un papel en la modulacion de las respuestas inmunitarias (246) y el control de la
homeostasis de la glucosa (247).

Se han realizado estudios para observar si una de las dos subfracciones en
especifico confiere mayor capacidad para predecir RCV que la HDL sola. Se ha
observado que pacientes con enfermedades coronarias, generalmente tienen
mayor cantidad de particulas densas y pequefias (HDL3), mientras que los niveles
circulantes de particulas grandes de HDL (HDL2) disminuyen en condiciones
dislipidémicas (244). Lo cual hace presumir que las HDL2 pueden asociarse con
una mayor proteccion de enfermedad cardiovascular (243). Por el contrario, la
fraccion HDL3 pudiera estar asociada a una proteccion cardiaca menor e incluso
con mayor riesgo de ECV (248).

La relacion entre los niveles circulantes de subpoblaciones de HDL y la
proteccion contra las enfermedades cardiovasculares aun no estd clara y sigue
siendo controversial, ya que los hallazgos obtenidos no logran clarificar
plenamente el papel directo de una o ambas subfracciones como predictoras de la

enfermedad cardiovascular.
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Tabla 7. Subdivision de las subfracciones de las HDL (244)

Forma Discoidal

Esférica
Densidad HDL2
(ultracentrifugacion) HDL3
Tamano HDL2b
(electroforesis en gel no desnaturalizante) = HDL2a

HDL3a

HDL3b

HDL3c
Carga Pre- 1 particulas Pre- B1(HDL3, LpA-I)
(2- electroforesis Pre- B2(LpA-I)
dimensional) Pre- Bs(LpA-I)

Pre- B4(LpA-I)

a- particulas Muy pequena discoidal a-4 (HDL3, LpA-I)

Pequefia esférica a3 (HDL3, LpA-I: A-II)
Media esférica a2 (HDL3, LpA-I: A-1I)
Larga esférica al (HDL3, LpA-I)

Pre- a particulas Pre-ou (LpA-I)
Pre-az (LpA-I)
Pre-as (LpA-I)
Pre-as (LpA-I)

Composicion LpA-I Grande LpA-I
(inmunoafinidad) (componentes Mediano LpA-I

prominentes de Pequefio LpA-I

HDL2 y HDL3)

LpA-I A-II (mas encontrada en HDL3)

Lipoproteina (a) (Lp(a)) es una particula de LDL que tiene una
apolipoproteina (a) unida a Apo B-100 mediante un enlace disulfuro. Esta
particula es proaterogénica. Lp(a) elevada es un factor de riesgo causal de
enfermedad cardiovascular, es decir, de infarto de miocardio, estenosis
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aterosclerotica y estenosis de la valvula adrtica (249). la Sociedad Europea de
Aterosclerosis ha publicado una declaracién del panel de consenso de 2010
recomendando la deteccion de Lp(a) elevada en individuos con riesgo
cardiovascular intermedio, alto o muy alto, y sugiri6 una concentracion
plasmatica deseable de menos de 50 mg / dl (112). El riesgo cardiovascular se

asocia con una concentracion de Lp (a) por encima de 30 mg / dl (112).

1.6.1.1.3  Apolipoproteinas

Las apolipoproteinas (apos) tienen cuatro funciones principales:
desempenan un papel estructural, actian como ligandos para los receptores de
lipoproteinas, guian la formacion de lipoproteinas y actian como activadores o
inhibidores de enzimas involucradas en el metabolismo de las lipoproteinas
(Tabla 8). Por tanto, las apolipoproteinas juegan un papel crucial en el
metabolismo de las lipoproteinas. Las apos estdn asociadas con diversos
trastornos, que incluyen dislipidemia y enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas. Por lo tanto, las apolipoproteinas han surgido como
marcadores de riesgo clave y objetivos de investigacién importantes, pero sus
funciones no se han dilucidado por completo (250).

Apolipoproteina Al (Apo Al), se sintetiza en el higado y el intestino y es la
principal proteina estructural de HDL que representa aproximadamente el 70%
de la proteina HDL. También desempefia un papel en la interaccion de las HDL
con la proteina del casete de union a ATP Al (ABCA1), ABCGI y el receptor
eliminador de clase B, tipo I (SR-B1). Apo Al es un activador de lecitina: colesterol
aciltransferasa (LCAT), una enzima que convierte el colesterol libre en éster de
colesterol. Los niveles altos de Apo Al se asocian con un menor riesgo de
aterosclerosis, por tener un efecto vasoprotector (251), asi también las apo Al son
un mejor predictor de mortalidad por cardiopatia isquémica (252). Los valores de
referencia para la Apo Al son de 115 a 220 mg/dL (253).

Apolipoproteina A-II (Apo A-II), se sintetiza en el higado y es la segunda
proteina mdas abundante en HDL y representa aproximadamente el 20% de la
proteina HDL. Apo A-II es un factor regulador clave del metabolismo de las HDL,
regula la salida de colesterol, remodelacion de HDL y captacién de éster de
colesterol a través de sus interacciones con proteinas de transferencia de lipidos,
lipasas y receptores celulares de HDL (254). La Apo A-II es un fuerte predictor de
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riesgo de ECV (255) y los altos niveles séricos esta relacionados con el desarrollo
de aterosclerosis (256). La ApoA-II se asocia con un menor riesgo de EAC en el
futuro en personas aparentemente sanas. Estos hallazgos implican que la propia
apoA-II ejerce efectos sobre vias antiaterogénicas especificas (257).

Apolipoproteina A-IV (Apo A-IV), se sintetiza en el intestino durante la
absorcion de grasas. Se asocia con quilomicrones y lipoproteinas de alta densidad,
pero también se encuentra en la fraccion libre de lipoproteinas. Su papel preciso
en el metabolismo de las lipoproteinas ain no se ha determinado, pero los
estudios han sugerido un papel de la Apo A-IV en la regulacion de la ingesta de
alimentos (258).

Apolipoproteina AV (Apo AV), se sintetiza en el higado y se asocia con
lipoproteinas ricas en triglicéridos (quilomicrones y VLDL). Es un activador de la
lipdlisis mediada por lipoproteina lipasa (LPL), por lo tanto, juega un papel
importante en el metabolismo de las lipoproteinas ricas en triglicéridos. Algunas
de sus variantes se asocian con valores de triglicéridos mas altos y un mayor
riesgo de infarto de miocardio (259).

Apolipoproteina B-48 (Apo B-48), se sintetiza en el intestino y es la principal
proteina estructural de los quilomicrones y los restos de quilomicrones. Hay una
sola molécula de apo B-48 por particula de quilomicron. Hay un solo gen de la
apolipoproteina B que se expresa tanto en el higado como en el intestino. El
intestino expresa una proteina que tiene aproximadamente la mitad del tamafio
del higado debido a la edicién del ARNm. El receptor de LDL no reconoce la Apo
B-48. (260).

Apolipoproteina B-100 (Apo B-100 o Apo B), se sintetiza en el higado y es el
principal componente estructural de VLDL, IDL y LDL. Hay una sola molécula de
Apo B-100 por particula de VLDL, IDL y LDL. Apo B-100 es un ligando para el
receptor de LDL y, juega un papel importante en el aclaramiento de particulas de
lipoproteinas. Los niveles altos de Apo B-100 se asocian con un mayor riesgo de
aterosclerosis (261). Los valores referencia para Apo B son de 60 a 138 mg/dL
(253).

Apolipoproteina C, se sintetiza principalmente en el higado y se
intercambian libremente entre particulas de lipoproteinas y, por lo tanto, se

encuentran asociadas con quilomicrones, VLDL y HDL (262).
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Tabla 8. Caracteristicas de las principales apolipoproteinas (250)

A-lI

A-IV

B100

B48

C-I

C-II

C-1II

(a)

HDL

HDL

Quilomicréon
HDL
Quilomicron,

VLDL, HDL

VLDL, IDL,
LDL, Lp(a)

Quilomicréon
Quilomicréon

HDL

Quilomicréon

VLDL, HDL

Quilomicron,

VLDL, HDL

Quilomicréon
VLDL, IDL
HDL

Lp (a)

Higado

Intestino

Higado

Intestino

Higado

Higado

Intestino

Higado

Higado

Higado

Ubicuo

Higado

0,80-1,50

0,30-0,60

0,10-0,30

1,5.10%

0,60-1,20

<0,05

0,05-0,08

0,03-0,07

0,02-0,06

0,01-0,06

0-1,20

-Interviene en la estructura. Activa la
LCAT. Se une al receptor de HDL.
Estimula el transporte inverso del CT.
-Interviene en la estructura. Modula la
actividad de la LCAT.

-Activa la LCAT. Estimula el transporte
inverso del colesterol

-Facilita la interaccién del quilomicrén y
de la VLDL con la LPL. Favorece la
captacion hepatica de remanentes.
-Interviene en la estructura. Se une al
receptor B:E.

-Interviene en la estructura.

-Activa la LCAT. Inhibe la captacién
hepatica de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos y sus remanentes.

-Activa la LPL. Inhibe la captacion
hepatica de las lipoproteinas ricas en

triglicéridos y sus remanentes.

-Inhibe la LPL. Inhibe la captacion
hepatica de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos y sus remanentes. Regula la
unién de las lipoproteinas al receptor
B:E.

-Se une a receptores B:E y E. Estimula el

transporte inverso del colesterol

-Interacciona con el sistema fibrinolitico.

VLDL, Lipoproteina de muy baja densidad; IDL, Lipoproteina de densidad intermedia; LDL,

Lipoproteina de baja densidad; HDL, Lipoproteina de alta densidad; VHDL, Lipoproteina de muy

alta densidad; Lp, particula lipoproteica; LCAT, Lecitina: colesterol aciltransferasa; LPL,

lipoproteina lipasa.
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Apo C-II es un cofactor de la lipoproteina lipasa (LPL) y, por lo tanto,
estimula la hidrolisis de triglicéridos. Las mutaciones de pérdida de funciéon en
Apo C-II dan como resultado una hipertrigliceridemia marcada debido a la
incapacidad de metabolizar las lipoproteinas ricas en triglicéridos (263). La
produccion defectuosa de apo CII causa hiperlipoproteinemia tipo IB,
caracterizada por hipertrigliceridemia, xantomas y aumento del riesgo de
pancreatitis y aterosclerosis precoz (264).

Apo C-II es un inhibidor de LPL y de la interacciéon de las lipoproteinas
ricas en triglicéridos con sus receptores. Estudios recientes han demostrado que
las mutaciones de pérdida de funcién en Apo C-III conducen a una disminucion
de los niveles de triglicéridos en suero y una reduccién del riesgo de enfermedad
cardiovascular (265). La inhibicion de la expresion de Apo C-III da como
resultado una disminuciéon de los niveles de triglicéridos en suero incluso en
pacientes con deficiencia de lipoproteina lipasa, lo que indica que la capacidad de
Apo C-III para modular los niveles de triglicéridos en suero no depende
unicamente de la regulacion de la actividad de la lipoproteina lipasa (265). Bajos
niveles de apo C-III estan asociados con proteccion cardiovascular (266).

Apolipoproteina E, se sintetiza en muchos tejidos, pero el higado y el
intestino son la fuente principal de intercambios circulantes de Apo E. Apo E
entre las particulas de lipoproteina y se asocia con quilomicrones, restos de
quilomicrones, VLDL, IDL y un subgrupo de particulas de HDL. Hay tres
variantes genéticas comunes de Apo E (Apo E2, E3 y E4). Los pacientes
homocigotos para Apo E2 pueden desarrollar disbetalipoproteinemia familiar.
Apo E4 se asocia con un mayor riesgo de enfermedad de Alzheimer y un mayor
riesgo de aterosclerosis (267).

Apolipoproteina (a) [Apo (a)], se sintetiza en el higado. Esta proteina es un
homologo del plasmindgeno y su peso molecular varia de 300.000 a 800.000. Esta
unido a Apo B-100 mediante un enlace disulfuro. Los niveles altos de Apo (a)
estan asociados con un mayor riesgo de aterosclerosis. Apo (a) es un inhibidor de
la fibrindlisis y también puede mejorar la captacion de lipoproteinas por los
macrofagos, los cuales podrian aumentar el riesgo de aterosclerosis (249). Las
personas con isoformas de Apo(a) mas pequefias tienen un riesgo
aproximadamente 2 veces mayor de enfermedad coronaria o accidente

cerebrovascular isquémico que aquellas con proteinas mas grandes (268).
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La razon ApoB/ApoAl es un marcador predictivo de eventos mortales por
enfermedad cardiovascular. El cociente ApoB/ApoAl es un factor importante de
riesgo para el infarto al miocardio (269). Asi también, La relacion ApoB / ApoAly
la relacion colesterol no HDL / colesterol HDL se asocian al sindrome metabolico
en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y a la miocardiopatia isquémica en
mujeres diabéticas (270). Algunos factores emergentes de riesgo cardiovascular
como ApoB, ApoAl, proteina C reactiva (PCR) de alta sensibilidad, relacion
ApoB / ApoAl y relacién colesterol no HDL / colesterol HDL estan relacionados
con la inflamacion (271). La relacion ApoB / ApoAl representa el equilibrio de

factores aterogénicos y antiaterogénicos en plasma (272).

1.6.1.2 Biomarcadores basados en inflamacion

La inflamacidn es una reaccion protectora del tejido conjuntivo vascular a
estimulos dafiinos, incluyendo la infeccion. La respuesta inflamatoria se asocia
con vasodilatacién, aumento de la permeabilidad vascular, reclutamiento de
células inflamatorias (especialmente neutréfilos en la inflamacion aguda),
liberacion de mediadores de la inflamacion de estas células (incluyendo aminas
vasoactivas, prostanoides e intermediarios reactivos del oxigeno), y liberacién de
citoquinas.

La respuesta inflamatoria es fundamentalmente una respuesta de cardcter
protector, que cuando se perpetua constituye el mecanismo de un gran nimero
de enfermedades como la aterosclerosis (273), algunas infecciones persistentes
(274), enfermedades autoinmunes, como la artritis reumatoide (275), el lupus
eritematoso (276) y la fibrosis pulmonar, asi como la cirrosis hepatica y las
enfermedades inflamatorias intestinales (277). Las células del sistema inmune
activadas (neutrofilos, eosindfilos, basodfilos, monocitos y linfocitos), son
susceptibles de modificar el perfil de dcidos grasos de sus membranas segtin el
aporte de lipidos de la dieta. Durante la inflamacion, los procesos de marginacion,
rodamiento, adhesidn, y la posterior transmigracion de los leucocitos a través del
endotelio (diapédesis) estan conducidos por distintos mecanismos de
estimulacion quimiotactica, y determinados por la fijacion de moléculas de
adhesién complementarias entre la superficie de los leucocitos y de las células
endoteliales. Asimismo, existen varios mediadores quimicos (factores

quimiotacticos y citoquinas) que influyen sobre estos procesos, y modulan tanto
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la expresion génica de moléculas de superficie, como la intensidad de la fijacion.
El perfil lipidico de las membranas de las células inmunitarias va a condicionar la
produccion de mediadores quimicos, determinando asi la intensidad de la
respuesta (278).

Dentro de los mediadores inflamatorios, destacan principalmente las
citoquinas proinflamatorias, quimioquinas, proteinas inflamatorias de macrofago,
leucotrienos, tromboxanos, factores de coagulacion, especies reactivas de oxigeno,
oxido nitrico, proteasas, inhibidores de la proteasa, pentraxinas y proteina C
reactiva.

Las citoquinas son proteinas bioactivas producidas por muchas células
diferentes del sistema inmunitario (Figura 10), que son secretadas por una
variedad de células inmunes (ejem. linfocitos T, macrofagos) y células no inmunes
(ejem. fibroblastos). Los efectos bioldgicos inducidos por las citoquinas incluyen
la estimulacién o inhibicion de la proliferacion celular, citotoxicidad/apoptosis,
actividad antiviral, crecimiento y diferenciacion celular, respuestas inflamatorias,
antiinflamatorias y regulacion de la expresion de proteinas de membrana
superficial (279). Su papel como mediadores inflamatorios en diferentes estados
de la enfermedad inflamatoria y en mantener la homeostasis, despiertan un
enorme interés clinico en la cuantificacion de las citoquinas.

Las citoquinas se clasifican en, proinflamatorias aquellas que promueven la
inflamacion (IL-1, IL-6, TNF y las quimioquinas), mientras que otras suprimen la
actividad de las citoquinas proinflamatorias y se denominan -citoquinas
antiinflamatorias (IL-4, IL-10 e IL-13). IFN-y posee actividad antiviral, de la
misma manera que IFN-a e IFN-f3. IFN-y es también un activador de la via que
afecta a las células T citotdxicas; sin embargo, la v IFN se considera una citoquina
proinflamatoria porque aumenta la actividad de TNF. Las citoquinas
inmunosupresoras, inhiben el crecimiento celular, suprimen o bloquean la
secrecion de otras citoquinas.

Los métodos estandar tipicos para la cuantificacion de citoquinas son
técnicas basadas en inmunoensayos, incluidos ensayos immusorbente vinculados
a enzimas (ELISA) e inmunoensayos basados en cuentas leidos por citémetros de
flujo estandar o modificados. Nuevas técnicas aplicadas a ensayos basados en
inmunoensayos junto con los usos de aptamers, electroquimica, espectrometria de

masas, métodos Opticos basados en resonadores.
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Figura 10. Representacion esquematica de varias células que expresan diferentes
citoquinas. Interleucina (IL), Células asesinas naturales (NK), Factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) (279).

Las citoquinas derivadas de macréfagos como IL-1 e IL-6, son las
principales responsables de la respuesta de fase aguda, una variacion protectora
en la produccion de proteinas plasmaticas por los hepatocitos. La familia de
citoquinas que incluye interleucina-2 (IL-2), IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21, exhibe
amplias acciones pleiotrdpicas en el sistema inmune, incluyendo tanto el sistema
inmune innato como adaptativo, con estas citoquinas contribuyendo
colectivamente al desarrollo de células T, B, asesino natural (AN) y células
linfoides innatas (ILCs) (280).

IL-2, es un factor de crecimiento de células T. Tiene amplias acciones

pleiotropicas (281), incluyendo la capacidad de aumentar las actividades
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citoliticas de las células asesinas naturales y las células T citotoxicas, para mediar
la muerte celular inducida por antigeno, pero también para ser capaz de
promover la supervivencia celular dependiendo del contexto celular y de
activacion, para aumentar la producciéon de inmunoglobulina por células B, y
para modular la diferenciacion de las células T helper, aumentar la produccion de
inmunoglobulina por células B, importante destacar que IL-2 es un motor de
desarrollo y expansion regulatorio de células T (280).

IL-4, es un factor que podria promover la diferenciacion de células B y
conducir el interruptor de clase inmunoglobulina, IL-4 comparte varias de sus
acciones con IL-13, una citoquina que también utiliza el receptor IL-4 tipo 2.
Recientemente, se sugirio a I1-4 contribuir al desarrollo de regulacion de células T
y tener un papel en la homeostasis y mecanismos de reparacion (282).

IL-7 es un factor estromal, esencial para el desarrollo de células T y que
junto con IL-15 media la homeostasis de células T de memoria También puede
contribuir al desarrollo celular T regulador (283).

IL-9 es un factor de crecimiento tardio de células T, asi como un factor de
crecimiento de mastocitos. Th9 la diferenciacion es promovida no sélo por IL-2,
sino también por IL-1, IL-4, IL-25, IL-33 y tipo 1 IFNs e inhibida por IL-23 e IL-27,
mientras que, dependiendo del contexto, IL-6, IL-10 e IL-21 pueden promover o
inhibir este proceso (284). Esta citoquina ha demostrado exhibir actividad
antitumoral (285), para impulsar la inflamacidn alérgica e intestinal, asi como la
produccion de mucosidad por células de copa (286).

LaIL 1, IL 6 y el factor de necrosis tumoral (TNF) son ejemplos tipicos de
citoquinas multifuncionales implicadas en la regulacion de la respuesta inmune,
la hematopoyesis y la inflamacion (287).

El factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), es una de las citoquinas
proinflamatorias inmunomoduladoras mdas importante, es producida por
macrofagos y liberada en el lugar de la inflamacion, asi también juega un papel
principal en el reclutamiento y activacion de las células inflamatorias (287).
Induce a la expresion genética de varias citoquinas proinflamatorias y
quimiocinas, tanto de forma dependiente como independiente de la activacion del
factor transcripcional NF-kB. Estas sefiales mediadas por TNF-a inician y aceleran

la aterogénesis, la trombosis, la remodelacion vascular, la inflamacién vascular, la
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apoptosis endotelial, el estrés oxidativo vascular y la alteraciéon en la
biodisponibilidad de NO, contribuyendo a la disfuncion vascular (288).

El tejido adiposo tiene la capacidad de liberar, numerosas citoquinas,
moléculas proinflamatorias como la IL-6 y TNF-a, éstas pueden ser la base de
varios de los componentes de la resistencia a la insulina, de una disfuncion
endotelial y de un potencial riesgo cardiovascular. Los pacientes obesos presentan
infiltracion por macrofagos en el tejido adiposo, lo cual puede contribuir al perfil
proinflamatorio que presentan (288). Asi también, el adipocito tiene un rol
importante en la resistencia a la insulina, ya que una amplia variedad de
compuestos bioactivos es producida por el adipocito, como son leptina,
adiponeptina, resistina, factor de necrosis tumoral alfa, proteina C reactiva, renina
y angiotensindgeno; mediante los cuales el adipocito tiene un rol fundamental en
el desarrollo de la resistencia a la insulina y en la ECV. Es decir, el incremento de
las citoquinas en individuos obesos, estdn relacionados con la progresién de
varios trastornos incluyendo enfermedad cardiovascular, hipertension, vy
resistencia a la insulina (289).

Las citoquinas son actores clave en el mecanismo inflamatorio y
contribuyen a la progresiéon del dano isquémico (290). Los efectos de la
inflamacion en el accidente cerebrovascular isquémico, y el papel proinflamatorio
y antiinflamatorio citoquinas juegan en el resultado de accidente cerebrovascular
perjudicial o beneficioso (291). Las citoquinas inflamatorias y los mediadores
relacionados también podrian ser marcadores adecuados para la estratificacion y
prondstico del riesgo en pacientes con insuficiencia cardiaca (292).

La sintesis de la proteina C reactiva (PCR) es inducida como respuesta al
dano tisular por infecciones, inflamacion o neoplasias. Es sintetizada por
hepatocitos y células del endotelio vascular, y su expresion esta regulada por
citoquinas, particularmente por la IL-6, en menor grado por la IL-1 y el factor de
necrosis tumoral (TNF) (293).

La PCR es un marcador sensible de inflamacién, considerada un excelente
marcador de prediccion de SM y RCV, con independencia de la edad, obesidad,
presion arterial, perfil lipidico, tabaco, o etnia. Todos los componentes del
sindrome metabolico contemplados por la ATP III estdn asociados a elevados
niveles de PCR en plasma, por lo que se considera un marcador importante para

predecir y cuantificar el RCV, siendo por tanto de utilidad en la consulta de
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atencion primaria, teniendo en cuenta el indicativo de riesgo bajo (< 1mg/L),
riesgo moderado (1-3 mg/L), riesgo alto (> 3 mg/L) (294). Los niveles de esta
proteina son realmente bajos en condiciones en las que no existe un proceso
inflamatorio de relevancia clinica. Sin embargo, estudios previos han llegado a
conclusiones diferentes con respecto a la utilidad de los biomarcadores para la
prediccion del riesgo cardiovascular. Algunos informes indican que los
biomarcadores como la PCR, ayuda en la prediccion del riesgo, mientras que
otros estudios concluyen que estos biomarcadores aportan relativamente poca
informacion incremental (295).

La sintesis de novo de la PCR comienza a las seis horas después de iniciado
el estimulo inflamatorio y alcanza su maximo a las 24 a 72 horas. Su vida media es
relativamente corta (19 horas). Su concentracion plasmatica es constante bajo
cualquier condiciéon y no se modifica con la ingestion de alimentos ni presenta
variacion circadiana, en contraste con las proteinas de la coagulacion y otras de
fase aguda. Una vez finalizado el estimulo de la IL-6, la PCR regresa a valores
normales al cabo de siete dias. Con esto, el indice de produccion de la PCR es el
unico determinante de los niveles circulantes de la proteina, reflejando en forma
directa la intensidad de los procesos patologicos que estimularon su sintesis (296).

La funcionalidad de la PCR se caracteriza por su capacidad de unir ligandos
especificos dependientes de calcio, se une con alta afinidad a moléculas que
contienen fosfocolina. De manera similar, se une con gran afinidad a una amplia
variedad de ligandos tanto autdlogos (lipoproteinas plasmaticas nativas y
modificadas, membranas celulares dafadas, residuos de fosfatidilcolina, histonas,
cromatina, ribonucleoproteinas pequefias y células apoptoticas), como
heterélogos (glucanos, fosfolipidos y otros componentes somaticos y capsulares
de bacterias, hongos y parasitos) (297).

El papel fundamental de las células inflamatorias, las proteinas
inflamatorias y la respuesta inflamatoria a través de las diferentes etapas de la
aterosclerosis, incluyendo la iniciacién, la progresion y la ruptura de la placa, es
bien conocido (298). Estudios epidemiologicos muestran que los niveles séricos de
PCR tienen valor predictivo para el desarrollo de sindromes coronarios agudos,
eventos vasculares cerebrales, enfermedad arterial periférica y muerte stbita

cardiaca (294) como se muestran en la Tabla 9.
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La obesidad de distribucion central parece incrementar atin mas los niveles
de PCR, debido a que la grasa intra-abdominal es capaz de generar tres veces mas
IL-6 que la grasa subcutdnea, y a que el drenaje venoso de esta grasa fluye
directamente hacia el higado. Se ha demostrado que el adipocito es capaz de
expresar ARNm de la PCR (299).

Tabla 9. Condiciones asociadas con niveles elevados de PCR (301)

Condiciones asociadas con elevaciones en la PCR

Artritis (crénica juvenil, reumatoidea, psoriatica) Lepra

Embolizacion Linfoma

Enfermedad de Crohn Malignidad
Enfermedad de Reiter Necrosis
Enfermedad inflamatoria Pancreatitis aguda
Eritema nodoso Polimialgia reumatica
Espondilitis anquilosante Quemaduras

Fiebre reumatica Rechazo de aloinjerto
Fiebre familiar mediterrdnea Sarcoma

Fracturas Tumor
Hipersensibilidad Trasplante renal
Infarto al miocardio Trauma

Infecciones y complicacidon de infecciones Vasculitis sistémica

Las condiciones mads tipicas asociadas con elevaciones importantes de los
niveles de PCR. Se ha observado que la infeccion por SAR cov2, en algunas
condiciones criticas se asocia con niveles muy elevados de PCR, siendo incluso un
factor pronostico de mortalidad (300). La tinica condicién que interfiere con la
respuesta «normal» de la PCR, el deterioro hepatocelular grave. En condiciones
normales, casi no se encuentra presente en el torrente sanguineo (301).

Una serie de factores influyen en lo bien que los biomarcadores predicen los
resultados, incluida la poblacién estudiada, los métodos estadisticos para evaluar
los biomarcadores y los biomarcadores especificos seleccionados. Los estudios
centrados en poblaciones de alto riesgo a menudo producen estimaciones

favorables del rendimiento del biomarcador, pero existe la mayor necesidad de
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nuevos marcadores de riesgo en poblaciones de bajo a medio riesgo, para quienes

los datos son mas conflictivos (302).

1.6.1.3 Biomarcadores de estrés oxidativo

Los biomarcadores de estrés oxidativo o nitrosativo son aquellas enzimas
especificas, factores o productos de dafno oxidativo que pueden medir o evaluar
objetivamente como indicadores de procesos fisioldgicos, patoldgicos o respuestas
farmacologicas a una intervencion terapéutica. Los biomarcadores de estrés
oxidativo deben cumplir con unas caracteristicas con la finalidad de que tengan
aplicabilidad clinica, en la tabla 10 se pueden apreciar estas caracteristicas. Los
objetivos de los biomarcadores de estrés oxidativo son desarrollar nuevas
estrategias preventivas, diagndsticas y terapéuticas en multiples patologias, entre

las que se encuentran las enfermedades cardiovasculares (303).

Tabla 10. Caracteristicas de un biomarcador de estrés oxidativo (adaptado de 304).

Producto de un dafio oxidativo, relacionado con inicio o progresion de la patologia
Accesible al tejido diana o plasma

Marcador especifico para estudio de especies reactivas e independiente de factores
externos

Reflejo cuantitativo de cambios oxidativos / nitrosativos

Especificidad, sensibilidad y reproducibilidad

Molécula estable para el manejo de muestras (preparacion, almacenamiento)

Algunos biomarcadores de estrés oxidativo determinan la intensidad del
dafio oxidativo en relacién a la progresion de diferentes enfermedades asociadas
con un incremento de estrés oxidativo, como en el caso de enfermedades
cardiovasculares (Tabla 11). Los biomarcadores de peroxidacion lipidica mas
estudiados son los isoprostanos (IsoPs) y el malondialdehido (MDA).

Los Isoprostanos son unos marcadores estables de estrés oxidativo, una
familia de compuestos similares a la prostaglandina. Se forman in situ a partir de
los fosfolipidos de la membrana celular y son liberados a la circulacién en su

forma libre, presumiblemente por la fosfolipasa A2 (305). Generados a partir de la
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peroxidacion del acido araquidonico, AGPI presente en fosfolipidos de las

membranas celulares.

Tabla 11. Enfermedades cardiovasculares y patologias asociadas a ECV relacionadas
con biomarcadores de estrés oxidativo (adaptado de (306).

Angina Fa-IsoPs, MDA

Aterosclerosis MDA, HNE, Fz-IsoPs, NO2-Tyr, CI-Tyr, Di-Tyr, HO-,
NF-kB, COX-2, 8-OHdG, NADPH oxidasa

Hipercolesterolemia Fo-IsoPs, NO2-Tyr

Hiperlipidemia Proteinas S-glutationadas

Dano por isquemia-reperfusion  Fz-IsoPs, HO-1

EAC Fo-IsoPs, NO:-Tyr, Cl-Tyr, 8-OHdAG

ECV HNE, F2-IsoPs, Decrece la concentraciéon GSH y(o)
relacion GSH/GSSG, NO:-Tyr, Cl-Tyr, NF-«B, 8-
OHdG, HO-1

Infarto del miocardio F2-IsoPs, HO-1, COX-2, 8-OHdG

Inflamacién miocardia NO:2-Tyr

Insuficiencia cardiaca F2-IsoPs, 8-OHdAG

Hipertension HO-1, radical superéxido, H202, SOD, CAT, GSH,
NADPH oxidasa, MDA, F2-IsoPs

Agregacion plaquetaria HO-1

Dano vascular HO-

Obesidad Fo-IsoPs, 8-OHdG, 8-hidroxiguanosina

Diabetes MDA, F2-IsoPs, Decrece la concentracion GSH y(o)

relaciéon GSH/GSSG, proteinas S-glutationadas, NO2-
Tyr, Proteinas carboniladas, NF-xB, COX-2, NADPH
oxidasa; HO-1

8-OHdG: 8-hidroxy-2'-deoxiguanosina; CAT: catalasa; CI-Tyr: 3-Clorotirosina; COX-2: Ciclo-

oxigenasa 2; Di-Tyr: o,0’-Ditirosina; F2-IsoPs: F2 isoprostanos; GSH: Glutatién reducido; GSSG:
Glutatiéon oxidado; HNE: 4-hidroxi-2-nonenal; HO-1: Hemo-oxigenasa 1; iNOS: Oxido nitrico sintasa
inducible; MDA: Malonil-dialdehido; NF-«kB: Factor de transcripciéon nuclear, NO2-Tyr: 3-

Nitrotirosina.
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La 8-epi-prostaglandina F2alfa u 8-isoprostano (8-iso-PGF2«x), el
isoprostano mas importante generado de la peroxidacion enzimatica del acido
araquidonico, ha demostrado ser un indicador confiable del estrés oxidativo. Es
un vasoconstrictor potente, mediador del crecimiento celular del musculo liso,
activador de las plaquetas e inductor de alteraciones en la funcion de la barrera
celular endotelial (305).

Los isoprostanos, se encuentran en multiples fluidos bioldgicos, siendo el
plasma y la orina los mas analizados para el estudio del dafo oxidativo, pero las
mediciones resultan complejas. Sin embargo, se trata de moléculas mas estables
que otros lipidos oxidados (p. ej. LDL-oxidadas) y que, al ser medidas en plasma
en su forma esterificada, no sufren aclaramiento renal o depuracion por didlisis,
como sucede con el maloldialdehido. Se han demostrado niveles elevados de F2
isoprostanos en individuos que realizan actividad fisica intensa (307), en
pacientes con enfermedad renal, fumadores, en pacientes diabéticos (308), en
enfermos de Alzheimer (309), asi también se ha demostrado que su elevacion en
las concentraciones urinarias se asocia con hipercolesterolemia y diabetes (310).

Malondialdehido (MDA) es un cetoaldehido producto de la descomposicién
de lipidos insaturados derivado del metabolismo del acido araquiddnico
presente, fundamentalmente, en la membrana celular. E1 MDA interactta con las
proteinas y es en si mismo potencialmente aterogénico. La reaccion de MDA con
los residuos de lisina genera enlaces cruzados lisina-lisina (311). Se han
identificado en fracciones de apo B de lipoproteina de baja densidad oxidada
(LDLox), y se han postulado para deteriorar la interaccion entre LDLox y los
macrdfagos y, por lo tanto, para promover la aterosclerosis (312). El dafo tisular
puede aumentar los niveles de MDA, produciendo alteraciones proteicas que
desencadenan mecanismos inmunologicos relacionados con enfermedades
cardiovasculares como la aterosclerosis o el infarto agudo de miocardio (311).

Acroleina y 4-Hidroxi-2-nonenal (HNE). El 2-propenal o acroleina es un
aldehido insaturado altamente reactivo presente ambientalmente por combustion
de aceites, arboles, tabaco, gasolina y petréleo. De este compuesto deriva el HNE,
otro aldehido de mayor toxicidad producido por el dafio de ERO y ERN sobre los
acidos araquidoénico, linoleico y linolénico (313). Las concentraciones de acroleina
y HNE se incrementan en situaciones patologicas de peroxidacion lipidica y

reaccionan con residuos de lisina, histidina y cisteina. El HNE puede reaccionar



118 JESSICA MARCIA DELGADO ALARCON

con fosfolipidos, proteinas y acidos nucleicos, actuando como segundo mensajero
en procesos de citotoxicidad, mutagénesis, toxicidad genética y apoptosis (314).

La medicion de la peroxidacion de lipidos se puede determinar cuantitativa
o cualitativamente mediante una variedad de métodos. Puede medirse por las
pérdidas de &cidos grasos; cantidades de productos de peroxidacion primaria;
cantidades de productos secundarios como carbonilos y gases de hidrocarburos; y
reduccion de la actividad antioxidante. El analisis de acidos grasos mediante
cromatografia de gas liquido (GLC) o cromatografia liquida de alta resoluciéon
(HPLC) se wutiliza para medir la pérdida de 4&cidos grasos insaturados,
consecuencia de la peroxidacion de lipidos. Los hidroperdxidos lipidicos, el
producto principal de la peroxidacion, se pueden medir directamente mediante
HPLC con detectores de quimioluminiscencia. Aunque, los ensayos mas
populares para medir la peroxidacion de lipidos son la prueba del acido
tiobarbitturico (TBA) y la determinacién de la conjugacion de dieno. Otros
métodos recientemente desarrollados y usados de forma rutinaria son los kits de
Elisa, se utilizan principalmente para detectar varios aductos de peroxidacion de
lipidos, como las LDL oxidadas (LDL-o0x), puesto que son mds reactivas con los
tejidos circundantes y pueden acumularse dentro del revestimiento interno de las
arterias. Los macrofagos, el colesterol y otros lipidos pueden acumularse en el
sitio (aterosclerosis), formando finalmente una placa que puede provocar un
ataque cardiaco, un derrame cerebral o la muerte. La oxidaciéon de LDL afecta
tanto a los componentes lipidicos como proteicos de LDL. Los productos de
aldehido reactivos formados durante la oxidacion de AGPI, como
malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (4-HNE), son capaces de unirse
covalentemente a los grupos ¢-amino de los residuos de lisina de ApoB-100 para
formar aductos de MDA-Lys y HNE-Lys (MDA-LDL y HNE-LDL). La
Glicosilacion avanzada como la formacion de carboximetil lisina (CML-LDL) y
carboxietil lisina (CEL-LDL) también esta involucrada en la oxidacién de LDL
(315).

Los biomarcadores de oxidacion de proteinas van a valorar las alteraciones
o modificaciones oxidativas proteicas que pueden ser primarias o secundarias.
Las primarias ocurren en la oxidacion por metales, radiaciéon, ozono y 6xidos de
nitrégeno. Las secundarias se producen cuando las proteinas son alteradas por

moléculas generadas por oxidacion de otras moléculas.
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Nitrotirosina libre (3-NO2-Tyr), representa el volumen de las proteinas
nitradas, refleja la nitracion de la tirosina de la proteina y se utiliza como
indicador de la tensién oxidativa. La nitracion de la tirosina de la proteina es
mediada por especies reactivas del nitrégeno tales como peroxynitrite (ONOO-) y
dioxido de nitrogeno (NO2), y da lugar a una aduccién del grupo nitro en
residuos susceptibles de tirosina (316). La mieloperoxidasa (MPO), con su centro
de metales de transicion, puede reaccionar con ONOO- para producir complejos
oxo-metdlicos y NO2 facilitando asi la reaccion de nitracion (317).

La formacion de nitrotirosina se ha observado en tejido vascular y
miocdrdico tanto en individuos sanos como en aquellos con ECV. La formacion de
nitrotirosina en SERCA2a es significativamente mayor en el tejido cardiaco de los
seres humanos con miocardiopatia dilatada en comparacion con los controles
sanos (318). Existen varios desafios en la aplicacion de la nitrotirosina como un
biomarcador de ECV. En el caso de la aterosclerosis, las proteinas y lipoproteinas
nitradas circulantes pueden no reflejar con precisiéon el grado de nitracion de
proteinas clave en la pared del vaso o tejido de interés (319). Los métodos actuales
de deteccion de nitrotirosina son relativamente costosos y poco practicos para
escalar para la deteccion y el andlisis de alto rendimiento.

Carbonilos, son compuestos que se generan por oxidacion de cadenas
laterales de aminoacidos a través de la formacion de enlaces entre aldehidos
insaturados y residuos de lisina, histidina, cisteina, aldehidos a,p-insaturados y
glicacion/glicoxidacion de grupos amino de lisina (186). La formacion de
compuestos carbonilos viene a ser el biomarcador de oxidacidon proteica mas
genérico y utilizado tanto in vitro como in vivo dada la estabilidad quimica de los
carbonilos, ya que estabilidad quimica de las proteinas carbonilicas favorecen las
mediciones del dano oxidativo en el laboratorio (320). Los métodos de
determinacion de los grupos carbonilo es a través de espectrofotometria y HPLC.
(321).

S-glutationilacidn, la formacion de un puente del disulfuro entre un residuo
reactivo de la cisteina y el glutation celular abundante del tripéptido, resulta ser
una reaccion estable. Esta modificacion oxidativa puede ejercer efectos sobre la
estructura terciaria de la proteina y la funcion de una manera similar a la
fosforilacion (322) y se ha demostrado que media la regulacion redox de una serie

de proteinas celulares clave, incluyendo la éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS)
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(323), el receptor de rianodina (324), reticulo sarcopasmico Ca2+ (SERCA) (322) y
la bomba de Na-K (325). El impacto de la glutationilacion de cada una de estas
proteinas de membrana se ha reportado en el miocardio y/o tejido vascular, con
una funcion alterada que resulta en alteraciones intracelular, y otras vias de
sefalizacion, relevantes para la funcidon cardiovascular (325). La utilidad directa
de medir la glutationilacion de estas proteinas como biomarcadores se ve
obstaculizada por la dificultad para acceder al tejido en el que se producen estas
modificaciones funcionalmente relevantes.

Tioles (R-SH), formados por un dtomo de azufre y un dtomo de hidrogeno,
confiriéndoles una elevada capacidad de oxidacidon. Su alta reactividad con
especies reactivas que promueve la transformacion de tioles en disulfuros (R-SS-
R) considerandose que esta relacionada con una mayor carga de prooxidantes en
células y tejidos, asi como la relacion molar tiol/disulfuro (R-SH/R-SS-R) en
células y tejidos, resultado ser un buen biomarcador del estrés oxidativo (326). La
mayoria de los grupos sulfhidrilo (-SH) estan en residuos de cisteina y el tiol de
bajo peso molecular mds abundante en células animales es el glutation reducido
(GSH). El GSH proporciona equivalentes reductores para enzimas involucradas
en el metabolismo de ERO y ERN, eliminando productos de oxidacion altamente
toxicos, reduciendo proteinas oxidadas o nitrosadas y contribuyendo al
metabolismo de moléculas exdgenas (327). La relacion GSH/GSSG estd
estrechamente relacionada a la supervivencia celular, afectando a la proliferacion,
diferenciacion y apoptosis celular, asi como en la supervivencia de células
tumorales (328). En la dltima década, se ha propuesto el indice de proteinas
tioladas o IPT como pardmetro asociado a situaciones de oxidacién, siendo
validado y aplicado al plasma de seres humanos sanos y de sujetos afectados por
patologias en las que se presume que existe estrés oxidativo.

Glutation y proteinas S-glutationiladas, son sintetizadas en el interior de
las células y pueden ser exportadas rdpidamente a través de la membrana
plasmatica hacia el espacio extracelular. La vida media del GSH en plasma es de
segundos-minutos (329). Las concentraciones sanguineas de glutation reflejan el
estado del glutation en otros tejidos menos accesibles, las mediciones del
glutation reducido (GSH) y el glutation disulfuro (GSSG) en sangre se consideran

esenciales como indice del estado del GSH en todo el organismo, asi como la
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razén GSH/GSSG, siendo indicadores tutiles del estado de estrés oxidativo en
humano (330).

Biomarcadores de oxidacién de ADN, productos de oxidacion, tales como la
8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OH-dG), la glicol-timina o el hidroxi-metil-
uracilo cuando reaccionan los ERO con los nucleotidos de guanina, timina o
uracilo, respectivamente, de la cadena de ADN, siendo el mas utilizado el 8-
OHdG.

8-Hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG) u 8-oxoguanina, es el biomarcador
del dafno o alteracion oxidativa del ADN, mas utilizado tanto para el ADN
cromosomico como para el ADN mitocondrial (ADNmt) (331) Compuesto
derivado de la oxidacién de la guanina que, al parearse con las bases
nitrogenadas de adenina o citosina, induce mutaciones en el ADN por sustitucion
de purinas por pirimidinas o viceversa (332). Este 8-OHdG puede determinarse
mediante HPLC-EC en orina, cuyo valor medio fisiologico humano es de 23.0
ng/ml (333).

5,6-dihidroxi-5,6-dihidrotimidina o glicol timidina, es el producto de la
oxidacion de timidina, cuando reaccionan los ERO (radical hidroxilo) con los
nucledtidos de timina de la cadena de ADN. El glicol timidina, respecto a la
mayoria de los derivados de la timidina, posee una elevada capacidad de
mutagénesis sobre las moléculas de ADN, produciendo un dafio oxidativo letal
(304).

El andlisis por HPLC o GC-MS de 8-oxo-2-deoxiguanosina (8-OHdG),
después de la hidrolisis enzimatica del ADN vy la valoracion del dafio oxidativo
por una electroforesis de célula simple o un ensayo cometa, son dos de las
muchas técnicas utilizadas para detectar modificaciones de bases y aductos al
ADN (310). Una técnica especifica, para identificarlas especies reactivas que se
forman a partir del ataque de radicales libres contra la molécula del ADN, es la
del Atrapamiento de Inmuno Spin (Immune Spin Trapping: ISP) (334).

Otros biomarcadores de estrés oxidativo se basan en evaluar los
mecanismos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos.

Superoxido dismutasa (SOD): Es la primera enzima de la desintoxicacién y
el antioxidante mas potente de la célula. Es una enzima antioxidante enddgena de
primera linea de defensas celulares, cataliza la dismutacion del radical del

superdxido (O 2-¢) al peroxido de hidrégeno (H20:2) y oxigeno molecular (Oz), lo
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que hace que el anion superoxido potencialmente dafiino sea menos peligroso
(335). EI SOD requiere un ién metalico como cofactor para su actividad, por lo
que existen varias formas de la enzima. Se clasifican en tres isoenzimas, cada una
con una localizacion y cofactor especifico: Fe-SOD que se encuentra comunmente
en procariotas y cloroplastos de algunas plantas (ii) Mn-SOD que esta presente en
procariotas y mitocondrias de eucariotas y (iii) Cu/Zn-SOD es predominante en
eucariotas y mas distribuido, localizado basicamente en citosol pero también
encontrado en cloroplastos y peroxisomas (336,337).

Catalasa (CAT), es una enzima antioxidante también de primera linea de
defensa, presente casi en todos los tejidos vivos que utilizan el oxigeno. La enzima
utiliza hierro o manganeso como cofactor y cataliza la degradacion o reduccion
del perdxido de hidrégeno (H20) al agua y al oxigeno molecular, completando en
consecuencia el proceso de desintoxicacion imitado por SOD. La enzima se
localiza principalmente en los peroxisomas, es altamente eficiente. Las
concentraciones de catalasa y su actividad varian en funcion del érgano, siendo
elevadas en tejido hepatico y eritrocitos, moderadamente elevadas en tejido renal
y adipocitos, y baja en tejido cardiaco y tejido cerebral (338). La deficiencia o
mutaciéon de la enzima se ha relacionado con diversas condiciones de la
enfermedad y anomalias (339).

Hemooxigenasa I (HO-1), es una proteina de choque térmico, es la isoforma
inducible de la principal enzima implicada en el catabolismo del grupo hemo.
Esta proteina participa en la regulacion de procesos inflamatorios, en mecanismos
de defensa antioxidante enddgenos frente la presencia de algin dafo y en la
proteccién frente a la apoptosis, implicandose en diversas rutas de sefializacion
celular (340).

Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), ha sido detectada en células del
sistema inmune como macrdéfagos, neutrofilos, células musculares lisas,
queratinocitos, células mesengliales, hepatocitos, fibroblastos y miocitos
cardiacos, entre otros (310). La iNOS genera Oxido nitrico que produce
vasodilatacion, potencial dafio celular y disfuncion cardiaca. Su actividad
citostatica y citotdxica intervienen en la defensa ante células tumorales e
infecciones causadas por virus, bacterias y hongos, debido a la accién citostatica y

citotoxica que ha sido comprobada para dicho radical (341).
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Nitritos totales, se utilizan como biomarcador de los niveles de produccion
de NO a fin de cuantificar los niveles de estrés nitrosativo. Una superproduccion
de NO desencadena su reaccion con el anion superoxido y produce radicales
peroxinitrilo. El radical peroxinitrilo es una ERN altamente reactiva que oxida y
nitra, entre otros componentes celulares, lipidos, residuos de tirosina, ADN vy
enzimas. Este radical produce dafo mitocondrial irreversible y reduce
antioxidantes endogenos como el GSH, la SOD o el acido ascorbico (342).

Ciclooxigenasa-2 (COX-2), esta enzima cataliza la formacion de
prostaglandinas, de tromboxano, y de levuloglandinas. Las prostaglandinas son
mediadores autocoides que afectan virtualmente a todos los procesos fisiologicos
y patoldgicos sabidos, via su interaccion reversible con los receptores acoplados
G-proteina de la membrana (343). La COX-2 es inducida en el lugar de
inflamacion después de la estimulacion con agentes pro-inflamatorios como IL-1,
TNFa y lipopolisacarido (LPS) (344). Algunas investigaciones sugieren que la
liberacion desde células inflamatorias de NO; el cual es sintetizado a partir de L-
arginina por la accion de la iNOS, incrementa la actividad de COX-2. La
sobreexpresion de COX-2 estd involucrada en la proliferacion celular y la
carcinogénesis en diferentes érganos, aunque inhibidores especificos de COX-2
previenen la carcinogénesis de pulmoén (343).

Factor de transcripcidon nuclear kB (NF-kB), es un factor implicado en la
inflamacion y la activacion del sistema inmune, es activado por agentes oxidantes
y citoquinas. Este factor esta preparado, de forma particular, para la defensa en
aquellas condiciones que atenten contra la vida (infecciones virales y bacterianas
o estrés fisico) y realiza semejante funcion porque se encuentra en el citoplasma

de casi todas las células (310).
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II - JUSTIFICACION

La prevalencia de las enfermedades cardiovasculares sigue siendo una de
las principales causas de muerte a nivel mundial, ha ido en aumento desde la
década del 90 hasta nuestros dias. Uno de los factores mds importante que
influyen en el desarrollo y evolucion de las mismas, son los estilos de vida
inadecuados como habitos nocivos, sedentarismo, estrés y los malos hébitos
alimentarios, los cuales son factores modificables y su cambio repercute en las
mejoras que suponen a la salud.

Esta ampliamente descrito que los estilos de vida tipicos de culturas mas
desarrolladas constituyen wun importante factor de riesgo para el
desencadenamiento y progresion de muchas enfermedades, como es el caso de las
que afectan al sistema cardiovascular. El estrés y la mala alimentacion son los
principales retos para reducir la incidencia de este tipo de enfermedades. Esta
mala alimentacion se caracteriza principalmente por un consumo de alimentos
con un elevado contenido en grasa, especialmente en grasas saturadas, por lo que
las principales recomendaciones nutricionales son el descenso de grasa y
colesterol en la dieta, con el objeto de controlar los niveles de lipidos circulantes.

Diversos estudios cientificos y epidemiologicos muestran la influencia de
la dieta en el organismo. Dicha influencia se manifiesta de un modo mas directo
en determinados pardmetros bioquimicos, por ejemplo, el perfil de las grasas
consumidas en la dieta se ve reflejado en la composicion de las lipoproteinas
plasmaticas. Por lo que se establece que, los lipidos de la dieta pueden alterar el
metabolismo de las lipoproteinas y, por ende, ejercer un efecto sobre la lesion
aterosclerotica.

Por tanto, es importante la sustitucion de alimentos ricos en grasas
saturadas por aquellos donde predominan las insaturadas, ya que se ha descrito
en la literatura cientifica, los efectos beneficiosos que proveen este tipo de grasas.
Si bien, los lipidos son nutrientes fundamentales para el correcto funcionamiento
del organismo, como fuente de energia y como parte de las membranas celulares
y de otros componentes esenciales. La longitud y el grado de insaturacion
determinan el tipo de dacidos grasos, sus efectos metabolicos y su papel
modulador de los niveles de colesterol sanguineo y el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares.

Es ampliamente conocido el efecto de las grasas de la dieta en el
organismo, aunque no se encuentra informacién precisa de la accion de las grasas
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ingeridas en el desayuno, teniendo en cuenta que es el principal alimento del dia,
sobre el perfil lipidico plasmatico y otros factores de riesgo cardiovascular.

Este estudio estd disenado para evaluar la hipdtesis de que la grasa
(saturada, poliinsaturada y monoinsaturada) ingerida en el desayuno a través de
diferentes alimentos (mantequilla, margarina y aceite de oliva) pudiera modificar
el perfil de lipidos plasmaticos, moléculas de inflamacion y biomarcadores de
estrés oxidativo, asi como el riesgo cardiovascular en el colectivo de individuos
analizados.
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III - OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general que se plantea es analizar si el tipo de grasa ingerida en
el desayuno es capaz de modificar el riesgo cardiovascular en individuos adultos

que ya presentan riesgo cardiovascular.

3.2.  OBJETIVO ESPECIFICO

Para alcanzar el objetivo general del proyecto de investigacion en el que se
enmarca esta tesis doctoral, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

J Analizar la valoracion nutricional de la dieta en mujeres con riesgo
cardiovascular.

. Evaluar el efecto de tres tipos de grasa (AGS, AGPI y AGMI) ingeridas en el
desayuno (como mantequilla, margarina y aceite de oliva, respectivamente)
sobre el perfil lipidico sérico, en mujeres con riesgo de enfermedad
cardiovascular.

J Evaluar si el cambio de grasa exclusivamente ingerido en el desayuno es
suficiente para modificar las lipoproteinas, las apolipoproteinas y las
subfracciones de lipoproteinas, como biomarcadores de riesgo
cardiovascular, en mujeres con riesgo cardiovascular.

. Analizar el efecto de cada tipo de desayuno sobre el estado de inflamacion,
en mujeres con riesgo cardiovascular.

J Analizar el efecto de cada tipo de desayuno sobre marcadores de estrés

oxidativo en mujeres con riesgo cardiovascular.
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CAPITULOIV: MATERIAL Y METODO 135

IV - MATERIAL Y METODO

4.1 POBLACION DE ESTUDIO

La muestra poblacional estd constituida por mujeres posmenopausicas, que
viven en la misma institucidn, tienen los mismos hébitos de vida y los alimentos
diarios son idénticos, todas residen en Murcia (Espana). Todas las voluntarias que
cumplian con los criterios de inclusion, se inscribieron en el estudio después de la

firma de su consentimiento informado.

4.1.1 Criterios de inclusion

El criterio de inclusion se baso en incluir mujeres institucionalizadas que ya
no tuviesen la menstruacién durante al menos un ano, de una institucion con la
dieta perfectamente controlada y que presentaban al menos, dos de los siguientes

factores de riesgo cardiovascular:

- Sobrepeso/obesidad

- Hipertension arterial

- Hipercolesterolemia

- Tabaquismo

- Diabetes

- Enfermedad cardiovascular (previa al tiempo del estudio)

- Antecedentes familiares con enfermedad cardiovascular

De este modo cada una de las seleccionadas presento al ser incluida en el
estudio, al menos dos factores de riesgo cardiovascular, adicionales a la propia

situacién posmenopausica.

4.1.2 Criterios de exclusion

Los criterios de exclusion para la seleccion de los individuos son:
- varones

- mujeres que aun tengan la menstruacion



136 JESSICA MARCIA DELGADO ALARCON

- menores de edad

- héabitos dietéticos anormales (vegetarianas, veganas, sin consumo de frutas
o verduras, etc).

- deterioro cognitivo significativo, trastornos psiquiatricos

- tratamiento farmacolodgico crénico que pudieran afectar la efectividad de
intervencion dietética (corticosteroides, hormonas tiroideas, antidiabéticos
orales o farmacos hipolipemiantes)

- enfermedades cronicas que pueden interferir con la terapia dietética
(cancer, renal o insuficiencia hepatica, condicion gastrointestinal crénica)

- episodios agudos de enfermedad durante el estudio

- sujetos que habian seguido una dieta hipocaldrica en el momento de la

asignacion o en los tres meses anteriores al inicio del estudio.

4.2  DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un ensayo clinico intervencionista, longitudinal, aleatorizado y
cruzado (Figura 11), disefiado para evaluar el efecto de tres tipos de grasas
ingeridas durante el desayuno en el metabolismo lipidico de las voluntarias. La
aleatorizacion se llevd a cabo con la ayuda de una macro diseniada en Visual Basic
para el programa Microsoft Excel.

El muestreo es polietapico, primero por localizacion de las voluntarias
institucionalizadas, que se ofrecen a participar. Se trata de una poblaciéon con
riesgo cardiovascular, mujeres postmenopausicas y con al menos dos factores de
riesgo cardiovascular cuantificables, es decir, que verificaron los criterios de
inclusion/exclusion descritos previamente.

A cada voluntaria se le rellena un archivo con datos personales,
demograficos, habitos de vida y clinicos. Asi mismo, se realiza una evaluacion
nutricional de la dieta que habitualmente sigue esa persona, por si se detectan
alteraciones que causen la no aceptaciéon de esa voluntaria en la muestra
poblacional. Se abre otra ficha con medidas antropométricas: peso, talla y
perimetro de cintura y se toma la medida de tensién arterial.

El disefio del estudio no puede ser doble ciego, ya que las caracteristicas
organolépticas permiten a la muestra poblacional diferenciar los tres tipos de

desayuno, pero si es simple ciego, ya que los investigadores que realizan las
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analiticas de laboratorio y el andlisis estadistico de los datos desconocen a que
grupo pertenece cada una de las voluntarias.

Cada voluntaria fue tratada con tres tipos de desayunos diferenciados en su
composicion lipidica: desayuno 1 o D1 (que se caracteriza por un mayor
contenido de grasas saturadas), desayuno 2 o D2 (que se caracteriza por un mayor
contenido de grasas polisaturadas) y desayuno 3 o D3 (que se caracteriza por un
mayor contenido de grasas monoinsaturadas).

Dentro de la muestra poblacional se establecieron aleatoriamente 6
subgrupos, diferenciados entre si por los 6rdenes en la ingesta de cada tipo de
desayuno, eliminando asi el posible sesgo por el que el orden de la ingesta
pudiera interferir en los resultados:

-Subgrupo 1: D1/D2/D3

-Subgrupo 2: D1/D3/D2

-Subgrupo 3: D2/D1/D3

-Subgrupo 4: D2/D3/D1

-Subgrupo 5: D3/D1/D2

-Subgrupo 6: D3/D2/D1

A las voluntarias participantes, previo a la intervencion, se les solicita
adecuadamente, en tiempo y forma, tanto la firma del consentimiento de
participacion en el estudio, como la firma del consentimiento informado, ya que

ambas eran necesarias para llevar a cabo el estudio (Anexo 1, Anexo 2).

El estudio se realiza acuerde a los principios de la Declaracion de Helsinki
(Seul, octubre 2008) (345). Los investigadores y todas las personas involucradas

en este estudio se acogen y siguen estos principios.

El marco legal donde se recogen las normas éticas que guian este ensayo es

el siguiente:

- Decreto n® 58/1998, de 8 de octubre de 1998, por el que se regulan los
Comités Eticos de Investigacion Clinica en la Comunidad Auténoma de la
Region de Murcia.

- Real Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre, por el que se aprueba el
Reglamento de desarrollo de la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre,
de proteccién de datos de cardcter personal.
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El estudio se presenté para su aprobacién al Comité de Etica de la
Universidad Catdlica San Antonio de Murcia, y fue aprobado por dicho comité
(Anexo 3)

Aleatorizado (n=60)

Asignacién - 1

— Desayuno 2 (n=20) n
Desayuno 1 (n=20) Desayuno 3 (n=20)

[ :
| Lavado 45 |

| Asigna::ién -2 |

\

| Desayuno - 2 | | Desayuno - 3 | | Desayuno - 1 | | Desayuno - 3 | | Desayuno - 1 | | Desayuno -2 |
[ \ \ \ \ \
| Lavado 45 |
I \ [ \ \ \

| Asignacion - 3 |

'

| Desayuno -3 | | Desay::no-z | | DESEVU‘;0>3 | | DES&V:J'HOJ | | Desayuno - 2 | | Desayuno - 1 |

| D1/D2/D3 | | D1/D3/D2 | | D2/D1/D3 | | D2/D3/D1 | | D3/D1/D2 | | D3/D2/D1 |

Figura 11. Disefio del estudio aleatorizado y cruzado. [n: nimero de voluntarias, D1:
desayuno tipo 1, D2: desayuno tipo 2, D3: desayuno tipo 3. D1/D2/D3, D1/D3/D2,
D2/D1/D3, D2/D3/D1, D3/D1/D2 Y D3/D2/D1: Ordenes de administracion de cada tipo

de desayuno en los subgrupos de la muestra poblacional.

421 Identificacion y proteccion de datos de las voluntarias

A cada voluntaria participante se le asigna un cddigo cuyos datos figuran
en la base de datos informatizada. Asi todas las voluntarias reclutadas pueden ser
identificables durante todo el periodo del estudio, pero en la base de datos
informatizada sus datos figuran codificados y las claves para la identificacion
permanecen adecuadamente custodiadas por el investigador principal del
estudio. Asi mismo, el investigador principal conserva una lista personal de la

informacién completa de todas las voluntarias (niumeros de teléfono y nombres
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completos), de tal manera permita una identificacion y comprobacion posterior de
los registros, por si fuera necesario en algin momento.

La informacion de cada voluntaria obtenida en el presente estudio es de
caracter confidencial y su difusion a terceras personas esta prohibida. Asi mismo,
la identidad de las voluntarias y centros no podra ser revelada ni publicada por el

investigador, sin la previa aprobacion de la/s voluntaria/s.

El investigador confirma los derechos de las voluntarias a ser protegidas
frente a la irrupcion de su privacidad. Asi mismo, los datos recopilados por el
investigador solo se podran identificar a través de un numero de identificacion
asignado a cada participante y dicha identidad no se podrd conseguir sin el
consentimiento del investigador y de la voluntaria. El investigador garantiza que
la utilizacién y divulgacion de la informacion cientifica protegida que se ha
obtenido durante el estudio, cumple la legislacion relacionada con la privacidad y

proteccion de datos personales.

Si por motivos legales o porque una auditoria pretenda evaluar la calidad
de los datos del estudio, fuese obligatorio conocer la identidad del/os
participante/s, el investigador debe cumplir siempre con las normas de
confidencialidad. Por este motivo se debe seguir lo establecido en la Ley Organica
15/1999 de 13 de diciembre de “Proteccion de Datos de Caracter Personal”.

4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1 Tipos de desayunos

Cada una de las voluntarias se sometieron a la ingesta de 3 tipos de
desayuno (D1, D2 Y D3) que se diferencian exclusivamente en el tipo de grasas
que son aportadas a través de diferentes alimentos:

- mantequilla (20g), como fuente principal de grasas saturadas (D1)
- margarina (20g), como fuente principal de grasas poliinsaturadas (D2)
- aceite de oliva (20g), como fuente principal de grasas monoinsaturadas (D3)

El resto de los componentes del desayuno, idénticos en los tres tipos de
desayuno, consistia en leche semidesnatada (200 ml), café instantaneo/polvo de
cacao (1 sobre monodosis de 18 g), azucar (1 sobre monodosis de 8 g) y dos

tostadas de pan blanco. Estos formatos de dosis tnica son disponibles
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comercialmente y de uso frecuente, se ofrece a diario en hospitales, restaurantes,
hoteles, café de negocios, centros de estudio, entre otros, y son consumidos por
un alto porcentaje de la poblacion en el desayuno. Excepto el tipo de grasa que
contribuye para el desayuno, la composicion nutricional de las otras comidas
diarias era idéntica (1580 + 485 Kcal / dia, 60 + 23 g de proteinas / dia, 202 + 58 g
de carbohidratos / dia, 60 + 29 g de grasas / dia). Las dietas fueron disefadas
dependiendo de los requisitos de los voluntarios y en funcion de los habitos
nutricionales de los voluntarios para mejorar adherencia. Al comienzo del
estudio, los voluntarios recibieron instrucciones de seguir la dieta asignada, sin
modificar su estilo de vida (actividad fisica, habitos de sueno, horarios de
comidas, etc.) durante el periodo experimental.

Cada participante consumi6 los tres tipos de desayuno durante 1 mes
consecutivo y entre cada tipo diferente de desayuno se establecié un periodo de
lavado de 45 dias, que consistia en administrar un desayuno constituido por los
componentes comunes antes mencionados y en lugar de las grasas evaluadas,
mermelada de melocotdn (50g) para las tostadas y un zumo de pifa (200ml).

Los voluntarios rellenaron diariamente una ficha que refleja cualquier

incidencia relacionada con el desayuno o con cualquiera de las comidas del dia.

4.3.2 Extracciones sanguineas

A cada una de las participantes en el estudio se le extrajo sangre de la vena
antecubital en ayunas durante el primer y tltimo dia del periodo (un mes) que
consumen cada uno de los tres tipos de desayunos de la intervencion. Para las
extracciones sanguineas se desplazo6 el investigador con un enfermero (que era el
profesional que realizd las extracciones) hasta el lugar donde residian las

voluntarias del estudio (Figura 12).

Para realizar una extraccion sanguinea correcta, se siguen los
siguientes pasos:
1. Se identifica al paciente. Tomando datos de nombre y apellidos. Se

corrobora la peticion confirmando que pertenece al paciente que se pincha 'y

al material preparado.
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2. Se garantiza que el paciente esté en ayunas.

3. Se transmite al paciente la informacién referente a la extraccion

sanguinea.

4. Se realiza la extraccion teniendo en cuenta las medidas y protocolos de
seguridad. Se coloca el compresor a 7-10 cm por encima de la zona de
puncion elegida, en la mayoria de los pacientes el acceso vascular fue la fosa
antecubital del brazo contrario a la FAVI. A continuacién, se aplica una
solucién antiséptica con Clorhexidina al 2% y se deja secar. La puncién se

realiza con un angulo de 30-40 grados.

5. Una vez realizada la puncion, se introduce el tubo en la gradilla y se deja

fluir la sangre hasta que se agote el vacio del mismo.
6. Se etiquetan los tubos cuidadosamente.

7. Se envia las muestras codificadas al laboratorio de referencia.

Figura 12. Extraccion sanguinea (region antecubital)

Las analiticas se realizaron sobre suero obtenido de la sangre colectada de
la muestra de la poblacién de estudio. Las muestras de sangre se recogieron con
anticoagulante tripotdsico EDTA Vacuntainer® en tubos de 9mL y se
mantuvieron en hielo. Asimismo, las muestras de sangre se codificaron con el fin
de que los analistas desconozcan el tipo de desayuno con el que se corresponden

y se ingresan al sistema informatizado (Figura 13).
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Figura 13. Ingreso de codificacion al sistema informatizado

Las determinaciones experimentales de este trabajo se desarrollaron entre
los laboratorios del Departamento de Tecnologia de Alimentos y Nutricion de la
Universidad Catdlica San Antonio y del Hospital Universitario Virgen de la
Arrixaca (HUVA), ambos en Murcia, los cuales disponen de la infraestructura de

material y equipos necesarios para realizar las determinaciones analiticas.

4.3.3 Valoracion nutricional

A cada voluntaria seleccionada se le realizaron medidas de tension arterial,
perimetro de la cintura, peso y talla (IMC). Asi mismo, se les realizaron encuestas
para conocer sus habitos de estilo de vida (actividad fisica, funcionamiento
digestivo, horas de suefio, etc.) (Anexo 4). La valoraciéon dietética se realizo
mediante encuestas recordatorio de 24 horas (en dias no consecutivos e
incluyendo uno festivo) para valorar nutricionalmente la ingesta habitual (Anexo
5). El recordatorio consiste en recopilar toda la informacion sobre la ingesta total
(comidas, bebidas u otros) en las 24 h anteriores a la entrevista, por lo que cada
voluntaria debe recordar todos los alimentos (tipo y cantidad) consumidos en el
dia anterior, el cuestionario se realizé individualmente y de forma presencial,

siendo las voluntarias entrevistadas siempre por el mismo investigador, a fin de
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evitar posibles sesgos. Se realiz6 a cada voluntaria esta evaluacion al principio del
estudio, durante tres dias no consecutivos. Estas encuestas se realizaron durante
cada mes y cada periodo de lavado, también con 3 dias no consecutivos en cada
caso. Estas valoraciones tuvieron como objetivo evaluar si existian diferencias en
la composicidon nutricional de la dieta de las diferentes participantes, a pesar de
estar todas habitando en la misma institucion y con el mismo régimen de

comidas.

4.3.3.1 Analisis informdtico de la valoracion nutricional de las dietas

Los datos obtenidos en las encuestas recordatorio 24h fueron procesados
mediante el software Dietsource®, programa informatico desarrollado para el
cdlculo y valoraciéon nutricional de dietas y ments hospitalarios.

El programa requiere la introduccion de los alimentos consumidos por las
voluntarias, se obtienen resultados referidos tanto al contenido energético de la
dieta ingerida, como al contenido en macro y micronutrientes, detallando los

diferentes tipos de acidos grasos y otros componentes nutricionales de la dieta.

434 Parametros antropométricos y Tension arterial

Los protocolos de medicion, registro de datos, material antropométrico
utilizado, puntos antropométricos de referencia marcados y medidas tomadas con
las que se ha trabajado en el presente estudio, son acordes al protocolo

internacional para la valoracion antropométrica Isak (346).

Procedimientos

Los procedimientos empleados para realizar las mediciones son:
-Previa a cada medicién se deben limpiar las manos del antropometrista.

-Las mediciones deben realizarse en privado, en una habitaciéon o en un
espacio reservado.

-El espacio donde se realizan las mediciones debe ser adecuado a fin de
ofrecer privacidad y una temperatura agradable para el sujeto.

-Asi mismo a cada sujeto se ofrece la opcion de que le acompafie un amigo o

familiar.



144 JESSICA MARCIA DELGADO ALARCON

-Puesto que todas las personas poseen un “espacio personal” que al ser
invadido les hace sentir incomodas o amenazadas, se debe respetar este
espacio y para ello la mayoria de las mediciones se toman desde el costado
o por detrds, ya que la parte frontal es la mas personal. Por tanto, los
antropometristas deben recibir formacion en proxemia (espacio personal),
haptica (aspectos socioculturales del contacto fisico), y sensibilidades

culturales a la hora de medir.

-Siempre que sea posible, debe ofrecerse la oportunidad de ser medidos por
antropometristas del mismo sexo puesto que algunos sujetos sienten mayor
confianza si las mediciones son llevadas a cabo por personas de su mismo

sexo, y asi fue realizado en este estudio.

- Se deben establecer claramente los procedimientos por escrito a fin de

abordar las quejas e incidentes que puedan ocurrir.

Vestimenta

Respecto a la vestimenta, los antropometristas deben ser sensibles y

respetar las creencias y tradiciones culturales del sujeto.

Durante las mediciones, se puede pedir al sujeto que adopte diferentes
posiciones. Con el fin de realizar las mediciones de la manera mads rapida y
eficiente, por lo que se puede solicitar al sujeto que acuda al estudio con un
minimo de ropa o ropa ligera. La ropa interior no es considerada apropiada para

realizar las mediciones.

La vestimenta debe tener un grosor minimo y adaptarse a la figura natural
del cuerpo y de ser posible permitir el acceso a aquellas zonas del cuerpo de

realizarse la medicion.

Se debe tener en cuenta que medir un sujeto en un espacio muy pequefo o
estrecho, serd incomodo y llevard a mediciones imprecisas. El antropometrista
debe tener espacio suficiente, para poder moverse y utilizar el instrumental
cémodamente alrededor del sujeto. Se sugiere disponer de un espacio minimo de
2,5 m x 2,5 m, asi también, de una mesa pequena para el equipo y el registro de
los datos. Es importante que la habitacién esté libre de objetos que comprometan
la salud de las personas, a fin de evitar accidentes, como caidas u otros.
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De ser posible, se sugiere contar con un anotador a fin de proveer ayuda en
el registro de datos. Asi el antropometrista se centrara en la técnica y no tendra
problemas para recordar las medidas realizadas anteriormente cuando se repiten
segunda o tercera medida. El trabajo en equipo del medidor y el anotador
comprende que el anotador debe estar dispuesto a ayudar al medidor en todos los
casos que sean necesarios, asi mismo debe estar entrenado en las técnicas de
registro de datos. Asi también, ha de verificar la exactitud de la localizacién de un

punto de medicién y verificar el orden correcto de las mediciones.

Si bien se siguen con maxima atencion a las normas, es posible incurrir en
errores durante el registro de los datos. Lo cual puede ocurrir por mala diccion
del medidor, distraccion del anotador, entre otros. A fin de evitar errores, el
anotador tiene que repetir los valores de las medidas que el medidor le indica
mientras va registrando, lo cual permitira que el medidor verifique en el mismo
momento si el dato que se va a registrar es el correcto. Siempre se recomienda que
las mediciones se repitan hasta tres veces. Cuando se toman tres mediciones, se
utiliza el valor de la mediana para el analisis de datos y asi se realiz6 en el

presente estudio.

Material antropométrico

El material antropométrico debe ser sencillo y de facil manejo, preciso en su
medicion y homologado. Se requiere disponer de un material determinado acorde
a las medidas especificas a ser tomadas . A continuacion, se describe el equipo
necesario y utilizado para el estudio antropométrico:

- Estadiometro o tallimetro: Se utiliza para la toma de medidas de la

estatura y talla sentado. En trabajo de campo, como ha sido el presente

estudio, cuando no se dispone de un estadidometro, se puede usar una cinta
métrica adosada a una pared controlando su verticalidad y altura,
complementado con una escuadra o un instrumento similar colocado a 90°

Material utilizado: cinta métrica (marca Seca) adosada a la pared con cinta

adhesiva, comprobando previamente su verticalidad, y escuadra para tomar

la medida sobre el vertex de la cabeza.

- Bascula (Figura 14): El instrumento sugerido es la bascula con precision

minima de 100g. Aunque el uso de la bascula eléctrica estd normalizados,
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puesto que son de facil transporte y pueden utilizarse tanto en el laboratorio
como en trabajos de campo. Ademads, la precision minima de estos

instrumentos es de 50g.

Figura 14. Impedanciémetro-Bascula, marca Tanita (BF-350)

- Cinta antropométrica (Figura 15): Tiene que ser flexible, inextensible,
anchura no superior a 7 mm, con una zona neutra de por lo menos 4 cm
antes de la linea de inicio del cero. Se sugiere una cinta métrica de acero

flexible con una longitud minima de 1,5 m de largo.

Figura 15. Cinta de acero (marca Lufkin Executive).

Calibrada en centimetros con graduacion milimétrica. El muelle o sistema
de recogida y extension de la cinta deben mantener una tensidon constante y
permitir su facil manejo. Se usa para medir alturas, perimetros, pliegues cutaneos

y marcar las distancias entre las protuberancias o puntos 6seos de referencia
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anatomica. La cinta debe guardarse con retraccion anatomica en su respectiva caja
o estuche.
Material auxiliar:
Todo material necesario para las medidas o registro de datos, como, por ejemplo:
- Silla o taburete de madera para medidas en las que el sujeto debe estar
sentado.
- Lapiz dermografico para sefialar los puntos anatémicos.

- Material necesario para el registro de datos.

Puntos antropométricos de referencia marcados

Son los puntos identificables del esqueleto que, en general, estan situados
en la superficie del cuerpo y son marcas anatdmicas que identifican la localizacion
exacta del punto anatomico a ser medido, o a partir del cual se localiza una zona
de tejido blando. Se localizan a través de la palpacion o la medicién. Al palpar los
puntos corporales, se debe tener especial atencion a fin de mantener un angulo de
90° entre el dedo del antropometrista y la superficie cutanea del sujeto para
identificar las superficies Oseas evitando que la piel haya sido retirada de su
posicién normal. A fin de asegurar la comodidad del sujeto y la precision de la

medicion, el antropometrista debe tener las uiias adecuadamente cortadas.

El punto de referencia o marca se localiza con el dedo pulgar o indice.
Liberandose el punto a fin de evitar alguna distorsion de la superficie cutdnea, y
luego se reubica el punto y se marca con un lapiz dermografico. El punto se ubica
por encima de la marca mediante un punto o linea pequena. Luego, se verifica la
marca verificando que no haya habido ningtn desplazamiento cutdneo respecto a
la superficie 6sea subyacente. Al utilizarse una cinta antropométrica para realizar

las marcas, éstas se marcan por el borde superior de la cinta.

Medidas Antropométricas

La mediciéon de los puntos anatomicos debe realizarse en secuencia
continua a fin de evitar el sesgo del antropometrista. Esto indica, que debemos
obtener una serie de completa datos previo a repetir las medidas de la segunda y
tercera medicién. De ser posible, las puntuaciones anteriores deben ser olvidadas

por el antropometrista.
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Las medidas no deben tomarse tras una actividad fisica, ni tras deporte,
sauna o ducha, ya que el ejercicio, el agua caliente y el calor pueden producir
hiperemia (aumento del flujo sanguineo) o deshidratacion. Lo cual puede hacer
que las mediciones sean imprecisas (347).

La posicién inicial del sujeto evaluado debe ser de pie, con la cabeza y los
ojos dirigidos hacia el infinito, los brazos relajados a lo largo del cuerpo con los
dedos extendidos, repartiendo el peso del cuerpo por igual en ambas piernas y los
pies con los talones juntos formando un angulo de 45° (347).

Las medidas antropométricas tomadas en este estudio fueron Ilas

siguientes:

4.3.4.1 Talla

La talla se toma por medio de una cinta métrica metdlica adherida a la
pared, controlando su verticalidad y altura, complementado con una escuadra
con el fin de apoyar esta sobre la cabeza del sujeto a 90° con la pared, para
identificar la altura.

Para la medida de la talla se toma la distancia entre el vertex y las plantas
de los pies del sujeto, medida en cm. Se debe posicionar a la voluntaria de pie,
descalza, con los talones juntos, rodillas estiradas, gltiteos y la parte superior de la
espalda en contacto con la escala. La persona encargada de tomar la medida
coloca, la escuadra firmemente sobre el Vertex, comprimiendo el cabello. La

medicion se toma antes de que el sujeto espire.

4.3.4.2 Peso

La medida del peso corporal de las voluntarias se realizé por medio del
bioimpedanciometro con béascula, marca Tanita (modelo: BF-350), con precisién
de +100g (rango 0,1-150Kg)

La bascula se situd en una superficie plana y horizontal, comprobando el
cero antes de cada pesada y la superficie de la bascula se limpiaba con alcohol
previamente a cada medicién para evitar posibles contagios. Estas medidas se
realizan con ropa ligera y sin calzado. La voluntaria permanece de pie sin apoyo,
descalza, pisando sobre las cuatro placas metalicas de la bascula. La voluntaria

debe permanecer erguida, lo mas inmdvil posible hasta que se registre el peso.
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4.3.4.3 Perimetro de cintura

El perimetro de la cintura se toma por medio de una cinta métrica. Es la
medida del contorno de la cintura cuyas unidades estan en cm. Cuando se mide el
perimetro de la cintura, la cinta métrica se sostiene en angulo recto con el eje del
segmento del cuerpo que se estd midiendo y la tension de la cinta debe ser
constante, sin compresion de la piel minimizando los espacios entre la piel y la
cinta. Se mide el perimetro del abdomen en su punto mas estrecho, entre el borde
costal lateral inferior (10* costilla) y la parte superior de la cresta iliaca,
perpendicular al eje longitudinal del tronco. La voluntaria debe adoptar una
posicion relajada, de pie, y con los brazos cruzados en el térax. El investigador se
coloca al frente o a un lateral del sujeto, los ojos deben estar a la altura de la cinta
y directamente frente al cero para evitar errores de inclinacion. La cinta se
posiciona sosteniendo de frente a la superficie del cuerpo que va a ser medida, se
pasa el extremo de la cinta por detras de la extremidad o tronco y se sostiene el
extremo y la caja de la cinta métrica con la mano derecha y con la mano izquierda,
se ajusta en el nivel mas estrecho de la cintura. El sujeto debe respirar con

normalidad y la medicién se realiza al final de una espiraciéon normal.

4.3.4.4 Calculo de IMC

A partir de las medidas de peso y talla se calcula el indice de masa

corporal.

Peso (Kg)

IMC = o
Altura“(m*)

El IMC constituye uno de los indices mas utilizados en la actualidad,
fundamentalmente se encuentra mejor estandarizado en personas adultas, por
tanto, se utiliza para clasificar el estado ponderal de la persona adulta y en el
presente estudio todas las voluntarias son mayores de 18 afios, segtin su indice de
masa corporal, se clasifica segiin el Consenso de la Sociedad Espafiola para el
Estudio de la Obesidad (SEEDO) (Tabla 12) (348).
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Tabla 12. Criterios SEEDO para definir la obesidad en grados segun el indice de masa
corporal IMC

Valores limites de IMC

(Kg/m2)
Peso insuficiente <18,5
Peso normal 18,5-24,9
Sobrepeso grado I 25-26,9
Sobrepeso grado II (preobesidad) 27-29,9
Obesidad tipo I 30-34,9
Obesidad tipo II 35-39,9
Obesidad tipo III (morbida) 40-49,9
Obesidad tipo IV (extrema) >50

4.3.4.5 Tension arterial

Con la finalidad de tener mas indicadores de riesgo cardiovascular, a parte
de la composicion corporal y valoracion de la ingesta dietética, llevamos a cabo la
medicion de la tension a las voluntarias del estudio.

La tension arterial se midi6 utilizando el tensidometro modelo Beurer
MB35. La presion arterial se expresa en milimetros de mercurio sobre la presion
atmosférica (mmHg).

Antes de realizar esta medida se les explica el procedimiento de la técnica
para evitar en la medida de lo posible factores externos que pudieran causar
errores. Se pide a las voluntarias del estudio que se mantengan relajadas, en
silencio y se toma la tension arterial 2 o 3 veces, estableciendo la media de estas
determinaciones como valor final.

Los parametros para la presion sanguinea se determinaron segtin el JNC 7
(349), como; presion Optima: la menor a 120/80 mm de Hg; prehipertension: entre
120/80 y 139/89 mm de Hg; e hipertension: la igual o mayor a 140/90 mm de Hg.

4.3.5 Parametros bioquimicos

Todas las extracciones sanguineas se realizaron en las mismas condiciones y
las muestras fueron procesadas por el mismo personal, siguiendo las
recomendaciones de los Estandares de Comité Clinico Nacional para Laboratorios

[A] y utilizando los valores de referencia de Roche Diagnostics GmbH [B].
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Después de centrifugar a 3500 rpm durante 10 minutos a 4°C (Heraus Biofugue
Stratos, Thermo Scientific, Germany), el tiempo medio entre la extracciéon y la
centrifugacion fue de 50 min (rango intercuartil: 30-70min) (Figura 16). Las
muestras de suero no analizadas al momento, se almacenaron a -80°C hasta su

posterior analisis. En las muestras se analizaron los siguientes parametros:

- Bioquimica general en suero:
glucosa,

urea,

creatinina,

acido urico,

proteinas totales,

albtimina,

Colesterol total plasmatico (CT),
Triglicéridos,

Colesterol HDL(HDLc),
Colesterol LDL (LDLc),
GOT,

GPT,

sodio,

potasio

© O o o o 0o o 0O 0O 0O 0O 0O 0 0 O

cloro,

- Proteina C reactiva.

- Homocisteina

- Estado antioxidante total plasmatico (TAS)

- Lipoproteinas (Quilomicrones, Beta, Prebeta y Alfa) y Lp(a)

- Apoproteinas: A-I, A-II, E y B (ApoAl, APo All, ApoE y ApoB)
- Subfracciones de LDL

- Citoquinas

- LDL oxidadas (LDL ox)
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Figura 16. Preparacion de muestras de suero

La bioquimica general se realiza en la Unidad de Bioquimica del HUVA,
con un analizador Roche/Hitachi Cobas C711 (Roche Diagnostics, Manheim,
Alemania) (Figura 17), de acuerdo a sus protocolos para cada analitica: Glucosa
(kitGLUC3 de Roche Diagnostics), Urea (kit UREAL de Roche Diagnostics),
Creatinina (kitCREJ2 de Roche Diagnostics), Acido trico (kitUA2 de Roche
Diagnostics), Proteina total (kit TP2 de Roche Diagnostics), Albumina (kit ALB2
de Roche Diagnostics), Colesterol Total (kit CHOL2 de Roche Diagnostics),
Triglycerides (prueba colorimetrica y enzymatica), HDLc (kit HDLC3 de Roche
Diagnostics), LDLc. (Friedewald, Levy y Fredrickson formula), GOT o AST
(aspartate aminotransferase, kit ASTL de Roche Diagnostics), GPT o ALT (alanine
aminotransferase, kit ALTL de Roche Diagnostics); Sodio, Potasio and Cloro
(electrodos ion-selectivo usando carriers neutros para determinacion de sodio y
potasio e intercambio ionico para determinaciones de cloro).

La proteina C reactiva se cuantifica por nefelometria, (N High Sensitivity
CRP, Behring, Marburg, Alemania).

Otras variables analiticas realizadas en las muestras de suero se describen a

continuacion:
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Figura 17. Autoanalizador HUVA Hitachi

4.3.5.1 Andlisis de homocisteina

Fundamento
La homocisteina se midid por Inmunonefelometria en BN ProSpec®
(Siemens, Barcelona, Spain) (Figura 18). La homocisteina ligada presente en la
muestra se reduce a homocisteina libre por la accion del ditiotreitol, y se convierte
enzimdaticamente en S-adenosil-homocisteina (SAH) en la siguiente fase. La S-
adenosilcisteina conjugada (SAC), ahadida al comienzo de la reaccidon, compite
con la SAH de la muestra mediante la union de anticuerpos anti-SAH unidos a las
particulas de poliestireno. En presencia de SAH, o no hay agregacion o se
produce una agregacion de particulas muy débil. En ausencia de SAH en la
muestra, se produce una agregacion de las particulas reacciéon, menor serd la
sefial de luz dispensada. El resultado se evaltia en comparacién con un estandar
de concentracion conocida.
Reactivos:
- N HCY, REF OPAX
- N Reactivo HCY
-NHCY RA; SR A; SR B
- Sistema BN* II o BN ProSpec
- N Estandar proteinas SL, REF OQIM
- Control proteinas SL/L, REF OQIN; SL/M, REF OQIO; SL/H, REF OQIP
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- N diluyente, REF OUMT

- Tapones antievaporacion BN*II (opcionales), REF OVLE

Método

- Se lleva a cabo automaticamente por el sistema software del equipo.

- Las muestras se diluyen automaticamente a 1:5 con N diluyente. Las
diluciones deben medirse en un plazo maximo de cuatro horas. Si los
resultados obtenidos se encuentran por encima del intervalo de
medicion, el ensayo puede repetirse utilizando una dilucién de muestra
de 1:20.

Figura 18. Medicion de homocisteina en las muestras

4.3.5.2 Andilisis del estado antioxidante total (TAS)

Fundamento

Para medir el estado antioxidante total se utiliza el Kit para TAS
suministrado por Randox Laboratories. La metamioglobina reacciona con el
peroxido de hidrdgeno para formar especies radicalarias de ferrilmioglobina. El
cromoégeno ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina 6-sulfonato)) se incuba con la
ferrilmioglobina para producir el cation radical ABTS+, relativamente estable de

un color azul-verdoso que es medido a 600 nm. Los antioxidantes contenidos en
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las muestras afadidas causan la supresion de ese color, en un grado que es
proporcional a su concentracion. El sistema se estandariza usando Trolox, un
analogo hidrosoluble del o-tocoferol. La unidad de capacidad antioxidante en el
plasma es la concentracion (mM) de una disolucion de Trolox que tiene una
capacidad antioxidante equivalente a 1 ml del plasma se investiga. El rango del

ensayo es de 0 a 2.5 mM de Trolox.

Reactivos
- TAS cromdgeno ABTS (2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina 6-sulfonato))
- TAS ferrilmioglobina
- TAS perdxido de hidrogeno
Método
- Las muestras de sangre son recogidas en tubos que contienen EDTA
como anticoagulante y se centrifugan a 6000 rpm / 10 minutos (a 252 C)
introducidas en tubos Eppendorf en una centrifuga de sobremesa
(Eppendorf™ 5424, FA 45-24-11, Espana).
- El suero obtenido es refrigerado inmediatamente a 4° C hasta su
posterior andlisis.
-El  estado  antioxidante  total  plasmatico se  determina
espectrofotométricamente con un espectrofotometro Varian Cary 50-Bio
UV-Vis y los reactivos contenidos en el Kit comercializado para TAS por
Randox Laboratories (HN5067).

4.3.5.3 Analisis de Lipoproteinas: Quilomicrones, Beta, PreBeta y Alfa

Fundamento

Las lipoproteinas se midieron con Hydragel 7 Liprotein® kit (Sebia, Lisses,
France), es decir los complejos circulantes formados por lipidos y proteinas. En
los geles de agarosa, las lipoproteinas se separan por su orden de movilidad
creciente: los quilomicrones: moléculas muy grandes con un alto contenido en
triglicéridos, presentes en forma de pequenas particulas en el plasma y
responsables de la opacidad del suero. Normalmente permanecen en el punto de
aplicacion. Las lipoproteinas beta o LDL (Lipoproteinas de Baja Densidad) migran
normalmente en la posicién de las beta-2 globulinas. Las lipoproteinas pre-beta
rapidas: esta fraccion estd compuesta de lipoproteina (a) (Lp(a)), que se parece a
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las LDL en tamafo y composicion. Puede verse a la Lp(a) migrando entre VLDL y
HDL cuando esta presente en una concentracion suficientemente alta. Las alfa
lipoproteinas o HDL (Lipoproteinas de Alta Densidad) son las mas rapidas.
Representan la mayor parte de las lipoproteinas y migran en la posicion de las

alfa-2 globulinas.

Reactivos
- Geles de agarosa PN4104
- Esponjas tamponadas PN4104
- Colorante negro Sudan (solucion stock) PN4104
- Papeles de filtro fino
Método

Etapa de la migracion: 1. Colocar el aplicador para el HYDRAGEL para
lipoproteinas y Lp(a) en una superficie plana aplicar 10uL de muestra y colocar
los aplicadores en camara himeda con el peine hacia arriba, dejar difundir la
muestra durante 5min. 2. Se eleva los soportes de los electrodos y el aplicador. 3.
Seleccionar el programa de migracion. 4. Asir las esponjas tamponadas por los
extremos de plastico agujereados con las puntas metalicas del soporte de los
electrodos. 5. Abrir el contenedor del HYDRAGEL, extender un papel de filtro
fino de manera rdpida y uniforme sobre la superficie del gel para absorber el
exceso de liquido. Dispensar 120 uL de agua destilada o desionizada para el
HYDRAGEL 7 LIPO + Lp(a), en el tercio inferior del marco serigrafiado en la
Superficie de Control de Temperatura del mdédulo de migracion. Aplicar el gel (la
cara de agarosa hacia arriba), haciéndolo contactar con el agua. 6. Devolver ambos
soportes a su posicion original. En esta posicion, las esponjas tamponadas no
tocan el gel. 7. Extraer los aplicadores de la cdmara himeda. Asirlos por el
plastico protector. Romper el plastico protector precortado del peine. Con 7 y 15
muestras colocar el aplicador en la posicion No 4 del soporte. 8. Cerrar la tapa del
modulo de migracion. 9. Iniciar el procedimiento inmediatamente, presionando la
tecla "START". Durante la migracion, realizar el lavado del modulo de
tincion/procesado.

Etapa de lavado del médulo de tincién de procesado. 1. Colocar el Soporte
del Gel vacio en el Médulo de Tincidon/Procesado. el contenedor de decolorante

contiene como minimo 220 mL de soluciéon decolorante; el contenedor de
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desechos esta vacio. Para conocer en qué posiciones conectar los reactivos. 2.
Seleccionar el programa de tincion "LIPO + Lp(a) & LIPO" en el menu del
instrumento. Iniciar el procedimiento presionando la tecla "START". Durante
todas las secuencias de lavado, el sistema permanece bloqueado. Después del
lavado, una senal audible indica que el compartimento se abre

Se prepara 440mL de la solucion decolorante 15 min antes de usarla, debe
contener 45% de Etanol puro y 55% de agua destilada.

Etapa de puesta en marcha del procesado del gel 1. Abrir la tapa del
modulo de migracion. 2. Sacar los aplicadores y desecharlos. 3. Elevar ambos
soportes, sacar las esponjas tamponadas por sus extremos de plastico y desechar.
4. Una vez que el gel esté seco, siquelo inmediatamente para realizar el
tratamiento siguiente. 5. Limpiar los electrodos y la placa de control de la
temperatura con un pafnuelo de papel suave y htimedo. 6. Abrir el soporte del gel.
Poner el gel secado (con la superficie de agarosa hacia arriba) en los orificios de
las dos varillas y cerrar el soporte. 7. Colocar el soporte en el Mddulo de
Procesado / Tincion. Antes de comenzar con el programa de procesado / tincion,
comprobar: -el contenedor de colorante contiene 220 mL de solucion de tincidn; -
el contenedor de decolorante contiene como minimo 220 mL de solucion
decolorante; -el contenedor de desechos esta vacio. 8. Iniciar el procedimiento
apretando la tecla "START". Durante la tincién, la decoloracion, el lavado y el
secado del gel el compartimento permanece bloqueado. Después del enfriamiento
de la cubeta, una sefial sonora suena y el sistema se desbloquea.

Procesado del gel. Retirar el soporte del compartimento; abrirlo y extraer el gel ya
seco. 2. Leer el gel con un densitémetro / escaner seleccionando el programa de
lectura: cero en el punto mas bajo.

Etapa de lavado n°® 2 del médulo de tincion 1. Colocar el soporte del gel
vacio dentro del mdédulo de procesado / tincidn. Comprobar: -el contenedor de
lavado n® 2: contiene al menos 250 mL de solucion de lavado n® 2; -el contenedor
de desechos: esta vacio. Para conocer en qué posiciones conectar los reactivos: No
olvidar bloquear los canales no utilizados. 2. Iniciar el procedimiento presionando
la tecla "START" (flecha verde situada en la parte derecha del teclado). Durante
todas las secuencias de lavado, el sistema permanece bloqueado. Después del

secado, una sefal audible nos advierte de la posibilidad de retirar el gel.
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La lectura del gel mediante densitometria permite definir las
concentraciones relativas (porcentajes) de cada fraccion. Los valores normales
(media * 2 SD) de las fracciones individuales con el procedimiento HYDRAGEL
LIPO + Lp(a) K20 establecidos son:

lipoproteinas Beta (LDL): 38.6 - 69.4 %

lipoproteinas Pre-beta (VLDL): 4.4 - 23.1 %

lipoproteinas Alfa (HDL): 22.3 - 53.3 %

El patron lipoproteico de una muestra clinica puede ser interpretado
visualmente comparandolo con un control, el patrén de un suero normal. La
densitometria proporciona los porcentajes relativos exactos de las fracciones
individuales de lipoproteina. Se empled el sistema Hydroscan 2 (Sebia, Lisses,
Francia) para cuantificar las diferentes lipoproteinas. En cada gel, se usé un
control normal para verificar el proceso de electroforesis y el procedimiento de

tincién.

4.3.5.4 Analisis de Apolipoproteina A-1, A-1I, By E

Fundamento
La medicién de concentraciones plasmaticas de apolipoproteinas se realizd
mediante Inmunonefelometria en BN ProSpec® (Siemens, Barcelona, Spain)
(Figura 19). Las apolipoproteinas contenidas en el suero humano forman con
anticuerpos especificos, por medio de una reaccion inmunoquimica,
inmunocomplejos los cuales pueden dispersar un rayo de luz incidente. La
intensidad de la luz dispersada es proporcional a la concentracion de la
correspondiente apolipoproteina en la muestra. La valoracién se hace por
comparacion con un estandar de concentracion conocida.
Reactivos
- BN antisuero contra apolipoproteina A-I, A-Il humana.
- BN antisuero contra apolipoproteina B humana.
- BN Apo REAGENT
- Sistema BN 100
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Método

- El protocolo se lleva a cabo automaticamente por el sistema
software del equipo.

- Es importante tener en cuenta, que el tiempo de reconstitucion del
reactivo liofilizado se cumpla (30 min).

- Para las medidas, los reactivos y las muestras deben de haber
alcanzado la temperatura ambiente. En el BN 100, se puede también
utilizar directamente las muestras y los reactivos que estaban
almacenados entre +2 y +8°C.

- La medida de las muestras en el BN 100, se debe efectuar a la

misma temperatura ambiente a la que se realizé la curva de calibracion.

Figura 19. Puesta en marcha del analisis de apoproteinas

4.3.5.5 Andlisis de Lp(a) por Nefelometria

Fundamentos

La Lp(a) esta constituida por dos componentes diferentes, la lipoproteina de
baja densidad (LDL) y una glicoproteina, la apolipoproteina (a) (Apo(a)), las
cuales estan unidas entre si por puentes disulfuro. La Apo(a) tiene una estructura
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altamente homologa a la del plasmindgeno y debido a eso puede impedir
competitivamente su actividad y posiblemente provocar efectos aterdgenos. La
concentracion individual de Lp(a) en el suero estd determinada genéticamente; el
rango de variacion en una poblacion es relativamente grande. A partir de una
concentracion de aprox. 30 mg/dl de Lp(a) en el suero, aumenta el riesgo de efecto
aterdgeno, especialmente en personas que presenten también un aumento en
LDL. La Lp(a) es uno de los mejores diferenciadores para la aterosclerosis y el
infarto cardiaco. Dado que la concentracion de Lp(a) no puede ser influenciada
por dietas o por medicamentos que disminuyan el contenido lipidico, en personas
con elevado nivel de Lp(a) es necesario prestar una gran atencion a los otros
factores de riesgo.

Las muestras conteniendo Lp(a) se van a aglutinar al mezclarse con las
particulas de poliestireno recubiertas con anticuerpos contra la Lp(a) humana. La
intensidad de la luz dispersada en el nefelémetro depende del contenido de Lp(a)
de la muestra, de tal forma que por comparacién con soluciones de un estandar
de concentracion conocida de Lp(a) se puede determinar el contenido de ésta en

las muestras.

Reactivos

- N Latex - Lp(a).

- N Lpa REAGENT

- Sistema BNA o BN 100
Método

- El protocolo se lleva a cabo automaticamente por el sistema software
del equipo.

- Es importante tener en cuenta, que el tiempo de reconstitucion del
reactivo liofilizado se cumpla (30 min).

- Para las medidas en el BNA y el BN 100, los reactivos y las muestras
deben de haber alcanzado la temperatura ambiente. En el BN 100, se
puede también utilizar directamente las muestras y los reactivos que
estaban almacenados entre +2 y +8°C.

- La medida de las muestras en el BNA y en el BN 100, se debe efectuar a
la misma temperatura ambiente a la que se realizé la curva de

calibracion.
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4.3.5.6 Andlisis de subfracciones de Lipoproteinas

Fundamento

Las subfracciones de lipoproteinas fueron medidas por electroforesis gel
poliacrilamida usando el kit Lipoprint de Quantimetrix® (Redondo Beach, CA).
El colorante se une proporcionalmente a la cantidad relativa de colesterol en cada
lipoproteina. Las lipoproteinas pretefiidas seguidamente se someten a
electroforesis. Durante la primera fase de la electroforesis, las particulas de
lipoproteinas se concentran mediante el gel cargador y el gel apilador en una
banda estrecha y nitida. A medida que las lipoproteinas migran a través de la
matriz del gel separador, se resuelven en bandas de lipoproteinas segun el
tamafio de las particulas, de las mas grandes a las mas pequenas, debido a la
accion de cribado del gel: las HDL migran mas lejos, seguidas de las LDL
pequenas y densas, las LDL grandes y mas ligeras, las bandas intermedias (que
incluyen principalmente las IDL) y las VLDL. Los quilomicrones, si los hay,
apareceran por encima del gel apilador o permaneceran en el gel cargador (Figura
20).

Loading Gel

Stacking Gel
Rr — 0,00 vioL VDL

Midband

Midband

Large LDL

Large LDL

Small LDL Small LDL Separating Gel

=}
w
@
NOVBEWNE L @ N
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R —» 1,00 HDL «— End of Gel HDL < End of Gel

Figura 20: Distribucion de las subfracciones lipoprotéicas (manual
Quantimetrix)

Un perfil Lipoprint tipico consta de 1 banda de VLDL, 3 bandas
intermedias, hasta 7 bandas de LDL, y 1 banda de HDL. Una vez terminada la
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electroforesis, las diversas fracciones de lipoproteinas tefiidas (bandas) presentes
en la muestra, seran identificadas por su movilidad (Rf) utilizando las VLDL
como el punto de referencia de inicio (VLDL=0) y las HDL como el punto de
referencia principal (HDL=1) (Tabla 13).

Tabla 13. Valores RF asignados a cada subfraccion de lipoproteinas

VLDL - 0.00 - 0.06
Mid C - 0.13
Mid B - 0.22
Mid A - 0.27
LDL1 - 0.33
LDL 2 - 0.39
LDL 3 - 0.44
LDL 4 - 0.49
LDL5 - 0.54
LDL 6 - 0.58
LDL?7 - 0.74
HDL - 0.74-1.00
Reactivos
- LQ Agua desionizada

- LQ Buffer electrolitico

- LQ Controles de fracciones lipidicas

- LQ Gel de poliacrilamida lineal preformado (gel aplicador y gel
separador) en tubos de vidrio

- LQ Gel cargador de liquido con un colorante lipofilico.

Meétodo

Electroforesis
- Colocar los tubos de gel en una gradilla, no ejercer presiéon sobre ellos
para evitar la introduccion de burbujas de aire.
- Eliminar completamente el buffer de almacenamiento de la parte

superior de los geles.
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- Aplicar sobre cada gel 25 ul de suero evitando la formacion de

burbujas.

- Aplicar a cada tubo conteniendo el suero, 200 ul de colorante lipofilico,

cubrir con parafilm cada tubo y colocar la tapa de la gradilla.

- Invertir suavemente varias veces la gradilla, para mezclar el gel

cargador con la muestra.

- Colocar la gradilla de preparacion cargada en contacto con la lampara y

fotopolimerizar los geles durante 30 min.

- Una vez terminada la fotopolimerizacion, extraer los tubos y colocarlos

en el adaptador de silicona de la cdmara de electroforesis, empujando los

tubos hacia abajo hasta que el extremo superior del tubo quede al ras de

la silicona.

- Colocar 100ml de solucion buffer en la cdmara inferior de electroforesis.

Tapar la cubeta y colocar 200 ml de buffer en la camara superior.

Mantener a temperatura ambiente.

- Cerrar la cubeta y conectar las clavijas en la fuente de electricidad.

Ajustar la electricidad para que suministre 3 mA por cada tubo de gel,

durante 60 min aproximadamente, detener la electroforesis cuando la

fraccion de HDL esté aproximadamente a 1 cm del fondo del tubo del

gel.

- Terminado el tiempo, apagar la corriente, quitar la tapa de la cAmara y

desechar el buffer electrolitico de la cdmara superior (el de la cdmara

inferior se puede reutilizar 5 veces). Retirar los tubos a una gradilla.
Densiometria

- En la bandeja del escaner cargar los tubos de gel y cerrar la bandeja

presionando hacia dentro.

- Encender el ordenador ingresar los datos, a continuacién, dar orden de

escanear los tubos. Asegurarnos que las imagenes obtenidas sean buenas,

para que se corrija si hubiera presencia de burbujas.

- Luego proceder al andlisis de las fracciones lipidicas en los tubos a

analizar (previamente identificados). El programa de forma automatica

realiza la separacidn de las fracciones guardando los informes en archivo

del directorio principal.
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El software de Lipoprint inserta de forma automatica lineas verticales
basandose en estos parametros predeterminados y calcula el area de la porcion
incluida entre las lineas para cada subclase de lipoproteina. Dicha d4rea
multiplicada por el colesterol total nos informa de la concentracion de colesterol
correspondiente a cada fraccion. Un informe grafico genera detalles tales como el
porcentaje de area, contenido de colesterol y tamano de particula de LDL (Figura
21). El didmetro de particula del pico de LDL (PPD) se estima a partir del

siguiente algoritmo desarrollado por Kazumi et al.

PPD = (1.429 — RF) x 25

e

-

Figura 21. Lectura del perfil lipoprotéico

Parametros

De esta forma se consiguen determinar los siguientes parametros (Figura 22):
a.  VLDLc Lipoprint®. Concentracion de colesterol correspondiente a
la subfraccién de lipoproteina VLDL.
b.  MID-C Lipoprint®. Concentracion de colesterol correspondiente a
la subfraccién de lipoproteina identificada como banda intermedia C.
c.  MID-B Lipoprint®. Concentraciéon de colesterol correspondiente a
la subfraccién de lipoproteina identificada como banda intermedia B.
d.  MID-A Lipoprint®. Concentracién de colesterol correspondiente a

la subfraccién de lipoproteina identificada como banda intermedia A.



CAPITULOIV: MATERIAL Y METODO 165

e. IDL total. Concentracion de colesterol correspondiente a la
subfraccion de lipoproteina IDL. Es un valor calculado como la suma de
las tres anteriores.

f. LDLc-1 Lipoprint®. Concentracion de colesterol correspondiente a
la subfraccion de lipoproteina LDL-1.

g.  LDLc-2 Lipoprint®. Concentracion de colesterol correspondiente a
la subfraccién de lipoproteina LDL-2.

h.  LDLc-3 Lipoprint®. Concentracion de colesterol correspondiente a
la subfraccién de lipoproteina LDL-3.

i. LDLc-4 Lipoprint®. Concentracion de colesterol correspondiente a
la subfraccion de lipoproteina LDL-4.

j- LDLc-5 Lipoprint®. Concentracion de colesterol correspondiente a
la subfraccién de lipoproteina LDL-5.

k.  LDLc-6 Lipoprint®. Concentracion de colesterol correspondiente a
la subfraccién de lipoproteina LDL-6.

1. LDLc-7 Lipoprint®. Concentracion de colesterol correspondiente a
la subfraccién de lipoproteina LDL-7.

m. LDL agrupada (3-7) Lipoprint®. Es un parametro calculado a partir
de la sumatoria de las concentraciones en colesterol de las lipoproteinas
LDL-3 hasta LDL-7.

n.  LDL agrupada (1-7) Lipoprint®. Es un pardmetro calculado a partir
de la sumatoria de las concentraciones en colesterol de las lipoproteinas
LDL-1 hasta LDL-7.

o.  HDLc Lipoprint®. Concentracién de colesterol correspondiente a la
subfraccion de lipoproteina HDL.

p. Dm LDLc. Didmetro de particula de lipoproteina LDL expresado
en A. Es un pardmetro calculado a partir del algoritmo propuesto por
Kazumi et al. mas arriba descrito.

q- Dm IDLc. Didmetro de particula de lipoproteina IDL expresado en
A. Es un pardmetro calculado a partir del algoritmo propuesto por

Kazumi et al. mas arriba descrito.



166 JESSICA MARCIA DELGADO ALARCON

-

- i
|

.

_‘r—'r—ﬂm-c
BHEEk-

-

Figura 22. Distribucion de cinco muestras de subfracciones lipoproteicas

4.3.5.7 Analisis de Citoquinas

Fundamento

El Anadlisis de Citoquinas se realizé por HSA (High Sensitivity Array) o
Biochip Array. En un dispositivo en estado solido, contenido en un array de
regiones de pruebas discretas de anticuerpos especificos inmovilizados para
diferentes citoquinas y factores de crecimiento, se tiene un grupo de
inmunoensayos quimioluminiscentes el cual es empleado para el array de
citoquina. Incrementando los niveles de citoquinas en un espécimen, llevara a
incrementar el conjunto de anticuerpos etiquetados con una peroxidasa (HRP) y
ademads se da un incremento en la sefial quimioluminiscente emitida.

La sefial de luz generada por cada una de las regiones de prueba en el
biochip es detectada usando una tecnologia de imagen digital y es comparada con
una curva de calibracién almacenada. La concentracion de analisis presente en la

muestra es calculada de la calibracion de la curva.

Reactivos
- Citokina High Sensitivity (CTK HS) Diluyente de ensayo
- CTK HS Conjugado
- CTK HS BIOCHIP
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- CTK HS Calibrador
- Reactivo de sefal
- Luminol
- Peroxidasa
- Buffer de lavado concentrado
Meétodo
- Poner en cada carrier el diluyente de ensayo
- Adicionar 100 pL de control /muestra (Figura 23)
- Incubar en el termoshaker por 1 hora a 37°C y 370 RPM
- Enfriar y cubrir con los Films
- Incubar en refrigeracion durante 16-20 horas
- Lavar (2 rapidos y 4 cada dos minutos) y escurrir
- Adicionar 300 pL de conjugado
- Incubar en el termoshaker por 1 hora a 37°C y 370 rpm
- Lavar (2 rapidos y 4 cada dos minutos) y dejar en agua, secar antes del
siguiente paso.
- Adicionar el cromdégeno y dejar en oscuridad durante 2 min. (Figura 24)

- Leer por quimioluminiscencia.

Figura 23. Carrier luego de adicionar el diluyente de ensayo revela la concentracion de

citoquinas en cada muestra, acorde a la concentracion de azul.
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Figura 24. Carrier luego de adicionar el conjugado y cromégeno, donde se observa la

mayor concentracion de citoquinas en los pocillos mas amarillos.

4.3.5.8 Analisis de LDL oxidadas

Fundamento

El analisis por ELISA (Kit 7810 Immun diagnostik) se realiza para la medida
directa de LDL oxidadas en suero humano.

Los estandares, los controles y las muestras conteniendo a la LDL oxidada
del ser humano se agregan a los pocillos cubiertos con anticuerpos de alta
afinidad. Durante el primer periodo de incubacidn, los anticuerpos inmovilizados
en la pared de los pocillos capturan el antigeno en las muestras. Después de
extraer los componentes desatados de muestras, un anticuerpo peroxidasa-
conjugado se agrega a cada pocillo. Tetrametilbenzidina se utiliza como substrato
para la peroxidasa. Finalmente, se agrega una solucion de 4cido para la terminar
la reaccion. La intensidad del color amarillo es directamente proporcional a la
concentracion de LDL oxidada en la muestra. Una curva de la reaccion a cierta
dosis de la unidad de la absorbancia (densidad O&ptica 450nm) vs. la
concentracidn, se genera; usando los valores obtenidos de estandar. La LDL
oxidada presente en las muestras es determinada directamente de esta curva.
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Reactivos
- Estandares liofilizados (ID7810)
- Controles liofilizado (ID7810)
- Tampdn de lavado concentrado (ID7810)
- Dilucién del Conjugado (ID7810)
- Tampon de dilucion de muestra (ID7810)
- TMB sustrato (ID7810)
- Solucion de pare (ID7810).
Meétodo
- Llevar los reactivos y muestras a temperatura ambiente (18-26°C) y
mezclarlos bien.
- Lavar bien 5 veces y en cada uno adicionando 250 ul de dilucion de
tampon de lavado.
- Adicionar 100 ul de estandar / muestra /control en su respectivo pocillo.
- Tapar bien e incubar durante 4 horas a temperatura ambiente en un
agitador horizontal.
- Aspirar el contenido de cada pocillo. Lavar 5 veces con la dilucion de
tampon de lavado. Después del ultimo lavado, invertir y golpear
ligeramente sobre papel absorbente a fon de remover el exceso de dilucion.
- Adicionar 100 pl de dilucion del conjugado en cada pocillo.
- Tapar bien e incubar durante 1 hora a temperatura ambiente en un
agitador horizontal.
- Aspirar el contenido de cada pocillo. Lavar 5 veces con la dilucién de
tampon de lavado. Después del ultimo lavado, invertir y golpear
ligeramente sobre papel absorbente a fon de remover el exceso de dilucion.
- Adicionar 100 ul de sustrato en cada pocillo.
- Incubar durante 15-25 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
- Adicionar 50 pl de solucién de parar en cada pocillo y mezclar bien.

- Determinar la absorcidon inmediatamente con el lector ELISA (Figura 25).
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Figura 25. Resultados listos para lectura, tras adicionar la solucién en cada
pocillo.

4.4 ANALISIS ESTADISTICO

Posteriormente a la recogida de datos, se introducen dichos datos en una
hoja de calculo proporcionada por el programa Excel (version 2007 del paquete
ofimatico Microsoft Office 2007) y a continuacion se realiza la importacion de
datos procedentes de Excel al programa estadistico R version 4.1.2. Una vez
importados los datos, se transforman en variables estadisticas apropiadas para el
analisis.

El andlisis estadistico y las gréficas se realizaron con el lenguaje y entorno
para la computacion estadistica R versién 4.1.2, (R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria), fijando todos los test como significativos con un p
valor < 0,05.

Para el analisis estadistico descriptivo de la muestra, se analizo
descriptivamente todas las variables relacionadas con las caracteristicas
sociodemograficas y clinicas de la poblacion en estudio. Para las variables
numeéricas se obtuvo la media, mediana, desviacion estandar y rango. Para las
variables categoricas se obtuvieron las frecuencias, las cuales se presentan como

numero de casos y la proporcién sobre el total, como el % correspondiente.

Para el analisis estadistico comparativo, se calculd el incremento pre/post

tratamiento para cada parametro, restando el valor basal al valor final.
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Posteriormente, se analizaron las diferencias en funcién del tratamiento para cada
parametro, tanto para los incrementos como para los valores basales, mediante
modelos de regresion lineal simple para medidas repetidas o efectos aleatorios.
Este andlisis fue seguido del test de Tukey, de comparaciones multiples, para

determinar las diferencias entre los tres tratamientos.

La distribucion de la poblacidon segun el perfil lipidico se contrastd con el
test de Chi-cuadrado en comparaciones entre los tres desayunos en un mismo
momento del seguimiento (basal o final). Los cambios en la distribucion de la
poblacion segun el perfil lipidico se contrastaron con el test de McNemar en
comparaciones entre determinaciones basales y finales para cada tipo de

desayuno.
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V - RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.  ANALISIS DESCRIPTIVO EN CONDICIONES BASALES

Se muestra el analisis descriptivo de las variables relacionadas con las
caracteristicas sociodemograficas y clinicas de la poblacion de estudio. Para las
variables numéricas se presenta la media y el intervalo de confianza (95%). En la
valoracion nutricional se presenta la media y la desviacion estandar. Las variables

categdricas se expresan como porcentaje (%).

5.1.1 Composicion de alimentos de los cuatro tipos desayunos

La composicion de alimentos de todos los tipos de desayunos del estudio se
refleja en la tabla 14. Los tres tipos de desayunos de las tres intervenciones (D1,
D2, D3), asi como el desayuno de lavado (D Lavado), tienen la misma
composicion de alimentos, siendo el tipo de grasa lo tinico que cambia en los tres
desayunos de la intervencion nutricional del estudio y en el caso del desayuno de
lavado, los alimentos que aportan los diferentes tipos de grasa (mantequilla,
margarina, aceite de oliva virgen extra) son reemplazados por mermelada de
melocoton y zumo de pifa (con el objetivo de que las calorias ingeridas sean lo
mas similares posibles respecto a los tres desayunos de las intervenciones). Las
cantidades correspondientes a cada alimento, responden a un consumo habitual y
los formatos monodosis, son los que se utilizan en la mayoria de hosteleria y
restaurantes (que también se comercializan para uso doméstico) para un consumo
habitual.

Los alimentos utilizados en el estudio son marcas comerciales que se
encuentran en supermercados y son referentes de consumo habitual. La seleccion
de la mantequilla se hizo buscando en el mercado la que tuviese menor cantidad
de grasa, para no tener gran diferencia caldrica con el desayuno de la margarina.
Las marcas comerciales de los alimentos utilizados para los desayunos no se
publican por no disponer de la autorizacion para ello, de los fabricantes

correspondientes.
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Tabla 14. Composicion de alimentos de los desayunos

Cantidad DI | p2 | D3 D Lavado
200ml Leche semidesnatada
1 sobre monodosis (18g) café instantaneo/ polvo de cacao desgrasado
1 sobre monodosis (8g) azucar
2 unidades (10g) tostadas pan blanco
. . aceite oliva
20g mantequilla | margarina | .
virgen extra
50¢ Mermelad? de
melocotén
200ml Zumo de pina

D1: desayuno con grasas saturadas, D2: desayuno con grasas poliinsaturadas, D3:

desayuno con grasas monoinsaturadas, D Lavado: desayuno de lavado

5.1.2 Composicion nutricional de los desayunos: D1, D2, D3, D Lavado.

En la tabla 15 se puede apreciar la composicion nutricional de cada uno de
los desayunos del estudio, donde se observa un valor energético similar en los
desayunos D1 y D lavado, inferior en D2 y superior en D3. Estas pequefias
diferencias tienen su origen en el disefio del estudio, ya que se opt6 por utilizar
presentaciones monodosis de los alimentos incluidos (mantequilla, margarina,
aceite de oliva, mermelada, leche, zumo, aztcar, cacao y café soluble) basandonos
en el hecho de que estas presentaciones suponen un consumo estandarizado de
estos productos en nuestra poblacion. Asi evitamos el error de otro tipo de
mediciones (cucharadas, pesada por parte del consumidor, etc), que habrian
supuesto unas variaciones superiores en las cantidades de consumo indicadas en
el diseno. Resulté imposible localizar en el tiempo que se realizé el estudio,
presentaciones comerciales de mantequilla, margarina y aceite de oliva que
aportasen el mismo contenido caldrico. Las fuentes de grasas utilizadas
(mantequilla, margarina y AOVE) no llevan en su composicién ningtn tipo de
sustancias bioactivas del tipo de fitosteroles, antioxidantes, etc, habiéndose
seleccionado aquellos que en su composicion respondian a la formulaciéon mas

sencilla de lo que constituye una margarina, una mantequilla y un AOVE, sin otro
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tipo de sustancias adicionales en la composicion. No se observan diferencias en el
contenido de carbohidratos y proteinas entre los tres desayunos de la
intervencion nutricional (D1, D2 y D3). El contenido de carbohidratos en el
desayuno del lavado es superior ya que la energia correspondiente a la grasa del
desayuno (administrada como mantequilla, margarina y aceite de oliva) se
reemplazd por mermelada y zumo. El contenido lipidico entre los tres desayunos
no es igual, ya que el valor nutricional de las tres grasas utilizadas es diferente:
mantequilla, como fuente de grasas saturadas mayoritariamente; margarina,
como fuente de grasas polinsaturadas mayoritariamente y aceite de oliva virgen

extra, como fuente mayoritaria de grasa monoinsaturada.

Tabla 15. Composicion nutricional de los desayunos: D1, D2, D3, lavado

Parametros nutricionales D1 D2 D3 D Lavado
Energia (kcal) 411,1 375,1 446,9 413,5
Proteinas (g) 10 10 10 10,8
Carbohidratos(g) 46,1 46,1 46,1 81,9
Lipidos (g) 20,7 16,7 24,7 4,7
Grasas saturadas (g) 12,7 4,9 5,1 2,5
Grasas poliinsaturadas (g) 0,6 51 1,6 0,04
Grasas monoinsaturadas (g) 6,1 59 15,9 1,1
Colesterol (mg) 63 13 13 13
Fibra 04 04 04 0,4

D1: desayuno con grasas saturadas, D2: desayuno con grasas poliinsaturadas, D3:

desayuno con grasas monoinsaturadas, D Lavado: desayuno de lavado

5.1.3 Composicion de acidos grasos de los lipidos de las intervenciones.

Los tres tipos de alimentos fuentes de grasas utilizados en el desayuno
fueron mantequilla, margarina y aceite de oliva virgen extra, como fuente
principal de AGS, AGPI y AGM], respectivamente. La cantidad evaluada fue el
formato comercial usual, monodosis correspondiente a 20 g.

La composicion de d4cidos grasos (en gramos de grasa por 100 g de

alimento) de las diferentes intervenciones, estan reflejadas en la tabla 16.
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Tabla 16. Composicion lipidica de los alimentos del desayuno que aportan los
diferentes tipos de grasa.

Mantequilla Margarina Aceite de Oliva

81.1g grasa/100g alimento 60g grasa/100g alimento  99g grasa/100g alimento
AGS 514g  AGS 128g AGS 145g
acido butilrico 42¢g dcido caprilico 0,18  4cido palmitico 144 ¢g
acido caproico 20g 4cido caprico 01g  4cido miristico 0lg
acido caprilico 12¢g 4cido laurico 1,7g  AGMI 71g
acido caprico 25¢g 4cido miristico 0,6 g A4cido oleico 71g
acido laurico 26g dcido palmitico 568 AGPI 10g
acido miristico 748 4cido estearico 428  Acidolinoleico  9,1¢g
acido palmitico 217 g AGMI 153 ¢ Acidolinolénico 09¢g
4cido estedrico 99¢g 4cido oleico 15,3 g  Sin colesterol
AGMI 210g AGPI 292¢g
4cido palmitoleico 09 g cido linoleico 289 g
4cido oleico 199¢ acido linolénico 03 g
AGPI 30g Sin colesterol
4cido linoleico 27¢g
4cido linolénico 03g
Colesterol 215 mg

AGS: acidos grasos saturados, AGMI: acidos grasos monoinsaturados, AGPI: 4cidos

grasos poliinsaturados, AOVE: aceite de oliva virgen extra

5.1.4 Analisis descriptivo de la poblacion.

La muestra poblacional del presente estudio, estd constituida por un grupo
homogéneo de mujeres mayores de edad, que presentan al menos, cada una de
ellas, dos factores de riesgo cardiovascular. Todas son posmenopdusicas, con una
edad de 63.5 + 18.3 afos, de la cuales el 57% son mayores de 65 afnos.

Ademds de su condicidn posmenopdausica, como factor de riesgo
cardiovascular comtn en todas, presentan un IMC medio de 27,8 + 3.94 Kg / m?,
lo que se corresponde con un 66% de la muestra con sobrepeso u obesidad (otro
factor de riesgo cardiovascular), de acuerdo a la valoracion establecida por la
Sociedad Espafiola para la Obesidad (SEEDO) (350). Cabe mencionar que, la
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medida del IMC no contempla la variacion de la distribucion de grasa corporal y
grasa abdominal, la cual puede variar dentro de un limitado rango del IMC;
teniendo en cuenta que el exceso de grasa abdominal estd asociado con un alto
riesgo de morbilidad por obesidad, respecto a la adiposidad general (351).

Por lo que, se utilizo como una alternativa y/o complemento al IMC, la
medida del perimetro de la cintura (PC) a fin de valorar uno de los riesgos de
enfermedad cardiovascular (352). El PC basal es de 88.2 + 2.7 cm, superior al valor
de referencia para mujeres europeas (> 80 cm) (97).

Las caracteristicas basales de la poblacién estudiada se muestran en la Tabla
17, donde se puede observar que las voluntarias del estudio mostraron ademas
otros factores asociados a riesgo cardiovascular, el 30,4% son hipertensas, el 12,5%
diabéticas, el 35,7% hipercolesterolémicas, el 16,1% presentan otras patologias
cardiovasculares (CV) y un 30,4% tienen familiares que padecen o han padecido

enfermedad cardiovascular (ECV), como antecedentes de ECV.

Tabla 17. Caracteristicas descriptivas de la muestra poblacional

Variable Descriptivos Unidades
Sexo (mujer) 100 %
Edad (X+ SD) 63,5 (18,30)  afos
Peso (X £ SD) 64,6 (8,80) Kg
Talla (X + SD) 153 (0,07) cm
IMC (X =+ SD) 27,8 (394) Kg/m?
PC 88.2 (2.70) cm
TA (sistdlica/diastolica) (X £ SD)  130/72.6 (21.7/9,52) mm Hg
Edad superior a 65 afos 57,0 %
Sobrepeso/obesidad 66.1 %
HTA 30,4 %
Diabetes 12,5 %
Hipercolesterolemia 35,7 %
Otras patologias CV 16,1 %
Antecedentes familiares de ECV 30,4 %

IMC: indice de masa corporal, PC: perimetro de cintura, TA: tension arterial, HTA: Hipertension
arterial, CV: cardiovascular, ECV: enfermedad cardiovascular. %: Frecuencia medido en porcentaje
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Al tener un grupo de voluntarias mayores de edad, categorizadas como
adultas y ancianas, cabe indicar ademas que, el incremento de peso favorece el
desarrollo del sindrome metabolico y otras patologias asociadas al riesgo
cardiovascular, ya sea una o mas de una. Por lo que resulta interesante considerar
que el control del IMC podria limitar la aparicion de algunas patologias de las
que se muestran en la tabla anterior (HTA, diabetes, etc.) (353).

Asi también, se debe tener presente que la muestra poblacional estudiada
contaba con al menos dos factores de riesgo cardiovascular, ya que, aparte de ser
mujeres menopausicas, con al menos un afio de amenorrea, contaban ademads con
otros factores de riesgo CV, de modo que cada voluntaria se incluy6 en el estudio

tras verificar que cumplia este criterio de inclusion.

5.1.5 Perfil lipidico sérico de la muestra poblacional en condiciones basales

En la tabla 18, se muestran los resultados del perfil lipidico de la muestra
poblacional extraido de la analitica sanguinea basal, donde se observa que los
niveles de LDL-c son superiores a los valores normales recomendados, mientras
que el colesterol, triglicéridos y HDL-c muestran unos valores dentro de los
recomendados (85).

Tabla 18. Perfil lipidico plasmatico de la muestra poblacional en condiciones basales

. Valor de
Variable e (G255 Referencia
Colesterol 201,56 200
(mg/dl) (192,85-210,27)
Triglicéridos 98,56 150
(mg/dl) (86,93-110,19)
HDL-colesterol 63,10 40
(mg/dl) (59,97-66,23)
LDL-colesterol 118,70 100
(mg/dl) (111,40-126,00)

Valor referencia: NCEP-ATPIII (85). Los valores se expresan como media y el intervalo de
confianza al 95% (IC 95%).
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Con la finalidad de profundizar en el analisis del metabolismo lipidico, de
forma adicional a los factores de riesgo convencionales, se determinaron en las
muestras sanguineas basales, las concentraciones de lipoproteinas (Tabla 19), de
apoproteinas (Tabla 20) y de las subfracciones lipoproteicas (Tabla 21); ya que en
la actualidad existe un interés considerable sobre si la prediccion de ECV puede
establecerse mejor en base a la evaluacién de marcadores adicionales relacionados
con los lipidos, como los antes mencionados. Los resultados se muestran en sus
respectivas tablas, donde se puede apreciar la situacion basal de cada valor de los
parametros medidos, es decir antes de iniciar las diferentes intervenciones
dietéticas que se muestran en el apartado de disefio del estudio (pagina 124).

Los resultados basales de lipoproteinas, nos indican que la poblacion de

estudio tiene los niveles de lipoproteinas dentro de cada rango correspondiente.

Tabla 19. Concentraciones séricas de Lipoproteinas de la muestra poblacional en
condiciones basales

Variable Valor (1C95%) Referencia
Quilomicrones (mg/dl) 0.72 (0,51-0,94) 0-2
LDL (mg/dl) 49,42 (47,78-51,07) 40.7-71.9
VLDL (mg/dl) 17,31 (15,41-19,20) 0-29.6
HDL (mg/dl) 32,59 (30,36-34,82) 9.8-46.2

Referencia: SMS CARM (354). LDL: lipoproteina de baja densidad, VLDL: lipoproteina de
muy baja densidad, HDL: lipoproteina de alta densidad. Los valores se expresan como media

y el intervalo de confianza al 95% (IC 95%).

Los analisis de apolipoproteinas pueden complementar los andlisis de
colesterol tradicionales, ya que informan sobre el numero de particulas de
lipoproteinas, mientras que los analisis de colesterol en sangre estandar, miden la
cantidad de colesterol circulante. Por lo que en términos de riesgo CV la
concentracion de particulas aterogénicas es mas significativa que la cantidad de
colesterol que contienen. En la Tabla 20 se observan los valores obtenidos para las

apolipoproteinas evaluadas.
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Tabla 20. Concentraciones séricas de apoliproteinas de 1a muestra poblacional en

condiciones basales

Variable Valor (IC95%) Referencia

180,77 115 - 2202
Apo A-I (mg/dl) (175,69-185,85)

35,47 38-73a
Apo A-II (mg/dl) (34,09-36,85)

88,27 60 - 1382
Apo B (mg/dl) (82,75-93,80)

4.67 37-73¢
Apo E (mg/dl) (4,40-4,94)

Apo: apolipoproteina. Referencias:  Marrugat et al (253). < Mahley (267). Los valores se

expresan como media y el intervalo de confianza al 95% (IC 95%).

Estudios recientes (236) han demostrado relaciones independientes entre los
niveles o subclases de LDL y riesgo de otras enfermedades de las arterias
coronarias y cerebrovasculares.

Aunque histéricamente se ha considerado el aumento de la concentracién
de LDL-c como un factor de RCV, el tamano de la LDL emerge como un nuevo e
importante factor de riesgo para estas enfermedades. Aunque el mecanismo no ha
sido bien dilucidado, existen evidencias que indican que las LDL pequefias y
densas, son mas susceptibles a oxidarse e incrementan el riesgo a enfermedad
cardiovascular mas que las LDL grandes y poco densas (235).

Si bien, atin no hay evidencia concluyente que sugiera que la medicién de
las subfracciones de LDL y HDL mejora la evaluacion clinica del riesgo
cardiovascular, diversos estudios sugieren que andlisis mas refinados de
subespecies de lipoproteinas pueden conducir a mas mejoras en la evaluacion de
riesgo cardiovascular, desde la caracterizacion de subclases de LDL. En la tabla

21, se observan los valores basales de las distintas subfracciones lipoproteicas.
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Tabla 21. Concentraciones séricas de subfracciones lipoproteicas de la muestra

poblacional en condiciones basales

Subfracciones de lipoproteinas Valor (IC95%) Referencia
Lipoproteina (a) (mg/dl) 21,22 (15,07-27,36) 30.002
VLDL-Lip (mg/dl) 23,64 (20,85-26,42) <24.4>
IDL-C-Lip (mg/dl) 13,54 (11,96-15,11) <23.2°
IDL-B-Lip (mg/dl) 12,63 (11,51-13,76) <14.6"
IDL-A-Lip (mg/dl) 13,58 (12,09-15,07) <18.6"
LDL-1 (mg/dl) 33,94 (30,44-37,44) <46.5°
LDL-2 (mg/dl) 24,19 (21,25-27,13) <3150
LDL-3 (mg/dl) 6,03 (4,46-7,60) <9.2b
LDL-4 (mg/dl) 0,57 (0,16-0,97) <4.7°
LDL-5 (mg/dl) 0,04 (-0,11-0,20) <5.5°
LDL-6 (mg/dl) 0,04 (-0,09-0,18) <2.00
LDL-7 (mg/dl) 0,06 (-0,13-0,26) <2.0°
HDL-Lip (mg/dl) 69,10 (65,29-72,91) >54.2>

VLDL: lipoproteina de muy baja densidad, IDL: lipoproteina de densidad intermedia, LDL: lipoproteina de baja
densidad, HDL: lipoproteina de alta densidad. Referencias: 2 Nordestgaard y otros (112), b: Sancho-Rodriguez y

otros (238). Los valores se expresan como media y el intervalo de confianza al 95% (IC 95%).

5.1.6 Perfil lipidico 6ptimo

En la tabla 22 se observa que sélo el 54.0% de la muestra presenta el perfil
optimo de acuerdo al NCEP-ATP III (85), es decir se trata de las voluntarias que
cumplen con la siguiente condicion: HDL>35mg/dl, LDL<150 mg/dl vy
colesterol<200 mg/dl.

Tabla 22. Descripcion basal del porcentaje de participantes que muestran un perfil

lipidico 6ptimo

Perfil lipidico 6ptimo Descriptivo Unidad
Si 54,0 %
No 46,0 %
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5.1.7 Parametros bioquimicos asociados a riesgo cardiovascular en

condiciones basales

En las muestras sanguineas de la muestra poblacional también se midieron
parametros bioquimicos asociados al riesgo cardiovascular (Tabla 23):
- Homocisteina
- Proteina C reactiva
- Estado antioxidante total
- LDL oxidadas

- Citoquinas

Tabla 23. Parametros bioquimicos séricos asociados a riesgo cardiovascular en

condiciones basales del estudio

Variable Valor (IC 95%) Valor de Referencia
10,44 4,0-15,0
Homocisteina (umol/L) (9,44-11,43)
1,76 1,16-1,94
Antioxidantes totales (mmol/L) (1,71-1,82)
0,27 0-1,0
PC reactiva (mg/dl) (0,13-0,41)
210,01 74,0
LDL oxidada (U/L) (102,03-317,99)

Referencia: SMS CARM (354), = Gomez et al. (355). Los valores se expresan como media y el
intervalo de confianza al 95% (IC 95%).

La mayoria de ellos estan dentro del rango de valores de referencia
aportados por el Servicio Murciano de Salud de la Comunidad Auténoma de la
Region de Murcia (SMS CARM) (354). Siendo los valores de LDL oxidada, los que
se observan superiores a la referencia 74 U/L indicadas en un estudio tomado
como referencia (355).

Diversas enfermedades, como la obesidad y la patologia cardio y
cerebrovascular, se caracterizan por una inflamaciéon cronica, que puede
desempeniar un papel especifico en su patogenia (289). En la expansion adiposa y
durante la obesidad, se activa un programa proinflamatorio temprano, alterando

el sistema inmunoldgico a un fenotipo proinflamatorio, caracterizado por la
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sobreexpresion de las citoquinas proinflamatorias y otros reactantes de fase aguda
como la proteina C reactiva, que superan las citoquinas antiinflamatorias (288).
Las citoquinas inflamatorias y los mediadores relacionados también podrian ser
marcadores adecuados para la estratificacion y prondstico del riesgo en pacientes
con insuficiencia cardiaca (292). En base a este fundamento, su medida fue de
interés en el presente estudio y los resultados basales de las citoquinas se

muestran en la tabla 24.

Tabla 24. Niveles basales de concentraciones séricas de citoquinas en la muestra

poblacional
Citoquinas Valor (IC95%) Valor de Referencia
Proinflamatorias
IL1A (pg/ml) 0,06 (0,03-0,10) 1.44
IL1B (pg/ml) 0,51 (0,37-0,66) 3.24
IL2 (pg/ml) 0,65 (0,43-0,87) 1.1-9.8¢
IL6 (pg/ml) 1,10 (0,71-1,50) 1.7-16.6¢
IL8 (pg/ml) 9,74 (7,26-12,21) 29.3 (24.4+35.9) ¢
TNFA (pg/ml) 1,37 (1,12-1,62) 0.1-5.2¢
Antiinflamatoria
IL4 (pg/ml) 0,73 (-0,32-1,78) 0.1-3.0¢
I10(pg/m1) 0,40 (-0,11-0,91) 2649
Inmunopresoras
IFNG (pg/ml) 1,43 (0,96-1,90) 1.6-17.3¢

VEGF (pg/ml) 102,36 (69,97-134,75) 61.6 (32+118.9)
MCP1 (pg/ml) 186,49 (152.79-220,20)  41.5 (20.178.9)
EGF (pg/ml) 35,11 (27,72-42,50) 17.9

IL: interleuquina, VEGEF: factor de crecimiento endotelial vascular, IFNG: interferén gama, EGF:

factor de crecimiento epidérmico, Referencias: *: Vidal et al. (356) »: Marti et al. (357) < Yuan-Jian et
al. (358) d: Kleiner et al. (359). Los valores se expresan como media y el intervalo de confianza al 95%
(IC 95%).

Los limites particulares de citoquinas como biomarcadores para procesos de
enfermedades no se han estudiado bien. El establecimiento de limites de
citoquinas clinicas para diversas afecciones nos facilitaria la comprensiéon de los

perfiles de citoquinas normales. Para comprender mejor los niveles de citoquinas
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y establecer limites de diagndstico en estados de enfermedad, es importante
caracterizar primero los niveles normales de citoquinas en varias poblaciones
(358). Ademas, a medida que se aclaran los limites normales y de diagnostico para
estos biomarcadores. Se puede considerar que las citoquinas mejoran los
resultados del paciente cuando no es posible el diagnostico definitivo con las
caracteristicas clinicas solas. Muchas enfermedades tienen caracteristicas clinicas
muy similares y, por lo tanto, el establecimiento de perfiles patologicos de
citoquinas puede ayudar a diferenciar tales afecciones (358).

Se ha tomado referencia de distintos estudios, con la finalidad de ver el
punto de partida de la muestra poblacional en cuanto a citoquinas, la cual no
presenta importantes indices de inflamacion respecto a las referencias

encontradas, e indicadas en la tabla anterior.

5.1.8 Concentraciones séricas basales de parametros bioquimicos relativos al

metabolismo nitrogenado

Todos los pardmetros bioquimicos relativos al metabolismo nitrogenado,
(urea, acido urico, creatinina, proteinas totales, albiumina, GOT y GPT) en
condiciones basales se observan dentro de los rangos de referencia (Tabla 25). Por
tanto, si los marcadores de funcion renal son adecuados, la muestra poblacional
del estudio se trata de mujeres sin patologia renal (360).

Diversos estudios observan que el riesgo de enfermedad cardiovascular se
incrementa al progresar la falla renal, probablemente por la suma de los factores
de riesgo no tradicionales propios de la insuficiencia renal. Si bien la enfermedad
renal y cardiaca discurren de forma paralela, al mayor deterioro de una suele
acompanar una afectacion mas grave de la otra. Este hecho indica que debe existir
una relacion bidireccional entre patologia renal y cardiovascular; por un lado, la
primera promueve ésta, y que ésta es, a su vez, un acelerador de aquélla (361). Por
lo que, en practica clinica la valoracién de la funcién renal es un elemento
determinante en el abordaje diagndstico de pacientes con cardiopatias y presenta

multiples implicaciones terapéuticas cuya identificacion es preciso determinar.
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Tabla 25. Parametros bioquimicos relativos al metabolismo nitrogenado en condiciones

basales del estudio

Variable Valor (IC 95%) Referencia

35,96 10-50
Urea (mg/dl) (32,64-39,28)

4,20 2.4-5.7
Acido trrico (mg/dl) (3,92-4,49)

0,77 0,5-1,1
Creatinina (mg/dl) (0,73-0,81)

7,42 6,6-8,7
Proteinas totales (g/dl) (7,31-7-53)

4,50 3,5-5,0
Albuimina (g/dl) (4,44-4,56)

19,76 <31
GOT (U/L) (18,45-21,07)

14,88 <31
GPT (U/L) (13,00-16,76)

GOT: transaminasa glutdmico oxalacética, GPT: transaminasa glutdmico pirtivica. Valores de Referencia: SMS

CARM. Los valores se expresan como media y el intervalo de confianza al 95% (IC 95%).

5.1.9 Concentraciones séricas basales de glucosa y electrolitos en la muestra
poblacional

Los valores obtenidos de los andlisis basales de glucemia y electrolitos
sanguineos se muestran en la Tabla 26, donde se observa que todos los valores
estan dentro de los rangos de normalidad. Lo cual es importante, ya que los
accidentes cardiovasculares se asocian de una manera muy prevalente a la
presencia de diabetes. Por otro lado, al observar que los marcadores de funcion
renal son adecuados y sabiendo que los rifiones contribuyen a mantener un
equilibrio entre la ingesta diaria y la eliminacidn de electrolitos y agua, se observa
un adecuado funcionamiento de los mismos al mantener equilibrio de electrolitos

dentro de los rangos sugeridos y no perjudicarian patologias asociadas a las ECV.
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Tabla 26. Glucemia y niveles sanguineos de electrolitos en condiciones basales del

estudio

Variable Valor (IC 95%) Referencia

93,84 60-110
Glucosa (mg/dl) (90,58-97.10)

141,64 135-150
Sodio (mEq/L) (141,22-142-06)

4,53 3-5

Potasio (mEq/L) (4,42-4,64)

104,14 90-120
Cloro (mEq/L) (103,58-104,70)

Valor de Referencia: SMS CARM (356). Los valores se expresan como media y el intervalo de confianza
al 95% (IC 95%).

De los resultados descriptivos relativos a los niveles de pardmetros
bioquimicos séricos mostrados en las dos tultimas tablas, se deduce que se
encuentran dentro de sus rangos normales en la valoracion clinica global de la
muestra poblacional analizada, es decir, atendiendo a los parametros analiticos
generales, de funcion renal, hepatica y equilibrio electrolitico, a nivel basal. Los
parametros bioquimicos cuyos resultados estan fuera de los valores normales, son
los que se utilizan como marcadores de riesgo cardiovascular (analitos relativos al
perfil lipidico, estado inflamatorio y oxidativo), como corresponde a una

poblacion seleccionada por presentar varios factores de riesgo cardiovascular

5.1.10 Resultados de la valoracion nutricional de la ingesta

Para la valoracion nutricional, los datos de los resultados se expresan como
media y desviacion estandar, y cuando procede en %.

Se realiz6 a cada voluntaria la evaluacidon nutricional mediante encuestas
recordatorio de 24 h (ER 24h) al principio del estudio, previamente a la fase de
intervencion nutricional, durante tres dias no consecutivos, incluyendo un festivo.
Posteriormente, estas ER 24h se realizaron durante cada mes y cada periodo de
lavado, también con 3 dias no consecutivos, incluyendo un festivo en cada caso.
Estas valoraciones tuvieron como objetivo evaluar si existian diferencias en la

composicion nutricional de la dieta de las diferentes participantes, a pesar de
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estar todas conviviendo en la misma institucion y con el mismo régimen de
comidas.

Tras el andlisis basal de la ingesta de las voluntarias, en cuanto al consumo
energético, la ingesta calorica media fue de 1580 + 485 Kcal/dia, inferior a la
recomendacion de ingesta de mujeres adultas sedentarias en Espana (1624Kcal) y
menor a la recomendacion de la ingesta general para la poblacion espafiola (1875
Kcal en mujeres) (362,14). El colectivo de voluntarias en estudio es fisicamente
menos activo respecto a poblacion en general de similares caracteristicas. Por lo
que sus requerimientos caloricos son inferiores a la energia ingerida. Asi también,
la menopausia es una etapa en la vida de la mujer que entrafia determinados
cambios fisiologicos. Estos cambios van a implicar unos requerimientos
especificos de nutrientes y energia, ya que las necesidades energéticas
disminuyen un 5 % aproximadamente cada decenio, por lo que la ingesta caldrica
debe ser inferior (OMS) (363).

5.1.10.1  Macronutrientes

El consumo diario de carbohidratos, en condiciones basales, se corresponde
con 202,0 + 57,8 g, lo que supone un 35-64% de la energia total de la dieta de
origen glucidico en el grupo de voluntarias (Tabla 27). La ingesta de hidratos de
carbono se observa que el limite inferior del rango, es menor a las
recomendaciones establecidas por la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) y por la OMS, que estiman que la ingesta de este grupo en
macronutrientes deberia de ser del 45-60% y del 55-75% respectivamente (364, 14).

La mayoria de los estudios epidemioldgicos muestran una asociacion
inversa entre el consumo de hidratos de carbono y el IMC, lo cual se puede
corroborar en nuestro estudio en el que observamos valores de IMC compatibles
con sobrepeso y un consumo de carbohidratos inferior a las recomendaciones.
Nuestros resultados coinciden con los obtenidos en otros estudios en los que
también observan una aportacion de hidratos de carbono inferior a las
recomendaciones en pacientes con SM que presentan obesidad (365,366).

La ingesta proteica media de la dieta en condiciones basales fue 59,5 + 23,4
g/dia, es decir, supone una ingesta energética de origen proteico del 10-21%. Las

evidencias referidas al consumo de proteina total y su efecto sobre la variacion de
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peso en adultos son, en algunas de las participantes, superiores a
recomendaciones para adultos (OMS) y mujeres menopdusicas (364, 367).

El consumo medio de lipidos en la poblacion de estudio, en condiciones
basales, es 59,8 + 29,0 g, es decir entre el 24 % y 40 %, de la energia total ingerida
con la dieta, procede de las grasas, lo que excede las recomendaciones en todas las
participantes del estudio (20-35%) (367, 53). Correspondiendo el 17,0 + 9,74 g
AGS, 22,6 +14,7 g AGMI, 7,75 + 4,68 g AGPI y 223 + 157 mg colesterol (Tabla 28).

Tabla 27. Datos descriptivos de los parametros nutricionales: macronutrientes y fibra,

en la dieta de la muestra poblacional, en situacion pre-intervencion nutricional

Cantidad ingerida ~ VET  Referencia

Macronutrientes (e/diz) (%) VET (%)
Carbohidratos (X+ SD) 202,0 £57,8 35-64 55-75
Proteinas (Xt SD) 59,5+ 23,4 10-21 10-15
Lipidos (X+ SD) 59,8 + 29 24-40 20-35
Fibra (X+ SD) 15+7 25

Referencia: OMS (14). VET: Valor energgético total. Los valores se expresan como media +

desviacién estandar (X + SD)

La ingesta de fibra dietética es de 15+7 g/dia. Este consumo de fibra se
encuentra por debajo de las recomendaciones que se establecen en mas de 25
g/dia para la poblacion adulta.

Estos valores, nos indican que una parte de la muestra poblacional no cubre
las recomendaciones en cuanto a AGMI y AGP]I, pero los AGS estarian superando
el limite de las recomendaciones de la FAO/WHO, (ya que sugiere que no se
supere el 7%) (48, 53), en la mayor parte de las voluntarias del estudio.

Asi también en la Tabla 28, se refleja el consumo medio de colesterol (223 +
157 mg), lo que significa que participantes del estudio ingieren cantidades de

colesterol superiores al valor recomendado en la ingesta diaria (200 mg/dia) (48).
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Tabla 28. Composicion de acidos grasos de la dieta diaria en la muestra poblacional

durante el periodo pre-intervencion nutricional

Acidos grasos Cantidad % Rangos recomendados
AGS (X SD) 170974 g 6-12 7 %
AGMI (% SD) 22,6 +14,7g 6-17 15-20 %
AGPI (X SD) 7,75+ 4,68 g 26 6-11 %
g&egteml X 2234157 mg 200 mg/dia

AGS: acidos grasos saturados, AGMI: acidos grasos monoinsaturados, AGPI: acidos
grasos poliinsaturados. Los valores se expresan como media + desviacion estandar (X +
SD).

Para juzgar la calidad de la grasa ingerida pueden emplearse diferentes
indices o relaciones (segtin la informacion disponible) que consideran las distintas
familias de acidos grasos (37), para el estudio se utiliza el cociente que involucra a
los tres tipos de acidos grasos relacionados con los desayunos de intervencion.

Del célculo del cociente de la calidad de la grasa dietética, en individuos con
RCV, se obtiene como resultado 1.79 cuyo valor se interpreta como que el perfil
lipidico no es adecuado a las recomendaciones (un contenido adecuado en los tres
tipos de acidos grasos considerados, se corresponderia con un cociente > 2) (368),

lo que indica que se tiene un exceso de acidos grasos saturados en la dieta.

Cociente = AGMI + AGPI
AGS

Un estudio en adultos mayores que muestra los resultados de la calidad de
grasa en la dieta de la poblacién espafiola (369), revela resultados contrarios a los
obtenidos por nosotros. Beltran y otros, indica que gran parte de la grasa de la
dieta de los ancianos espanoles procede de la grasa visible o anadida en la
preparacion culinaria de los alimentos (aceites de oliva y girasol), especialmente
en la dieta de las mujeres (369), lo cual no se estaria observando en la poblacion
de nuestro estudio.
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5.1.10.2  Micronutrientes

La ingesta basal de minerales se observa por debajo de las cantidades
recomendadas (Tabla 29), en los minerales: Calcio (950-1000 mg/d), Iodo (150
ug/d) y Zinc (8-9,3 mg/d) (362).

Hay que tener en cuenta que una de las patologias asociadas a la
menopausia es la osteoporosis, ya que la absorcion de calcio no aumenta en este
tiempo, sino que disminuye, representando un balance de calcio negativo, que
resulta compatible con la pérdida dsea media de 0,5-10% por afio después de la
menopausia (370). Por todo ello, es importante recomendar incrementar el aporte
dietético de calcio antes, durante y después de la menopausia, para cubrir al
menos la pérdida adicional obligatoria de calcio que se produce a través de la

orina.

Tabla 29. Cantidades diarias ingeridas de minerales en la dieta basal de la muestra

poblacional
Minerales Cantidad (X SD)  Valores recomendados
Fosforo (mg) 862 + 321 700
Magnesio (mg) 207 +91,3 280
Calcio (mg) 652 + 306 1000
Hierro (mg) 9,58 + 3,53 9
Zinc (mg) 6,30 + 2,81 8
Sodio (mg) 1250 + 631 1500
Potasio (mg) 2210 + 865 3500
Yodo (ug) 43,3 + 31,5 150
Cobre (ug) 962 + 613 1,2
Flaor (ug) 403 + 614 3

Los valores se expresan como media + desviacion estandar (x + SD). Referencia: AESAN (2019) (362)

Por otro lado, el Yodo es esencial para la produccion de hormonas tiroideas
y la deficiencia puede ocasionar hipotiroidismo u otras disfunciones tiroideas,
causan gran variedad de alteraciones hemodindmicas y cardiacas que pueden

conducir a eventos CV (370).
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El zinc ayuda a limitar la inflamacion y el estrés oxidativo, asociados con la
aparicion de enfermedades cardiovasculares y canceres crénicos (370)

En cuanto a la ingesta basal de vitaminas liposolubles A, D y E, se observa
deficiencia en la ingesta de vitaminas D, E y acido foélico (Tabla 30) (362). La
deficiencia de vitamina D, en el colectivo poblacional de mujeres menopausicas
tiene una importancia especial ya que la vitamina D es imprescindible para
mantener los niveles de calcio en sangre, que a su vez son necesarios para la

mineralizacion de los huesos, ademas de su papel como inmunomodulador (371).

Tabla 30. Cantidades diarias ingeridas de vitaminas en la dieta basal de la muestra

poblacional
Vitaminas Cantidad (X+ SD) Valores recomendados
Acido ascorbico (mg) 125+ 118 75
Vitamina A (ug) 1450 + 1090 650
Vitamina D (ug) 4,02 + 6,64 12,5
Vitamina E (mg) 3,93 +2,58 11
Acido félico (ug) 144 + 85,5 330

Los valores se expresan como media + desviacion estandar (x + SD). Referencia: AESAN (2019) (364)

También resulta preocupante la ingesta de vitamina E por debajo de las
recomendaciones, teniendo en cuenta el papel de la vitamina E como el principal
antioxidante liposoluble en el sistema de defensa, ya que protege los AGP], las
LDL y otras membranas celulares de la oxidaciéon, es decir, media en la
estabilizacion de las membranas celulares protegiéndolas de la oxidacion lipidica,
en la regulacion de los procesos inflamatorios y en la agregacion plaquetaria, que
tan relacionados directamente estdn con la patologia cardiovascular (372). De
hecho, existe evidencia cientifica que pone de manifiesto que, el consumo de

vitamina E se asocia con un menor riesgo de padecer ECV y DM2 (371).

5.2. ANALISIS INFERENCIAL

El objetivo principal del estudio consistio en analizar si los diferentes tipos
de grasas ingeridas en los tres tipos de desayunos, como tnica variable en el

conjunto de la composicion nutricional de la dieta, influyen sobre el riesgo
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cardiovascular en un colectivo de mujeres posmenopausicas. Para ello se evaltan
variables relacionadas con el perfil lipidico plasmatico, con el estado oxidativo y
con el proceso inflamatorio, ademds de otros analitos bioquimicos relacionados
con el metabolismo nitrogenado, glucidico, de vitaminas y electrolitos

Un aspecto metodologico por destacar, que constituye una limitacion del
estudio, es el hecho que, los tres tipos de desayunos no fueron isocaldricos,
existiendo ciertas variaciones en la cantidad de grasa que aportan las
preparaciones en monodosis utilizadas en el estudio. En este sentido,
predominaron las consideraciones habituales de consumo y manteniendo
idénticos el resto de los componentes del desayuno (y el resto de las comidas), la
Unica variable fue la fuente de grasa del desayuno, que se aportd en una forma

muy utilizada por la poblacion general, en sobres monodosis.

5.2.1 Efecto en el perfil lipidico sanguineo de los tres tipos de desayuno
evaluados

En una muestra poblacional con riesgo cardiovascular (poblacion femenina
posmenopdusica, que ademas cada participante presenta al menos otro factor de
riesgo CV), se evalu¢ el efecto de las grasas ingeridas a través de tres tipos de
desayunos, en el perfil lipidico plasmatico, a fin de determinar si alguno de los
tres tipos de grasas al ser ingeridas a primera hora del dia, tienen capacidad de
modificar dichos pardmetros que son de importancia en el control y prevencion
del RCV.

5.2.1.1 Parametros convencionales de perfil lipidico

En las diferencias pre / post de los tres tipos de desayunos, para los
parametros (colesterol total, LDL-c, HDL-c y TG) del perfil lipidico (concentracion
final - concentracién inicial), se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el colesterol total (CT), colesterol HDL (HDL-c) y colesterol LDL
(LDL-c) (Tabla 31). La concentracion plasmatica de CT y HDL-c aumentaron
significativamente (p<0,05) en las participantes tras recibir el desayuno 1,
mientras que tras la administracion del desayuno 2 se observan disminuciones

(p<0,05) en los valores de colesterol total plasmatico y de LDL-c, aumentando
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ademas con este 2° tipo de desayuno los valores de HDL-c (p=0,0006). La
ingestion del desayuno 3 (D3), rico en AGMI, no produjo variaciones
estadisticamente significativas en ningtin parametro bioquimico del perfil lipidico
plasmatico, aunque se observo una tendencia a la disminucion de los niveles de
CT y LDL-c y un aumento de los niveles de HDL-c. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la concentracion de triglicéridos después de la
ingestion de los tres tipos de desayuno. Por otro lado, se observa que casi todos
valores basales y finales se encuentran dentro de los rangos recomendados,
excepto el LDL en los tres desayunos, que fueron superiores (p<0.05) al valor de

referencia.

Tabla 31. Comparacion de los valores basales y finales del perfil lipidico dentro de cada

tipo de desayuno y respecto a los valores de referencia

’ D1 D2 D3 Valor
Parametros X
referencia
Basal Final Basal Final Basal Final
Colesterol 201,56 208,26* 204,49 195,24* 197,79 194,07 200

total (mg/dl) | (19285-21027) (19427-22226)  (195,63-21334)  (180,93-209,55)  (188,85-206,73)  (179,23-208,92)

HDL-c 63,1 68,06* 64,91 68,40 66,27 66,68

>40
(mg/dl) (59,97-66,23)  (62,97-73,15) (61,74-68,09) (63,23-73,59) (63,07-69,47) (61,3-72,06)
LDL-c 118,70 121,12¢ 121,61 109,19*e 112,80 110,08 100
(mg/dl) (111,40-126,00) (109,23-133,00)  (114,19-129,03)  (96,93-121,35)  (105,30-120,29)  (97,22-122,93)
Triglicéridos 98,56 95,90 90,17 87,85 93,46 89,84 150
(mg/dl) (86,93-110,19)  (77,64-114,16)  (78,34-101,99)  (69,19-106,51)  (81,51-105,40)  (70,49-109,18)

Los valores se expresan como media y el intervalo de confianza al 95%: x (IC 95%).
*Diferencia significativa final vs basal (p<0,05); eDiferencias significativa (p<0,05) vs valor de

referencia.

Para cada tiempo (basal y final), asi como para las variaciones pre/post, la
comprobacion de las posibles diferencias, para cada pardmetro en funcién de los
diferentes desayunos, se llevo a cabo mediante un modelo de regresion lineal
simple, introduciendo el parametro analizado como variable dependiente, el tipo
de desayuno como variable independiente y el ID (cdédigo o numero de

identificacion) de las participantes como variable de efectos aleatorios. Para
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comprobar que desayunos produjeron las diferencias, este analisis fue seguido de
un test de comparaciones multiples de Tukey. Para la comparacion de los tiempos
basales y finales de cada pardmetro con los valores de referencia, se realizé un
modelo de regresion lineal simple, introduciendo como variable dependiente el
parametro analizado, como variable independiente el desayuno y como variable
de efectos aleatorios el ID de las participantes. Posteriormente se realizé un
contraste de los valores medios obtenidos, para cada tiempo y desayuno, con los
respectivos valores de referencia.

En la comparacion de las variaciones en los cuatro parametros mostrados en
la Figura 26, se observa que con el desayuno rico en AGS (D1) aumenta (p<0,05) el
colesterol total, lo que no sucede con D2 y D3, siendo estas diferencias pre/post
estadisticamente significativas (D1 vs D2 y D1 vs D3) (p<0.05), no evidenciando
diferencias significativas entre las variaciones producidas con D2 y D3. Mientras
que los valores de HDL-c se observa que incrementaron con los desayunos D1 y
D2, el incremento con D1 es significativamente superior (p<0,05) al cambio
observado con D3. Sin embargo, el incremento con D2 no es significativamente
distinto al observado con D1 ni con D3. Por otro lado, se observa que los niveles
de LDL-c disminuyen significativamente solo con D2 evidenciando diferencia
significativa (p<0.05) entre las variaciones de D2 con D1 y con D3. Las variaciones
de los niveles de triglicéridos en los tres desayunos, no evidencian diferencias
estadisticamente significativas.

Estos resultados tienen una gran relevancia clinica en términos de
prevencion de ECV, ya que observamos que el desayuno que contenia una fuente
de grasas poliinsaturadas, a través de la margarina, logré mejorar el perfil lipidico
de los voluntarios (disminuyendo los niveles de LDL-c y aumentando los niveles
de HDL-c), mientras que la mantequilla, como fuente de grasas saturadas en el
desayuno, solo pudo aumentar la colesterolemia a expensas del HDL-c sin
disminuir los niveles de LDL-c, el verdadero agente aterogénico. También
observamos que el desayuno que contenia aceite de oliva como principal fuente
de AGMI no alterd el perfil lipidico de la poblacién analizada, quizas por el
tamafio de la muestra y el momento de la intervencion o los antecedentes

genéticos de los sujetos.
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Colesterol Total Colesterol HDI.

a 75- a

' ' ' . . . Desayuno
Desayuno Desayuno2 Desayunod Desayunoi Desayuno? Desayuno3
Desayunot

O~ Desayuno2

Desayunod
Colesterol L.DL

Variacion pre/post en la concentracion sérica del perfil lipidico (mg/dl)

Des:t‘/ﬂ'u' Desd;unuz Ee:d;u\u! Uf‘-mg‘,u'\z\ Desayunc Dr'::\';‘ Jno3
Figura 26. Variacion del perfil lipidico sanguineo pre-post en los 3 tipos de desayunos.
Letras idénticas indican que no hay diferencia y letras diferentes indica la existencia de

diferencias estadisticamente significativas en los incrementos entre desayunos.

Nuestros resultados indican que la sustitucion de grasas saturadas por
grasas poliinsaturadas en el desayuno disminuye los niveles de colesterol total
(204,49 vs 195,24 mg/dl; p< 0,005) y los niveles de LDL-c (121,61 vs 109,19 mg/dl;
p= 0,05), proporcionando grandes beneficios para disminuir el riesgo
cardiovascular como muchos estudios indican (373). Estos resultados apoyan y
sugieren la iniciativa de modificar o cambiar el tipo de grasa de la dieta, y
especificamente en el desayuno, ya que en la actualidad las ECV constituyen la
principal causa de muerte en los paises desarrollados. Los resultados del presente
trabajo son acordes con estudios previos segun los cuales los AGPI tienden a
reducir los niveles de colesterol plasmatico, mientras que los acidos grasos

saturados tienden a aumentarlos (53), apoyando asi que los AGPI pueden ser un
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reemplazo ideal de los AGS, tal como los sugiere la OMS (53) al afirmar que
reemplazar los AGS por AGPI disminuye el nivel de colesterol LDL vy la relacion
colesterol total/HDL-c. Un efecto similar pero menos efectivo se consigue
remplazando estos AGS con AGMI.

Es bien sabido que niveles elevados de colesterol total en sangre se
considera un factor de riesgo de ECV. La asociacion americana del corazén define
un nivel normal de colesterol total como menos de 200 mg/dL (211), mientras que
un nivel de "limite alto" de colesterol sérico total es de 200 mg/dL a 239 mg/dL es
y el nivel de colesterol superior a 240 mg/dL indica un mayor riesgo de
enfermedad cardiaca. Nuestra muestra poblacional presenta niveles de colesterol
en limite alto y estos niveles elevados de colesterol total y LDL-c son afecciones
que representan la dislipemia y ademas se informa que son factores criticos que
contribuyen a la aterosclerosis, el infarto de miocardio y el accidente
cerebrovascular (214).

Desde hace décadas atras, se sabia que el uso de grasas poliinsaturadas en el
contenido total de la dieta reducia el colesterol sérico y también los niveles de
LDL-c (374). Lo que no estaba descrito hasta ahora es si la introduccion de estas
grasas polinsaturadas en el desayuno era capaz de ejercer esos cambios sobre el
perfil lipidico plasmatico. En un estudio desarrollado por Mozaffarian y otros (62)
también se informa que los AGPI redujeron los niveles de HDL-c y, al mismo
tiempo, mejoraron la resistencia a la insulina y redujeron la inflamacién
sistematica. Nuestros resultados no coinciden con los de Mozaffarian ya que se
obtuvieron niveles superiores de HDL-c (64,91 vs 68,40 mg/dl) tras la ingestion
del desayuno rico en grasas poliinsaturadas.

Por otro lado, en nuestro estudio observamos que la incorporacion de
grasas monoinsaturadas en el desayuno reduce los niveles de colesterol total y
LDLc y se observa también una tendencia al aumento de HDL-c, aunque sin
diferencias estadisticamente significativas. Pelkman y colaboradores (375)
informaron que las dietas bajas en grasas y las dietas enriquecidas con grasas
monoinsaturadas disminuyeron los niveles de LDL-c, aunque las concentraciones
de HDL-c no aumentaron como en nuestro trabajo. Ademads, las dietas AGMI
ejercieron efectos favorables sobre el riesgo de ECV porque la proporcion de LDL
a HDL mejor¢ significativamente mas con la dieta AGMI que con la dieta baja en

grasas o la dieta de control.
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5.2.1.2 Perfil lipidico optimo

Se evalu¢ la influencia de los diferentes desayunos en el porcentaje de
sujetos con perfil lipidico optimo, definido como el nimero de sujetos que
cumplian la siguiente condicion HDL-c > 35 mg / dl, LDL-c <150 mg / dl y
colesterol total <200 mg / dl, segin NCEP-ATP III y recomendaciones de la SEA
(85, 376). La comparacion entre los datos basales y los datos finales se realiz6 por
distribucién de la poblacion segun el perfil lipidico, se contrastd con el test Chi-
cuadrado en comparaciones entre los tres desayunos en un mismo momento
(basal y final).

Como se muestra en la Tabla 32, tras finalizar el seguimiento de cada tipo
de desayuno, se aprecian tendencias a cambios en la tasa de mujeres con perfil
lipidico 6ptimo, respecto a los valores basales. Al analizar la evolucion de los
valores para cada desayuno, se observa que solo con D2, el desayuno a base de
margarina se produce un incremento significativo (p=0.012) de mujeres con perfil
lipidico 6ptimo, mientras que con D1y D3 las variaciones observadas no alcanzan
la significacion estadistica.

El aumento en el porcentaje de sujetos con Optimo perfil de lipidos
después de la ingestion de un desayuno que contiene margarina también sugiere
que el consumo de AGPI en el desayuno puede ser aconsejable en sujetos con
riesgo de ECV debido a los efectos sobre el perfil lipidico y, en consecuencia, la

disminucion del riesgo cardiovascular.

Tabla 32. Variacién del porcentaje de participantes con Perfil lipidico 6ptimo en cada

tipo de desayuno

Perfil lipidico éptimo (%) D1 D2 D3
Basal 54,0 42,6 60,5
Final 44,0 61,7* 52,6

D1: desayuno a base de AGS, D2: desayuno a base de AGPI, D3: desayuno a base de

AGML. (*) Diferencias significativas vs valor Basal

Los resultados obtenidos también son importantes ya que, segin algunos

autores (37, 377), el tipo de nutrientes ingeridos durante la primera comida del
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dia son capaces de programar el metabolismo durante el resto del dia. En este
sentido, si son elevadas las cantidades de carbohidratos que se ingieren por la
manana, se utilizara mas extensamente durante el resto del dia el combustible
glucidico. Si se toma un desayuno rico en grasas, el metabolismo sera mas flexible
con carbohidratos y grasas como fuente de energia durante el resto del dia y, por
tanto, la acumulacion de grasa en el tejido adiposo disminuiria y favoreceria
movilizacion de grasas como colesterol lipoproteico. En nuestro trabajo, las
fracciones movilizadas de colesterol lipoproteico (HDL y LDL) podrian ser
diferentes segun el tipo de grasa ingerido en el desayuno, teniendo AGPI una

mayor influencia positiva sobre el metabolismo lipoproteico.

5213 Lipoproteinas

Cuando se evaluaron las lipoproteinas pre y post en los tres tipos de
desayunos (Tabla 33), los datos mostraron que los quilomicrones se redujeron de
manera significativa con los tres desayunos, basados en AGS (p=0.0004), AGPI
(p=0.0002) y AGMI (p=0.0006). Estos resultados nos sorprenden ya que las
muestras sanguineas se extrajeron en condiciones de ayuno (horario previo al
desayuno), razén por la que los quilomicrones, segun la bibliografia, no debian
estar presentes en cantidades significativas. Mientras que el desayuno rico en
AGPI tuvo una reduccion significativa (p =0,007) de lipoproteina 3 (LDL) y el
desayuno rico en AGS se asocid con un aumento significativo (p = 0.000) de esta
fraccion. Lo contrario se observé con respecto a la pre- lipoproteina (VLDL), ya
que el desayuno rico en AGPI aument6 esta fraccion (p = 0,0221), sin embargo,
con el desayuno rico en AGS se reducen (p =0,0000) los valores de esta
lipoproteina. Por otro lado, las a lipoproteinas (HDL) se incrementaron con el
desayuno rico en AGPI (p=0.0144) mientras que con los desayunos ricos en AGS y
AGMI se observa una tendencia al incremento, no significativa en ambos casos.

Por otro lado, se observa que todos los valores de las lipoproteinas se
encontraron dentro del rango de normalidad tanto pre como post en cada tipo de
desayuno de la intervencion.

Al comparar las variaciones de estos parametros convencionales del perfil
lipidico entre los tres tipos de desayuno (Figura 27), se observa que no existen

diferencias significativas para los cambios observados en los niveles de
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quilomicrones entre los tres desayunos, basados en AGS, AGPI y AGMI. Sin
embargo, con D1, el desayuno rico en AGS, los cambios pre / post que se observan
son diferentes en LDL (p=0.000) y VLDL (p<0.0004) respecto a D2y D3, y en HDL
(p<0.05) respecto a D2. Mientras que con D2, desayuno rico en AGPIL se
evidencian diferencias significativas en las variaciones de LDL (p<0.05) con D1, de
HDL (p<0.05) con D1, y de VLDL (p<0.05) con D1 y D3. Por otro lado, con el
desayuno rico en AGMI, D3, las variaciones son diferentes para las LDL con D1,
para las VLDL (p=0.0024) con D1 y D2, sin que se aprecien diferencias

significativas entre las variaciones de HDL con los otros dos tipos de desayunos.

Tabla 33. Comparacion de los valores basales y finales de las concentraciones séricas de

lipoproteinas dentro de cada tipo de desayuno y respecto a los valores de referencia

. Val
Parametros b1 b2 b3 refe:e?lrcia
Basal Final Basal Final Basal Final
Quilomicrones 0,72 0,48 1,09 0,84* 0,94 0,69* 02
(mg/dl) (051-094)  (0,14-083)  (0,89-1,30)  (051-1,18)  (0,72-115)  (0,33-1,05)
49,42 54,27+ 49,84 47,01 44,61 43,19 40.7-71.9
LDL (mg/dl)
47,7851,07)  (50,98-57,56) (48,25-51,42) (4378-50,24)  (42,93-46,29) (39,69-46,70)
17,31 13,44* 15,69 17,09* 16,16 15,12 0-29.6
VLDL (mg/dl)
(1541-1920)  (1033-16,54)  (13,85-17,53)  (14,05-20,13)  (14,24-18,08) (11,91-18,33)
32,59 31,9 33,89 36,14* 38,35 39,84 9.8-46.2
HDL (mg/dl)

(30,36-34,82)  (27,84-3597)  (31,73-36,05)  (32,18-40,11)  (36,08-40,61)  (35,62-44,05)

Los valores se expresan como media y el intervalo de confianza al 95%: X (IC 95%).
* Diferencia significativa final vs basal (p<0,05); ®Diferencias significativa (p<0,05) vs valor

de referencia.

Como se puede observar en los resultados obtenidos al final de la
intervencidon, se confirma nuestra hipdtesis, ya que se evidenciaron varios
cambios en estos marcadores como consecuencia de las intervenciones realizadas,
lo cual podria tener cierta relevancia en términos de prevencion de ECV,

modificando el tipo de grasa ingerida en el desayuno.
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Figura 27. Comparacion de las variaciones pre/post de las concentraciones séricas de
lipoproteinas entre los tres tipos de desayunos. Letras idénticas indican que no hay
diferencia y letras diferentes indica la existencia de diferencias estadisticamente

significativas en los incrementos entre desayunos.

Diversos estudios observacionales y cohortes han destacado la relevancia
de la ingesta de grasas en la dieta sobre las ECV, pero hasta ahora ninguno de
esos estudios ha evidenciado la importancia de esos tipos de grasas contenidos en
el desayuno sobre el riesgo cardiovascular de los individuos. Un importante
estudio prospectivo indicéd que reemplazar el 5% de la dosis diaria de energia de
AGS con una ingesta equivalente de AGPI, redujeron un 24% la razon de riesgo
de ECV (378). Por otro lado, un metaandlisis ha observado que el efecto de la
sustitucion de 1% AGS por una cantidad equivalente de AGPI, disminuyeron los
triglicéridos plasmaticos, colesterol total y las lipoproteinas 3 (LDL) (379). Sin

embargo, al contrario de lo que se esperaba, una revision ha descrito que los
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triglicéridos pospandriales eran mdas bajos con una comida rica en AGS,
sugiriendo, por tanto, que la duracidon pospandrial es de importancia al evaluar el
efecto de los acidos grasos en las lipoproteinas séricas (380), asi mismo destaca la
necesidad de estudios a largo plazo.

El efecto de las intervenciones sobre las diferentes variables lipidicas
séricas, mostraron que la intervencion evidencia diferencias significativas de
quilomicrones entre los tres desayunos, esto a pesar de que las muestras de
sangre fueron recolectadas en condiciones de ayuno (12 h), donde su
concentracion es muy baja. En reportes previos se ha demostrado que la edad es
un regulador clave de la respuesta del quilomicrén a la grasa de la dieta (381). La
eliminacion del resto de quilomicrones del torrente sanguineo se retrasa en
sujetos de edad avanzada (381). Un estudio refiere que los adultos mayores tienen
una respuesta de quilomicrones alterada, debiéndose a la formacion de
quilomicrones mas grandes que contienen una mayor cantidad de triglicéridos
que retrasaria la eliminacion (382). Dado que el tamano de los quilomicrones dicta
el aclaramiento lipolitico, las diferencias relacionadas con la edad en Ia
composicion y el tamano de los quilomicrones podrian contribuir al aclaramiento
deficiente de los remanentes de quilomicrones (382). Cabe mencionar que los
remanentes corresponden a la comida anterior (en ayuno, cena anterior). Sin
embargo, nos sorprende ver en nuestro estudio la disminucién de niveles de
quilomicrones al finalizar cada periodo de desayuno, aunque no se tuvo en
cuenta el tipo de grasa ingerida a lo largo del dia, ni al finalizar el dia, por lo que
no se podria afirmar si el tipo de grasa ingerida en el desayuno sea el tnico factor
que determina la variacion de quilomicrones, ya que estos principalmente reflejan
los remanentes de la comida anterior. La relaciéon entre la grasa ingerida a
primera hora del dia y los quilomicrones no se ha estudiado, por lo que este
trabajo podria servir de base para futuras lineas de investigacion. Por lo que seria
recomendable evaluar una alteracién apo C-II, la cual activa la lipoprotein lipasa,
en la grasa ingerida a primera hora del dia y esto podria ayudar a explicar la
variacion de quilomicrones (265).

El desayuno que contiene una fuente rica en AGPI (margarina) fue capaz de
disminuir el nivel del agente proaterogénico, las lipoproteinas 3 (LDL) e
incrementar la lipoproteina ao (HDL). Por otro lado, se observd que el desayuno

rico en AGMI tuvo una tendencia a la disminucion del agente aterogénico pre-f3
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(VLDL) y B, aunque sin significancia estadistica. Como comentaron Aneni y
colaboradores (383), los analisis de subfraccion de lipoproteinas puede ayudar a
discriminar ain mas a los pacientes que requieren un estudio cardiovascular mas
intensivo y tratamiento. Teniendo en cuenta el efecto del desayuno rico en AGPI
sobre las lipoproteinas, se puede especular que estas intervenciones redujeron el
riesgo cardiovascular de los participantes. Curiosamente, el desayuno que
contiene una fuente de SFA (mantequilla) pudo disminuir los niveles de
lipoproteinas pre-p (VLDL), pero el efecto sobre el marcador proaterogénico LDL
fue inverso al observado en el desayuno rico en AGPL. Un estudio anterior
también mostr6é que reemplazar la mantequilla por margarina mejord el perfil de
lipoproteinas en sanguineas y redujo el riesgo previsto de enfermedad coronaria
(384), asi como en el presente trabajo.

Uno de los pardmetros mas afectados en las diferentes intervenciones
realizadas fue la lipoproteina HDL. El desayuno rico en AGPI y aumentaron sus
valores plasmaticos, mientras que los desayunos ricos en AGS ejercieron el efecto

contrario.

5.2.14 Apolipoproteinas

Los resultados intradesayunos, comparan los valores pre y post de las
apolipoproteinas, que se muestran en la Tabla 34. Se puede observar que el
desayuno D1, rico en AGS disminuye de manera significativamente (p<0.05) las
apo A-1y apo A-II. Mientras que el desayuno rico en AGPI incrementa de manera
significativa (p<0.05) la apo A-I y la apo E y disminuyé (p=0.0015) la apo B.
Mientras que con D3, desayuno rico en AGMI, se observa una disminucion
significativamente (P=0.0000) de la apo A-II. Por otro lado, se observa que los
valores de la apoproteina A-II estd por debajo de las recomendaciones, tanto en
los valores pre como post, en todos los desayunos.

Al comparar las variaciones de las concentraciones séricas de
apolipoproteinas entre los tres tipos de desayuno (Figura 28), se observa que D2,
desayuno rico en AGPI tiene diferencias significativas (p<0.05) respecto a D1 y
D3, en las variaciones de apo A-I, apo A-II, apo E y apo B. Por otro lado, no se
observan diferencias entre las variaciones de D1 y D3 en las variaciones de

concentraciones séricas de ninguna de las apolipoproteinas analizadas.
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Tabla 34. Comparacion de los valores basales y finales de las concentraciones séricas de

apolipoproteinas dentro de cada tipo de desayuno y respecto a los valores de referencia

Pardmetros D1 D2 D3 Valor

. . . referencia

Basal Final Basal Final Basal Final
Apo Al 180,77 176,79* 164,35 178,83 176,37 175,48 115 - 220
(mg/dl) (175,69-185,85) (168,14-185,44) (159,39-169,32) (170,30-187,37) (171,24-181,50) (166,59-184,38)
Apo AT 35,476 33,53%e 34,960 35,24¢ 34,880 32,42%s 3873
(mg/d]) (34,09-36,85)  (31,28-3577)  (33,60-36,33)  (33,03-3747)  (33,50-3627)  (30,11-34,75)
ApoB 88,27 88,52 89,49 84,73* 98,05 99,17 60-138
(mg/dl) (82,7593,80)  (80,42-97,43)  (84,03-94,95)  (76,33-93,13)  (92,49-10361)  (90,39-107,96)
*

ApoE 467 4,54 4,42 4,69 44 4,38 37-73
(mg/dl) (4,40-4,94) (4,09-4,99) (4,16-4,69) (4,26-5,14) (4,13-4,67) (3,92-4,84)

Los valores se expresan como media y el intervalo de confianza al 95%: X (IC 95%).
*Diferencia significativa final vs basal (p<0,05); ®Diferencias significativa (p<0,05) vs valor

de referencia.

Los datos derivados de las apolipoproteinas (Apo) fueron mas
controvertidos. El desayuno rico en AGPI se caracterizd por un aumento de las
lipoproteinas apo A y E, y por la disminucién de los niveles de apo B. La apo B es
la proteina integral del quilomicrén y sus remanentes, VLDL, IDL, LDL y Lp (a).
Los resultados de estudios epidemioldgicos recientes sugieren que la apo B es un
mejor predictor de eventos coronarios que LDL (385). En un estudio anterior,
Gagliardi y colaboradores (384), examind los efectos de la mantequilla y la
margarina, encontrando una reduccién significativa en apo B cuando se usé
margarina, coincidiendo con lo que se observa en el presente trabajo. Asi también,
los niveles altos de Apo Al se asocian con un menor riesgo de aterosclerosis, por
tener un efecto vasoprotector (251), por lo que las apo Al son un mejor predictor
de mortalidad por cardiopatia isquémica (252). Por otro lado, los niveles altos de
Apo B se asocian con un mayor riesgo de aterosclerosis (261).

La apo A-II es la segunda proteina mas abundante en las particulas HDL,
pero su funcién permanece en gran parte desconocida. Los estudios en humanos
y ratones modificados genéticamente han destacado el papel de estabilizacion de
la apo A-II en HDL a través de la inhibiciéon de su remodelacién por lipasas (386)
y a través de la modulacién de la actividad de la lipoproteina lipasa (387). Una
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teoria interesante de estos trabajos esta relacionada con la funcionalidad de
particulas de HDL. Estos estudios han revelado la presencia disfuncional de HDL
en pacientes con enfermedad cardiovascular (386, 387); por lo tanto, se puede
plantear la hipdtesis de que la determinacion de apo A-II es mas relevante que el
de HDL, especialmente en pacientes con enfermedad cardiovascular. Por lo tanto,
el efecto beneficioso del desayuno rico en AGPI sobre la salud cardiovascular,
resulta mas avalado con estos resultados al provocar un incremento de la apo A-II
(388, 389).
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Figura 28. Comparacion de las variaciones pre/post de las concentraciones séricas de
apolipoproteinas entre los tres tipos de desayunos. Letras idénticas indican que no hay
diferencia y letras diferentes indica la existencia de diferencias estadisticamente

significativas en los incrementos entre desayunos.



CAPITULO V: RESULTADOS Y DISCUSION 207

5.2.1.5 Subfracciones lipoproteicas

En la tabla 35, se muestran los resultados pre y post de las cada una de las
intervenciones nutricionales sobre los pardametros de las subfracciones de
lipoproteinas dentro de cada tipo de desayuno, asi como los respectivos valores
de referencia.

Tras la intervencion con el desayuno rico en AGS, curiosamente se observa
una disminucion significativa de la lipoproteina de muy baja densidad VLDL
(P=0.0000) e incremento significativo de lipoproteinas de densidad intermedia,
IDLc (P=0.0194) e IDLb (P=0.0007). Mientras que con el desayuno rico en AGPI,
disminuye significativamente la Lp (a) (P=0.0000), VLDL (P=0.0047), IDLc
(P=0.0500) y LDL5 (P=0.0451) e incrementa significativamente HDL (P=0.0000) y la
LDL2 (P=0.0275). Mientras tanto, el desayuno rico en AGMI sdlo evidencié una
tendencia a la reduccion en la mayoria de las lipoproteinas, no llegando alcanzar
la significacion estadistica en ninguno de los pardmetros evaluados.

Por otro lado, al comparar los valores de las subfracciones lipoproteicas,
tanto a nivel basal como final, con sus respectivos valores de referencia, se
observa que solo existe diferencia significativa en el valor basal de VLDL del D2,
siendo superior (p=0.0000) al valor referencia, el cual tras la intervencion con el
desayuno rico en AGPI disminuye significativamente.

En la Figura 29, se muestran las diferencias entre las variaciones de las
diferentes intervenciones nutricionales realizadas.

Se observaron efectos principales con respecto a las particulas HDL, que
incrementan con el desayuno rico en AGPIL y con ello se diferencia
significativamente (p<0,05) de los desayunos D1 y D3, en los que no se aprecian
incrementos de las HDL, segiin este método de analisis de subfracciones
lipoproteicas. Respecto a la variacion de VLDL y IDL-B se observan diferencias
significativas (p<0.05) entre D1 Y D3, sin embargo, no existe diferencia en la entre
D1y D2, ni entre D2 y D3. Mientras tanto, en las variaciones de las subfracciones
IDL-C, LDL-2, LDL-4 y LDL-5, se observan diferencias significativas (P<0.05)
entre D1 y D2, aunque no se observa diferencias para las variaciones de estos
parametros entre D1 y D3, ni D2 y D3. Por otro lado, no se observan diferencias
entre las variaciones de lipoproteina (a), IDL-A, LDL-1, LDL-3, LDL-6 y LDL-7

entre los tres desayunos de la intervencion.
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Tabla 35. Comparacién de los valores basales y finales de las concentraciones séricas de
las subfracciones lipoproteicas dentro de cada tipo de desayuno y respecto a los valores

de referencia

2 D1 D2 D3 Valor
Parametros .
referencia
Basal Final Basal Final Basal Final
Lipoproteina 21,22 20,36 22,47 19,67* 22,22 21,57 30.00

(a) (mg/dl) (15,07-27,36)  (12,79-27,92) (16,37-28,58) (12,23-27,12) (16,07-28,38) (13,54-29,61)

VLDL-Lip 23,64 18,73* 30,84 28,02* 25,36 23,98 <244
(mg/dl) (20,85-26,42)  (13,96-23,48) (28,11-33,58) (23,34-32,71) (22,55-28,17) (18,61-29,35)
* *
IDL-C-Lip 13,54 15,52 21,82 20,28 19,95 20,96 <232
(mg/dl) (11,96-15,11)  (12,28-18,76)  (20,30-23,34) (17,22-23,34) (18,34-21,55) (17,34-24,57)
IDL-B-Lip 12,63 14,29* 13,02 13,42 12,53 12,2 <14.6
(mg/dl) (11,51-13,76)  (12,21-16,37) (11,93-14,11) (11,38-15,46) (11,38-13,67)  (9,76-14,63)
IDL-A-Lip 13,58 13,3 13,86 14,29 10,85 11,2 <18.6
(mg/d) (12,09-15,07)  (10,23-16,37) (12,43-1529) (11,29-17,29) (9,33-12,36)  (7,66-14,73)
LDL-1 33,94 32,28 33,92 34,09 29,77 30,84 <46.5b
(mg/dl) (30,44-37,44)  (25,14-39,43)  (30,56-37,28) (27,12-41,07) (26,19-33,35)  (22,43-39,25)
LDL-2 24,19 22,73 27,37 30,35* 28,3 27,18 <31.5b
(mg/d) (21,25-27,13)  (17,09-28,38) (24,53-30,21) (24,86-35,85) (25,31-31,28) (20,70-33,66)
LDL-3 6,03 6,03 6,51 6,2 7,24 6,63 <9.2b
(mgy/dl) (4,46-7,60) (2,83-923)  (500-8,02)  (3,08-9,32)  (564-883)  (2,80-10,45)
LDL4 0,57 0,97 1,16 0,77 1,16 0,97 <4.7v
(mg/dl) (0,16:0,97)  (0,07-1,86)  (0,77-1,55)  (-0,10-1,64)  (0,75-1,57)  (-0,08-2,02)
LDL-5 0,04 0,17 0,12 -0,02* 0,27 0,13 <5.5b
(mg/dl) (0,11-020)  (-0,12:047)  (-0,03-0,26)  (-0,31-026)  (0,110,42)  (-0,22-0,48)
0,04 0,07 0,02 -0,05 0,22 0,19 <2.0p
LDL-6
(mg/dD) (-0,09-0,18)  (0,15-0,31)  (-0,11-0,15)  (:0,27-0,18)  (0,09-0,36)  (-0,07-0,46)
b
DL 0,06 0,4 0,23 0,08 0,13 0,02 <2.0
-0,13-0,26 -0,19-1,01 0,04-0,42 -0,51-0,68 -0,07-0,34 -0,73-0,79
(mg/cl) ( ) ) ) ) )
69,10 68,09 57,77 67,73* 61,06 63,05 >54.20
HDL-Lip

(mg/di) (65,29-72,91)  (61,05-75,13) (54,05-61,48) (60,88-74,57) (57,21-64,92) (55,39-70,73)

Los valores se expresan como media y el intervalo de confianza al 95%: X (IC 95%). *Diferencia

significativa final vs basal (p<0,05); ®Diferencias significativa (p<0,05) vs valor de referencia.
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Figura 29. Comparacion de las variaciones pre/post de las concentraciones séricas de
subfracciones lipoproteicas entre los tres tipos de desayunos. Letras idénticas indican
que no hay diferencia y letras diferentes indica la existencia de diferencias

estadisticamente significativas en los incrementos entre desayunos.

Las particulas de LDL pequefias y densas se consideran mads
proaterogénicas que las particulas de LDL grandes. Se han descrito dos fenotipos
distintos: el patron B con predominio de particulas LDL pequefias y densas, y el
patron A con una mayor proporcion de particulas LDL grandes y mas flotantes.
Aunque el tamano de las particulas de LDL esta determinado genéticamente, su
expresion fenotipica también puede verse afectada por factores ambientales, las
drogas, la dieta, la obesidad o el ejercicio (238). Las particulas de LDL del fenotipo
aterogénico contienen menos colesterol y fosfolipidos, pero mas triglicéridos. Este
fenotipo se conoce generalmente como fenotipo B y se caracteriza por niveles
elevados de apo B, que se encuentra en LDL y VLDL (239).

El patrén B con predominio de particulas LDL pequefias y densas (LDL3-

LDL7?), y el patréon A con una mayor proporcion de particulas LDL grandes y mas
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flotantes. La prevalencia del fenotipo del patron B es de aproximadamente el 15-
25% en mujeres posmenopausicas (240). El tamafio de LDL y el predominio del
patrén B, estd genéticamente influenciado, con una heredabilidad que oscila entre
el 35 y el 45%, a su vez estan asociadas a un riesgo aumentado de enfermedad
cardiaca coronaria prematura, como hiperlipemia combinada, hiper-beta-
lipoproteinemia e hipo-alfa-lipoproteinemia (241). Por otro lado, los factores no
genéticos y ambientales influyen en la expresion de este fenotipo, la adiposidad
abdominal y el uso de anticonceptivos orales se asocian con un aumento en LDL
pequeno y denso (242).

La Sociedad Europea de Aterosclerosis, publico una declaracion del panel
de consenso de 2010 recomendando la deteccion de Lp(a) elevada en individuos
con riesgo cardiovascular intermedio, alto o muy alto, y sugirié una concentracion
plasmatica deseable de menos de 50 mg / dl, ya que el riesgo cardiovascular se
asocia con una concentracién de Lp(a) por encima de 30 mg / dl (112). Si bien en
nuestro estudio no se evidencio diferencias en los tres tipos de desayuno, se pudo
observar que los niveles de Lp(a) estuvieron debajo de los 30mg/dl y se observd
una tendencia a la disminucion tras cada tipo de intervencion sin alcanzar
significancia estadistica entre las variaciones de los tres tipos de desayunos. Sin
embargo, analizando independientemente la evolucion de los valores para cada
desayuno, se observo que so6lo con el desayuno rico en AGPI se obtuvo una
disminucion significativa (p=0.0000) en los niveles séricos de Lp(a), lo que vuelve
a situar a las grasas poliinsaturadas ingeridas en el desayuno como una
recomendacion para disminuir el riesgo cardiovascular en la poblacion.

Los niveles elevados de lipoproteinas de densidad intermedia (IDL)
también se asocian con un aumento riesgo cardiovascular (390, 391). Los
resultados derivados del presente estudio mostraron que el desayuno rico en
AGPI disminuyeron los niveles totales de IDL, especialmente la subclase IDL-C.
Como IDL-C es el mas pequeno de la subfraccién IDL, su disminucion en la
concentracion sérica también podria estar relacionada con un menor riesgo CV, lo
contrario se observa con el desayuno rico en AGS (392).

Aunque el efecto de la grasa sobre las lipoproteinas séricas se ha estudiado
en profundidad, los datos del efecto de la modificacion del tipo de grasa ingerida
en el desayuno sobre las subclases de lipoproteinas son bastante escasos. Estudios

recientes han examinado si la distribucidon del tamano de LDL o la concentracion



CAPITULO V: RESULTADOS Y DISCUSION 211

de LDL pequenas (LDL-3, LDL-4, LDL-5, LDL-6 y LDL-7) estan fuertemente
relacionados con las tasas de eventos cardiacos (muerte, infarto de miocardio y
revascularizacion por isquemia refractaria) y enfermedad de las arterias
coronarias (228, 390, 393). El tamafio de LDL parece ser un importante predictor
de eventos cardiovasculares y progresion de la enfermedad de las arterias
coronarias, ademas, un predominio de LDL pequenas y densas ha sido aceptado
como un factor de riesgo cardiovascular por el NCEP-ATP III (85).

En este estudio, nuestros datos mostraron que los niveles de LDL5
disminuyen significativamente solo con el D2, desayuno rico en AGPI. Trabajos
anteriores han descrito una disminucion similar de pequefias particulas densas de
LDL tras la suplementacion con AGPI (394), pero también es importante recordar
que otros nutrientes como los carbohidratos modulan sus niveles plasmaticos
(395). Como todos los participantes siguieron el mismo programa dietético,
podemos especular que nuestras observaciones se debieron principalmente al
tratamiento basado en el cambio del tipo de grasas en el desayuno.

Uno de los pardmetros mas afectados en las diferentes intervenciones
realizadas fue la lipoproteina HDL. De hecho, el tnico efecto estadisticamente
significativo se obtuvo con el desayuno rico en AGPI sobre las lipoproteinas y fue
el incremento de las HDL, lo cual se reprodujo también al evaluarse con esta
técnica en la que se analizan subfracciones lipoproteicas (lipoprint), asi como
cuando se evalud por electroforesis las distintas fracciones lipoproteicas.

En conjunto y considerando los datos obtenidos, los AGPI, especialmente,
y los AGMI, como se deduce de las tendencias observadas en las variaciones de
los diferentes parametros analizados en este trabajo, se asociaron a un menor
perfil de riesgo coronario, situacion que se ha detallado previamente (388, 389). El
interés del presente estudio es, en nuestra opinién, que el perfil de lipoproteinas
de un paciente se puede mejorar con una simple intervencién como la
modificacién del tipo de grasa del desayuno. Sin embargo, varias limitaciones se
deberian comentar en este punto. Por un lado, las tres intervenciones no fueron
isocaloricas, tampoco proporcionaron la misma cantidad de grasa. En este
sentido, decidimos mantener la ingesta de grasas proporcionada por los sobres
monodosis, un formato utilizado por la poblacidn general a nivel de restauracion

y hosteleria, aunque en menor grado a nivel doméstico.
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Teniendo en cuenta el creciente interés en la utilizacion de nuevos
marcadores de riesgo de enfermedad cardiovascular a fin de mejorar la
evaluacion y el seguimiento de ésta, ya que los marcadores disponibles o
convencionales muchas veces se indica que carecen de suficiente especificidad,
conviene evaluar las lipoproteinas y las apolipoproteinas como marcadores
adicionales, ya que muchos autores (396) les atribuyen una mayor especificidad y
constituyen una alternativa para medir la ingesta dietética, frente al analisis
bioquimico de 4cidos grasos en fracciones de lipidos plasmaticos. Las
concentraciones de 4cidos grasos en sangre o tejidos deben interpretarse con
cautela porque como se sabe las grasas saturadas y monoinsaturadas se pueden
sintetizar de forma enddgena; por lo tanto, estas medidas pueden no reflejar la
ingesta. Ademas, la composicion de los AG en los tejidos puede verse afectada

por factores genéticos, hormonales y de estilo de vida (396).

5.2.2 Efecto en los parametros bioquimicos asociados al riesgo cardiovascular

de los tres tipos de desayunos

Existen diversos parametros asociados al riesgo cardiovascular, dentro de
los cuales vienen tomado especial relevancia los parametros relacionados con el
estado oxidativo e inflamatorio. La evidencia reciente respalda un papel clave de
la oxidacion y la inflamacion en todas las etapas del desarrollo de la aterosclerosis
(397.). Los marcadores circulantes de inflamacién, como la proteina C reactiva
(PCR), el factor de necrosis tumoral-a y algunas interleuquinas (IL-6 e IL-1), se
asocian con un alto riesgo de eventos cardiovasculares (398). Existe una creciente
evidencia de que la influencia de la dieta en las enfermedades cardiovasculares
(ECV) esta mediada por mecanismos que incluyen la inflamacién subclinica (399).

En base a ello en el presente trabajo se analiza el efecto del tipo de grasa
ingerida en el desayuno sobre parametros bioquimicos asociados al riesgo
cardiovascular, y entre ellos, la homocisteina y los siguientes biomarcadores de
estrés oxidativo e inflamatorio.

En la tabla 36 se muestran las diferencias pre / post dentro de cada tipo de
desayuno, sobre los siguientes parametros bioquimicos asociados al riesgo
cardiovascular: homocisteina, antioxidantes totales (TAS), LDL-ox y Proteina C
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reactiva. Asi mismo se observa la comparacion con los valores referencia

respectivos de cada parametro.

Tabla 36. Comparacion de los valores basales y finales de las concentraciones séricas de
parametros bioquimicos relacionados con riesgo cardiovascular dentro de cada tipo de

desayuno y respecto a los valores de referencia

Parametros D1 D2 D3 Valor
) ) ) referencia
Basal Final Basal Final Basal Final

Homocisteina 10,44 10,09 9,54 11,05* 8,42 7,64* 4,0-15,0
(umol/L) (944-11,43)  (8,65-11,52)  (853-10,54)  (9,60-12,49) (7,41-9,43) (6,14-9,15)
Antioxidantes 1,76 1,84* 1,6 1,78* 1,83 1,63* 1,16-1,94
totales

(mmol/L) (1,71-1,82) (1,74-1,95) (1,54-1,66) (1,66-1,89) (1,77-1,89) (1,52-1,75)

210,01 214,1e 195,34 211,08 331,66 265,31%e 74

LDL-ox (U/L)
(102,03-317,99)  (30,05-398,10) (87,36-303,32) (26,90-395,27) (223,69-439,64)  (80,51-450,1

. 0,27 0,33 0,6 0,68 0,49 0,36 0-1,0
PC reactiva

(mg/dD) (0,13-0,41) (0,05-0,61) (0,41-0,79) (0,30-1,06) (0,31-0,68) (0,00-0,62)

Los valores se expresan como media y el intervalo de confianza al 95%: X (IC 95%). *Diferencia

significativa final vs basal (p<0,05); ®Diferencias significativa (p<0,05) vs valor de referencia.

Tras el consumo durante un mes de cada tipo de desayuno, se observa que
con el desayuno rico en AGS, los antioxidantes totales (TAS) incrementan
(P=0.0019). Mientras que con el desayuno rico en AGPI, incrementan de manera
significativa (p<0.05) tanto la homocisteina como los antioxidantes totales. Sin
embargo, con el desayuno rico en AGMI, la Homocisteina, LDL-ox y los
antioxidantes totales disminuyen (p<0.05).

No se observaron diferencias significativas en la proteina C-reactiva. Los
datos de variaciones pre/post de las intervenciones, revelan que no existe
diferencias significativas en PCR ni en LDL-ox entre ninguno de los desayunos de
intervencion. Aunque se observa con D1 y D2 una tendencia al incremento,
mientras que con D3 una tendencia a la disminucién, en todos los casos sin
alcanzar el nivel de significancia, con la excepcién del D3 que si provoca una
bajada en LDL-ox. Al comparar los datos con los valores referencias, se observa
que los valores tanto pre como post en los tres tipos de desayuno, son superiores
en LDL oxidada.
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52.2.1 Homocisteina

Varios  estudios  epidemioldgicos han  demostrado que la
hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo de arteriosclerosis coronaria,
cerebral, periférica y aortica (400). Este riesgo es independiente de otros factores
de riesgo cardiovascular, y es mayor cuanto mayor sea la concentracion de
homocisteina. Sin embargo, los estudios prospectivos muestran resultados atn

contradictorios.

Las voluntarias de nuestro estudio presentan unos valores de homocisteina
dentro del rango de normalidad, incluso con el D1 que muestra el mayor nivel
basal de homocisteina (10.44umol/L), se ha observado que se encuentra por
debajo del valor de referencia 15umol/L. Asi también, si observé un incremento
significativo con D2, el desayuno rico en AGP]I, pero a pesar de dicho incremento
los valores estan dentro del limite de normalidad (<15umol/L), aunque se debe
tener en cuenta los incrementos plasmaticos de homocisteina se asocian a
procesos de aterosclerosis prematura y a trombosis de origen coronario, cerebral,
periférico o venosos (400). Diversos estudios han mostrado en estos tltimos afios
que incluso niveles ligeramente elevados de homocisteina aumentan el riesgo de
padecer una ECV. Habiéndose documentado la hiperhomocisteinemia como un
factor de riesgo cardiovascular (401).

En la Tabla 36, se observa que con D2 aumenta (p<0.05) la concentracion
sérica de homocisteina, mientras que con D3 disminuye (p<0.05).

El aumento de la concentracién de homocisteina plasmatica puede deberse
tanto a alteraciones hereditarias de las enzimas que intervienen en su
metabolismo como a otros factores (principalmente dietéticos, como déficit de
vitaminas B6, B12 y &cido folico). El aporte de suplementos de vitamina B6, B12 y
acido folico se ha demostrado eficaz para disminuir la concentracion de
homocisteina plasmatica (402). Se precisan ain ensayos clinicos que demuestren
que la disminuciéon de homocisteina plasmatica conlleva una disminucion del

riesgo de enfermedad cardiovascular.

Cabe resaltar que la muestra poblacional de este trabajo presenta déficit
dietético de 4acido fdlico (Tabla 30), pero no existen datos sobre valores
plasmaticos de acido folico de las participantes, que se pudieran relacionar con

los valores séricos obtenidos de homocisteina.
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En la Figura 30, se puede observar la comparacion de las variaciones de
homocisteina entre los tres tipos de desayunos. Los cambios en los niveles de
homocisteina son significativamente diferentes (p=0.0000) entre D2 y los
desayunos D1y D3.

Desayuno
Desayunol
b -O- Desayuno2

Desayuno3

Variaciones pre/post en la concentracion sérica de homocisteina (pmol/L)

\ ' .
Desayunol Desayuno2 Desayunod

Figura 30. Comparacion de las variaciones pre/post de las concentraciones séricas de
homocisteina entre los tres tipos de desayunos. Letras idénticas indican que no hay
diferencia y letras diferentes indica la existencia de diferencias estadisticamente

significativas en los incrementos entre desayunos.

En el estudio se observa que la ingesta de AGPI se asocia con un
incremento de concentraciones de homocisteina, mientras que con la ingesta de
AGMI disminuy? este marcador. En un estudio anterior, Berstad y colaboradores
(401, examino6 los efectos de la grasa dietética en las concentraciones de
homocisteina plasmatica, encontrando un incremento significativo con la ingesta
de AGS y AGPI, una reduccion significativa con la ingesta de AGMI de cadena
larga, mientras que tuvo un incremento significativo con las grasas totales y los
AGMI totales. Los resultados de Berstad y col (401) no coinciden con nuestros
resultados, ya que en nuestro trabajo los AGS no modifican la homocisteina y los
AGMI totales bajan la homocisteina.

Existen limitados estudios de la asociacion entre la homocisteina y la dieta.
Uno de estos estudios, con una dieta en base a pescado y acidos grasos n-3 de

cadena muy larga, se han observado que estos ultimos pueden reducir la
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homocisteina, pero solo en combinacion con una ingesta alta de vitamina B (402).
Hay menos estudios atn, sobre los otros tipos de grasas alimentarias. Se ha
sugerido que una concentracion plasmatica baja de homocisteina puede estar
asociada con el consumo de leche desnatada (403) y una baja ingesta de AGS
(404). Por lo tanto, la posible relacion entre la ingesta de grasas y la homocisteina
plasmatica puede explicarse por un vinculo bioquimico entre la homocisteina y el
metabolismo de los lipidos (405).

Los estudios epidemioldgicos revelan que existe diferencia entre la
poblacion de mujeres posmenopdusicas con respecto a las mujeres
premenopdusicas, siendo este ultimo grupo el que suele presentar una menor
concentracion de esta molécula en sangre (406).

Asi mismo, se ha indicado que un posible mecanismo por el cual la
homocisteina incrementa el riesgo cardiovascular, puede ser por medio del estrés
oxidativo, ya que algunos autores sugieren que los altos valores de homocisteina
favorecen el estrés oxidativo, danan la funcion endotelial e incrementan la
oxidacién de LDL en plasma (407). Los resultados obtenidos en nuestro trabajo
reforzarian este argumento, ya que el desayuno rico en AGMI disminuye
significativamente los niveles de homocisteina y también se observa una

tendencia a disminuir los niveles de LDL oxidadas (Tabla 36).

52.2.2 Antioxidantes totales

Los antioxidantes se han relacionado con la proteccién cardiaca, aunque
aun no esta claro el mecanismo. Se relaciona la actividad antioxidante sérica con
la resistencia de las LDL a la peroxidacion, con la actividad del colesterol HDL y
con de la actividad de la paroxonasa sérica. Por tanto, los antioxidantes ejercen un
rol cardioprotector como modulador de la agregacion plaquetaria, produciendo
vaso relajacion mediada por éxido nitrico (NO), inhibiendo la proliferaciéon de las
células musculares y la hiperplasia de la intima.

En la Figura 31 se muestra la comparacion de las variaciones pre/post en
los niveles de TAS entre los tres desayunos, observandose diferencias
significativas entre los tres desayunos (p<0.05). El desayuno rico en AGS y el
desayuno rico AGPI incrementan significativamente (p<0.05) el estado
antioxidante total plasmatico, pero este incremento es significativamente superior
(p<0.0234), en D2 respecto a DI1. Por otro lado, el desayuno rico en AGMI
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disminuye significativamente (p<0.05) el estado antioxidante total y esta variacion
resulta estadisticamente significativa (p=0.0000) respecto a los cambios

provocados por D1y D2.

Desayuno
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Variaciones pre/post en la concentracion sérica de antioxidantes totales (mmol/L)

Figura 31. Comparacion de las variaciones pre/post de las concentraciones séricas de
estado antioxidante total (TAS) entre los tres tipos de desayunos. Letras idénticas
indican que no hay diferencia y letras diferentes indica la existencia de diferencias

estadisticamente significativas en los incrementos entre desayunos.

Un incremento en los valores TAS, sugerimos que podria tratarse de la
respuesta del organismo ante un aumento del estrés oxidativo, para intentar
contrarrestar el dafio oxidativo que desencadenan niveles altos de LDL oxidadas.
Esta situacion se corresponde con el efecto observado de los desayunos D1 y D2,
con los que se aprecia una tendencia a subir los valores de LDL oxidadas y con los
que observamos un incremento significativo (p<0.05) en los niveles séricos de
TAS. En concordancia con este razonamiento, observamos en nuestro estudio que
con el desayuno rico en AGMI disminuyen significativamente (p<0.05) tanto los
niveles de LDL oxidadas como de TAS, y consecuentemente con esta disminucion
del estrés oxidativo se aprecia una disminucion en los niveles de homocisteina.

Algunos autores indican que los cambios en la composicién de acidos

grasos del higado debidos principalmente a los lipidos ingeridos en la dieta del
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grupo de AGPI (n-3) pueden mejorar la eficacia del sistema de defensa
antioxidante (408). Sin embargo, estudios que coinciden con nuestros resultados,
indican que una mayor ingesta dietética de AGPI se considera una estrategia
preventiva eficaz, pero a la vez surge una preocupacion tedrica relacionada con el
posible aumento de la peroxidacion lipidica inducida por una dieta rica en AGPI
(409). Este posible aumento de la peroxidacion lipidica inducida por el desayuno
D2, rico en AGPI, podria ser el motivo que causa la tendencia observada al
incremento en los valores de LDL oxidadas.

El estrés oxidativo, como consecuencia del efecto combinado de diversos
factores de riesgo cardiovasculares, como la dislipidemia, la hipertension y la
DM, juega un papel crucial en el proceso de la enfermedad aterogénica, ademas
del envejecimiento general (410). El aumento de especies reactivas de oxigeno
conduce a la formacion de lipoproteinas oxidadas de baja densidad (LDL). En la
actualidad, existe suficiente evidencia (409) que respalda la hipdtesis de que LDL-
ox son altamente inmunogénicas y aterogénicas.

Varias lineas de evidencia sugieren que la oxidacion de las lipoproteinas
juega un papel en la aterogénesis. Los estudios basados en la poblaciéon y los
estudios en animales de experimentacion sugieren que los antioxidantes reducen
la aterosclerosis y las enfermedades cardiovasculares (411).

Las opciones nutricionales, que incluyen acidos grasos dietéticos, vitaminas
y azucares, tienen un impacto significativo en el desarrollo de los niveles de
indice ateromatico (412). Existen opiniones controvertidas en la literatura sobre el
papel de los diferentes tipos de grasa y su asociacion con el indice ateromatico.
Por lo que la medicién de cada acido graso seria de gran valor para el cribado de

trastornos del metabolismo lipidico en el control del indice ateromatico.

5223 LDL oxidadas.

Las LDL oxidadas (LDL-ox) son un factor de riesgo de las enfermedades
cardiovasculares, activan los monocitos circulantes, aumentando asi su capacidad
para infiltrarse en la pared vascular. La acumulacién de LDL oxidadas en los
macrofagos y células musculares lisas conduce a la formacién de células
espumosas, caracteristicas de la aterosclerosis y de inflamacion sistémica (413). La
LDL oxidada juega un papel primordial en el desarrollo y progresion de la

aterosclerosis, al promover un ambiente inflamatorio y la deposicion de lipidos en
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la pared arterial (414). La LDL-ox estd asociada con afecciones patologicas
relacionadas con la ECV, incluida la diabetes mellitus, la obesidad y el sindrome
metabolico.

En la Figura 32, se observa la comparacion de las variaciones de LDL-ox
entre los tres desayunos de la intervencion, si bien los D1 y D2 tienden al
incremento y con D3 disminuyen, no se evidencia diferencias significativas entre
los cambios apreciados con los distintos tratamientos, muy probablemente debido

a que los datos muestran unos intervalos de confianza al 95% muy amplios.
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Figura 32. Comparacion de las variaciones pre/post de las concentraciones séricas de
LDL oxidadas entre los tres tipos de desayunos. Letras idénticas indican que no hay
diferencia y letras diferentes indica la existencia de diferencias estadisticamente

significativas en los incrementos entre desayunos.

Tras el consumo de cada tipo de grasa en los desayunos de intervencion, los
niveles de LDL oxidada son 214,07 U/L, 211,08 U/L, 265,31 U/L, respectivamente,
observandose superiores a la referencia 74 U/L indicadas en un estudio (355),
tanto en condiciones basales como tras la intervencién nutricional, aunque no se
cuenta con una referencia precisa para adultas mayores con riesgo CV, ya que la
relacién de la LDL oxidada con los lipidos se ha investigado modestamente. Estos
valores elevados se corresponden con una muestra poblacional con riesgo
cardiovascular, como se plantea en el disefio del trabajo, pero que ademas de
presentar los factores de riesgo cardiovascular descritos en los criterios de
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inclusion del trabajo, con estos resultados de LDL ox, ponen de manifiesto el
riesgo cardiovascular presente en los organismos de las voluntarias que fueron
seleccionadas para el estudio.

Por otro lado, se sabe que el estrés oxidativo y las concentraciones elevadas
de lipoproteinas de baja densidad oxidadas circulantes estan relacionados con la
enfermedad cardiovascular. Nuestros resultados han mostrado que algunos tipos
de grasas incrementan el estado antioxidante total, lo cual resultaria beneficioso y
podria atenuar la condicion de dafio oxidativo que se genera en el organismo que
padece riesgo cardiovascular.

Los AGPI son mas susceptibles de oxidacién, ya que los radicales libres
oxidan de preferencia los acidos grasos poliinsaturados y, los productos oxidados
de estos acidos grasos reaccionarian con la proteina Apo B 100 presente en las
LDL (415). Los resultados del estudio revelan que los desayunos con los tipos de
grasa saturada y polinsaturada, no tuvieron efecto sobre los niveles de LDL
oxidada, es decir la grasa ingerida en el desayuno no es suficiente para modificar
los niveles de LDL oxidada, pero si se ha observado que el desayuno con AGMI
produce un descenso de los niveles de LDL-o0x, coincidiendo con numerosos
trabajos publicados, como los que se muestran a continuacion.

Aguilera y colaboradores, indican que una dieta rica en acidos grasos
monoinsaturados previene la modificaciéon oxidativa de las lipoproteinas, mas
que una rica en acidos grasos poliinsaturados, y el consumo de aceite de oliva
reduce la oxidacion de las LDL mediada por los 4cidos grasos n-3 en pacientes
con patologia vascular periférica (418). Por otro lado, Hargrove y colaboradores,
indican que una dieta alta en AGMI tiene efectos sobre la resistencia oxidativa de
LDL, ademas diferentes fuentes de AGMI que varian en la proporcion de AGMI a
AGPI se pueden incorporar a una dieta alta en AGMI sin aumentar la
susceptibilidad de LDL a la oxidaciéon (417). Sin embargo, existe una gran
controversia en la literatura cientifica sobre el efecto de los distintos dcidos grasos
insaturados en la enfermedad cardiovascular. El tipo de la grasa de la dieta puede
afectar directa e indirectamente algunos de los factores mediadores de la
respuesta inmune; los acidos grasos n-3 son potentes agentes antiinflamatorios.
Los acidos grasos de la dieta ocasionan una menor o mayor susceptibilidad a la

oxidacién de las lipoproteinas ejerciendo, por tanto, un gran efecto sobre la
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activacion de las moléculas de adhesion y otros factores inflamatorios, que

estudiamos a continuacion.

5224 Proteina C reactiva

La PCR es inducida como respuesta al dafo tisular por infecciones,
inflamacién o neoplasias. Es sintetizada por hepatocitos y células del endotelio
vascular, y su expresion estd regulada por citoquinas, particularmente por la IL-6,
en menor grado por la IL-1 y el factor de necrosis tumoral (TNF) (293). La PCR es
un marcador sensible de inflamacion de grado bajo, que se ha demostrado que
mejora la prediccion del riesgo futuro de ECV y diabetes tipo 2 (418). Es
considerado un excelente marcador de prediccion de SM, RCV y aterosclerosis,
asi también una estrecha relacion con el estrés oxidativo (296).

El papel fundamental de las células inflamatorias, las proteinas y la
respuesta inflamatorias a través de las diferentes etapas de la aterosclerosis,
incluyendo la iniciacion, la progresion y la ruptura de la placa, es bien conocido
(298). Estudios epidemioldgicos muestran que los niveles séricos de PCR tienen
valor predictivo para el desarrollo de sindromes coronarios agudos, eventos
vasculares cerebrales, enfermedad arterial periférica y muerte subita cardiaca
(294). Por otro lado, se ha reportado que la obesidad de distribucién central
parece incrementar ain mds los niveles de PCR, debido a que la grasa intra-
abdominal es capaz de generar tres veces mas IL-6 que la grasa subcutanea, ya
que el drenaje venoso de esta grasa fluye directamente hacia el higado.

En la Figura 33, se muestra la comparacion de la variacion de la PCR entre
los tres desayunos estudiados, y se observa en los desayunos ricos en AGS y
AGPI una tendencia al incremento en los niveles séricos de PCR, mientras que el
desayuno rico en AGMI muestra una tendencia a la disminucion, aunque no
muestran significancia estadistica estos cambios con ningun tipo de grasas
incluidas en los desayunos administrados.

Los niveles de PCR tanto en plasma como sérico, se considera un marcador
importante para predecir y cuantificar el RCV, siendo por tanto de utilidad en la
consulta de atencidn primaria, teniendo en cuenta el indicativo de riesgo bajo (<1
mg/L), riesgo moderado (1-3 mg/L), riesgo alto (> 3 mg/L) (294). En el estudio, se
puede observar que los datos tanto basales como tras la intervencion de los tres
desayunos, siempre se mantuvieron debajo de la referencia de riesgo bajo (<
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1mg/L). Por lo que se puede decir que las grasas evaluadas no tuvieron efecto
sobre la PCR, ademds al mantenerse debajo de los niveles de referencia,
podriamos deducir que las grasas ingeridas en el desayuno no tienen efectos
sobre este pardmetro inflamatorio en la poblacion de RCV estudiada. Lo cual
podria sumarse a la conclusién de Mazidi y col, que indican que la PCR sérica
varia con el colesterol de la dieta, pero no con la ingesta de acidos grasos en la
dieta, aunque precisa que esta conclusion se da en individuos sin antecedentes de
ECV (419).
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Figura 33. Comparaciéon de las variaciones pre/post de las concentraciones séricas de
proteina C reactiva (PCR) entre los tres tipos de desayunos. Letras idénticas indican que
no hay diferencia y letras diferentes indica la existencia de diferencias estadisticamente

significativas en los incrementos entre desayunos.

Se ha indicado que los AGS son mas propensos a almacenarse en el tejido
adiposo que los AGMI y, por lo tanto, aumentan el medio inflamatorio de este
tejido (420). Los estudios sobre la asociacion de acidos grasos saturados con PCR
son contradictorios. Algunos han informado asociaciones positivas entre los
acidos grasos y la PCR (420), mientras que otros no han indicado una asociacion
significativa. (421). Aclarar esta relacion tiene relevancia para las estrategias de

salud publica para mejorar la estratificacion y reduccion del riesgo de ECV.
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Un estudio que proporciona evidencia sobre la asociacion entre la ingesta
de acidos grasos y los marcadores de inflamacién subclinicos, indica que las
concentraciones de PCR probablemente estén moduladas por la ingesta dietética
de 4cidos grasos. Sin embargo, precisa que la causalidad de esta asociacion debe
demostrarse en ensayos clinicos (422). En otro estudio, encontraron una
asociacion entre la disminucion de los niveles séricos de PCR con la ingesta de
AGPI (422). Una revision sistematica y un metanalisis reciente encontraron que la
suplementacion con AGPI del tipo omega-3 de origen marino a corto plazo
disminuye los biomarcadores inflamatorios sistémicos, entre ello se incluye a la
PCR, en diferentes poblaciones (423). Sin embargo, otra revision sistematica
brindd un respaldo débil para la suplementacidon con acidos grasos omega-3 para
reducir la inflamacién croénica, y no informo evidencia convincente que respalde
que una baja ingesta de acidos grasos omega-3 especificos se asocie con un
aumento de la inflamacion (424).

Las guias dietéticas recomiendan el consumo de AGPI n-3 y n-6,
preferentemente ante acidos grasos saturados y trans; sin embargo, se ha
informado que una alta ingesta de AGPI n-6 puede aumentar la inflamacion
subclinica. Por tanto, la relacion entre la PCR y los acidos grasos n-6 de la dieta
(AG n-6) sigue siendo controvertida. Las pautas dietéticas internacionales
proporcionan diversas recomendaciones sobre las cantidades y tipos de acidos
grasos para disminuir los marcadores inflamatorios y mejorar la salud
cardiovascular (425). Esta falta de consenso puede reflejar la falta de evidencia
cientifica concluyente con respecto a los efectos de la ingesta de dcidos grasos en

la dieta sobre los niveles de PCR.

5225 Citoquinas

Las citoquinas al ser actores clave en el mecanismo inflamatorio y por su
contribuciéon a la progresién de varias enfermedades, como la obesidad y
resultados relacionados con enfermedades cardiovasculares y dano isquémico
(342), caracterizan una inflamacién cronica de bajo grado alterada, que puede
tener un efecto negativo o un papel especifico en la patogenia. Por otro lado, el
tejido adiposo tiene la capacidad de liberar, numerosas citoquinas, moléculas
proinflamatorias como la interleuquinaé6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a) y éstas pueden ser la base de varios de los componentes de la resistencia
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a la insulina, de una disfuncion endotelial y de un potencial riesgo cardiovascular.
Los pacientes obesos presentan infiltracion por macrofagos en el tejido adiposo, lo
cual puede contribuir al perfil proinflamatorio que presentan (340). Es decir, el
incremento de las citoquinas en individuos obesos, estan relacionados con la
progresion de varios trastornos incluyendo enfermedad cardiovascular,

hipertension, y resistencia a la insulina (341).

Cuando se evaluaron las citoquinas, en situacion basal (pre) y tras el
periodo de intervencion nutricional (post), en los tres desayunos (Tabla 37), se
observa que el D1 tuvo la capacidad de reducir citoquinas proinflamatorias como
son IL2 (p=0.0077), IL8 (p=0.0086) y TNFA (p=0.0029), citoquinas antiinflamatorias
como son IL4(p=0.0000) e IL10 (p=0.0000), y citoquinas inmunosupresoras, como
el EGF (p=0.0000). Con el desayuno rico en AGPI (D2) disminuyen también
citoquinas proinflamatorias como son IL2 (p=0.0062), IL6 (p=0.0271) e IL1B
(p=0.0195), citoquinas antiinflamatorias como son IL4 (p=0.0000), IL10 (p=0.0000),
sin que provoque alteracion en los niveles de citoquinas inmunosupresoras. Por
otro lado, con el desayuno rico en AGMI (D3) se incrementan los niveles de
citoquinas proinflamatorias como son IL2 (p=0.0000), IL8 (p=0.0003) y TNFA
(p=0.0000), de IL4 (p=0.0000) como citoquinas antiinflamatorias, y de las
citoquinas inmunosupresoras EGF (p=0.0000). Las citoquinas IL1A, IFNG, VEGF y
MCP1 no evidenciaron diferencias significativas con ninguna de las
intervenciones.

Al comparar con los valores de referencia, se puede observar que algunas
citoquinas proinflamatorias (IL2, IL6) se encontraban por debajo de las
referencias, mientras que algunas inmunosupresoras (VEGF, MCP1, EGF) se
encuentran por encima del rango de referencia Todas las citoquinas
antiinflamatorias se encontraban dentro de su rango en todas las intervenciones
tanto pre como post.

En las Figuras 34, 35 y 36 se comparan las variaciones en los niveles de
citoquinas, producidas por las diferentes intervenciones del estudio. Con el
desayuno D3, rico en AGMI, se observan incrementos, de las citoquinas IL2, IL4,
IL8, IL10, TNF y EGF. Estas variaciones son diferentes (p<0.05) respecto a las
observadas con D1 y D2, que provocan bajadas en los niveles de ciertas
citoquinas, no existiendo diferencia significativa entre las reducciones producidas

por D1 y D2. Curiosamente, se observan diferencias significativas (P=0.0041) entre
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D2 y D3, en los efectos de la citoquina IL6, que se reduce con D2 y muestra una

tendencia al aumento con D3.

Tabla 37. Comparacion de los valores basales y finales de las concentraciones séricas de

citoquinas dentro de cada tipo de desayuno y respecto a los valores de referencia

. . D1 D2 D3 Valor
Citoquinas .
. . . referencia
Basal Final Basal Final Basal Final
Proinflamatorias
0,06 0,04 0,06 0,08 0,17 0,19 14
IL1A (pg/ml)
(0,03-0,10) (:0,02-0,12) (0,02-0,09) (0,00-0,14) (0,13-0,20) (0,12-0,26)
0,51 047 0,44 0,36* 0,61 0,63 3.2
IL1B (pg/ml)
(0,37-0,66) (0,27-0,68) (0,29-0,58) (0,15-0,57) (0,46-0,75) (0,41-0,84)
0,65 0,43%e 0,58e 0,36*e 1,63 2,08* 1.1-9.8
IL2 (pg/ml)
(0,43-0,87) (0,05-0,81) (0,36-0,80) (-0,03-0,74) (1,41-1,86) (1,67-2,51)
1,10 1,01e 1,08e 0,69*e 2,21 2,53 1.7-16.6
IL6 (pg/ml)
(0,71-1,50) (0,27-1,75) (0,68-1,47) (-0,05-1,43) (1,80-2,62) (1,73-3,33)
9,74 7A7*% 8,42 6,72 17,66 21,35* 293
IL8 (pg/ml) )
(7,26-12,21) (3,30-11,63) (5,93-10,91) (2,50-10,93) (15,11-20,20) (16,79-25,90) (24.4£35.9)
1,37 1,11* 1,26 1,09 3,37 4,00* 0.1-5.2
TNF«a (pg/ml)
(1,12-1,62) (0,69-1,53) (1,01-1,51) (0,67-1,52) (3,11-3,63) (3,50-4,50)
Antiinflamatoria
0,73 0,13* 0,59 -0,02* 2,43 2,9* 0.1-3.0
IL4 (pg/ml)
(:0,32-1,78) (-1,07-1,32) (-0,46-1,65) (-1,22-1,19) (1,34-3,53) (1,64-4,16)
0,40 0,12* 0,79 0,49* 1,11 1,09 2.6-4.9
IL10(pg/ml)
(:0,11-0,91) (:0,52-0,76) (0,28-1,31) (-0,15-1,14) (0,57-1,64) (0,41-1,77)
Inmunosupresoras
1,43 1,14 1,06 0,94 2,61 3,00 1.6-17.3
IFNG (pg/ml)
(0,96-1,90) (0,26-2,03) (0,59-1,53) (0,04-1,83) (2,13-3,10) (2,03-3,98)
102,36 95,38 96,88 95,06 176,63 ¢ 175,24 ¢ 61.6
VEGEF (pg/ml)
(69,97-134,75) (45,34-145,43) (64,34-129,43) (44,80-145,34) (143,66-209,60)  (122,12-228,36) (32+118.9)
186,49 181,34 178,89 182,48 276,51 278,83 415
MCP1 (pg/ml)
(152,79-220,20) (130,54-232,16) (145,01-212,77) (131,40-233,56) (242,16-310,85) (224,80-332,84) (20.1278.9)
35,11e 16,22* 26,69¢ 24,19 47,230 67,56*e 17.9
EGF (pg/ml)
(27,72-42,50) (4,51-27,93) (19,27-34,11) (12,24-36,14) (39,71-54,74) (54,99-80,11)

Los valores se expresan como media y el intervalo de confianza al 95%: X (IC 95%). *Diferencia

significativa final vs basal (p<0,05); ®Diferencias significativa (p<0,05) vs valor de referencia.
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Respecto a los cambios que provocan los tres tipos de desayuno en los
niveles de la citoquina inmunosupresora EGF, se aprecian diferencias
significativas en estos cambios ya que con el desayuno rico en AGS bajan los
niveles, con el desayuno rico en AGMI se incrementan los valores de EGF y con el

D2 se muestra una tendencia a la bajada de esta citoquina, sin ser significativa.
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Figura 34. Comparaciéon de las variaciones pre/post de las concentraciones séricas de
citoquinas proinflamatorias entre los tres tipos de desayunos. Letras idénticas indican
que no hay diferencia y letras diferentes indica la existencia de diferencias

estadisticamente significativas en los incrementos entre desayunos

En el presente estudio si bien no todos los pardmetros de inflamacién se
modificaron significativamente, ciertos cambios permitieron confirmar la
capacidad de la intervencion para modificar el perfil inflamatorio de la muestra
poblacional. Como se ha indicado previamente, la inflamacion puede ser
fundamental en el origen de la aterosclerosis, y los marcadores inflamatorios
como la proteina C reactiva (PCR), la interleuquina (IL) -6 y el factor de necrosis
tumoral (TNF-«) son factores de riesgo independientes de ECV (426). En nuestro
estudio, el desayuno rico en AGPI tuvo la capacidad de reducir tres citoquinas
proinflamatorias, dentro de estas las IL-6 y una tendencia a la reduccion de TNF,
pero también disminuyeron citoquinas antiinflamatorias como IL-4 e IL-10. Solo

unos pocos estudios han investigado los efectos de la ingesta de AGP],
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especialmente n-3 sobre niveles plasmaticos de la IL-6 y el TNFa en humanos in
vivo, pero estos han sido pequenos e inconsistentes (427). Una revision sistematica
y un metanalisis reciente encontraron que la suplementaciéon con omega-3 de
origen marino a corto plazo disminuye los biomarcadores inflamatorios
sistémicos, incluidos la PCR, la IL-6 y el factor de necrosis tumoral o (TNF-at) en
diferentes poblaciones (428). Como los AGPI contenidos en la margarina son de la
serie n6, nuestros resultados no concuerdan totalmente con los estudios referidos
anteriormente (429, 428)
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Figura 35. Comparacion de las variaciones pre/post de las concentraciones séricas de
citoquinas antiinflamatorias entre los tres tipos de desayunos. Letras idénticas indican
que no hay diferencia y letras diferentes indica la existencia de diferencias

estadisticamente significativas en los incrementos entre desayunos.

Se sabe que los 4cidos grasos poliinsaturados se asocian con niveles bajos de
inflamacion, por tanto, la inhibicién de las citoquinas inflamatorias puede ser un
posible mecanismo de los efectos beneficiosos observados de estos dcidos grasos
en las enfermedades crénicas relacionadas con la inflamacion (428). Los AGPI,
concretamente la familia n-6, también se han relacionado con una disminuciéon de
marcadores proinflamatorios como IL-6, TNFa y VCAM-1 (428); sin embargo,
existe cierta controversia al respecto, ya que otros estudios han encontrado lo
contrario (429). Caiyan y colaboradores (430) observa que una proporcion baja de
AGPI n-6/n-3 mejora la inflamacién y la lesion por reperfusion isquémica del
miocardio. Algunas de ellas se han podido contrastar en el presente trabajo,
respecto al efecto de los AGPI (Tabla 37).
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Figura 36. Comparacion de las variaciones pre/post de las concentraciones séricas de
citoquinas inmunosupresoras entre los tres tipos de desayunos. Letras idénticas indican
que no hay diferencia y letras diferentes indica la existencia de diferencias

estadisticamente significativas en los incrementos entre desayunos.

Por otro lado, James y colaboradores (431) han descrito que el DHA tiene
capacidad antiinflamatoria mediante inhibicion de hasta el 90% de las citoquinas,
principalmente TNF-a, IL-6, IL-1Pe IL-8. De forma similar, el dcido y-linolénico
(GLA) disminuye la cantidad de citoquinas proinflamatorias. Ademas, de la
produccion de citoquinas proinflamatorias hay otras vias de la inflamacién que
pueden ser modificadas por la dieta, como la sobreproduccién de mensajeros
proinflamatorios como la prostaglandina E2 y la infraproduccion de mensajeros
antiinflamatorios como las prostaglandinas E1 y E3. También, los AGPI w-3
inhiben la formacion de prostaglandina E2 y favorecen la sintesis de la
prostaglandina E3. El GLA induce la sintesis de la prostaglandina El
antiinflamatoria (432).

Otro estudio previo, similar al presente estudio, con un tiempo de
intervencion de un mes, muestra como una dieta rica en grasas no saludables
(grasas frans y grasas saturadas) genera una significativamente mayor produccion
de IL-6 y TFNa que una dieta rica en grasas poliinsaturadas n-6 (433). Otro
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estudio mas reciente, observa que el consumo a largo plazo de una dieta
saludable caracterizada por un alto contenido de AGMI se asocia con una
reduccion del ARNm de TFNa y metaloproteinasa-9, que se describié como una
atenuacion del estado inflamatorio posprandial (434). Por otro lado, se observan
otros trabajos, en el que se evaliia una comida de prueba rica en grasas y no
produjeron ningtin cambio en la sintesis de PCR, IL6 o TNFa22, debido quizas al
corto plazo de intervencion (435). Asimismo, otro estudio con una intervencion
realizada durante 15 dias con 4cidos grasos tanto n-3 como n-6, tampoco observo
ningun efecto sobre la sintesis de IL-8 o TNFa23 (436).

A diversos factores se pueden deber la falta de efecto de estos estudios. Por
un lado, el tipo y cantidad de grasa es un factor que puede afectar, ya que
estudios con dosis bajas de grasas, pueden no ser suficientes para producir un
cambio en la respuesta inflamatoria. Por otro lado, la duracion de la intervencion
también es clave ya que los estudios en los que se realiz6 una comida de prueba o
estudios a corto plazo (menos de 30 dias) tampoco podrian ser suficientes para
producir un efecto estadisticamente significativo.

Respecto al desayuno rico en AGMI, se observa que incrementaron algunas
citoquinas proinflamatorias como la IL2, IL8 y TNF, observandose también una
tendencia al incremento de la IL6, sin embargo, se observa también un incremento
de una citoquina antiinfamatoria, IL4, por lo que no seria posible argumentar que,
enriquecer el desayuno con AGMI puede producir un perfil antiinflamatorio, ya
que los resultados se contraponen. Estudios clinicos previos en los que la grasa de
la dieta entera fue modificada por AGMI a base de aceite de oliva extra virgen,
han mostrado resultados diferentes a los del presente trabajo, ya que los
resultados muestran una reduccion de IL6 y PCR, aunque en estos estudios una
reduccién de otros marcadores de inflamaciéon, como VCAM- 1, ICAM-1 y E-
selectina, también fueron observados (437). Estos efectos podrian estar mediados
por una reduccion de la actividad de NF«kB posprandial, como describen Cruz-
Teno et al. en una prueba de 12 semanas con una dieta alta en AGMI (434). Sin
embargo, también es importante comentar que otros estudios no han observado
ningun efecto significativo de los AGMI sobre los factores inflamatorios y
trombogénicos en ayunas (438). Es importante recordar que la variabilidad
intraindividual en la respuesta lipémica posprandial es baja y, ademas, que la

situacién clinica, por ejemplo, la presencia de sindrome metabdlico determina la
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respuesta posprandial de los marcadores inflamatorios en mayor medida que la
calidad o cantidad. de grasas alimentarias (438).

El efecto de AGMI no fue beneficioso con respecto a los parametros
inflamatorios (Tabla 33). Sin embargo, mientras que los niveles de VEGF tuvieron
tendencia a la reduccion, los niveles de EGF en plasma también aumentaron
significativamente al final de la intervencion (Tabla 35). Ambos factores son
importantes en la vasculogénesis y la angiogénesis y, ademas, se ha demostrado
que son importantes para la patogenia vascular (439). Por lo tanto, el efecto
general de este desayuno rico en AGMI sobre estos factores no esta claro y se
deben realizar mas estudios para aclarar este problema. En la bibliografia
revisada, hay datos limitados sobre estudios de intervencion humana similares a
los del presente trabajo; sin embargo, los estudios in vitro y en animales han
observado una reduccion tanto de los niveles de EGF (440) pero con AGPL

En cuanto al efecto del desayuno rico en AGS sobre los marcadores
inflamatorios, se observaron reducciones de tres citoquinas inflamatorias (IL2,
IL8, TNF) y de las citoquinas antiinflamatorias, lo que se contradice parcialmente
con estudios previos que han mostrado un aumento en la sintesis de factores
proinflamatorios con este tipo de acidos grasos (441). Quizas, el efecto de las
grasas saturadas sobre el desarrollo de la obesidad y las enfermedades
cardiovasculares esté relacionado en mayor medida con el metabolismo lipidico
que con la respuesta inflamatoria, como ya describimos (391), A pesar de que las
concentraciones séricas de PCR y citoquinas proinflamatorias, incluida la
interleuquina 6 (IL-6), se relacionan con un mayor riesgo de ECV (135).

Existen varios informes de asociaciones entre factores dietéticos y el nivel
de biomarcadores inflamatorios (421). El patrén dietético y el genotipo pueden
interactuar para determinar la concentracion plasmatica de marcadores (442). Sin
embargo, considerando el disefio del presente estudio, se puede excluir
parcialmente la influencia de ambos factores, por lo que se puede afirmar que los
datos obtenidos se obtienen como consecuencia de la intervencion realizada.

Asi mismo, en su conjunto, y teniendo en cuenta los datos expuestos aqui
de parametros inflamatorios y los pardmetros relacionados con riesgo
cardiovascular, aportados anteriormente, se sugiere que los AGPI administrados
durante el desayuno podrian ser beneficiosos para reducir la incidencia de

enfermedades cardiovasculares en mujeres adultas con riego cardiovascular.
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5.2.3 Efecto en los parametros bioquimicos relativos al metabolismo
nitrogenado de los tres tipos de desayunos

Algunos autores indican que es poco probable que la funcion renal esté
asociada con la ingesta de algunos lipidos, como los AGPI (443). Sin embargo,
otros estudios indican que los AGPI, contribuyen a preservar la salud renal (444).

Tras un mes de intervencion, se observan en la Tabla 38 los efectos de cada
uno de los desayunos sobre marcadores bioquimicos del metabolismo
nitrogenado. No existe diferencia en los niveles de urea y albumina con ninguna
intervencion realizada en nuestro trabajo. Sin embargo, se aprecia que D1 tuvo la
capacidad de reducir el acido turico (p=0,0047) y la creatinina (p=0,0000), e
incrementar la actividad de las proteinas enzimaticas GOT (p=0.0142) y
GTP(p=0.0131). Mientras que con D3 se observa un descenso (p=0.0006) de la
concentracion sérica de las proteinas totales. Con D2 no se observd ningun
cambio significativo. Por otro lado, al comparar los valores basales y finales con
las referencias, se observan que todos los marcadores se encuentran dentro del
rango de normalidad.

Al evaluar el efecto de los desayunos de la intervencion sobre el
metabolismo nitrogenado, se observa en la Figura 37, que no hay diferencias
significativas entre las variaciones de las medias de urea, acido urico, albiumina,
GOT y GPT. Sin embargo, se observa un efecto sobre la creatinina y las proteinas
totales. D1 muestra diferencia significativa (P<0.05) en los cambios observados de
los niveles de creatinina respecto a D2 y D3, pero no se observa diferencia entre
D2 y D3. Mientras que el D3 muestra diferencias (p<0.05) en los cambios
observados en las concentraciones séricas de proteinas totales, respecto a D1y D2,
no habiendo diferencia entre D1 y D2.

Las investigaciones respecto a intervencion dietética lipidica sobre los
marcadores del metabolismo renal, son muy escasas, y los limitados estudios se
han realizado en roedores, como uno en el que se investigaron los efectos de
diferentes tipos de grasas dietéticas (mantequilla, manteca y margarina) sobre
algunos parametros bioquimicos (perfil lipidico, marcadores de funcion renal) e
histolégicos y se evalud la expresion génica de genes relacionados con la
lipogénesis en ratas, donde se observd que los cambios se dieron en dietas de

fraccion sdlida de aceite y manteca, no evidenciando cambios en la mantequilla ni
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margarina (445). En nuestro estudio, solo muestra efecto la mantequilla como
fuente de grasa saturada, administrada durante el desayuno, sobre varios
parametros de funcion renal, mientras que la margarina no produjo ningin
cambio en los niveles de estos parametros y el efecto del aceite de oliva virgen
extra se reduce al observado en un solo parametro del metabolismo nitrogenado,

la concentracion sérica de proteinas totales.

Tabla 38. Comparacion de los valores basales y finales de las concentraciones séricas de
parametros bioquimicos relacionados con el metabolismo nitrogenado dentro de cada

tipo de desayuno y respecto a los valores de referencia

Parametros D1 D2 D3 Valor
. . . referencia
Basal Final Basal Final Basal Final
35,96 34,76 36,75 35,24 35,91 37,06 10,00-50,00
Urea (mg/dl)
(32,64-39,28)  (29,63-39,89)  (33,39-40,12)  (30,01-4048)  (32,51-39,30) (31,64-42,47)
Acido tirico 4,20 4,04* 4,14 4,09 4,15 4,17 2.40-5.70
(mg/dl) (3,92-449)  (3,64-4,44) (3,85-4,43) (3,68-4,49) (3,85-4,44) (3,74-4,59)
Creatinina 0,77 0,73 0,75 0,74 0,77 0,76 0,50-1,10
(mg/dl) (0,73-0,81)  (0,67-0,79) (0,71-0,80) (0,68-0,81) (0,73-0,82) (0,70-0,82)
Proteinas 7,42 7,37 7,40 7,42 7,51 7,34% 6,60-8,70
totales (g/dl) (7,31-7,53)  (7,27-7,66) (7,28-7,51) (7,22-7,62) (7,40-7,62) (7,14-7,55)
Albémi 4,50 4,51 4,52 4,52 4,49 4,46 3,50-5,00
umina
(g/dD) (4,44-456)  (4,41-4,62) (4,46-4,58) (4,41-4,63) (4,43-4,55) (4,35-4,58)
19,76 21,32* 20,86 20,41 19,97 21,07 <31
GOT (U/L)
(18,45-21,07) (18,66-23,87)  (19,53-22,18)  (18,69-2392)  (18,63-21,31) (18,34-23,08)
14,88 18,81* 16,61 17,76 15,78 19,13 <31
GPT (U/L)
(13,00-16,76) (13,83-23,79)  (14,69-18553)  (12,64-22,88)  (13,83-17,72) (13,72-24,53)

Los valores se expresan como media y el intervalo de confianza al 95%: X (IC 95%). *Diferencia

significativa final vs basal (p<0,05); ®Diferencias significativa (p<0,05) vs valor de referencia.

Otras investigaciones basadas en la adherencia a la dieta mediterranea
(frutas y frutos secos, verduras, legumbres, cereales, pescado, carne, productos
lacteos y proporcion de acidos grasos monoinsaturados a saturados) observan
que tiene efectos favorables en la prevencion de la disfuncidn renal (446).
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Figura 37. Comparacion de las variaciones pre/post de las concentraciones séricas de parametros
bioquimicos relacionados con el metabolismo nitrogenado entre los tres tipos de desayunos.
Letras idénticas indican que no hay diferencia y letras diferentes indica la existencia de
diferencias estadisticamente significativas en los incrementos entre desayunos.
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Aunque otros estudios discrepan, ya que los resultados no apoyan la idea
de que dieta mediterranea tenga un efecto beneficioso sobre la funcién renal mas
alla del consejo para una dieta baja en grasas en personas mayores con alto riesgo
cardiovascular (447).

El 4cido turico se ha propuesto como factor de riesgo independiente de
enfermedades cardiovasculares (448), ademas de su implicacion en la oxidacion
de LDL y la generacion de un estado oxidativo en condiciones de hiperuricemia
(7 mg/dl (449,450). Por otro lado, también se ha reportado que los niveles
elevados de 4cido trico en suero se asocian con disfuncidn diastdlica en pacientes
con miocardiopatia dilatada (450). El acido urico es un predictor positivo de la
aparicion de LDL pequenas y densas, mds susceptibles a la oxidacion (451).
Ademas, la concentracion de acido trico superior a 4 mg/dl parece tener un efecto
redox pro-oxidante (452), ademas de su sintesis puede conducir a la generacion
de radicales anidnicos superdxido, hidroxilo y peroxido de hidrogeno (453). Los
resultados reportados por otros autores sugieren el papel del acido trico en la
relacidn entre el estrés oxidativo y las enfermedades cardiovasculares, mientras
que el hallazgo de este estudio sélo ha reportado efecto por los AGS,
disminuyendo los niveles de acido urico, sin embargo, todos los valores se
encuentras por encima de 4 mg/dl, por lo que podrian ejercer un efecto
prooxidante, coincidiendo asi con el cardcter prooxidante de las grasas saturadas,
descrito en la literatura.

La presencia de enfermedad renal estd incluida como un factor de riesgo
independiente de enfermedad cardiovascular en el mas reciente informe del Joint
National Committee on Prevention, Detection and Treatment of High Blood
pressure (JNC VII) (454) y en definiciones de la American Heart Association. De
hecho, es muy superior el porcentaje de pacientes con enfermedad renal crénica
que en el seguimiento fallecen de complicaciones cardiovasculares que los que
progresan a tratamiento sustitutivo renal. Algunos estudios (455) demuestran que
los pacientes con creatinina plasmatica de 1,3 a 1,4mg/dl, respecto a los que tenian
funcién renal normal, tienen una incidencia significativamente aumentada de
eventos cardiovasculares primarios y mortalidad cardiovascular y total, lo que
confiere a la insuficiencia renal créonica moderada la categoria de factor de riesgo
cardiovascular. La relaciéon entre enfermedad renal crénica y enfermedad

vascular es patente y creciente a medida que progresa el deterioro de la funcién
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renal, hasta el punto de que la mortalidad cardiovascular de los pacientes en
dialisis es 500 veces superior a la de la poblacion con funciéon renal normal. Ya el
estudio de Framingham demostr6 que la insuficiencia renal leve (creatinina: 1,4—
3mg/dl) se asociaba a un mayor riesgo vascular (456). Las voluntarias del presente
estudio no padecian de enfermedad renal cronica y sus niveles de creatinina se
observaron dentro de su rango recomendado, a pesar de que con los AGS
disminuyo.

Las transaminasas, GOT y GPT, son utilizadas como marcadores del dano
renal. Son enzimas que catalizan reacciones de transaminacién, siendo la mas
especifica del higado la GPT. Generalmente, los procesos inflamatorios y el
aumento del remodelado hepatico que se asocian a diversas patologias que
pueden aumentar los valores de la GOT y GPT. Las voluntarias del presente
estudio presentaron unos niveles de transaminasas que podemos considerar
dentro de la normalidad, sin embargo, se pudo observar el efecto de un desayuno
de intervencion. Los AGS tuvieron la capacidad de reducir los niveles de las dos
transaminasas, tras un mes de intervencion. Por los resultados obtenidos se
podria afirmar que la poblacion de estudio no muestra dafo renal asociado a los

parametros analizados.

5.24 Efecto en la glucemia y niveles sanguineos de electrolitos de los tres

tipos de desayunos

Las alteraciones de glucosa implican una mayor coexistencia de factores de
riesgo de enfermedad coronaria y diabetes.

Respecto a los niveles de electrolitos en sangre, es ampliamente conocido
que el exceso de sodio tiene un rol dafiino y es determinante en el aumento
progresivo de la incidencia de la hipertension arterial y aumento de la misma, sin
embargo, la disminucion de sodio sérico en pacientes con insuficiencia cardiaca se
asocia a mayor mortalidad, existiendo pocos datos acerca de si su correcciéon se
traduce en mejoria de la supervivencia (457).

Por otro lado, el potasio, es un electrolito esencial para el organismo. De
hecho, el funcionamiento de los musculos, incluido el corazon, depende de la
concentracion de potasio. Por eso, cualquier alteracion puede dar lugar a

complicaciones graves como cambios en el ritmo del corazoén, pudiendo
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desencadenar episodios de fibrilacion auricular y, en los casos mas graves, incluso
causar la muerte subita.

Tras un mes de intervencion con cada uno de los tres tipos de desayuno, en
la Tabla 39, se observan los resultados pre/post de los parametros de la glucemia
y electrolitos sanguineos. Solo se observa efecto sobre los niveles de glucosa, en
los tres tipos de desayuno, con D1 aumenta (p=0.0121) y disminuye con D2
(p=0.0410) y D3 (p=0.0005). Mientras que el Sodio, Potasio y Cloro, no muestran
diferencias con ninguno de los desayunos de intervencion.

La relacion entre la grasa en la dieta y el metabolismo de la glucosa se ha
reconocido desde hace més de 60 afos. La grasa dietética es de particular interés
porque los 4cidos grasos influyen en el metabolismo de la glucosa al alterar la
funcion de la membrana celular, la actividad enzimatica, la sefalizaciéon de la
insulina y la expresion génica. La evidencia sugiere que reemplazar las grasas
saturadas y los acidos grasos trans por grasas insaturadas (poliinsaturadas y / o
monoinsaturadas) tiene efectos beneficiosos sobre la sensibilidad a la insulina y es

probable que reduzca el riesgo de diabetes tipo 2 (82).

Tabla 39. Comparacion de los valores basales y finales de las concentraciones séricas de

glucosa y electrolitos dentro de cada tipo de desayuno y respecto a los valores de

referencia

Pardmetros D1 D2 D3 Valor
referencia

Basal Final Basal Final Basal Final

Glucosa 93,84 96,24* 97,25 95,25* 97,28 93,61* 60-110

(mg/dl) (90,58-97,10)  (91,11-101,38) (93,94-100,56) (90,02-100,48) (93,94-100,62) (88,20-99,02)

Sodio 141.64 141,35 140,99 140,75 141,14 141,11 135150

(mEq/L) (141,22-142,06)  (140,52-142,19)  (140,56-14142)  (140,38-142,08)  (140,70-141,57)  (140,22-141,99)

Potasio 4,53 4,48 4,46 4,44 4,48 4,41 3-5

(mEq/L) (4,42-4,64) (4,30-4,66) (4,35-4,57) (4,26-4,63) (4,37-4,59) (4,22-4,60)

Cloro 104,14 103,83 104,03 104,43 103,58 103,76 90-120

(mEq/L) (103,58-104-70)  (102,78-104,89)  (103,46-104,60)  (103,35-10551)  (103,00-10416)  (102,64-104,88)

Los valores se expresan como media y el intervalo de confianza al 95%: X (IC 95%).
*Diferencia significativa final vs basal (p<0,05); eDiferencias significativa (p<0,05) vs valor de

referencia.
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Hay que tener en cuenta que, en pacientes obesos, con riesgo
cardiovascular, los elevados niveles de glucosa se convierten en grasa, por lo cual
no resulta favorable los incrementos de glucosa.

Al comparar las variaciones en los tres desayunos (Figura 38), se observa
que D1, el desayuno que contiene AGS provoca un incremento de la glucosa
(P<0.05), siendo esta variacion significativamente diferente respecto a las
observadas con los tratamientos D2 y D3, desayunos que contiene AGPI y AGMI
respectivamente. No se observan diferencias entre las variaciones de glucosa
entre D2 y D3, desayunos que contienen AGPI y AGMI, respectivamente. Por
otro, no se observo diferencia al comparar los incrementos de sodio y potasio. Sin
embargo, se observo diferencias entre los incrementos de Cloro entre D1 y D2
(p=0.0406) ya que con las grasas saturadas del desayuno de aprecia una tendencia
a la disminucion en los niveles de cloro, muy distinta a la tendencia a incrementar
estos niveles séricos de cloro que se observa tras la administracion del desayuno
rico en grasas polinsaturadas a través de la margarina.

Un metaandlisis evidencia efectos favorables mas consistentes con AGPI en
comparacion con los carbohidratos, AGS o AGM]I, ya que se relacion6é con una
mejor glucemia, resistencia a la insulina y capacidad de secrecion de insulina. El
reemplazo de AGS con AGP], se relaciond con una disminucion en los niveles de
glucosa en ayunas, una menor HbAlc (hemoglobina glicosilada), mejor HOMA -
IR (resistencia a la insulina) y una mejor capacidad de secrecién de insulina.
Curiosamente, la capacidad de secrecidon de insulina también mejoré cuando el
AGPI reemplazd al AGMI. En comparacion, el consumo de AGMI no parecid
influir significativamente en la glucosa en ayunas, en comparaciéon con otros
macronutrientes; pero se observo que reducia la HbAlc en comparacion con los
carbohidratos o el SFA (458). En el presente estudio, se observa un aumento
significativo de los niveles de glucosa con AGS y se observa que disminuye con
los AGPI y AGM], siendo consistente en este parametro con los resultados del

metaanalisis.
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Figura 38. Comparacion de las variaciones pre/post de las concentraciones séricas de
glucosa y electrolitos entre los tres tipos de desayunos. Letras idénticas indican que no
hay diferencia y letras diferentes indica la existencia de diferencias estadisticamente

significativas en los incrementos entre desayunos.

La investigacion de ensayos con una duracion promedio relativamente corta
(28 d) sugiere que el consumo de mas grasas insaturadas (AGMI, AGPI) en lugar
de carbohidratos o AGS puede mejorar la HbA1C y HOMA-IR; y que centrarse en
los AGPI en particular puede tener beneficios adicionales sobre la capacidad de
secrecion de insulina. Los efectos comparativamente similares de AGS versus
carbohidratos en la homeostasis glucosa-insulina son consistentes con sus
asociaciones generales similares tanto con la diabetes incidente como con los

eventos cardiovasculares (459).
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En conjunto, la evidencia sugiere que reemplazar las grasas saturadas y los
acidos grasos trans con grasas insaturadas (poliinsaturadas y/o monoinsaturadas)
tiene efectos beneficiosos sobre la sensibilidad a la insulina y es probable que
reduzca el riesgo de diabetes tipo 2 (76). Entre las grasas poliinsaturadas, el acido
linoleico de la serie n-6 mejora la sensibilidad a la insulina. Aunque, por otra
parte, indican los 4cidos grasos n-3 de cadena larga no parecen mejorar la
sensibilidad a la insulina o el metabolismo de la glucosa (100).

Es escasa la informacion respecto a la influencia de la grasa dietética sobre
los niveles de electrolitos. En el presente trabajo se observa que las diferentes
intervenciones (pre/post) no suponian un efecto significativo sobre el nivel de
Sodio, Potasio y Cloro y que, con los tres tipos de intervencion realizados, los

niveles de estos electrolitos se mantienen dentro del rango de normalidad.

5.2.5 Analisis de regresion lineal multiple sobre variable dependiente

Tras evaluar el efecto del tipo de desayuno administrado a las participantes
del estudio sobre los parametros que se han venido analizando en los epigrafes
anteriores, a partir de ahora la estadistica inferencial basada en el andlisis de
regresion lineal multiple sobre variable dependiente, pretende evaluar si ademads
del tipo de desayuno pueden existir otros factores (edad de las participantes, si
son o no diabéticas, hipertensas o hipercolesterolémicas, o si estdn en normopeso
o con IMC>24,9 Kg/m?) considerados en el disefio de este proyecto que también
afecten a los mencionados pardmetros.

Mediante un modelo de regresion lineal multiple, se analiza el efecto de las
variables categoricas independientes siguientes:

- desayuno (D1/D2/D3),

- grupo de edad (MAYORES o >65 afios/ MENORES o < 65 afios),

- sobrepeso (NORMOPESO/SOBREPESO U OBESIDAD),

- hipertension (SI/NO),

- diabetes (SI/NO) y

- colesterol (SI/NO),
Sobre las variaciones de cada parametro en estudio (bioquimicos, inflamatorios,
estrés oxidativo), que constituyen las variables dependientes. Para la seleccion de
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las variables a incluir en el modelo, se realiz6 el método paso a paso (stepwise)
por “eliminacion hacia atras” (backward) para modelos lineales mixtos.

Para facilitar la comprension de cada tabla obtenida del analisis de regresion
lineal multiple, se muestra a continuacion una explicacion comun a todas ellas,

con el significado de los componentes que las conforman:

Variable Esperado (IC95%) P valor R?

Constante ... (coimenn)

Variable: Dentro de éstas, la constante es una combinacion lineal del primer nivel
de cada factor o variable categdrica incluida en el modelo. En el ejemplo de la
Tabla 40, constante es una combinacion del nivel 1 del desayuno (o sea, el D1) y
del nivel 1 del grupo de edad (o sea, las mayores de 65 afios). El resto de variables
son los restantes niveles de cada variable categdrica (desayuno 2, desayuno 3 y
grupo edad menores de 65), en concreto las diferencias con el nivel 1 (constante)
de su propia variable.

La constante en una regresion lineal es la bo, o el punto donde la linea
corta el eje de las Y. Como aqui, en vez de solo una variable independiente X (lo
que seria regresion simple), tenemos madas de una, en este caso en concreto
tenemos dos (desayuno y grupo de edad), tenemos dos variables que afectan al
comportamiento de Y (glucemia). Y solo puede ser un punto o valor, por eso la
constante, intercep o bo, cuando hay mas de una variable predictora (varias x, o
mejor dicho x1, x2, etc) tienen que ser una combinacién de todas estas.
Obviamente conforme vamos metiendo madas variables predictoras (diabetes,
hipertension, etc), al ser la constante una combinacion de todas ellas, su valor va a
cambiar pudiendo empeorar todo el modelo predictivo, por eso en una regresion
lineal multiple es importante elegir solo aquellas variables que tienen un efecto
importante sobre Y. Para esto usamos el método stepwise que va probando todas
las variables predictoras y se queda solo con aquellas que dan el mejor modelo
posible (en cuanto a p valor, R2, AIC, etc.).

Esperado: Es la media, aunque no es la media de los datos (de las 56
participantes), sino que es la media que el modelo predice para la poblacion
general. Nosotros usamos un modelo de regresion lineal que se ajuste lo maximo

posible a los datos de las 56 participantes, con lo que inferenciamos los resultados
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a la poblacion general (mujeres postmenopausicas con mas de un factor de riesgo
cardiovascular). La media que se tiene aqui (esperado o estimado) es la media,
que el modelo creado a través de los resultados, estima que tendria la poblacion
general. Lo mismo pasa con el intervalo de confianza, no es una medida de
dispersion de las 56 participantes, si no una medida de dispersion de la poblacién
general, estimado a través del modelo matematico que hemos obtenido de los
resultados.
P valor: En cada fila, el P valor nos indica si la diferencia del respectivo valor de
esperado es significativamente diferente de 0. En el caso de constante da igual que
sea o no diferente de 0, pero para el resto de filas, son las diferencias con la
constante, que si aportan informacion valiosa. En el ejemplo de la Tabla 39, nos
dice que los valores de glucemia en los desayunos dos y tres son diferentes y
menores del D1 (constante), y que la glucemia en el grupo edad (menores de 65
anos) es mayor y diferente que la glucemia en el grupo de edad, mayores de 65
anos.
R?: Es la proporcion de la varianza de Y (glucemia) que explica el modelo creado.
En el caso de la tabla 39 esa proporcion es del 0.21 o 21%. Esto significa que la
variacion (o comportamiento) de la glucemia en este estudio, viene explicada (o es
debida) en un 21% por el tipo de desayuno y por el grupo de edad. Sin embargo,
hay otros factores que desconocemos y que afectan en un 79% el comportamiento
de la glucemia.
En este ejemplo de la tabla 39, se puede resumir que el comportamiento
observado de la glucemia en este estudio, se ve afectado o modificado de forma
significativa por el tipo de desayuno y por la edad, y que estos dos factores
afectan en un 21% a dicho comportamiento de la glucemia, quedando un 79% de
ese comportamiento que no sabemos a qué se debe (por ejemplo, podrian ser
factores como nivel de resistencia a insulina, nivel de ejercicio fisico, etc.).

A continuacidn, se muestran los resultados de las variables dependientes
que tienen efecto por algunas de las variables independientes analizadas, no se
incluyen las que sdlo evidencian el efecto del tipo de desayuno, ya que

previamente se ha mostrado en apartados anteriores.
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5.2.5.1 Andlisis de regresion lineal miiltiple sobre glucemia

En la tabla 40, se muestra las variables independientes (tipos de desayuno y
grupo de edad) que mostraron efecto sobre la variable dependiente, glucemia. El
tipo de desayuno y grupo de edad explica un 21% de varianza en la variable
glucosa, que explica el modelo creado. Ademas del efecto que tienen los tipos de
desayuno sobre la glucemia (que previamente se ha visto en apartados
anteriores), se observa también que el grupo de edad menores de 65 afios

incrementa (P=0,02; R=0.21) mas la glucemia.

Tabla 40. Analisis de regresion multiple para la variable dependiente: Glucemia

Variable Esperado (IC95%) P valor R?

Constante 1,96 (-0,4-4,33) 0,11 0,21
D2 -5,80 (-8,78 --2,83) 0,00 0,21
D3 -7,50 (-10,61- -4,39 0.00 0,21
Grupo edad 3,35 (0,75-5,97) 0,02 0,21

Esperado: Media estimada por el modelo. IC95%: Intervalo de confianza al 95%. P valor y R? del

modelo.

La tolerancia a la glucosa disminuye con la edad, resultando en una alta
prevalencia de intolerancia a la glucosa y diabetes en la poblaciéon mayor de 60
anos. La DM en la poblacion geriatrica es una afeccion crénica muy prevalente. La
prevalencia de diabetes en mayores de 65 afios es del 20% de la poblacién, y
aumenta con la edad al producirse cambios en la tolerancia a la glucosa; la mas
frecuente es la DM de tipo 2 (159). La incidencia de diabetes es de dos a cuatro
veces mas frecuente que en poblacién adulta, aunque debe tenerse en cuenta los
criterios operativos establecidos, que generan gran variabilidad en la
cuantificaciéon y la medicién del problema. La poblacién de estudio como antes se
describe, se trata de adultas mayores (63.5 + 18.3 afios), de la cuales el 57% son
mayores de 65 afios y 12.5% de la poblacion tiene diabetes.

La patogénesis de la intolerancia a la glucosa en este grupo de edad es
multifactorial involucrando la interaccion de factores asociados al envejecimiento
como son un incremento relativo en la adiposidad visceral, disminucién en la

masa muscular y en la actividad fisica, el uso de medicamentos, enfermedades
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coexistentes y defectos en la secrecion y sensibilidad a la insulina asociados a la
edad, aunque este ultimo es controversial (152). No obstante, en el presente
trabajo se corrobora que el grupo de edad influye en los incrementos de glucosa
(IC 95%, P=0.02, R=0.2).

Existe una disminucion progresiva en la tolerancia a la glucosa oral de la
tercera década a la novena década de vida. Estudios poblacionales indican que los
niveles de glucosa postcarga de glucosa se incrementan con la edad de 6-9 mg/dL
por década, mientras que la glucosa en ayuno se incrementa con la edad de 1-2
mg/dL por década (460). Asimismo, varios estudios han encontrado elevaciones
discretas y progresivas en los niveles de hemoglobina glucosilada asociados a la
edad, independientemente de otros efectos confusores en la tolerancia a la
glucosa, encontrandose tanto en sujetos obesos como delgados (460).
Contrariamente, en el presente estudio se observa un mayor incremento de
glucosa en las menores de 65 anos respecto a incremento de las mayores de 65, lo
cual podria deberse a que el grupo de menores de 65 afios, al estar en estadios
iniciales de postmenopausia, tienen una alteracion mas notoria, por los cambios
que se suscitan al inicio de ésta etapa, sabiendo que la ausencia del estrogeno y
progesterona afectan la respuesta de las células a la insulina, lo cual se va siendo
menor en el tiempo. Ademads, las mayores de 65 al tener mayor prevalencia de
diabéticas, podrian controlar dichos incrementos, al controlar mas el nivel aztcar
y/o administrarse insulina para corregirla

El grado de resistencia a la insulina tiende a incrementarse con la edad y el
anciano en general tienen mayor riesgo de desarrollar los factores de riesgo
cardiometabdlicos que componen al sindrome metabdlico (460). La masa
muscular disminuye cerca de 40% de los 20 a los 70 afios de edad y la masa grasa
se incrementa con predominio en la grasa abdominal. La disminucion en la
sensibilidad a la insulina afecta en diferentes grados el metabolismo de la glucosa
y los lipidos, sobre todo en los tejidos muscular, hepatico y adiposo (460). Como
ocurre con la prevalencia de diabetes, la prevalencia del sindrome metabdlico se
incrementa con la edad y tiene una mayor prevalencia en las personas de 60-69
anos (461). Ademas de la edad, varios factores tienen influencia en la sensibilidad
a la insulina y cuando éstos son tomados en cuenta, es incierto si la edad por si

misma tiene atin un efecto en la captura de glucosa (460).
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5252 Andlisis de regresion lineal miiltiple sobre la uremia

En la tabla 41, se observa que la diabetes explica un 3% de la varianza en la
variable niveles séricos de urea. Aunque en ambos grupos (diabéticas y no
diabéticas) se observa que influyen en la reduccion de la urea, se puede ver
también que en el grupo de diabéticas lo hacen en mayor medida (P=0,03;
R?=0.03).

Tabla 41. Analisis de regresion multiple para la variable dependiente: Niveles séricos
de Urea

Variable  Esperado (IC95%) P valor R?
Constante  -0,28 (-1,51-0,96) 0,66 0,03
Diabetes -5,03 (-9,59--0,48) 0,03 0,03

Esperado: Media estimada por el modelo. IC95%: Intervalo de confianza al 95%. P valor y R? del

modelo.

La diabetes mellitus es una enfermedad endocrina con importantes
implicaciones a nivel sistémico, como: angiopatia, neuropatia, retinopatia y
nefropatia, entre otras. Estas complicaciones tienen su origen en eventos
biomoleculares desencadenados por la hiperglicemia (128,136). La diabetes, por
tanto, constituye una causa principal de las enfermedades de los rifiones como
nefropatia diabética y enfermedad renal cronica (ERC). La enfermedad de los
rifiones implica que los rifiones estan dafiados y no pueden filtrar la sangre como
deberian. Uno de cada cuatro adultos con diabetes tiene la enfermedad de los
riflones (462). Los rifiones danados, no pueden filtrar la sangre como deberian.
Esto p hace que los desechos se acumulen en el cuerpo. El dafio de los rifiones
causado por la diabetes generalmente se va produciendo lentamente con los afos.
El dafio a los rifiones también puede causar otros problemas de salud.

El mecanismo por el cual la diabetes causa enfermedades renales, es porque
un nivel alto de glucosa en la sangre, puede danar los vasos sanguineos de los
rifones. Cuando los vasos sanguineos se dafian, no funcionan tan bien. Ademas,
muchas personas con diabetes tienen presion arterial alta, que también puede
dafiar los rifiones. Asi también, tener diabetes por mucho tiempo aumenta el

riesgo de tener dafio a los rifiones (462).
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En base a ello, dentro de los estudios al diabético, la determinacién de urea
tiene especial interés, como uno de los primeros indicios de una enfermedad renal
crénica. Dentro de toda esta amplia gama de estudios al diabético, cobra un
especial interés la determinacidon de urea como uno de los primeros indicios de
una enfermedad renal crénica, teniendo en cuenta que al dar inicio un dafo o
fallo renal, comienzan a aumentar los niveles en sangre de los compuestos
nitrogenados no proteicos y que por orden de aparicion serian: acido arico, urea,
y en ultimo lugar la creatinina.

En el presente estudio se puede corroborar que, los niveles de urea se ven
afectado por las personas diabéticas, observandose una disminucion de los
niveles de urea. Lo cual podria deberse a reacciones cataliticas producidas en
contexto de la diabetes tipo 1, la ausencia de insulina disminuye la entrada de los
aminodcidos a las células musculares, lo que incrementa el catabolismo de sus
proteinas. Los aminoacidos glucogénicos liberados por la protedlisis quedan
disponibles para la gluconeogénesis hepatica lo que genera un balance negativo
del nitrégeno, que conduce al agotamiento de las proteinas y al desgaste tisular
(463).

5253 Andlisis de regresion lineal multiple sobre los niveles séricos de

lipoproteinas HDL

Las variables independientes (tipo de desayuno y grupo de edad)
mostraron efecto sobre la variable HDL (Tabla 42). Los tipos de desayuno y grupo
de edad explica un 17% de varianza en la variable HDL, que explica el modelo
creado. Ademas del efecto que tienen los tipos de desayuno sobre la HDL, lo cual
previamente se ha visto en apartados anteriores, se observa también que el grupo
de edad mayores o iguales 65 afios incrementa mds la HDL (P=0,05; R2=0.17).

Previamente se ha podido observar que las intervenciones dietéticas del
presente estudio, han tenido efecto en diversos parametros, dentro de ellos en los
niveles séricos de HDL, pero a través de la regresion multiple realizada se puede
observar que la variable edad influye también en los niveles de HDL.

Los datos sobre el efecto del envejecimiento en la composiciéon y funcién de
las HDL son limitados. Se documentan asociaciones de inflamacion con
patologias relacionadas con la edad; sin embargo, hay poca informacion

disponible sobre como el envejecimiento afecta la composicion y funcion de las
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HDL. Los estudios iniciales informaron que las HDL de sujetos de edad avanzada
tiene una potencia reducida para promover la salida de colesterol e inhibir la
oxidacion de LDL (464).

Tabla 42. Analisis de regresion multiple para la variable dependiente: niveles séricos
de HDL

Variable Esperado (IC95%) P valor R?

Constante 4,26 (2,06-6,46) 0,00 0,17
D2 -1,78 (-4,47 -0,92) 0,20 0,17
D3 -5,34 (-8,15- -2,51) 0,00 0,17
Grupo edad 2,62 (0,12-5,09) 0,05 0,17

Esperado: Media estimada por el modelo. IC95%: Intervalo de confianza al 95%. P valor y R? del

modelo.

Estudios proteémicos recientes proporcionaron pruebas convincentes de
que la inflamacion altera la composicion proteica de las HDL, generando asi
formas disfuncionales o incluso proaterogénicas de HDL (465). Ademas, la
inflamacién conduce a marcadas alteraciones en la fraccion lipidica de las HDL,
destacadas por una reduccion significativa de los fosfolipidos (466).

Algunos estudios, sugieren que el envejecimiento altera la composicion de
HDL, lo que resulta en un deterioro funcional que puede contribuir al
inicio/progresiéon de la enfermedad cardiovascular (467). Las alteraciones
asociadas con la edad en la composicion y funcion de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) pueden contribuir a la mortalidad cardiovascular. Aunque atin
el efecto de la edad avanzada sobre la composicién y funcion de HDL no se
comprende bien. Sin embargo, la mayoria de las muertes coronarias, ocurren en

pacientes mayores de 65 afios.

5254 Andlisis de regresion lineal multiple sobre los niveles séricos de

Quilomicrones

En la tabla 43, se observa que las variables hipertensiéon muestra un efecto
sobre la variable quilomicrones. La hipertension explica un 3% de varianza en la

variable concentracion sérica de quilomicrones, que explica el modelo creado. Se
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observa también que el grupo de hipertensos se incrementan mas los

quilomicrones (P=0,04; R2=0.03).

Tabla 43. Analisis de regresion multiple para la variable dependiente: niveles séricos

de quilomicrones

Variable Esperado (IC95) Pvalor R?
Constante -0,29 (-0,44--0,15) 0,00 0,03
Hipertension 0,28 (0,01-0,55) 0,04 0,03

Esperado: Media estimada por el modelo. IC95%: Intervalo de confianza al 95%. P valor y R? del

modelo.

En nuestro estudio se observaron diferencias significativas en las
variaciones de los niveles de quilomicrones, lo cual nos sorprendi6é ya que las
muestras sanguineas se extrajeron en condiciones de ayuno (horario previo al
desayuno), razén por la que los quilomicrones, segiin la bibliografia, no debian
estar presentes en cantidades significativas, aunque se observaron cambios
significativos, estos niveles tanto pre como post se mantuvieron dentro del rango
de referencia. Sin embargo, en este andlisis se observa que la variacion de los
quilomicrones estd influenciada por la hipertension, ya que se observa un
incremento de quilomicrones en las personas hipertensas. Corroborando asi, los
estudios de Bernales-Silva y colaboradores (468), que han estudiado la
hipertension y la alteracion del metabolismo de los quilomicrones, aunque a la
fecha por varias razones, el metabolismo de los quilomicrones y sus remanentes
es dificil de evaluar en seres humanos, debido a algunas caracteristicas fisicas y
metabdlicas de esas lipoproteinas y al proceso de absorcion de lipidos en el

intestino.

5255 Andlisis de regresion lineal muiltiple sobre los niveles séricos de la

subfraccion lipoproteica IDL-C

Las variables independientes (tipo de desayuno e hipertension) mostraron
efecto sobre la variable niveles séricos de IDL-C (Tabla 44). El tipo de desayuno y
grupo de edad explica un 36% de las variaciones en la variable niveles séricos de

IDL-C, que explica el modelo creado. Ademas del efecto que tienen los tipos de
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desayuno sobre la IDL-C (que previamente se ha visto en apartados anteriores), se
observa también que en el grupo de personas con hipertension disminuye mas la
concentracion sérica de IDL-C (P=0,03; R2=0.36).

Tabla 44. Analisis de regresion multiple para la variable dependiente: niveles séricos
de IDL- C

Variable Esperado (IC95%) P valor R?

Constante 6,71 (4,68-8,74) 0,00 0,36
D2 -9,96 (-12,55- -7,36) 0,00 0,36
D3 -6,24 (-9,44- -3,12) 0,00 0,36

Hipertension -3,02 (-5,73--0,30) 0,03 0,36

Esperado: Media estimada por el modelo. IC95%: Intervalo de confianza al 95%. P valor y R? del

modelo.

La infiltraciéon de lipoproteinas de baja densidad (LDL) en el espacio
subendotelial es un paso temprano en la aterosclerosis. Ademas de las particulas
de LDL, las particulas pequenas de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y
de lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) también pueden ingresar a la
intima arterial y retenerse dentro de la matriz extracelular subendotelial (469).

La concentracion de lipoproteinas dentro de la intima arterial depende de
su retencion selectiva en la intima (470). Por lo tanto, en comparaciéon con las
lipoproteinas de alta densidad u otras proteinas plasmaticas, como las particulas
de lipoproteinas que contienen apoB-100 (VLDL, IDL, y LDL) se retienen
selectivamente en la intima, y sus concentraciones locales son relativamente altas
(469). Ademas, se sugiere que las particulas VLDL e IDL quedan atrapadas en
mayor medida que las particulas LDL por la densa matriz extracelular rica en
proteoglicanos de la intima arterial. Quizds esto explique que los hipertensos
disminuyan la cantidad de IDL, quizas se debe a una retencién selectiva, ademas
las IDL al tener menor densidad podria ser que la mayor presion o fuerza de la
sangre, realice el efecto contrario a la infiltracion.

En estudios en los que se han realizado mediciones de subfracciones de
lipoproteinas, los niveles plasmaticos de IDL han sido mas predictivos de la

progresion de la aterosclerosis que los niveles plasmaticos de LDL, segun lo
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evaluado por angiografia de la arteria coronaria o ultrasonografia de la arteria
carotida (470). Por otro lado, se conoce que la rigidez arterial aumenta con la edad
y esta estrechamente relacionada con factores de riesgo de ECV como Ila
hipertension y la enfermedad de las arterias coronarias (469). La asociacion de la
rigidez arterial con los lipidos tradicionales, como el colesterol total, los
triglicéridos, el LDL-c y el HDL-c, se ha descrito en estudios cruzados, estudios
seccionales entre la poblacion de alto riesgo (469). Sin embargo, la relacion entre
la rigidez arterial y las particulas de las subclases de lipoproteinas rara vez se ha
estudiado. Un estudio muestra que las medidas de las subclases de lipoproteinas
se asocian con una mayor rigidez arterial periférica en una poblacion de alto

riesgo metabolico (469).

52.5.6 Andlisis de regresion lineal miiltiple sobre los niveles séricos de la
subfraccion lipoproteica LDL-1

En la tabla 45, se observa que la variable hipercolesterolemia muestra un
efecto sobre la variable LDL1. La hipercolesterolemia explica un 4% de varianza
en la variable LDL1, que explica el modelo creado. Se observa también que el
grupo de personas con concentraciones elevadas de colesterol incrementan mas
las LDL1 (P=0,04, R2=0.04).

Tabla 45. Analisis de regresion maultiple para la variable dependiente: niveles séricos
de IDL- C

Variable Esperado (IC95%) P valor R?
Constante -4,29 (-7,85--0,73) 0,02 0,04
Hipercolesterolemia 6,49 (0,40-12,57) 0,04 0,04

Esperado: Media estimada por el modelo. IC95%: Intervalo de confianza al 95%. P valor y R? del

modelo.

La hipercolesterolemia es uno de los principales factores de riesgo
cardiovascular modificables, por determinantes alimentarios, en especial la
ingestion de grasas saturadas y en menor medida del colesterol ingerido con la
dieta (236). La reduccion de la colesterolemia produce una disminucién de la

incidencia y mortalidad por cardiopatia isquémica y enfermedad cardiovascular
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en general (236). La reduccion del nivel de LDL-c se asocia a una disminucion de
la morbilidad y la mortalidad cardiovascular. Sin embargo, no se encuentra
informacién suficiente sobre incrementos de subfracciones lipoproteicas
asociados a la hipercolesterolemia. En nuestro estudio, se observa que la
colesterolemia implica un incremento de la subfraccion lipoproteica del patron A,
es decir la LDL1, una particula grande y menos densa, la cual tiene menor

aterogenicidad que las del patron B, pequenas y densas.

5.2.5.7 Andlisis de regresion lineal muiltiple sobre los niveles séricos de la
subfraccion lipoproteica LDL-2

En la tabla 46, se observa que la variable edad muestra un efecto sobre la
variable LDL2. El grupo de edad explica un 7% de varianza en la variable LDL2,
que explica el modelo creado. Se observa también que en el grupo de personas
menores de 65 anos incrementan mas los niveles séricos de la subfraccion
lipoproteica LDL2 (P=0,02, R2=0.07).

Tabla 46. Analisis de regresion multiple para la variable dependiente: niveles séricos

de la subfraccion lipoproteica LDL-2

Variable Esperado (IC95%) P valor R?
Constante -0,75 (-3,31-1,78) 0,57 0,07
Grupo edad 4,76 (0,80-8,79) 0,02 0,07

Esperado: Media estimada por el modelo. IC95%: Intervalo de confianza al 95% Intervalo de

confianza al 95%. P valor y R? del modelo.

La subfraccion LDL2 es una particula LDL grande y flotante del patréon A
de las subfracciones de LDL, es menos aterogénica que las del patrén B. Las
subclases pequefias y densas de LDL son un factor de riesgo cardiovascular
emergente, sin embargo, los mecanismos bioldgicos y genéticos que controlan la
distribucién de las subclases de lipoproteinas no estan claros (471). En nuestro
estudio se observa que la edad, resulta ser la tnica variable que influye
significativamente sobre la LDL2 de forma independiente en la regresion

multiple. No hay estudios que evidencien la vinculacién entre la edad y los
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valores de LDL2, aunque resulta interesante ver que la edad influye en esta

subfraccion, lo cual puede ser un aporte para futuras investigaciones.

5258 Anilisis de regresion lineal multiple sobre los niveles séricos de la

subfraccion lipoproteica LDL-3

En la tabla 47, se observa que la variable hipercolesterolemia muestra un
efecto sobre la variable LDL3. El grupo de edad explica un 6% de varianza en la
variable LDL3, que explica el modelo creado. Se observa también que el grupo de

personas con hipercolesterolemia disminuyen las LDL3 (P=0,01; R>=0.06).

Tabla 47. Analisis de regresion multiple para la variable dependiente: niveles séricos

de la subfraccion lipoproteica LDL-3

Variable Esperado (IC95%) P valor R?
Constante 1,16 (-0,20-2,53) 0,10 0,06
Hipercolesterolemia -3,34 (-5,67--1,00) 0,01 0,06

Esperado: Media estimada por el modelo. IC95%: Intervalo de confianza al 95% Intervalo de

confianza al 95%. P valor y R? del modelo.

Un estudio indica que elevados niveles séricos de la subfraccion
lipoproteica LDL-3 es un factor de riesgo independiente para enfermedad
cerebrovascular. El modelo de predicciéon basado en LDL-3 y LDL-4 puede
ayudar a los médicos a identificar enfermedad cerebrovascular de alto riesgo,
incluso en personas con niveles normales de LDL-C. Los niveles de LDL deben
ser considerados en la evaluacion y manejo de enfermedad cerebrovascular (472).
Sin embargo, el perfil de subclases de LDL es un factor de riesgo cardiovascular
emergente, y, los mecanismos biologicos y genéticos que controlan la distribucién
de las subclases de lipoproteinas no estan claros (472).

En otro estudio se revela que la hipercolesterolemia familiar se relaciona
con un mayor contenido de LDL de mayor tamafio y menor densidad, respecto a
la normolipemia (473). Curiosamente en nuestro estudio, se observa que la
hipercolesterolemia se asocia con la disminucion la LDL-3, fraccion de menor

tamafo y mayor densidad.
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5259 Anilisis de regresion lineal multiple sobre los niveles séricos de la

subfraccion lipoproteica LDL-4

Las variables independientes (tipo de desayuno y sobrepeso u obesidad)
mostraron efecto sobre los niveles séricos de la variable subfraccion lipoproteica
LDL-4 (Tabla 48). El tipo de desayuno y sobrepeso/obesidad explica un 18% de
varianza en la variable LDL4, que explica el modelo creado. Ademas del efecto
que tienen los tipos de desayuno sobre la LDL4, lo cual previamente se ha visto
en apartados anteriores, se observa también que el grupo de personas que tienen
sobrepeso/obesidad disminuye mas la LDL4 (P=0,02; R>=0,18).

Tabla 48. Analisis de regresion multiple para la variable dependiente: niveles séricos

de la subfracciéon lipoproteica LDL-4

Variable Esperado (IC95%) P valor R?
Constante 1,39 (0,62-2,17) 0,00 0,18
D2 -1,16 (-1,87- -0,44) 0,00 0,18
D3 -0,85 (-1,71-0,03) 0,06 0,18

Sobrepeso/obesidad  -0,95 (-1,73- -0,17) 0,02 0,18

Esperado: Media estimada por el modelo. IC95%: Intervalo de confianza al 95% Intervalo de

confianza al 95%. P valor y R? del modelo.

Las LDL pequena y densa es un subcomponente del LDL con particulas
pequenas y de alta densidad que incluye LDL-3 a LDL-7 (234). Las LDL pequenas
y densas también son mas susceptibles a la peroxidacion de lipidos debido a
cambios en la composicion de lipidos, lo que las hace mas aterogénicas (236). Las
LDL pequenas y densas carecen de vitamina E y se oxidan mas rdpidamente in
vitro, caracteristicas que podrian hacer que las LDL pequefias sean mas

aterogénicas (237).

Un estudio concluye que la poblaciéon de obesos, sin otro factor de riesgo
presentan mayor subfracciones de LDL de un didmetro medio que cualquier otro
grupo de riesgo y comparable a poblacién sin ningtn factor de RCV (474). En
nuestro estudio se observa que la obesidad /sobrepeso disminuye la LD4, siendo
ésta una subfraccion pequena y densa, del patron B. Pero como se indica

previamente, los mecanismos bioldgicos y genéticos que controlan la distribucion
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de las subclases de lipoproteinas no estan claros. Ademas, el predominio de
subfracciones LDL (patrén B) estd determinado por factores genéticos, y no
genéticos, entre los que cabe citar la obesidad abdominal, los hormonales y

nutricionales, que pueden influir en la expresion de este fenotipo (475).

5.2.5.10 Anilisis de regresion lineal miiltiple sobre los niveles séricos de
LDL-oxidadas

Las variables independientes (tipo de desayuno y diabetes) mostraron
efecto sobre la variable niveles séricos de LDL oxidada (Tabla 49). El tipo de
desayuno y diabetes explica un 9% de varianza en las variaciones de los niveles
séricos de LDL oxidada, que explica el modelo creado. Ademas del efecto que
tienen los tipos de desayuno sobre la LDL oxidada, se observa también que en el

grupo de personas que tienen diabetes disminuye la LDL oxidada (P=0,02; R>=0,09).

Tabla 49. Analisis de regresion maultiple para la variable dependiente: niveles séricos

de LDL oxidada

Variable Esperado (1C95%) Pvalor R?
Constante 31,16 (-49,93-112,25) 0,46 0,09
D2 17,48 (-96,18- 131,14) 0,77 0,09
D3 -118,51 (-232,17- -4,85) 0,05 0,09
Diabetes  -253,57 (-463,94- -43,20) 0,02 0,09

Esperado: Media estimada por el modelo. IC95%: Intervalo de confianza al 95%. P valor y R? del

modelo.

La lipoproteina de baja densidad oxidada (LDL-ox) es un potente
prooxidante natural derivado de la LDL nativa por oxidacion mediada por
células. Tal oxidacion ocurre mas facilmente en las LDL glicosiladas como se
observa en la diabetes mellitus (476). En un analisis de regresion lineal multiple,
se encontrd que la diabetes estaba significativamente asociada con el LDL-ox
(477). Otro estudio observo que los pacientes con DM2 tenian niveles mads altos de
LDL oxidada (475). En nuestro estudio se observa que la diabetes, ademas de la
intervencion dietética, resultd ser la variable que influye sobre la LDL-ox y resulta

que se asocia significativamente (P=0.02, R>=0.09) de forma independiente en la
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regresion multiple, aunque nuestros resultados no se corresponden con los de los
estudios anteriores, tal vez porque el tamafio muestral de las participantes

diabéticas de nuestro estudio fue muy pequefio.

5.25.11 Anilisis de regresion lineal miiltiple sobre los niveles séricos de
citoquina IFNG

En la tabla 50, se observa que la variable edad muestra un efecto sobre la
variable niveles séricos de citoquina IFNG. El grupo de edad explica un 3% de
varianza en la variable citoquina IFNG, que explica el modelo creado. Se observa
también que en el grupo de personas menores de 65 afios disminuyen los niveles
séricos de la citoquina IFNG (P=0,04; R>=0.03).

Tabla 50. Analisis de regresion multiple para la variable dependiente: niveles séricos
de citoquina IFNG

Variable Esperado (IC95%) Pvalor R?
Constante 0,21 (-0,14-0,55) 024 0,03
Grupo edad -0,57 (-1,11- -0,04) 0,04 0,03

Esperado: Media estimada por el modelo. IC95%: Intervalo de confianza al 95%. P valor y R? del

modelo.

Los interferones (IFN) son una familia de citoquinas pleiotropicas, cuyo
nombre se les asignd porque inhiben la replicacion viral. Se destaca el IFN-y o
IFNG porque posee actividad antiviral, de la misma manera que IFN-a e IFN-{.
IFN-y es también un activador de la via que afecta a las células T citotdxicas.
Debido a esto, el IFNy tiene un papel clave en el control de infecciones
bacterianas, fangicas, virales y parasitarias. El IFNy tiene un papel dual, es pro y
antiinflamatorio, lo cual lo convierte en una proteina singular debido a que su
comportamiento depende del medio en el que se encuentre (478). El IFNy
potencia la transcripcion de varios genes involucrados en actividades
inmunomoduladoras, antivirales y antiproliferativas (apoptosis) (478).

El IFN se produce en grandes cantidades bajo ciertas circunstancias
patologicas tales como trauma, inflamacién crénica, infeccidén, cancer y

autoinmunidad. La produccién del IFN como resultado de la activacion de la
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respuesta inmune puede inhibir o potenciar la inflamacion y causar dafo tisular;
sin embargo, cuando hay una produccién masiva de IFN (sindrome de liberacion
citocinica aguda) se presentan manifestaciones sistémicas graves, tales como
sangrados generalizados y choque letal (478). Y este no fue el caso en nuestro
estudio, que se observa que la edad, resultd ser la tinica variable que influye sobre
la citoquina IFNG y resulta que se asocia significativamente (P=0.04, R>=0.03) de
forma independiente en la regresion multiple. No hay estudios que evidencien la
vinculacién entre la edad y los valores de la citoquina IFN, aunque resulta
interesante ver que la edad influye en la citoquina IFN que las patologias de

riesgo CV.

525.12 Anilisis de regresion lineal miiltiple sobre los niveles séricos de
citoquina IL1A

En la tabla 51, se observa que la variable diabetes muestra un efecto sobre la
variable niveles séricos de citoquina IL1A. El grupo diabetes explica un 6% de
varianza en la variable niveles séricos de citoquina IL1A, que explica el modelo
creado. Se observa también que en el grupo de personas con diabetes aumenta
mas la citoquina IL1A (P=0,04; R2=0.03).

Tabla 51. Analisis de regresion multiple para la variable dependiente: niveles séricos

de citoquina IL1A
Variable Esperado (IC95%)  Pvalor R?
Constante 0,00 (-0,02-0,02) 094 0,06
Diabetes 0,08 (0,00-0,17) 0,06 0,06

Esperado: Media estimada por el modelo. IC95%: Intervalo de confianza al 95%. P valor y R? del

modelo.

La IL-1A es una citoquina involucrada en enfermedades inflamatorias. Las
citoquinas derivadas de macrofagos como IL-1 e IL-6, son las principales
responsables de la respuesta de fase aguda, una variacion protectora en la
produccién de proteinas plasmaticas por los hepatocitos. La familia de citoquinas
que incluye interleucina-2 (IL-2), IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21, exhibe amplias

acciones pleiotropicas en el sistema inmune, incluyendo tanto el sistema inmune
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innato como adaptativo, con estas citoquinas contribuyendo colectivamente al
desarrollo de T, B, asesino natural (AN) y células linfoides innatas (ILCs) (278).

Un estudio revela que, durante la diabetes tipo I, las citoquinas
inflamatorias inducen la expresion de iNOS en los islotes pancreaticos
produciendo 6xido nitrico que contribuye a la destruccion de las células beta
(479). En nuestro estudio, se observa que la diabetes es la tnica variable que
influye sobre la citoquina IL-1A, asociada significativamente (P=0.06, R2=0.06) de
forma independiente en la regresion multiple. Algunos estudios describen la
vinculacion entre la diabetes tipo I con tres citoquinas ampliamente descritas en la
patogenia de la enfermedad (IL-1B, IL-2 e IL-4 (480), que curiosamente no se ha
evidenciado dicha asociacion en nuestro estudio.

Existe una clara evidencia que demuestra una alteracion en el patrén de
distribucién de ciertas citoquinas en los pacientes diabéticos, sin embargo, no hay
un consenso absoluto respecto a cudles citoquinas representan el mejor indicador

que se correlacione con el dafo pancreatico o agresividad pancreatica (481).

5.2.5.13 Anilisis de regresion lineal multiple sobre los niveles séricos de

citoquina EGF

En la tabla 52, se observa que las variables, tipo de desayuno e hipertension
muestran un efecto sobre la variable niveles séricos de citoquina EGF. Ya se
estudio en epigrafes anteriores el efecto del tipo de desayuno sobre esta citoquina,
pero aqui observamos que la presencia de hipertension explica un 49% de
varianza en la variable citoquina EGF, que explica el modelo creado. Se observa asi
que en el grupo de personas con hipertension aumenta mds la citoquina EGF
(P=0,01; R2=0.49).

El EGF también es conocido como factor de crecimiento epitelial (o
epidérmico) y es sintetizado como un precursor aminodcidos, incluye secuencias
cortas de aminodcidos. El EGF acttia sobre células epiteliales y no epiteliales, entre
sus acciones biologicas destacan efectos mitogénicos y quimiotacticos en
fibroblastos y células epiteliales. Los fibroblastos del ligamento periodontal, los
preosteoblastos y precondrocitos expresan un alto nimero de receptores para el
EGF (482).

El endotelio es un tipo de epitelio compuesto por una tinica capa de células
planas, se encarga de revestir todo el sistema vascular. La disfuncién endotelial
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estd asociada con muchas formas de hipertension y estd mediada, en parte, por

citoquinas proinflamatorias (483).

Tabla 52. Analisis de regresion multiple para la variable dependiente: niveles séricos

de citoquina EGF
Variable Esperado (IC95%)  Pvalor R?
Constante -20,66 (-25,43--15,89) 0,00 049
D2 19,04 (12,93-25,15) 0,00 0,49
D3 34,10 (27,62-40,57) 0,00 0,49
Hipertension 8,85 (2,72-14,97) 0,01 049

Esperado: Media estimada por el modelo. IC95%: Intervalo de confianza al 95%. P valor y R? del

modelo.

La hipertension es una enfermedad inflamatoria crdnica, relacionada a
elevados niveles de citoquinas proinflamatorias como la IL-1B, de mediadores
proinflamatorios circulantes como la angiotensina II y de especies reactivas de
oxigeno, asi como alteraciones en la actividad de factores de transcripcion redox-
sensibles como el factor nuclear activador de la transcripcion de la cadena ligera
de linfocitos B, implicados en la expresion de citoquinas y de enzimas
proinflamatorias como la isoforma inducible de la ciclooxigenasa (COX-2) (484).
Todo ello podria estar implicado en las alteraciones vasculares, tanto funcionales
como estructurales, que acompanan a esta enfermedad.

Un estudio mostro asociacion entre hipertension y el aumento de TNF-q, IL-
6 y la reduccion en TGFb1 (factor de crecimiento transformante b1) (485), pero no
evaluaron el EGF. En nuestro estudio se observa que la hipertension resulté ser la
unica variable que influye sobre la citoquina EGF y se asocia significativamente
(P=0.01, R>=0.49) de forma independiente en la regresion multiple. Esta
vinculacion entre la hipertension y el incremento de los valores de la citoquina
EGF, resulta un interesante aporte, ya que implica un 49% de implicacion de la

hipertension en la elevacion de los niveles de esta citoquina.
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VI - CONCLUSIONES

Respondiendo a los objetivos planteados en este proyecto, los resultados
obtenidos han permitido extraer las siguientes conclusiones:

1. En la muestra poblacional analizada constituida por mujeres adultas
postmenopdusicas con al menos dos factores de riesgo cardiovascular, la
introduccion de diferentes tipos de grasas en el desayuno (manteniendo constante
el resto de la composicion nutricional de la dieta) es un cambio, que por si solo,
tiene la capacidad de modificar el riesgo cardiovascular, aumentandolo cuando se
incorporan grasas saturadas y disminuyéndolo en el caso aportar en el desayuno
alimentos fuentes de grasas insaturadas.

2. En la valoracion nutricional de la dieta habitual del colectivo analizado, se
observan desequilibrios tanto energéticos como en nutrientes. La ingesta
energética es inferior a la recomendada para la muestra poblacional, si bien los
datos muestran un elevado porcentaje de participantes con sobrepeso/obesidad,
probablemente por la ausencia de actividad fisica en este colectivo. Respecto al
desequilibrio en nutrientes se aprecia un excesivo consumo de grasas saturadas,
junto a un déficit en grasas mono y poliinsaturadas. También existe una ingesta
de fibra inferior a la recomendada, asi como de calcio, yodo, zinc, vitaminas D, E
y acido fdlico. Estos desajustes, requieren una intervencion nutricional ya que por
ser poblaciéon de riesgo cardiovascular los excesos y deficiencias detectados,
agravan mas aun este tipo de riesgo.

3. Los tres tipos de grasa (saturada, mono y polinsaturada) consideradas en
el desayuno (aportadas a través de mantequilla, aceite de oliva virgen y
margarina, respectivamente), afectan al perfil lipidico sérico en las participantes,
siendo las grasas poliinsaturadas las tinicas que incrementan el porcentaje de
participantes con un perfil lipidico optimo, que se refleja en una disminucién de
los valores de colesterol LDL y un aumento en la concentracién de colesterol
HDL. La ingesta de grasa monoinsaturada no puso de manifiesto estos cambios
significativos estadisticamente, aunque si se aprecia una tendencia en el mismo

sentido que la grasa polinsaturada.
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4. La influencia de los tres tipos de grasas ingeridas en los desayunos sobre
el perfil de lipoproteinas, subfracciones lipoproteicas y apolipoproteinas pone de
manifiesto que la grasa polinsaturada disminuye las concentraciones séricas de
parametros proaterogénicos (lipoproteinas LDL (especificamente la subfraccion
LDL-5), subfraccion IDL-C, apoproteina B, Lp(a)) e incrementa la concentracién
de lipoproteinas HDL (y de apo Al), y en las subfracciones lipoproteicas LDL se
aprecia un aumento de las LDL2, que son de las menos aterogénicas. La grasa
monoinsaturada sorprende a los investigadores en su ausencia de efecto sobre
estos parametros, probablemente porque el tiempo de un mes considerado en el
disefio no fue suficiente para que se manifestaran los cambios publicados en otros
estudios. La grasa saturada administrada en el desayuno si muestra el efecto
proaterogénico (conocido en la composicion total de la dieta, si bien no evaluado
antes cuando solo se incorpora esta grasa en el desayuno) que se expresa en
nuestras participantes con una disminucion de las apoproteinas Al y All (que
forman parte exclusivamente de la composicion de las HDL), y un incremento de
la concentracion de particulas LDL y de subfracciones muy aterogénicas (IDL-C e
IDL-B).

5. En relacion a la capacidad de los tres tipos de grasas ingeridas en el
desayuno para modificar pardmetros relacionados con el estrés inflamatorio,
ninguna de las grasas modifica los valores de proteina C reactiva. Es llamativo el
comportamiento de la grasa monoinsaturada en su tendencia a elevar tanto
citoquinas proinflamatorias como antiinflamatorias e inmunosupresoras, a
diferencia de las grasas saturadas y polinsaturadas que muestran un
comportamiento totalmente distinto, ya que se observan las tendencias con ambos
tipos de grasas a disminuir citoquinas tanto pro como antiinflamatorias e
inmunosupresoras.

6. Al evaluar el comportamiento de los tres tipos de grasas administradas en
el desayuno sobre biomarcadores de estrés oxidativo y riesgo cardiovascular,
destaca la grasa monoinsaturada que, a través del aceite de oliva virgen extra,
provoco una disminucién en los niveles de homocisteina, del estado antioxidante
total y de la concentracion de LDL oxidadas, que en la muestra poblacional
analizada estaban en valores muy elevados, como corresponde a este colectivo de

riesgo cardiovascular.
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7. Para descartar sesgos en la interpretacion de resultados y obtencion de
estas conclusiones, se analizaron otros factores de la muestra poblacional (edad,
hipertension, sobrepeso, obesidad, hipercolesterolemia, diabetes) a través del
analisis de regresion lineal multiple sobre variable dependiente, concluyendo que
los efectos observados sobre riesgo cardiovascular en las participantes, obedecen
al tipo de grasa del desayuno como variable independiente, sin que estos otros

factores pudieran afectar a estos resultados.
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VII - LIMITACIONES Y FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

e El presente estudio no contempla cantidades equitativas de las grasas
utilizadas, ya que el propdsito fue evaluar la influencia de monodosis
comercializadas y de consumo habitual. Por lo que, resultaria interesante
realizar estudios con cantidades o energia equivalente entre los tres tipos
de grasa evaluados, a fin de evaluar su influencia.

e Estudios posteriores con un disefio similar al actual es necesario trabajar
para evaluar si estas intervenciones reducen eficazmente el riesgo
cardiovascular y / o aumentar la esperanza de vida de los pacientes con
ECV, tanto masculino como femenino, en distintas etapas de vida.

e Nuestro estudio proporciona la justificacion para una reevaluacion de las
guias que recomiendan el control de ingestas de ciertos tipos de grasas en
adultos mayores y/o personas con patologias, como un componente de las

estrategias de prevencion de ECV.
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ANEXO 1: Consentimiento informado

UNIVERSIDAD CATOLICA SAN ANTONIO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD, ACTIVIDAD FISICA Y DEPORTE
DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA DE LA ALIMENTACION Y NUTRICION

DOCUMENTO PARA EL CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL EFECTO
DE UN TRATAMIENTO NUTRICIONAL

El proposito de esta informacion es llevar a su conocimiento la actuacion
nutricional a la que va a ser sometida, para que pueda tomar la decisién libre y
voluntaria de autorizar o rechazar dicha actuacion. Sepa usted que es de obligado
cumplimiento, para el profesional que le atiende, informarle y solicitar su
autorizacion.

(Qué vamos a hacer? El tratamiento nutricional nos permite valorar el
efecto de distintos tipos de desayunos, sobre el perfil lipidico y diversos
marcadores de riesgo cardiovascular. Se realiza una extraccion sanguinea en
ayunas, el dia previo y el dia final a la ingesta de cada uno de los tres tipos de
desayuno. Ademads, se realiza una valoracion nutricional, mediante encuesta
directa en varios dias del periodo del estudio, asi como la medida de la tensién
arterial y de los datos antropométricos necesarios para valorar el indice de masa
corporal de cada participante.

HABIENDO LEIDO ESTA INFORMACION:

D./Dnia. en mi nombre,
AUTORIZO al Departamento de Tecnologia de la Alimentacion y Nutricion de la
Universidad Catélica San Antonio de Murcia a incluirme entre los participantes
del proyecto titulado “EFECTO DEL TIPO DE GRASA DEL DESAYUNO EN
EL PERFIL DE LIPIDOS PLASMATICOS DE ADULTOS” habiendo sido
informado verbalmente y por escrito de su naturaleza y riesgos.

Murcia, a 03 de Diciembre de 2008

D./Dnia.

El/la interesado/a
D.N.L.
Fecha de nacimiento
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ANEXO 2: Compromiso de participacion en el proyecto de investigacion

COMPROMISO DE PARTICIPACION EN EL PROYECTO DE
INVESTIGACION

D./Dia. , mayor de edad, en
mi nombre, consiento voluntariamente en participar, en el Proyecto titulado
EFECTO DEL TIPO DE GRASA DEL DESAYUNO EN EL PERFIL DE LIPIDOS
PLASMATICOS DE ADULTOS y someterme a las pruebas analiticas y recogida
de datos, necesarios para dicho proyecto.

Reconozco haber sido informado por los responsables de proyecto
respecto al tipo de pruebas a las que me voy a someter y soy plenamente
consciente de que este estudio no es un reconocimiento médico orientado a la
deteccion de patologia lesional o enfermedades.

Me comprometo a respetar la programacion y en el caso de no acudir a las
citas previamente establecidas, quedaré excluido del grupo de investigacion y
abonaré las tasas que hubieran generado las analiticas.

Murcia, a 03 de Diciembre de 2008

D./Diia.

El/la interesado/a
D.N.L
Fecha de nacimiento
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ANEXO 3: Informe del comité de ética

.LJNI‘/I e IIA\[)(A”H WA
St \rJl( NI
SECHRE Y. i "lVl“Hr X u

ALY
i

|
| |
|
l

IQAI RN 0

UNIVERSIDAD C;\'l"OLl(:'A SAN ANTONIO
COMITE DE ETICA

INFORME
Guadalupe, a 9 de octubre de 2007

REUNIDO el Comité de Etica de la Universidad Catélica San
Antonio, el dia 8 de octubre de 2007, a las 17.15 horas, para
evaluar el proyecto de investigacion: “Efecto del tipo de grasa del
desayuno en el perfil de lipidos plasmaticos de adultos”, cuyo
investigador principal es la dbctora Di? Juana Morillas Ruiz,

DECIDE: informar favorablemente sobre el proyecto estudiado.
Lo que firmo para que surta los efectos oporty)es\
/
hi i
JILA
pw@

|

Joaqum Jarefio Alarcén
Secretario
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ANEXO 4: Encuesta de datos personales y habitos

ENCUESTA DATOS PERSONALES Y HABITOS

N° HISTORIA
NOMBRE
DIRECCION
TELEFONO
FECHA

Fecha de nacimiento:

Talla:

Peso:

Perimetro de cintura:

Tension arterial sistolica / diastdlica

Edad:

IMC:

Antecedentes personales patoldgicos:
Diabetes:

Colesterol:

Hipertension:

Otras patologias de CDV:
Antecedentes familiares de ECDV:
Intolerancias/Alergias alimentarias:
Medicacion actual:

Antecedentes personales no patologicos:

Alcohol:
Tabaco:
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ANEXO 5. Encuesta 24 horas

ENCUESTA 24 HORAS

Nombre Fecha

DESAYUNO

ALMUERZO

COMIDA

MERIENDA

CENA

COLACION






		2022-03-10T22:13:48+0100
	MORILLAS RUIZ JUANA MARIA - 23229831S




