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Justificacion

La enfermedad cardiovascular (ECV) representa la primera causa de
mortalidad en los paises desarrollados. En Espafia, la prevalencia de la
hipercolesterolemia es bastante alta. Un 18% (18,6% en varones y 17,6% en
mujeres) de la poblacion espafiola de 35 a 64 afios presenta una colesterolemia
mayor o igual a 250 mg/dL y un 57,8% (56,7% en varones y el 58,6% en
mujeres) posee valores de colesterol mayores a 200 mg/dL (Banegas et al., 1993).
Sin embargo, la mayoria de las personas desconocen este hecho e, incluso, la
mayoria de los que tienen alto riesgo cardiovascular no reciben tratamiento ni
consejo dietético alguno. Ademadas de la hipercolesterolemia, existen otros
factores de riesgo asociados a las ECVs como son la hipertrigliceridemia, la
hipertensiéon, la homocisteina sérica elevada, el tabaquismo, la inactividad
fisica, la obesidad y la diabetes (Lusis, 2000). La dieta juega un papel
fundamental en la modulacién de estos factores y estd demostrado que los
paises de dieta mediterranea presentan una menor morbilidad y mortalidad
por ECV (Kok y Kromhout, 2004). El efecto de esta dieta a nivel cardiovascular
estd relacionado con una reducida ingesta de grasas saturadas en pos de un
mayor consumo de pescado (rico en 4cidos grasos poliinsaturados omega-3 o
AGPIs) y de aceite de oliva (rico en antioxidantes y acidos grasos
monoinsaturados o AGMIs), asi como un aumento de la ingesta de frutas y
verduras (ricas en antioxidantes y vitaminas). Las autoridades sanitarias y
sociedades cientificas recomiendan el consumo de pescado o grasas de pescado
para reducir el riesgo de ECV (WHO, 2003). La dieta espafiola ha
experimentado en los dltimos afios una serie de cambios, quizéds asociados al
desarrollo econémico, que hacen que tienda a separarse en algunos aspectos del
patrén dietético mediterrdneo recomendable, evolucionando hacia un modelo
anglosajon. Asi, encuestas nutricionales recientes han puesto de manifiesto
como, actualmente, en la dieta espafiola se lleva a cabo una ingesta excesiva de
grasas saturadas (procedentes principalmente de la carne y los derivados
lacteos) y una ingesta deficiente de hidratos de carbono (Aranceta et al, 2001).

Debido a la escasa accesibilidad a alimentos ricos en AGPIs de cadena larga
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(AGPIs-CL) omega-3 (4cido eicosapentenoico 6 EPA y 4cido docosahexenoico 6
DHA), cuya ingesta se lleva a cabo fundamentalmente a partir de pescado
graso, se deben considerar vias alternativas para que el consumo de este tipo de
acidos grasos (AGs) sea accesible a toda la poblacion y una de estas vias puede
ser su ingesta en una matriz lactea junto a vitaminas y acido oleico, también
importantes en una dieta saludable. Como consecuencia de todo ello, las
autoridades sanitarias y sociedades nutricionales trabajan activamente en la
btisqueda de estrategias eficaces que permitan controlar y reducir los factores
de riesgo y disminuir el impacto de la ECV en la salud de la poblacién y el

enorme gasto sanitario que ocasiona (Villar et al., 2003).

Del mismo modo, los factores nutricionales juegan un importante papel en la
adquisicion y mantenimiento de la masa 6sea. Una baja ingesta de calcio,
vitamina D y acidos grasos incrementa el riesgo de enfermedades 6seas como la
osteoporosis, que produce al afio en torno a 1°66 millones de fracturas de cadera
y cuya incidencia puede cuadruplicarse antes del afio 2050. Los trabajos
realizados respecto a la relacion entre los AGPIs-CL omega-3 y la osteoporosis
indican que una mayor ingesta de EPA y DHA en detrimento de AGPIs omega-
6 (4cido linoléico) tiene efectos beneficiosos sobre el hueso (Schlemmer et al.,
1999) y que la reduccion en acido araquidonico (AA) de los fosfolipidos puede
ser beneficiosa en pacientes con osteoporosis; sin embargo, los estudios

realizados hasta la fecha son escasos.

La presente Memoria Doctoral pretende mostrar las ventajas que la
recuperacién y/o incremento en la ingesta de diversos nutrientes administrados
en un alimento funcional tiene sobre la prevencién del riesgo cardiovascular y
sobre el metabolismo 6seo. Al mismo tiempo, evalaa el uso de la alimentacién
funcional (Puleva Omega 3°, producto lacteo enriquecido en AGPIs-CL omega-
3, &cido oleico, vitaminas Bs, D, E y 4cido f6lico), como una herramienta sencilla
en la obtencién de un patrén dietético saludable dentro del programa de
alimentacién y hébitos de vida que acompafia a las estrategias de prevenciéon en

pacientes con alteraciones en el metabolismo lipidico y/o 6seo.
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2.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Evaluar la influencia que el consumo continuado de cantidades dietéticas de
una mezcla de los nutrientes AGPIs-CL omega-3, 4cido oleico y vitaminas Be, D,
E y acido félico, administrados de una manera conjunta en una matriz lactea,
ejerce sobre marcadores de riesgo cardiovascular y del metabolismo 6seo en

una poblacién con alteraciones lipidicas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar el efecto del consumo del producto en el perfil nutricional y
marcadores de riesgo cardiovascular de los sujetos del estudio durante los 6

meses que dura la intervencion.

2. Evaluar el efecto del consumo continuado de la mezcla de los nutrientes
administrados en una matriz lactea sobre marcadores relacionados con el

metabolismo 6seo, asi como sus posibles mecanismos de actuacion.

3. Evaluar el posible papel del consumo de estos nutrientes como estrategia

nutricional en la prevencion de la dislipemia y en la pérdida de masa 6sea.
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3.1. LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR Y SUS FACTORES DE
RIESGO

La ECV constituye la primera causa de mortalidad y morbilidad en los paises
desarrollados siendo la responsable de 16,7 millones de defunciones al afio en
todo el mundo (WHO, 2004). En Espafia, la ECV también es la primera causa de
mortalidad ocasionando el 36% de todas las defunciones. Entre las diferentes
ECVs destacan la cardiopatia isquémica y la enfermedad cerebrovascular que,
en conjunto, constituyen algo mas del 60% de la mortalidad cardiovascular
total. Ademas, las ECVs ocasionan 5 millones de estancias hospitalarias al afio
en Espafia lo que supone un elevado impacto sanitario y social y un grave
problema de salud publica (Villar et al., 2003). ECVs tales como la angina de
pecho, el infarto de miocardio y la enfermedad vascular periférica tienen su
origen en la aterosclerosis. La aterosclerosis es una enfermedad progresiva que
se caracteriza por la presencia de placas fibroadiposas que comienzan a
desarrollarse en la intima arterial (placas de ateromas), especialmente en aorta,
arterias coronarias y arterias cerebrales, que pueden llegar a ocupar la luz
arterial comprometiendo asi la funcionalidad circulatoria. El estrechamiento de
la luz del vaso (estenosis) dificulta la llegada de sangre a los tejidos irrigados
(isquemia) disminuyendo el aporte de oxigeno. En las lesiones avanzadas se
puede producir trombosis, lo que con frecuencia provoca la oclusién del vaso,
cesando la irrigacién al tejido que se necrosa (infarto). Las placas de ateroma
pueden producir también un debilitamiento progresivo de la pared arterial, que
puede dilatarse (aneurisma) hasta romperse y producir una hemorragia (Milldn

et al., 2000) (figura 3.1.1.)

11



Introduccion

Isquemia/Trombosis

Accidente
cerebrovascular

Enfermedades coronarias
-Cardiopatia isquémica
-Angina de pecho
-Infarto de miocardio
-Arritmia

Aneurisma

Muerte subita

Enfermedad vascular periférica
-Claudicacion intermitente
-Gangrena
-Necrosis

Trombosis venosa
Embolia pulmonar

Figura 3.1.1. Manifestaciones clinicas de la enfermedad cardiovascular (Drouet, 2002).

3.1.1. FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

La aterosclerosis es una enfermedad multifactorial y compleja a la que se han
asociado multitud de factores de riesgo. Los estudios epidemiolégicos de los
altimos 50 afios, que comenzaron con el estudio de “Framingham” (Dawber y
Kannel, 1966) identificaron a la hipercolesterolemia, la hipertensiéon, la
hiperglucemia y el tabaquismo como los factores de riesgo “mayores” o
“causales” de las ECVs. Otros trabajos de investigacion posteriores han dado a
conocer nuevos factores de riesgo como la hipertrigliceridemia, la
hiperhomocisteinemia y la concentraciéon elevada en sangre de ciertos factores
de coagulaciéon y de lipoproteina(a). Aunque la mayoria de estos factores
presentan una asociacion con el proceso aterosclerético, el mecanismo por el
cual conducen al desarrollo de la enfermedad aterosclerética no esta claramente

establecido por lo que se conocen como factores de riesgo “condicionales”.

12
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Otros factores como la obesidad, el sedentarismo, el sexo masculino, los
antecedentes familiares de ECV y los factores psicosociales se consideran
“factores predisponentes” ya que pueden empeorar o agravar las consecuencias
de los factores de riesgo mayores (Grundy et al., 1999). El avance en el
conocimiento acerca de nuestra predisposicién genética ha permitido una
clasificacion mas completa de los factores de riesgo de las ECV en dos
categorias: factores con componente genético y factores ambientales (tabla 3.1.1.

y tabla 3.1.2.).

Tabla 3.1.1. Factores de riesgo con componente genético asociados a la aterosclerosis y a las

enfermedades cardiovasculares (Lusis, 2000).

- Concentraciones elevadas de proteinas de baja densidad-LDL /proteinas de muy baja

densidad-VLDL (Assmann et al., 1999).
- Baja concentracién de proteinas de alta densidad-HDL (Gordon y Rifkind, 1989).

- Concentraciones elevadas de lipoproteina(a) (Kronenber et al., 1999).

- Presion arterial elevada (Assmann et al., 1999) (Luft, 1998).

- Concentraciones elevadas de homocisteina (Gerhard y Duell, 1999).
- Antecedentes familiares (Goldbourt y Neufeld, 1988).

- Diabetes y obesidad (Assmann et al., 1999).

- Factores hemostaticos (Assmann et al., 1999).

- Depresion y otros trastornos del comportamiento (Glassman y Shapiro, 1998).

- Sexo masculino (Nathan y Chaudiri, 1997).

- Inflamacion (Kugiyama et al., 1999).

- Sindrome metabdlico (Lusis et al., 1998).

13
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Tabla 3.1.2. Factores de riesgo ambientales asociados a la aterosclerosis y a las enfermedades

cardiovasculares (Lusis, 2000).

- Dieta rica en grasa saturada y colesterol (Assmann et al., 1999).

- Tabaquismo (Assmann et al., 1999).

- Concentraciones bajas de antioxidantes (Steinberg y Witzmun, 1999).
- Sedentarismo (Assmann et al., 1999).

- Agentes infecciosos (Hu et al., 1999).

3.1.2. RIESGO CARDIOVASCULAR EN ESPANA

El dltimo informe de la Sociedad Espafiola de Aterosclerosis (Villar et al., 2003)
alerta del impacto que las ECVs estan teniendo en la salud y en la economia de
la poblacion espafiola, no sélo por sus elevadas tasas de mortalidad y
morbilidad, sino también por la alta prevalencia de los factores de riesgo

asociados a las ECVs entre la poblacién espafiola:

e La prevalencia de hipercolesterolemia en la poblaciéon espafiola es
elevada: el 18% de individuos entre 35-56 afios posee valores de
colesterol total (CT) elevados, superiores a 250 mg/dL y el 57,8% tiene
concentraciones mayores a 200 mg/dL. Sin embargo, la mayoria de las
personas con hipercolesterolemia desconocen padecerla y la mayoria no
reciben tratamiento dietético ni hipolipemiante (Banegas et al., 1993;

Alvarez-Sala et al., 2005).

e El 40 % de la poblaciéon espafiola padece hipertensioén arterial. Este
porcentaje aumenta con la edad y alcanza el 68% entre las personas
mayores de 60 afios. Ademas, s6lo el 16% de la poblacién hipertensa
tiene controlada regularmente su presion arterial de forma O6ptima

(Banegas et al., 1998; Banegas y Rodriguez Artalejo, 2002).
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En Espafia el porcentaje de poblacion diabética entre los 30-65 afios se
estima en un 6% y en un 10% si se aumenta la edad limite hasta los 89
anos. Ademas la frecuencia de diabetes estd aumentando en los tltimos
aflos y una parte muy importante de las personas con trastornos del

metabolismo glucidico desconoce padecerla (Goday, 2002).

El 36% de los espafioles son fumadores habituales y existe una de las
prevalencias de tabaquismo mas altas de Europa entre los jovenes
espafioles. El tabaco produce aproximadamente 52.000 muertes al afio en
Espafia (16% de todas las defunciones) siendo la primera causa de
enfermedad, discapacidad y muerte prematuras evitables dentro de la

poblacién espanola (Villar et al., 2003).

Segun las encuestas realizadas por el Ministerio de Sanidad y Consumo
en el afio 2001, el 46.6% de la poblacién mayor de 16 afios declara no
realizar actividad fisica durante su tiempo libre, el 38.3% manifiesta
realizar actividad fisica de forma ocasional y solo el 8.5% declara ser lo

suficientemente activo como para obtener un beneficio para su salud

(MSC, 2001).

Los ultimos datos de prevalencia de obesidad indican también una
tendencia al aumento de la misma tanto en poblacién adulta como
infantil: el 14.5% de los ciudadanos espafioles entre 25 y 60 afios son
obesos (indice de masa corporal mayor de 30), mientras que el sobrepeso
(indice de masa corporal mayor de 25) asciende al 38.5% (Aranceta et al.,
2003). Mas preocupante es el fendmeno de obesidad en la poblacion
infantil y juvenil (de 2 a 24 afios), situada ya en el 13,9%, y la de
sobrepeso, que esta en el 26,3% (Serra et al., 2003).
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3.2. ATEROSCLEROSIS

3.2.1. FISIOPATOLOGIA DE LA ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis es una lesion arterial caracterizada por un engrosamiento de la
intima a causa de una compleja interacciéon entre la pared vascular y los
componentes de la sangre donde pueden intervenir procesos inflamatorios, de
crecimiento, de proliferacion y migracién de células de musculo liso (CML) y de
sintesis de matriz extracelular, ademas de procesos degenerativos, de necrosis y
trombéticos, dando lugar a las placas de ateroma (Ross y Fuster, 1996).
Numerosos autores han sugerido que el proceso de aterosclerosis ocurre
principalmente en tres etapas: iniciacion de la lesion o formacién de la estria
grasa, formacién de la placa fibrosa, lesiones avanzadas y trombosis (Lusis,
2000; Glass, 2001; Berliner, 2002; Hansson, 2005). Los principales acontecimientos
que tienen lugar en cada una de estas etapas se detallan en la tabla 3.2.1. y tabla

3.2.2:

Tabla 3.2.1. Etapas de inicio y formaciéon de la placa fibrosa de la aterosclerosis (Berliner,

2002).

INICIO DE LA LESION. FORMACION DE LA ESTRIA GRASA

A. Aumento de la permeabilidad de la membrana: entrada de monocitos en la pared arterial,
aumento de moléculas de adhesion (VCAM, P-selectina), produccién de factores
quimiotécticos y de diferenciacién de monocitos y linfocitos.

B. Formacién de células espumosas: alteracion de lipoproteinas, captaciéon de lipoproteinas

modificadas por receptores basureros 6 “scavenger” de macréfagos y acumulacion de

colesterol en los macréfagos.

FORMACION DE LA PLACA FIBROSA

Aumento de la proliferacién y quimiotaxis de células de masculo liso.
Rotura de la membrana basal por metaloproteinasas.

Aumento de la sintesis de proteinas de la matriz por células de musculo liso.

S0 w

Muerte de las células espumosas (foam cells) por apoptosis y formacion del nicleo necrético.
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Tabla 3.2.2. Etapas avanzadas de la aterosclerosis (Berliner, 2002).

LESIONES AVANZADAS Y TROMBOSIS

A. Aumento de las sefales protrombéticas de las células endoteliales.

B. Aumento de la expresién de moléculas protrombéticas por parte de macréfagos y
células de musculo liso.

C. Reduccioén de la luz arterial y placa inestable.

D. Desprendimiento del trombo e isquemia.

E. Ruptura del vaso sanguineo.

El primer acontecimiento que tiene lugar en la aterosclerosis es la acumulacién
del colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (C-LDL) en la matriz
subendotelial. Cuando existe un exceso de liproteinas de baja densidad (LDL)
circulante, aumenta el transporte y la retencién de las mismas en los lugares
dénde la permeabilidad es mayor. Las LDL difunden a través del endotelio y
quedan retenidas debido a la interaccion entre la molécula de Ila
apolipoproteina (Apo) B de las LDL y los proteoglicanos de la matriz
subendotelial (Boren et al., 1998). La acumulacion de particulas de LDL estimula
en el endotelio la producciéon de moléculas proinflamatorias, incluyendo
moléculas de adhesion celular (VCAM-1, PCAM-1, ICAM-1, P-selectina, E-
selectina), proteinas quimiotacticas (MCP-1) y factores de crecimiento (M-CSF).
Todo ello ocasiona la llegada de monocitos y linfocitos a la pared arterial. Estos
macrofagos presentan en su superficie unos receptores llamados basureros 6
“scavenger” que reconocen y captan las lipoproteinas modificadas y otras
particulas. La captacion indiscriminada de lipidos por parte de los macréfagos
produce su acumulacién en el interior de la célula transformandose en lo que se
conoce como células espumosas o “foam cells” (figura 3.2.1.). Las lipoproteinas
de alta densidad 6 HDLs tienen un importante papel protector en la
aterosclerosis por un doble mecanismo (Gordon y Rifkind, 1989), por una parte
son capaces de retirar el exceso de colesterol acumulado en la matriz
subendotelial y en el interior de las células espumosas (Tall et al., 2000) y, por la

otra, protege de la oxidacion lipidica debido en parte a la presencia en esta
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lipoproteina de una enzima, la paraxonasa sérica, que degrada ciertos

fosfolipidos biol6gicamente activos (Barter, 2004).

Monocito Quimiotaxis

Q Adhesién&
\ Activacion (@ LDL

endotelial

SANGRE

= Oxidacion LDL O
LDLmo() Enzimas QO O
< Diferenciacion RL @® LDLox g
= ) OOO
= L R |
= O \_/ Q
et Captacion LDLox Célula

Lamina media Macréfago espumos

Figura 3.2.1. Acontecimientos iniciales en el desarrollo de la estria grasa. Adaptado de Glass y

Witztum, 2001. CE, células endoteliales; CML, células de musculo liso; RL, radicales libres; LDL, lipoproteinas de
baja densidad; LDLmo, LDL modificadas; LDLox, LDL oxidadas.

Ademas, el efecto conjunto provoca la estimulacién de la respuesta inmune
local y la manifestacion de efectos a distancia, como la produccién de la

proteina C reactiva (PCR) en el higado.

El siguiente paso en el desarrollo de la aterosclerosis es la formacion de la placa
fibrosa que se caracteriza por un crecimiento de una masa lipidica extracelular,
principalmente colesterol y ésteres de colesterol, la acumulacién de CMLs y la
formacion de una red proteica de matriz extracelular producida por las CMLs
(Lusis, 2000). La placa fibrosa se inicia con la migraciéon de las CMLs desde la

capa media hacia la matriz subendotelial. Alli las células proliferan y captan las
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lipoproteinas modificadas contribuyendo asi, junto con las células espumosas,
al engrosamiento del ntcleo lipidico (figura 3.2.2.). Ademds estas células
secretan proteinas de la matriz extracelular, como coldgeno y proteoglicanos,

conduciendo al desarrollo de la placa fibrosa (Glass y Witztum, 2001).

Figura 3.2.2. Progresion de lesiéon aterosclerdtica: formacion de la placa fibrosa. Adaptado de

Glass y Witztum, 2001. CML, células de mtsculo liso.

La respuesta proliferativa de las CMLs y de las células inflamatorias hace que la
estria grasa evolucione a una placa aterosclerética méas compleja llevando la
lesiéon a estadios mas avanzados que implican muerte celular, rotura de las
placas, calcificacion y procesos tromboéticos. Las placas ateromatosas maés
avanzadas presentan un nucleo necrético que consiste en un gran nucleo
lipidico rodeado por una delgada cubierta fibrosa. Las células espumosas

pueden morir liberando una gran cantidad de lipidos a la matriz extracelular,
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formandose asi el ndcleo necrético al que contribuyen ademds los lipidos
intracelulares, las CMLs que también han captado LDL modificadas y el resto

del material lipidico extracelular (Benett, 1999) (figura 3.2.3.).

Pl
aquetgs 8

© Trombosis
o

Ruptura placa

Factor
tisular

A &
&n‘:cr IcQ
{0}
P A

@ INTIMA / SANGRE

Linfocito T

Figura 3.2.3. Lesiones avanzadas: ruptura de la placa fibrosa y trombosis. Adaptado de Glass y

Witztum, 2001. IFN-y, Interferén gamma.

No se conoce muy bien los mecanismos que inducen a la apoptosis de los
macroéfagos y de las CMLs aunque se ha sugerido que las particulas de LDL
oxidadas podrian participar en este proceso ya que son capaces de inducir la
muerte de muchos tipos de células (Berliner y Heinecke, 1996). Las placas mas
vulnerables a la rotura generalmente son delgadas y contienen un elevado
namero de células inflamatorias. La estabilidad de las placas depende del
mantenimiento de la placa fibrosa que, a su vez, depende del equilibrio entre la
sintesis y la degradacion de las proteinas de la matriz. Las CMLs sintetizan las

fibras de colageno y los proteoglicanos de la matriz extracelular, mientras que
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los macréfagos secretan varias proteinasas como colagenasas, gelatinasas y

catepsinas que la degradan.

Las placas mas complejas también pueden presentar depositos de calcio lo que
ocasiona un cambio en las caracteristicas mecanicas del tejido arterial,
contribuyendo a la inestabilidad de la placa y limitando la flexibilidad de los
vasos sanguineos. Los componentes internos de la placa y el factor tisular
inician la cascada de la coagulacién que provoca la adhesion de las plaquetas
circulantes y que, a su vez, pueden producir trombosis por oclusiéon de la luz
vascular (Glass y Witztum, 2001). De esta forma, las lesiones ateroscleréticas
avanzadas pueden acarrear sintomas isquémicos como resultado de un
estrechamiento progresivo de la luz arterial. Las consecuencias agudas de las
ECVs, tales como el infarto de miocardio o la enfermedad cerebrovascular, son

el resultado generalmente de la ruptura de la placa y la trombosis (Lee y Libby,

1997).

3.2.2. LIPOPROTEINAS PLASMATICAS Y ATEROSCLEROSIS

Las alteraciones de las lipoproteinas plasmaticas y los trastornos del
metabolismo de los lipidos se encuentran entre los factores de riesgo de
aterosclerosis mas firmemente establecidos y mejor conocidos (Henry et al.,
2001). La relacién existente entre la hipercolesterolemia y el riesgo de ECV ha
sido descrita extensamente en la literatura cientifica (Steinberg, 2002; Nabel, 2003;
Salam, 2004).

Sin embargo, el colesterol es un componente esencial de todos los tejidos ya que
forma parte de las estructuras de las membranas y es precursor de una serie de
moléculas como vitaminas, hormonas y sales biliares. El colesterol es
transportado en la sangre por las lipoproteinas entre las que se encuentran los
quilomicrones (QMs), las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLs), las
LDLs y las HDLs.
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En la figura 3.2.4. se muestra los porcentajes de cada uno de los componentes

de las diferentes lipoproteinas.
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Figura 3.2.4. Conformacién de una lipoproteina. Adaptado de (Lobby, 2001).

Los QMs son las lipoproteinas del plasma de mayor tamafio y su funcién es
transportar los triglicéridos (TG), el colesterol y otros componentes liposolubles
de la dieta desde el intestino hasta la sangre. Las VLDLs son lipoproteinas
secretadas a nivel hepético y en menor cantidad a nivel intestinal que contienen
colesterol, fosfolipidos, TG, Apo B100 y pequefias cantidades de Apo E y Apo
C. Presentan cierta similitud con los QMs, aunque son menos voluminosas. Los
remanentes de VLDL, ricos en ésteres de colesterol se conocen como
lipoproteinas de densidad intermedia (IDL). Las LDLs se generan en el plasma,
procedentes de las IDL y contienen s6lo una molécula de Apo B100. El papel de
las LDLs es transportar el colesterol a los tejidos periféricos y regular la sintesis
de novo del colesterol en estos lugares. Estd ampliamente descrito que
concentraciones elevadas de LDL en plasma constituyen un factor de riesgo
independiente de ECV (Olson, 1998). Sin embargo, los estudios in vitro han
demostrado que las LDL nativas estan desprovistas de actividad aterogénica y

s6lo después de su modificacién pueden dar lugar a la formacién de células
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espumosas (Heinecke et al., 1984). Debido a su caracteristica de depositarse en las
paredes de los vasos sanguineos que presentan lesiones endoteliales se las
considera un factor potencial de aterogénesis. Otras lipoproteinas como la
lipoproteina (a) también se consideran aterogénicas. Se trata una lipoproteina
esférica, rica en ésteres de colesterol y fosfolipidos, que se asemeja en su
composicion a la LDL. Esta lipoproteina puede quedar retenida en la subintima
arterial y contribuye a la formacion de las células espumosas. Los estudios
epidemioldgicos han puesto de manifiesto que las concentraciones elevadas de
lipoproteina(a) constituyen un factor de riesgo de ECV (Genest et al., 1991;
Schaefer et al., 1994; Boston et al., 1996, Seman et al., 1999). Por ultimo, las HDLs
pueden ser producidas por el higado o generadas en el plasma como
consecuencia de interacciones entre las distintas lipoproteinas plasmaticas y los
tejidos. El papel de las HDLs es el transporte inverso de colesterol desde los
tejidos extrahepaticos hacia el higado (Olson, 1998). Son consideradas como un
factor de proteccién contra la aterogénesis ya que extraen el colesterol
plasmatico excedente. De esta forma, niveles elevados de HDL son beneficiosos
para el organismo y se correlacionan inversamente con el riesgo de sufrir
enfermedad vascular coronaria relacionada a procesos ateroscleréticos. Por
todo ello, hoy en dia se tienden més a considerar los valores de C-LDL como

factor de riesgo cardiovascular en vez de la concentracion total de colesterol.
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3.3. OSTEOPOROSIS

3.3.1. DEFINICION Y FACTORES DE RIESGO

La osteoporosis es una enfermedad metabdlica 6sea cronica y progresiva
caracterizada por una resistencia disminuida de los huesos que predispone a
una persona a sufrir una fractura (NIH, 2001). La resistencia 0sea refleja la
integracion de la densidad 6sea (determinada por el pico de masa 6sea y por la
cantidad de pérdida 6sea expresada como gramos de mineral por area o
volumen) y la calidad ¢sea (caracterizada por la arquitectura, recambio,
acumulo de lesiones y mineralizacién). En la figura 3.3.1. se observa la imagen
de la arquitectura 6sea de un hueso sano joven al lado de la imagen de un

hueso osteoporoético, caracterizado por la pérdida de masa 6sea.

Figura 3.3.1. Hueso sano (izquierda) y hueso osteoporoético (derecha).

La Organizacién Mundial de la Salud ha establecido unas definiciones basadas
en mediciones de masa 6sea mediante densitometria 6sea (DMO) para mujeres
de raza blanca (WHO, 1994). Asi, se establece como valores normales de DMO
superiores a -1, osteopenia valores de DMO entre -1 y -2,5, osteoporosis con
valores de DMO inferiores a -2,5 y osteoporosis establecida cuando junto con

las condiciones previas se asocia una 6 mas fracturas osteoporoéticas.

24



Introduccion

En la osteoporosis, la actividad osteocléstica (destrucciéon de hueso producido
por los osteoclastos) aumenta, 6 bien disminuye la actividad osteoblastica
(formacion de hueso llevado a cabo por los osteoblastos). No solo pueden sufrir
osteoporosis las mujeres menopatsicas, sino también los hombres y mujeres
adultas en general, ancianos, embarazadas, diabéticos y enfermos de céncer.
Estudios epidemiolégicos han identificado un conjunto de factores de riesgo

para la osteoporosis (NOF, 1998) que se pueden clasificar en:

a) Factores de riesgo genéticos: raza caucésica, historia familiar,
constituciéon pequena, longitud del eje del fémur, menopausia prematura
(antes de los 45 afios) y menarquia tardia.

b) Factores de riesgo relacionados con la nutricién y con el estilo de vida:
nuliparidad, inactividad, @ amenorrea  secundaria  prolongada,
tabaquismo, ingesta excesiva de alcohol, inmovilizacién prolongada,
nutricién parenteral prolongada y bajo peso corporal.

c) Factores de riesgo relacionados con trastornos médicos: anorexia
nerviosa, hipogonadismo, hipertiroidismo, sindromes de malaabsorcién,
hiperparatiroidismo primario, hipercortisolismo, insuficiencia renal
crénica, artritis reumatoide, cirrosis biliar primaria y osteogénesis
imperfecta.

d) Farmacos: corticoterapia crénica, citostaticos, tratamiento excesivo con

hormona tiroidea, anticonvulsivantes y anticoagulantes.

3.3.2. EPIDEMIOLOGIA

La osteoporosis es una enfermedad con una prevalencia elevada ya que afecta
al 12% de los hombres espafioles en edad avanzada y al 35% de las mujeres
espafiolas mayores de 50 afios, porcentaje que se eleva a un 52% tras los 70
(SEIOMM,, 2002). Esta patologia es preocupante por su elevada incidencia, por

las complicaciones derivadas de ella (fracturas y aumento de mortalidad) y por
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su elevado coste social y econémico. El riesgo en vida de sufrir una fractura
osteopordtica para una mujer de 50 afios se encuentra entre el 30 % y el 40 %,
siendo superior al riesgo de padecer cancer de mama (del 9% al 12%) y similar
al riesgo de padecer una ECV. Una de cada 5 mujeres de mas de 50 afios tiene al
menos una fractura vertebral debido a la osteoporosis, que se asocia al deterioro
de la calidad de vida y al aumento de riesgo de padecer otras fracturas. Este
importante problema de salud publica empeorard en el futuro con el

envejecimiento progresivo de la poblacion que caracteriza a nuestra sociedad.

3.3.3. PREVENCION

La prevencién constituye la tnica orientacién efectiva para el control de la
osteoporosis (Karlsson et al., 2005) ya que, el tratamiento farmacolégico (terapia
hormonal sustitutiva, calcitonina, bifosfonatos) atn no es capaz de restaurar
hueso de buena calidad en el esqueleto con osteoporosis, aunque si provoca que
la pérdida 6sea se retrase lo mas posible. La prevencién primaria tiene como
objetivo conseguir un buen pico de masa 6sea e intentar reducir la pérdida de la

misma y se basa en medidas no farmacolégicas:

a) Aumento de la ingesta de calcio: el calcio presente en la dieta parece de
extraordinaria importancia en cuanto a los niveles de masa Osea
desarrollada, desde el periodo del crecimiento hasta la tercera década de
la vida (Goulding et al., 2005). Se recomienda una ingesta diaria de 800 mg
de calcio durante la edad de 1 a 10 afios, 1200 mg desde los 11 a los 18
afios, y de 800 a 1000 mg en la edad adulta. Durante el embarazo, la
lactancia y la posmenopausia deberia incrementarse a 1200-1500 mg/dia
(Hodgson et al., 2003). La importancia del consumo de leche como fuente
de calcio se ha comprobado en diversos estudios (Teegarden et al., 1999;

Weley, 2005).
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b) Aumento de la ingesta de vitamina D y exposicién solar: la vitamina D en

forma de colecalciferol se puede encontrar en algunos alimentos, cémo
los cereales, lacteos, huevos y pescado; y también puede ser sintetizada
en la piel a través de la activacién por la luz ultravioleta. Posteriormente
es hidroxilada a 25-hidroxivitamina D en el higado, y finalmente, se
transforma en 1,25-dihidrocolecalciferol 4 hormona D3 tras una segunda

hidroxilacién en el rifién (figura 3.3.2.).

Vitamina D Vitamina D
alimentaria sintetizada en la
piel

25-hidroxivitamina D (higado)

1,25-dihidroxivitamina D (rifién)

Aumenta absorcién <_/\> Aumenta

intestinal de calcio calcificacién Gsea

Figura 3.3.2. Biosintesis enddgena y aporte externo de la vitamina D.

El papel de la hormona D3 es aumentar la absorciéon de calcio en el
intestino (Lehmann, 2005) y aumentar la calcificacion ésea, por lo que una
deficiencia de vitamina D esta relacionada con el riesgo de tener fracturas
(Fairfield y Fletcher, 2002; Holick, 2005). Los requerimientos diarios de

vitamina D para los adultos es de 800 Ul al dia.

c) Aumento del ejercicio fisico: el ejercicio fisico practicado de forma

regular a todas las edades es uno de los pocos factores capaces de

estimular los osteoblastos y con ello de aumentar la masa 6sea (Soot et al.,
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2005). Los efectos beneficiosos del ejercicio sobre la masa 6sea se pierden
rapidamente si la frecuencia e intensidad de los ejercicios se reduce,

reiniciando un estilo de vida sedentario (Gillespie et al., 2002).

d) Reduccién de hédbitos nocivos: ciertos habitos téxicos, como el tabaco y

alcohol, son capaces por si solos de reducir la masa 6sea (Jamal et al., 1999;

SEIOMM, 2002).

3.3.4. FISIOPATOLOGIA DEL REMODELADO OSEO

El tejido 6seo sufre un continuo intercambio, en condiciones normales en
equilibrio, entre formacién 6sea y resorciéon 6sea. Este proceso se lleva a cabo
mediante la accion sucesiva de osteoblastos y osteoclastos sobre una misma
superficie 6sea (Epstein, 2005). En cada ciclo de remodelado, las células que
recubren la superficie 6sea son reemplazadas por osteoclastos, que durante un
periodo de dos semanas excavan una laguna o cavidad en el tejido 6seo
(resorcion o6sea) (Abe-Amer, 2005). Posteriormente, los osteoclastos son
reemplazados por osteoblastos que depositan matriz 6sea y gradualmente
rellenan el espacio reabsorbido (formacion 6sea). El impacto de este proceso a
nivel tisular viene determinado por el niimero de unidades de remodelado en el
esqueleto y por el balance final de cada ciclo, es decir, por la diferencia entre la
cantidad de tejido reabsorbido y formado en cada unidad. Cuando hay un
incremento absoluto o relativo de la resorcion frente a la formacion se produce
una pérdida de masa 6sea. Ello puede ser debido a un aumento de la resorciéon
a consecuencia de que los osteoclastos excavan cavidades muy profundas que
los osteoblastos son incapaces de restaurar (recambio 6seo alto), o bien por un
déficit en la formacién, al producir los osteoclastos cavidades normales o
incluso de menor profundidad pero que los osteoblastos no pueden rellenar
(recambio 6seo bajo). Este remodelado es necesario para mantener la integridad

estructural del esqueleto y ayudar a su funcién metabodlica como almacén de
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calcio y fosforo, estando altamente regulado tanto por factores sistémicos como

locales.

3.3.4.1. Factores sistémicos

Los moduladores sistémicos mayores son la parathormona (PTH), vitamina D
y, en menor medida, la calcitonina. Otros factores que también intervienen son
las hormonas gonadales, las hormonas tiroideas, los glucocorticoides y la

hormona del crecimiento.

# PTH: se segrega por las glandulas paratiroides. Provoca la resorcién 6sea y
aumenta los niveles plasmaticos de calcio mediante su retirada del hueso o
bien aumentando la absorciéon del mismo a nivel digestivo y urinario
(Martin, 2005). Esta hormona tiende a aumentar con la edad, pudiendo
producir un incremento en el recambio 6seo y una pérdida de masa 6sea.

# Vitamina D: el 1,25-dihidroxicolecalciferol u hormona D3 tienen efectos
directos sobre el metabolismo 6seo tanto en la mineralizacién como en la
sintesis de la matriz proteica. Acttia sobre diversos érganos implicados en
la homeostasis célcica, siendo el principal regulador de la absorciéon
intestinal y reabsorcién renal de calcio, modula la sintesis de las principales
hormonas calciotropas y aumenta el aporte de calcio y fésforo, necesarios
para la mineralizacién de la matriz. Estudios recientes han demostrado
como la insuficiencia de vitamina D tiene efectos adversos sobre el
metabolismo mineral 6seo y podria ser un importante factor de riesgo para
la osteoporosis y la fractura 6sea en mujeres (Mezquita-Raya, 2001) (Riggs,
2003).

# Calcitonina: hormona segregada por las células parafoliculares de la
glandula tiroides. El principal efecto de la calcitonina es inhibir la resorciéon
6sea mediada por osteoclastos (Yamamoto et al., 2005). Ademas tiene una

accion hipocalcemiante y aumenta el almacenamiento del calcio en hueso.
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# Hormonas gonadales: los estrogenos son los esteroides sexuales
dominantes en la regulacion de la resorciéon 6sea (disminuyendo su accién)
tanto en mujeres como en hombres (Murioz-Torres y Mezquita-Raya, 1999;
Falahati-Nini, 2000).

# Hormona del crecimiento (GH): es el mayor determinante del crecimiento
esquelético en la etapa previa al cierre de los cartilagos epifisarios,
aumentando la formacion 6sea (Muiioz-Torres et al., 2001; Cancer-Gaspar et
al., 2005).

# Glucocorticoides: actian incrementando la resorcion 6sea mediante la
estimulacién de la osteoclastogénesis al estimular la expresiéon del ligando
de RANK y disminuir la expresién de la osteoprostegerina. Sin embargo, el
efecto mas significativo de los glucocorticoides sobre hueso es la inhibicion
de la formaciéon 6sea, que se produce al descender el numero de
osteoblastos y, por lo tanto, la disminucién de su funcién (Reynolds et al.,
2005).

# Hormonas tiroideas: incrementan el remodelado 6seo y aumentan la

actividad osteoblastica y osteoclastica (Kanatani, 2004).

Tabla 3.3.1. Resumen de los efectos de las hormonas sobre el metabolismo dseo.

AUMENTADA POR: DISMINUIDA POR:
PTH Calcitonina
RESORCION OSEA Glucocorticoides Hormonas gonadales
Hormonas tiroideas GH
GH PTH
FORMACION OSEA Vitamina D Glucocorticoides
Hormonas gonadales
Calcitonina
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3.3.4.2. Factores locales

La estructura y el remodelado 6seo estan determinados por estimulos locales
que acttian sobre las células del tejido 6seo directamente y como mediadores de
las hormonas sistémicas. Se han identificado diversos factores reguladores
locales, como citoquinas, interleukinas (IL), factores de crecimiento,
prostglandinas (PG) y 6xido nitrico, producidos por la médula 6sea adyacente o
bien por las propias células del hueso. Los datos en humanos son limitados,
basdndose en estudios sobre cultivos de médula 6sea de mujeres estrégeno-
deficientes en los que se ha identificado un aumento significativo de IL-1, factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL-6 y PG. Las PG son potentes reguladores
de la funcién de la célula 6sea, particularmente la PGE2 (Radi y Khan, 2005),
actuando tanto en la resorciéon como en la formacién 6sea. La sintesis excesiva
de PG se traduce en un aumento de la resorciéon 6sea, mientras que la
produccién deficiente altera la funcién formativa de las células 6seas y su

respuesta ante los estimulos mecanicos y la remodelacion.

3.3.4.3. Sistema OPG/RANKL

En los dltimos afios, se han realizado grandes avances en el conocimiento del
mecanismo molecular de la regulacion del remodelado 6seo, especialmente
sobre la relaciéon existente entre los osteoblastos y los osteoclastos. La
osteoprotegerina (OPG) es una proteina con una potente actividad inhibitoria
de la osteoclastogénesis (Mezquita-Raya et al., 2005) y tiene una accion
antagonica a otra proteina producida por los osteoblastos llamada ligando del
receptor de factor nuclear kappa B (RANKL) que se tiene que unir al receptor
activador del factor nuclear kappa B (RANK 6 NF-KB) para activarse. La
interaccion RANK y RANKL estimula la actividad resortiva de los osteoclastos
e inhibe su apoptosis (Aubin y Bonnelye, 2000). La OPG neutraliza tanto al
RANKL soluble como a su forma unida a la célula (Hofbauer y Heufelder, 2000),
inhibiendo la diferenciacion de los precursores de los osteoclastos e induciendo

su apoptosis.
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En resumen, el RANKL (factor de diferenciacién osteoclastica) y la OPG (factor
inhibidor de la osteoclastogénesis), ambos expresados en los osteoblastos,
acttan sobre la osteoclastogénesis que precede a la fase de resorciéon osea:
mientras el primero es un fuerte estimulo del proceso, el segundo es su
principal inhibidor. La OPG actta como “receptor sefiuelo” del primero,

evitando su unién al RANK (figura 3.3.3.).

Complejo OPG-RANKL

Osteoclasto
activado

ixe) T
ﬁ {/'""( ﬁ yé 5|
i ""‘“f-v\,'ﬂfr\/' ( ‘
osteoclasto SR

Preosteoclasto :
multinucleado

Figura 3.3.3. Sistema OPG/RANKL (Murioz-Torres et al., 2004)
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Todo ello sugiere que la osteoclastogénesis requiere un balance entre la

produccion de RANKL y su antagonista la OPG (Muiioz-Torres et al., 2004), y en

cuya regulacion intervienen diversos factores como hormonas, citoquinas y PG

(tabla 3.3.2. y tabla 3.3.3.)

Tabla 3.3.2. Factores estimuladores e inhibidores del RANKL.

RANKL

FACTORES ESTIMULADORES

FACTORES INHIBIDORES

-1L-1, IL-6, IL-11

- Péptido Vasoactivo Intestinal (VIP) (Gaddy-
Kurten y Coker, 2002)

- Oncostatina

- Estrégenos: 17-f-estradiol

- TNF-a (Suda et al.,2001)

- PGE:x (Hofbauer et al.,1999)

- Dexametasona

- PTH (Lee y Lorenzo, 1999)

- Inmunosupresores: ciclosporina A, rapamicina y

tacrolimo

- Hipoestrogenismo

IL, interleuquina; TNEF- a, factor de necrosis tumoral alfa; PG, prostaglandina; PTH, parathormona.

Tabla 3.3.3. Factores estimuladores e inhibidores de la OPG.

OPG
FACTORES ESTIMULADORES FACTORES INHIBIDORES
-1L-1 - PGE»
- TNFa - Inmunosupresores: ciclosporina A, rapamicina y
tacrolimo
- 1,25 OH; vitamina D (Varga et al., 2004) -PTH
- 17-B-estradiol (Saika et al., 1999) - Glucocorticoides
- VIP (Gaddy-Kurten y Coker, 2002) - Hipoestrogenismo

IL, interleuquina; TNF- a, factor de necrosis tumoral alfa; PG, prostaglandina; PTH, parathormona; VIP, péptido

vasoactivo intestinal.
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3.3.5. MARCADORES BIOQUIMICOS DE REMODELADO OSEO

Los marcadores bioquimicos de remodelado 6seo son sustancias liberadas a la
circulacion durante los procesos de formacion y/o resorcion 6sea, que reflejan
la actividad metabdlica del tejido 6seo en un momento determinado y
complementan a las técnicas densitométricas. Ademds, nos informan sobre la
tasa de pérdida de tejido 6seo pudiendo ser ttiles para determinar el riesgo de
fracturas futuras. En el proceso de resorciéon ésea se origina la liberacion del
contenido mineral y de la degradacion de la matriz proteica y, en cambio, en la
sintesis y mineralizacién del tejido 6seo se liberan sustancias enziméticas y
fragmentos derivados del procesamiento del colageno que son vertidos al
torrente circulatorio y pueden ser determinados como indices de remodelado
6seo. La tabla 3.3.4. muestra la clasificaciéon de estos marcadores segtin Delmas

y Garnero (Delmas y Garnero, 1996):

Tabla 3.3.4. Marcadores de formacion y resorcion 6sea.

MARCADORES DE FORMACION OSEA MARCADORES DE RESORCION OSEA
- Fosfatasa alcalina total (t ALP) - Hidroxiprolina (OHP)
- Fosfatasa alcalina 6sea (b ALP) - Piridolina (Pyr) y deoxipiridolina (d-Pyr)
- Osteocalcina (OC) - Fosfatasa acida tartratoresistente (TRAP)

- Propéptido C-terminal del procoldgeno tipo I (PICP) | - Telopéptido C-terminal del coldgeno tipo I (CTX)

- Propéptido N-terminal  del procoldgeno tipo I | - Telopéptido N-terminal del colageno tipo I (NTX)
(PINP)
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3.3.6. OSTEOPOROSIS Y ATEROSCLEROSIS

La relacién entre dos enfermedades en un principio tan distantes como son la
osteoporosis y la aterosclerosis se empez6 a estudiar hace escasos afios (Qi et al.,
2003). El riesgo de sufrir ECV es directamente proporcional a la severidad de la
osteoporosis en mujeres posmenopausicas (Tanké et al., 2005) y se ha
demostrado que niveles altos de colesterol pueden influir en la osteoporosis
debido a que los metabolitos de la enzima que regula la sintesis de colesterol, la
hidroximetilglutaril-coenzimaA (HMG-CoA) reductasa estan implicados en la
diferenciaciéon de los osteoclastos (Erdemli et al., 2005). De tal forma que el
aumento incontrolado de la actividad HMG-CoA reductasa implica un
aumento de osteoclastos y, por lo tanto, un incremento de su accién resortiva
(Nakashima et al., 2004). El colesterol podria intervenir directamente tanto en la
progresion de la osteoporosis como en la calcificacién de las lesiones de la
pared vascular. Esto da lugar a una interconexién entre el metabolismo del
colesterol, el remodelado 6seo y el desarrollo de aterosclerosis (Hamerman,
2005). Ademas, se ha puesto de manifiesto que los bifosfonatos nitrogenados
utilizados en el tratamiento de la osteoporosis por su capacidad para aumentar
la masa, la mineralizacion y la resistencia 6sea, producen la disminucion de la
concentraciéon plasmatica de LDL oxidadas ricas en colesterol (Rogers, 2003;
Parhami et al., 2000).

También hay que destacar que el sistema OPG/RANKL/RANK puede
representar un nexo de unioén entre el metabolismo 6seo y el sistema vascular,
pues el OPG presenta un papel protector en el sistema vascular. Estudios en
ratones deficientes en OPG muestran una mayor calcificaciéon vascular y
formacion de aneurismas en las grandes arterias que aquellos no deficientes
(Bucay et al., 1998). De hecho, la relacion RANKL/OPG disminuye por la
presencia de 6xido nitrico (implicado en la regulaciéon del endotelio vascular) en

células de médula 6sea (Fan et al., 2004; Parhami et al., 2001).
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3.4. DIETA MEDITERRANEA

Comparando las tasas de mortalidad por ECV (ajustadas por edades) de Espana
y otros paises del norte de Europa se ha observado que, al igual que otros
paises del Mediterraneo, Espafia posee unas tasas de mortalidad inferiores
(Villar et al, 2003). Esta menor incidencia ha sido atribuida, entre otros factores,
a los hébitos dietéticos de la regiéon mediterrdnea, origindndose el término
“dieta mediterranea”, que es el conjunto de habitos alimenticios asociados a un
patrén dietético comun (Trichopoulu y Lagiou, 1997) (Kok y Kromhout, 2004) y que

estd constituido por los siguientes alimentos :

A) Elevado consumo de alimentos de origen vegetal como frutas, verduras,
legumbres y cereales que se consumen frescos 0 minimamente procesados, lo
que hace que conserven sus propiedades nutricionales. Son ricos en fibra,
vitaminas Be, B12, 4cido félico y antioxidantes, que destacan por su papel en la
prevencion cardiovascular. En concreto, estos nutrientes participan del
metabolismo de la homocisteina (Hcy), un metabolito del aminoacido cisteina
(Cys), cuyos niveles en plasma estan directamente relacionados con una mayor
agregacion plaquetaria, estrés oxidativo, proliferacion de CMLs en la pared del
vaso, menor producciéon de 6xido nitrico y alteracion en la funcién endotelial

(Willet et al., 1995) (Panagiotakos et al, 2004).

B) El consumo de aceite de oliva cé6mo principal fuente de grasa de la dieta,
que es rico en acido oleico y antioxidantes. La evidencia cientifica sugiere que
su consumo continuado es positivo para la salud al reducir los factores de
riesgo de ECV (Sanders, 2001) y es capaz de modificar la respuesta inmune e
inflamatoria. Las propiedades terapéuticas se deben no solo al acido oleico sino
también a otros componentes como los antioxidantes (Owen et al., 2000) vy los

tenoles (Visioli y Galli, 2002; Gonzalez-Santiago et al, 2005).
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C) El consumo de pescado con un alto contenido en AGPIs-CL omega-3. Los
estudios indican que el consumo de dcidos grasos de esta serie, en concreto EPA
y DHA, reduce el riesgo de mortalidad cardiovascular. Se ha descrito que los
AGPIs-CL omega-3 disminuyen los niveles de TG en plasma, la infiltracion de
macrofagos en la pared del vaso, la produccién de moléculas quimiotacticas, de
factores de crecimiento, de moléculas de adhesién, de eicosanoides y de
citocinas inflamatorias (von Schacky et al., 2001). Ademés pueden disminuir la
presion sanguinea, aumentar la produccion de 6xido nitrico, contribuir a la

vasodilatacion, disminuir la trombosis y aumentar la tasa cardiaca (Marchioli et

al., 2001).

D) La ingesta diaria de lacteos (especialmente el yogur y el queso) en
cantidades moderadas, aportan a la dieta calcio, fésforo y vitaminas

(Ranganathan et al., 2005).

E) El consumo moderado de vino, especialmente durante las comidas, tiene un

papel protector frente a las ECV (Whelan et al., 2004; Urquiaga et al., 2004).

F) Ingesta reducida de carnes rojas y huevos (Cade et al., 2004).

3.4.1. ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS

El primer estudio que estableci6 los efectos beneficiosos producidos por el
patrén dietético mediterraneo fue el estudio de los 7 paises “The Seven
Countries Study”, llevado a cabo en la década de los 50 por Keys (Keys et al.,
1980). Este estudio analiz6 una serie de factores de riesgo cardiovascular entre
13000 hombres de 40 a 59 afios distribuidos en 16 cohortes pertenecientes a 7
paises: Finlandia, Estados Unidos, Jap6én, Holanda y 3 paises mediterraneos:

Grecia, Italia y Yugoslavia. Las 5 cohortes mediterraneas estudiadas (Creta,
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Corfa, Crevalcore, Montegiorgio y Dalmacia) mostraron una dieta basada en el
consumo de aceite de oliva, cereales, frutas, verduras frescas y vino. La dieta de
las cuatro poblaciones no mediterraneas se caracterizaba, sin embargo, por un
elevado consumo de grasa animal acompafiado de lacteos y bebidas
alcohdlicas, fundamentalmente cerveza y licores. Estos distintos modelos
dietéticos se asociaron con las tasas de mortalidad por ECV, lo que puso de
manifiesto el posible efecto protector de la dieta mediterranea frente a esta
enfermedad. Posteriormente, varios estudios epidemiol6gicos y de intervenciéon
han investigado los efectos de los distintos componentes dietéticos de la dieta
mediterranea en otras poblaciones diferentes encontrando, en general, una
disminucion en los factores de riesgo y la mortalidad cardiovascular (Kok y
Kromhout, 2004). Uno de los mas significativos fue el “Lyon Diet Heart Study”,
que investigo el efecto de la dieta mediterranea en 605 pacientes que habian
sufrido algtn episodio de infarto de miocardio. Tras 27 meses de seguimiento
los resultados mostraron que la mortalidad por evento cardiovascular fue un
70% menor en el grupo que siguié la dieta mediterranea que los que no la
siguieron (de Lorgeril et al., 1994). El daltimo gran estudio realizado, el “Elderly
Prospective Cohort Study (EPIC)”, cuenta con mds de 74000 hombres y
mujeres mayores de 60 afios con un seguimiento medio de 89 meses. Los
resultados de este estudio muestra que una mayor adherencia al patrén
dietético mediterrdneo se asocié con una menor mortalidad global y una mayor

supervivencia en este grupo de poblacién (Trichopoulou et al., 2005).

Con el fin de encontrar que componentes de la dieta podrian ser los
responsables de dicho efecto protector, los diferentes estudios examinaron la
ingesta de nutrientes llegando a la conclusién de que el tipo de grasa de la
dieta, mas que la cantidad de la misma, estaba relacionada con el riesgo
cardiovascular y que, la sustituciéon en la dieta de los grasa saturada por la

monoinsaturada del aceite de oliva, podria resultar beneficiosa en la ECV (de

Lorgeril et al., 1997; Kok y Kromhout, 2004).
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Otro de los argumentos empleados para explicar el efecto beneficioso de la
dieta mediterranea en las ECVs es el elevado consumo de compuestos
antioxidantes (Trichopoulou et al., 1999). La dieta mediterranea, rica en frutas,
verduras y aceite de oliva, conduce a una elevada ingesta de antioxidantes que
podrian trasladar sus propiedades bioldgicas al organismo (Visioli y Galli, 1998).
Como sugieren varios autores estos compuestos, al menos en parte, son
responsables de las bajas incidencias de ECV observadas en los paises de la

cuenca mediterranea (Ghiselli et al., 1997; Giugliano, 2000; Bazzano et al., 2003).

3.4.2. RECOMENDACIONES DIETETICAS

Los beneficios cardiovasculares observados en las poblaciones con patrén
dietético mediterraneo han influido en las recomendaciones nutricionales de

sociedades y organismos internacionales para la prevencion de la ECV.

- El Programa Nacional de Educacion en Colesterol (NCEP) de los Estados
Unidos realiz6 en el afio 2002 la tercera version del Informe del Panel para
Tratamiento del Adulto (ATPIII). Las recomendaciones del ATP III (NCEP,
2002) estan orientadas a lograr un impacto en la reduccion de la
morbimortalidad por enfermedad coronaria. Los principales puntos del ATP III

son:

» Principales factores de riesgo: una concentracién de C-LDL mayor de 100
mg/dL, el tabaquismo, la hipertension (presion arterial mayor o igual 140
mg/90 mmHg), una concentraciéon de C-HDL menor de 40 mg/dL,
antecedentes familiares de cardiopatia coronaria prematura (familiar de
primer grado de sexo masculino antes de los 55 afios; familiar de primer
grado femenino antes de los 65 afios), la edad (hombres mayor o igual de 45

afios; mujeres mayor o igual a 55 afios).
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» Los cambios en estilo de vida sugeridos son: control del sobrepeso, ejercicio

y modificaciones en la dieta. La dieta debe contener un méximo de grasas

saturadas y aumentar el consumo de esteroles de origen vegetal.

» Recomendaciones para las concentraciones de lipidos en sangre (tabla

34.1)):

Tabla 3.4.1. Recomendaciones de los niveles plasmaticos lipidicos (NCEP, 2002).

TIPO DE LIPIDO CONCENTRACIONES LIMITE
<200 mg/dL Deseable
COLESTEROL 200-239 mg/dL Limite alto
TOTAL >239 mg/dL Alto
<100 mg/dL Optimo
100-129 mg/dL Limite bajo
COLESTEROL LDL 130-159 mg/dL Limite alto
160-189 mg/dL Alto
>190 mg/dL Muy alto
<40 mg/dL Bajo
COLESTEROL HDL >60 mg/dL Alto
<150 mg/dL Normal
150-199 mg/dL Levemente elevados
TRIGLICERIDOS 200-499 mg/dL Elevados
>500 mg/dL Muy elevados

- La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda consumir pescado

de manera regular para conseguir una ingesta de EPA y DHA préxima a los

200-500 mg por semana. De igual manera, recomienda sustituir el consumo de

grasa saturada por grasa monoinsaturada (enfatizando en el aceite de oliva) e

incrementar la ingesta de frutas y verduras que contribuird a mejorar nuestros

niveles de folatos y antioxidantes naturales (WHO, 2003). El perfil de grasas que
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recomienda la OMS consiste en consumir menos de un 30% de grasa total
repartida de la siguiente manera: menos del 10 % de grasa saturada, entre un 15
y un 20% de grasa monoinsaturada, entre un 6 y un 10% de grasa

poliinsaturada y un 3% de AGPIs-CL omega-3.

- La Sociedad Americana del Corazén (American Heart Association “AHA")

recomienda que para la prevencion de la enfermedad coronaria:
a) Las personas adultas han de consumir pescado al menos 2 veces por semana.

b) Para pacientes con enfermedad cardiaca crénica las recomendaciones de
consumo son de 1 gramo diario de EPA y DHA procedente de aceites de

pescado o suplementos.

c) Para pacientes con hipertrigliceridemia se recomienda el suplemento de 2 a 4
gramos diarios de EPA y DHA para disminuir en de un 20 a un 40 % los niveles

de TG del plasma (Kris-Etherton et al., 2003).

d) Reducir en la ingesta de grasas saturadas, colesterol y AGs trans (los aceites

hidrogenados presentes en margarinas y determinados alimentos preparados).

e) Consumir 5 porciones de frutas y verduras y 6 porciones de cereales por dia.

- La Guia Europea de Prevenciéon Cardiovascular (The Third Joint Task
Force), sugiere la implantacion de una dieta saludable como estrategia
fundamental para la prevencion de ECV (de Backer et al., 2004) empleando como

base el patrén dietético mediterraneo establece que:

1. La dieta debe ser variada y proporcionar una ingesta calérica adecuada

para el mantenimiento del peso ideal.

2. Los alimentos cuyo consumo debe fomentarse son los siguientes: frutas
y verduras, cereales y pan integral, productos lacteos y bajos en grasa,

pescado, carne magra y aceite de oliva.
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3. Laingesta de productos vegetales puede tener un efecto positivo en la
prevencion cardiovascular a través de un incremento en la ingesta de

fibra, vitaminas y de antioxidantes.

4. Por lo que a la prevencién cardiovascular se refiere, parece mas
importante el tipo de grasa consumida que la cantidad total, cuyo limite
superior podria situarse entre el 30% y el 35% de la ingesta calérica
total, siempre que exista un claro predominio de los &cidos grasos
monoinsaturados (AGMIs). Puesto que parece poco probable eliminar
la grasa saturada de una dieta nutricionalmente equilibrada, lo mas
aconsejable seria mantener un consumo lo mas bajo posible de la misma
(menos de 7% de la ingesta caldrica total), tratar de eliminar o reducir al
minimo la ingesta de grasas hidrogenadas, estimular la ingesta de

AGMISs procedente del aceite de oliva y de AGPIs-CL omega- 3.

Existe un gran interés por parte de organismos internacionales relacionados con
la Sanidad y Salud Puablica por la adopcién de un patréon dietético mas
saludable que constituiria una herramienta de prevencién efectiva y aplicable a
toda la poblaciéon desde edades muy tempranas. Sin embargo, aunque los
patrones dietéticos y habitos de vida pueden corregirse y modificarse, es cierto
que son caracteristicos e inherentes a nuestra cultura y costumbres. Quizas sea
ésta la razon por la que las diferentes estrategias que han intentado promover la
dieta mediterranea en paises no mediterraneos no han tenido el éxito esperado
(Paffenbarger et al., 1993) (Wannamethee et al., 1998). Ademas, no podemos olvidar
que incluso en paises mediterrdneos como el nuestro, los patrones dietéticos
han ido progresivamente alejandose del patrén inicial. En Espafia existen
importantes diferencias geograficas en lo que a mortalidad cardiovascular se
refiere (Villar et al., 2003) y los diversos estudios sobre la dieta existente en
Espafa reflejan que aunque todavia se ajusta al patrén mediterrdneo, se estan
produciendo algunos cambios asociados al desarrollo econémico que hacen que

tienda a separarse en algunos aspectos de este patréon dietético mediterraneo
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(Ros y Rahola., 1998). El perfil alimentario actual sugiere elevados consumos
para el grupo de las carnes, pescados y lacteos. El consumo de cereales (pan
fundamentalmente), vegetales y hortalizas ha disminuido de manera
significativa y el consumo de frutas y verduras expresa una tendencia hacia un
mayor consumo de productos elaborados y procesados en detrimento de las
frutas y verduras frescas. Por dltimo, también se han observado deficiencias de
numerosos minerales y de las vitaminas A, D, E, Bs y 4cido félico (Ortega et al.,
2003) (Aranceta et al., 2004) (Ortega et al., 2004). Por lo tanto, es importante
establecer pautas para volver a establecer la dieta mediterrdnea como patrén

dietético y facilitar el consumo de los alimentos que la constituyen.

3.4.3. ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS OMEGA-3

Los AGs forman parte generalmente de los TG, fosfolipidos y esteroles,
constituyentes de las membranas celulares. Los AGs pueden ser saturados (sin
dobles enlaces), monoinsaturados (con un doble enlace) o poliinsaturados (con
dos o méas dobles enlaces). Los AGSs abundan en los animales terrestres y en el
aceite de coco y palma. Los AGMIs predominan en el aceite de oliva y en el
aceite de colza. Los AGPIs se pueden dividir en dos familias: la familia omega-6
(6 n-6) y la familia omega-3 (6 n-3). La familia n-6 deriva del acido linoleico
(18:2 n-6) y se encuentra en el aceite de girasol, maiz, trigo, uva y cacahuete.
Tiene dos dobles enlaces y se caracteriza por tener el primero de ellos en el
carbono nuimero 6 de la cadena, contado desde el metilo del extremo de la
misma. La familia de AGPIs omega-3 deriva del acido a-linolénico (18:3 n-3),
AG mayoritario en el aceite de colza y soja, con tres dobles enlaces y el primer
doble enlace esta situado en el carbono ntimero 3 de la cadena. Tanto el
linoléico como el a-linolénico son &cidos grasos esenciales, ya que no pueden
ser sintetizados por el organismo y, por lo tanto, deben ser aportados en la dieta
(Sanders, 2000). Los diferentes nimeros y posiciones de los dobles enlaces de la

cadena confieren a los AGs diferentes propiedades fisiologicas derivadas de su
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metabolismo, lo que hace que la relacion entre los AGs omega-6 y omega-3 de
la dieta sea muy importante. El &acido linoléico se metaboliza a acido
araquidonico (AA) (20:4 n-6) y el a-linolénico da lugar al EPA (20:5 n-3) y al
DHA (22:6 n-3) mediante la acciéon de elongasas y desaturasas (Nakamura y
Nara, 2003). Todos estos acidos grasos emplean las mismas rutas metabdlicas y
compiten por las mismas enzimas, por lo que un aumento de la ingesta de un

precursor originaria un aumento de la formacién de los AGs de su serie (figura

34.1).

omega-6 omega-3

Acido linoleico Acido a-linolénico

(C18:2) (C183)
l A 6- Desaturasa l
Acido y-Linolénico
(C18:3) C184
l Elongasa l
Acido di-Homo y-Linolénico C20:4
(C18:3)
l A 5- Desaturasa
Acido Araquidénico
(C 2014) EPA (C 205)
Ciclooxigenasa
Ciclooxigenasa
DHA (C 22:6)
Lipoxi
‘ Lipoxigenasa ipoxigenasa
Prostaglandinas
PGEy, PGI;, TXA: Prostaglandinas
Leucotrienos Leucotrienos
PGE;, PGI;, TXAs
LTBs, LTCs, LTE, LTBs, LTCs, LTEs
\— _/ \— _/
~ ~
Mayor actividad Menor Actividad

Figura 3.4.1. Biosintesis de los acidos grasos poliinsaturados. PG, prostglandina; TX, tromboxano; LT,

leucotrieno.
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Ademas de ser una fuente de energia, las familias de AGPIs omega-6 y omega-3
se incorporan a las membranas de las células donde son precursores de los
eicosanoides como las PGs, prostaciclinas (PCs), tromboxanos (TXs) y
leucotrienos (LTs) que intervienen en numerosos procesos fisiolégicos tales
como la coagulacion de la sangre 6 la respuesta inflamatoria e inmunolégica. En
general, los eicosanoides sintetizados a partir de la familia de los AGPIs n-3 son
menos activos que los eicosanoides derivados de la familia n-6. Al aumentar el
consumo de AGPI n-3 en la dieta, también puede incrementarse la produccion
de eicosanoides de estas formas menos activas. El consumo de AGPIs n-6 y n-3
determina los tipos y cantidades de eicosanoides en el organismo, lo cual
influye potencialmente en todos los procesos en los que intervienen.

Las estimaciones realizadas sobre la ingesta de AGPIs omega-3 se basan
principalmente en los datos sobre consumo y composiciéon de alimentos y
dietas. El consumo aproximado de acido a-linolénico en los paises europeos
oscila entre 0,6 y 2,5 g/dia (Hulshof et al., 1999). Sin embargo, hay pocos datos
disponibles de la ingesta de DHA y EPA en Europa como consecuencia de la
escasez de datos fiables de consumo de alimentos. Un calculo aproximado del
consumo de omega-3 en Europa propuesto por Sanders (Sanders, 2000) es de 0,1
a 0,5 g/dia. Estas cifras son elevadas en comparacién con la ingesta de DHA y
EPA estimada para Estados Unidos (0,1-0,2 g/dia), pero reducidas con respecto
a los datos de ingesta estimados para Japén (hasta 2 g/dia) (Kris-Etherton et al.,
2000), donde el pescado es uno de los alimentos mas consumidos. En la tabla
3.4.2. se muestra una estimacion resultante de un estudio del 2003 sobre el

consumo de AGs en la poblacién espafiola.
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Tabla 3.4.2. Ingestas de grasa y acidos grasos en la poblacion espaiiola (Capita y Alonso-Calleja,

2003).
Hombres Mujeres

Grasa total (% energia/dia) 39.21 £ 4.58 38.96 £ 5.47
AGSs (% energia/dia) 13.03 £2.19 12.20 £ 2.34
AGMIs (% energia/dia) 15.51 £2.51 15.58 £ 2.50
AGPIs (% energia/dia) 6.22+1.76 710£2.18
Acido oleico (18:1n-9) (g/dia) 46.50 £ 9.32 33.96 £ 11.06
Acido linoléico (18:2 n-6) (g/dia) 17.35 £ 6.25 14.61 £7.39
Acido a-linolénico (18:3 n-3) (g/dia) 1.90 £ 0.36 1.41£0.80
Acido araquidénico (20:4 n-6) (g/dia) 0.34 £ 0.08 0.22+0.12
EPA (20:5n-3) (g/dia) 0.16 £0.12 0.07 £ 0.05
DHA (22:6n-3) (g/dia) 0.31+£0.27 0.15+0.12
AGPI n-3 (g/dia) 246+0.77 1.68 £ 0.67
n-6/n-3 714 +£0.04 8.33+£0.05

Los resultados se expresan como la media * desviacién estindar. AGS, 4cido graso saturado; AGMI, acido graso

monoinsaturado; AGP], 4cido graso poliinsaturado; DHA, dcido docosahexaenoico; EPA. Acido eicosapentaenoico.

Las fuentes mas ricas de DHA y EPA son los aceites de pescado en general vy,
especialmente el pescado azul (caballa, sardina, attn). El alto contenido de
estos AGs en el pescado es consecuencia del consumo de fitoplancton (rico en
AGPIs n-3), que contribuye a la adaptaciéon de los peces a las aguas frias. El
contenido de AGPIs omega-3 varia en funcién de la especie de pescado, su
localizacién, la estacion del afio y la disponibilidad de fitoplacton (Schimdt et al.,

2001) (tabla 3.4.3.).
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Tabla 3.4.3. Contenido medio de acidos grasos poliinsaturados omega-3 en los diferentes

tipos de pescado (Mataix et al, 2002).

PESCADO GRAMOS DE ACIDOS GRASOS
POLIINSATURADOS OMEGA-3/100 GRAMOS
Caballa 28
Arenque 1.81-3.51
Salmoén 1.8
Trucha 1.3
Bacalao 0.26
Sardina 23
Atan 1.2
Anchoa 1.47
Carpa 0.70
Rodaballo 0.52
Lucio 0.37
Lenguado 0.10
Pez espada 0.44
Mejillon 0.68
Ostras 0.37
Langostinos 0.11
Calamar 0.45
Caviar 3.74
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Las mas recientes recomendaciones internacionales sobre la ingesta de AGPIs se

detallan en la tabla 3.4.4.

Tabla 3.4.4. Recomendaciones internacionales de ingesta de acidos grasos poliinsaturados.

ORGANISMO ANO | POBLACION | RECOMENDACION
6-10% de la energia diaria de
World Health Organization 2003 | Poblacién adulta AGPL
(WHO, 2003) en general 5-8% AGPIn-6
1-2% AGPIn-3
Adultos sin ECV | Comer pescado dos
veces/semana
American Heart Association 1 g/dia de EPA+DHA
“AHA” 2002 | Adultos con ECV (preferiblemente de aceite de
. pescado)
(Kris-Etherton et al., 2002)
Adultos con
triglicéridos | 5 4 o /dia de EPA+DHA
elevados
LA: 4.44 g /dia/2000 kcal
Workshop “The essentiality of Poblacién adulta | ALA :2.22 g /dia/2000 kcal
ded dietary intak
recommencded dictary mtakes 2000 en general DHA+EPA: 0.65 g /dia/2000
from omega-6 y omega-3 fatty
kcal
acids” (Simpoulous et al., 2000)
LA : 1% de la energia diaria
British Nutrition Foundation 1999 | Poblacién adulta | ALA : 0.2 % de la energia

(BNF, 1999)

(19-50 afios)

diaria

EPA+DHA :1.25 g/dia

ECV, enfermedad cardiovascular; LA, acido linoléico; ALA, acido a-linolénico; EPA, acido

eicosapentanoico; DHA, acido docosahexenoico.
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3.4.3.1. Acidos grasos poliinsaturados omega-3 y enfermedad cardiovascular
Los efectos saludables derivados del consumo directo o de suplementos de
AGPIs omega-3 han recibido en las ultimas dos décadas mucha atencion por
parte de la comunidad cientifica. Los resultados de los estudios
epidemioldgicos y de intervencion indican que el consumo de AGPI n-3 puede
afectar favorablemente a la salud cardiovascular, incluso tratandose de una
ingesta pequefa de pescado (una vez por semana). Algunos estudios
epidemioldgicos destacables en este sentido son los siguientes: el estudio “The
Seven Countries Study”, de 20 afios de duracién y seguimiento, demostré que
aquellos hombres que consumian 30 gramos al dia de pescado reducian el
riesgo de mortalidad por enfermedad coronaria en un 50% en relacién a los
voluntarios que no consumian pescado (Kromhout et al., 1985). El “The Western
Electric Study” determiné que los hombres que consumian més de 35 gramos
al dia de pescado presentaban un riesgo relativo de mortalidad por
enfermedad coronaria de 0,62 en comparaciéon con los que casi nunca
consumian pescado (Daviglus et al., 1997). El “US Physicians” Health Study”
demostré que el consumo semanal de pescado estaba asociado a un riesgo
relativo de 0,48 de muerte stibita cardiaca (Albert et al., 1998). El estudio sobre
“Prevencién de Aterosclerosis Coronaria Mediante Intervencién con Acidos
Grasos Omega-3 de Origen Marino” (también conocido por “SCIMO”),
demostré una reduccion en el desarrollo de la aterosclerosis al administrar
dosis bajas de AGPIs n-3 (1,65 g/dia) (von Schacky et al., 2001).

Igualmente, tres estudios de intervencién han mostrado que el consumo de
pescado o de aceite de pescado tiene efectos protectores importantes frente a las
ECVs. El “Diet And Reinfarction Trial” (DART) demostr6 que dosis
relativamente bajas de AGPI n-3 (2-3 g/semana), equivalentes a 2-3 porciones
de pescado azul a la semana, reducian el riesgo de sufrir un episodio coronario
secundario y producian un descenso del 30% en la mortalidad a causa de ECV
(Burr et al., 1989). En el estudio “GISSI-Prevenzione”, el consumo de un
suplemento nutricional de DHA y EPA de 1 gramo al dia disminuy6 en un 17%

el riesgo de mortalidad por ECV, en relacion con el grupo control que no
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consumio el suplemento (Hopper et al., 1999). Por ultimo, el “Lyon Heart Study”
demostr6 que una dieta de tipo mediterrdnea, que aportaba acido oleico,
antioxidantes naturales, cantidades reducidas de acidos grasos saturados y
aproximadamente 2 gramos al dia de ALA, redujo la aparicién de episodios
coronarios en un 70% y la mortalidad en un 80% (Kris-Etherton et al., 2001).

Aunque atin no esta claro el mecanismo exacto mediante el cual los AGPIs n-3
ejercen su efecto protector, se han propuesto varios mecanismos posibles. Entre
ellos se ha descrito la capacidad que tienen estos AGs para influenciar en la
coagulaciéon sanguinea y la trombosis, el perfil de los lipidos plasmaéticos, la

presion sanguinea, la arritmia y la inflamacion:

a) Efecto ateroprotector: proviene principalmente de su incorporacién a los

fosfolipidos de las membranas de las células, al sustituir parcialmente al AA
como sustrato inicial para la produccién de eicosanoides (BNF, 1999). Cuando
las células vasculares sufren algtin tipo de dafio, se desencadena el proceso de
agregacion plaquetaria y los intermediarios derivados del metabolismo de los
AGPIs n-3 son menos protrombéticos y vasoconstrictores que los derivados
procedentes del AA (n-6). El contenido en AGs de las plaquetas origina la
produccion de TXA:z a partir de la familia n-6, o de TXAs a partir de la familia n-
3. Este ultimo posee un efecto proagregante menor que el TXA», reduciendo

por tanto la agregacion plaquetaria y la trombosis (Connor, 2000).

b) Mejora el perfil lipidico en plasma: ensayos clinicos han demostrado que

dosis bajas de aceites de pescado (1 g/dia de AGPIs n-3) pueden disminuir la
concentracion de TGs del plasma en ayunas y también en el estado
postpandrial (Williams et al., 1992; Zampelas et al., 1994; Harris, 1997; Visioli et al.,
2000). Los TGs elevados son un factor de riesgo independiente de las ECV,
especialmente en individuos con valores reducidos de C-HDL. Tras consumir
una comida rica en grasa, se produce un aumento caracteristico de los TGs

sanguineos que se conoce con el nombre de hiperlipemia postpandrial o
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respuesta postpandrial. La intensidad de esta respuesta también se considera
un factor de riesgo de ECV y estd relacionada con el tipo de grasa ingerida.
Algunos estudios indican que la ingesta de DHA y EPA reduce el aumento
postpandrial de los TGs y, por tanto, produce un efecto beneficioso (Adler y
Holub, 1997). Con respecto a los efectos de los AGPIs omega-3 sobre el
colesterol sanguineo, en la mayoria de los estudios llevados a cabo hasta ahora
no se han encontrado efectos significativos sobre el colesterol total (Harris,
1997). En cambio, los aceites de pescado suelen producir un aumento en el C-
HDL de un 10%, aunque este depende del alimento y de las cantidades de
omega-3 ingeridas (BNF, 1999).

c) Descenso de la presiéon sanguinea: la hipertension es uno de los factores de

riesgo de ECV mads importantes. Entre otros efectos, la hipertensiéon provoca la
activacion del endotelio (Brown y Hu, 2001), lo que a su vez origina la
produccién endotelial de moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1) y la
infiltracion de células sanguineas a la pared vascular, contribuyendo al
engrosamiento de la arteria y al desarrollo de la aterosclerosis (BNF, 1992).
Existen evidencias cientificas de que los AGPIs n-3 pueden estimular la
produccion endotelial de 6xido nitrico (Harris, 1996). Esta molécula provoca la
relajacion de las CMLs permitiendo la dilatacion de los vasos sanguineos, que
reduce a su vez la presiéon sanguinea y la activacion endotelial. Se ha
demostrado que sé6lo cantidades elevadas de aceites de pescado (un minimo de
3 g/dia) producen un descenso significativo, aunque moderado, de la presiéon
sanguinea (Appel et al., 1993). Las cantidades de pescado que habria que
consumir para obtener estas dosis efectivas son tan elevadas que en la practica
s6lo se alcanzan mediante el consumo de suplementos o alimentos

enriquecidos con AGPIs n-3.

d)_Produccién de mediadores inmunolégicos: muchos de los cambios que

ejercen los AGPIs n-3 en el sistema inmune estan mediados por cambios en la
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produccién de eicosanoides (Calder, 1997; Hughes y Pinder, 2000; Terada et val.,
2002). El aporte con AGPIs n-3 conduce a la formacioén del LTB5, el cual es poco
activo biolégicamente, a expensas de la sintesis del LTB4 proinflamatorio (Gil y
Rueda, 2002). Por udltimo, también existen estudios que demuestran que los
AGPIs n-3 pueden inhibir directamente la sintesis de citokinas proinflamatorias
tales como IL- 1 y TNF-a, de manera independiente a la regulacién por

eicosanoides (Calder, 1997).

3.4.3.2. Acidos grasos poliinsaturados omega-3 y osteoporosis

Entre los principales nutrientes de la dieta implicados en el mantenimiento de
la salud 6sea estan el calcio (Di Daniele et al, 2004; Flynn, 2004), la vitamina D
(Drin, 2004; Meier, 2004) y los AGs, aunque los estudios de su accién sobre la
biologia 6sea son actualmente escasos (Watkins et al., 2001; Terano, 2001). En
estudios en animales la ingesta de AGPIs omega-3 disminuye la
osteoclastogénesis y la pérdida de masa 6sea en ratones ovarioectomizados
(Sun et al., 2003; Watkins et al., 2001). Otros estudios demuestran como el DHA
y el EPA aumentan la absorcién de calcio y disminuyen la excrecion urinaria de
calcio, inhibiendo la osteoporosis en ratas (Sagakuchi et al., 1994; Sun et al, 2004),
mientras que la ingesta de grasas saturadas interfiere con la absorcién de calcio
y predisponen a la osteoporosis (Das, 2000). Ademas, los animales deficientes
en AGs esenciales desarrollan osteoporosis (Kruger y Horrobion, 1997; Schlemmer
etal., 1999).

En estudios en humanos, la reduccion del AA de los fosfolipidos result6
beneficiosa en pacientes con osteoporosis (Priante et al., 2002) y, ademads, se ha
estudiado la posible relacion que existe entre un exceso en la producciéon de
PGE> con un aumento de resorciéon Osea. Esto es debido a que la PGE;
sintetizada por los osteoblastos activa la resorcién osteoclastica del hueso, asi
como la formacién osteoblastica del hueso, pero a altas concentraciones de
PGE, inhibe la formacién de hueso (Ono et al., 2005). Por lo tanto, la grasa de la
dieta influye en la composicion del AG de la membrana del osteoblasto; si es

rica en AGPIs omega-3 se producird PGE2 (derivado del AA) en menor
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cantidad y méas PGE3 (derivado del ALA). Aunque si se ha observado que
niveles bajos del ratio omega-6/omega-3 conllevan efectos beneficiosos sobre la
densidad mineral 6sea (Claassen et al., 1995; Albertazzi y Coupland, 2002), atin son
necesarios més estudios para establecer una clara relaciéon entre los AGPIs n-3 y

la osteoporosis.

3.4.4. ACIDO OLEICO

El acido oleico es un AGMI (18:1 n-9) que se encuentra en grandes proporciones
en el aceite de oliva y al que se le atribuye propiedades beneficiosas frente a la
ECV  (Moreno y Mitjavila, 2003). El acido oleico tiene una accién
hipocolesterolemiante debido a que produce una mayor excrecién biliar de
colesterol, bien como tal o en forma de acidos biliares. Numerosos estudios
llevados a cabo en humanos han mostrado que la sustituciéon de las grasas
saturadas en la dieta por el aceite de oliva dio lugar a un descenso de los niveles
de CT y de C-LDL (Kris-Etherton et al., 1999) que fue acompafiado de un
aumento de C-HDL (Thomsen et al., 1999). Igualmente, otros estudios
epidemioldgicos y de intervencién han mostrado que dietas con aceite de oliva
pueden reducir la presion arterial (Ferrara et al., 2000; Psaltopoulou et al., 2004;
Perona et al., 2004).

Otra propiedad del &cido oleico es que limita la oxidaciéon de las LDLS
disminuyendo su poder aterogénico. Diversos estudios de intervencién en
humanos han mostrado un efecto protector del aceite de oliva frente a la
oxidacion de las LDLs (Gimeno et al., 2002; Visioli et al., 2004). Esto es debido a
que las particulas de LDLs enriquecidas en AGMIs son mas resistentes a la
oxidaciéon (Mata et al., 1997) y, por lo tanto, son captadas por macréfagos en
menor medida que las ricas en AGPIs (Aviram y Eias, 1993). El acido oleico
también parece tener un efecto beneficioso en los procesos inflamatorios que se
desencadenan en las etapas tempranas de la aterosclerosis. Un estudio a doble

ciego llevado a cabo en hombres adultos mostré que el consumo de aceite de
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oliva virgen durante dos meses origind6 un descenso en la expresiéon de
moléculas de adhesion intercelular (ICAM-1) por células mononucleares
periféricas (Yaqoob et al., 1998). En otro estudio llevado a cabo en un modelo in
vitro de aterosclerosis usando células endoteliales estimuladas con citoquinas, el
acido oleico disminuy9 la expresion de moléculas de adhesiéon como VCAM-1 y
del factor nuclear NF-xf (Massaro et al., 1999). Otros estudios han encontrado
que el acido oleico puede producir una disminucién de los factores de
coagulacién y trombogénesis, interviniendo asi en procesos fibrinoliticos (Pérez-

Jiménez et al, 1999).

Respecto a la relacion del 4cido oleico y el metabolismo 6seo, son muy pocas los
estudios es los que se compare el efecto de la ingesta de diferentes tipos de
grasa sobre la composicion mineral del hueso, pero si se sabe que una ingesta
lipidica equilibrada es necesaria para la correcta absorcién de calcio y fésforo, lo
que permitird una adecuada osificaciéon y crecimiento. El tipo de grasa es
importante ya que el acido oleico y los AGs esenciales estimulan la absorcién de
calcio, mientras que un exceso de AGSs de cadena larga deprimen la absorcién
de calcio (Laval y Laval, 1996). Asi, un estudio realizado por Trichopoulou
(Trichopoulou et al., 1997) observ¢ la existencia de una asociacién positiva, tanto
en hombres como en mujeres adultas, entre al ingesta de grasa monoinsaturada
y la densidad mineral del hueso, aunque hacen falta mas ensayos que nos

permitan profundizar en el tema con el fin de confirmar dichos resultados.

3.4.5. VITAMINAS DEL GRUPO B

Se ha demostrado que los aportes dietéticos de piridoxina (vitamina Bs), acido
félico (vitamina Bo) y cobalamina (vitamina Bi12) juegan un papel fundamental
en la prevencion de las ECV (Brear et al., 2002) y reducen los niveles plasmaéticos
de homocisteina total (tHcy) (Den Heijer et al., 1998, Malinow et al., 2001). El
acido félico ha cobrado un mayor protagonismo en las tltimas décadas por su

presunto papel en la patogénesis de los defectos del tubo neural (Lucock, 2000),
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en las ECV (Devaraj y Jialal, 2000) y en el cancer. Los humanos y mamiferos en
general, no pueden sintetizar folatos ya que, carecen de las enzimas necesarias
para la sintesis de novo, por lo que tienen dependencia de una variedad de
fuentes alimentarias para incorporar esta vitamina. Entre las fuentes ricas en
estos nutrientes se encuentran extractos de levaduras, higado, champifiones,
rifiones, vegetales de hojas verdes y frutas citricas. Sin embargo, la falta en
folato es aun la deficiencia vitaminica mas comun de los paises desarrollados.
Los niveles plasmaéticos de acido félico estdn en el rango de 3-30 ng/ml. El
folato circula en plasma como 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF), siendo la
mayor parte de este folato captado por el higado. La funcién metabdlica del
folato es la de transportar unidades monocarbonadas. Dentro de las células, la
forma biolégicamente activa, el tetrahidrofolato (THF), acepta unidades
monocarbonadas de diversas fuentes, para luego transferirlas a otras moléculas.
Estas unidades monocarbonadas se reparten principalmente entre dos rutas

metabdlicas (figura 3.4.2.).
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etanolamina

SAM 4 Metionina
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Be :
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| 1 Acetil-CoA —

PAF Acetil-colina
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SA-homocisteina === | Homocisteina

r

Figura 3.4.2. Esquema de la relacion entre la homocisteina y las vitaminas B (Gil, 2004).

SAM, S-adenosilmetionina; THF, tetrahidrofolato, ADP, adenosindifosfato; ATP, adenosintrifosfato.
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La primera de las rutas es la biosintesis de purinas y pirimidinas, y la otra
comprende la sintesis de metionina y S-adenosilmetionina (SAM) que se
empleard en reacciones de metilacion. Estas dos rutas metabdlicas estan
enlazadas por la reaccion en la que el aminodcido homocisteina sufre una S-
metilacion para formar metionina. La enzima que cataliza esta reaccién es la
metionina sintasa, la cual requiere vitamina B12 como cofactor (Molloy, 2001).

Los constantes requerimientos de metilacion de ADN, proteinas, lipidos,
neurotransmisores y otros intermediarios biolégicos genera una produccion
constante de homocisteina que, ¢ bien se recicla a metionina via folato y
vitamina B, 6 bien se cataboliza via cistationina B-sintasa dependiente de la

vitamina Be.

El interés inicial del &cido folico en la salud se centraba en su papel para la
prevencioén de los defectos del tubo neural (Refsum, 2001) tales como la espina
bifida. En la actualidad, el interés se centra en su relacién con el potencial
aterogénico de la Hcy y por tanto en el papel que puede jugar en la ECV
(Cleophas et al., 2000; Cheng et al., 1997). Precisamente, estas observaciones sobre
las implicaciones cardiovasculares de la homocistinuria fueron las que
inspiraron la teoria aterogénica de la homocisteina, desarrollada por McCully
en 1969 (McCully, 1969). Entre las caracteristicas histopatologicas de las lesiones
inducidas por la Hcy se encuentra el dafio oxidativo (Nappo et al, 1999;
Sepiilveda-Sanchez et al., 2004), el engrosamiento intimal, la hipertrofia de la
musculatura lisa vascular, la agregacién plaquetaria (Welch y Loscalzo, 1998), el
descenso de la producciéon de 6xido nitrico (Tsai et al., 2000) y la formacion de

trombos (Menéndez y Férnandez-Britto, 1999).

El tratamiento general de la hiperhomocisteinemia consiste en la
administraciéon de suplementos con &cido félico (Malinow et al., 2001; Verharr et
al., 2002), vitamina B12 (Bronstrup et al., 1998), que se encuentra en alimentos de
origen animal como carne, leche, pescado y huevos; y vitamina Be (Andreotti et
al., 2000), vitamina hidrosoluble presente en las patatas, cereales, pan carne,

pescado, huevos y platanos. La deficiencia de estas vitaminas podrian
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potencialmente aumentar la Hcy en sangre (de Caterina et al., 2004; Strain et al.,
2004). El consumo de suplementos de acido folico y vitamina Bi2 disminuye los
niveles de Hcy entre un 25-50% en condiciones normales. En un ensayo clinico
realizado por Sepulveda-Sanchez (Sepulveda-Sanchez et al., 2004) con 90
pacientes con enfermedad coronaria, el suplemento dietético con 5 mg/dia de
acido félico durante 12 semanas descendia de manera significativa los niveles
plasmaticos de Hcy. Ademads la accion sinérgica del 4cido folico, vitaminas B,
Bi2 y AGPIs omega-3 produce un magnifico papel protector frente a las ECVs
(de Bree et al., 2004).

Ademas, existe una relaciéon entre Hcy y el metabolismo 6seo (Herrmann et al.,
2005), pues la Hcy podria inhibir la formacion de osteoblastos y aumentar la
diferenciaciéon de los osteoclastos, a la vez que podria interferir directamente
con proteinas la matriz extracelular 6sea y cambiar su estructura, reduciendo
su estabilidad. Por lo tanto, una deficiencia de vitaminas B provocaria, no solo
un aumento de Hcy en plasma, sino que, ademads, supone un riesgo de sufrir
osteoporosis. Estudios en animales demuestran que la falta de vitamina B en
ratas estd relacionada con un aumento en el riesgo de fracturas (Dodds et al.,
1986). Estudios en humanos demuestran que la deficiencia de vitaminas B
aumenta el riesgo de sufrir algan tipo de fractura (Goerrs et al., 1992),
especialmente la de la cadera (Reynolds et al., 1992; Melhus et al., 1999). Segun el
“The Framingham Osteoporosis Study” existe una relaciéon entre la vitamina
Bi2 y la densidad mineral 6sea en mujeres (Tucker et al., 2005), teoria que se
apoya con otros estudios en los que el consumo de suplementos de folato y

vitamina B12 reducian el riesgo de fractura (Lumbers et al., 2001; Sato et al., 2005).
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3.4.6. VITAMINA E

La vitamina E es una vitamina liposoluble presente en frutas y vegetales que
protege a la membranas celulares de la peroxidacion lipidica. La vitamina E
desempefna un papel preventivo en el dafo celular debido a la oxidacién por
diferentes causas como la edad, las ECVs, inflamacién e infeccion (Morrisey y
Sheepy, 1999), al eliminar los radicales libres y al impedir la oxidacion de C-LDL,
que es uno de los factores responsables de la aterosclerosis (Stringer et al., 1989)
Otra importante funcién de la vitamina E en el organismo es la proteccién de la
oxidaciéon de los AGPIs (Harris et al., 2002). La vitamina E podria mejorar el
papel de los omega-3, pues estos son muy susceptibles de la oxidacién por
radicales libres endégenos que se forman en el metabolismo normal de las

células (Meydani et al., 1991; Morrisey y Sheepy, 1999)

Se han realizado numerosos estudios sobre los beneficios de la vitamina E. Entre
ellos, el “Nurses” Health Study”, en el que intervinieron 87000 individuos. Los
resultados de este estudio indicaron que el riesgo de padecer una ECV estaba
inversamente relacionado con la ingesta de vitamina E. El “Cambridge Heart
AntiOxidant Study” (CHAOS), llevado a cabo con 2002 hombres y mujeres
con enfermedad coronaria, encontré un efecto beneficioso del tratamiento con
a-tocoferol. Asi, tras un periodo de 17 meses se observé un 47% de reduccién
de mortalidad por ECV y un 77% de reducciéon de infartos de miocardio no
mortales, entre los pacientes tratados con el antioxidante con respecto al
placebo (Stephens et al., 1996). En un estudio prospectivo a doble ciego llevado a
cabo con 40 pacientes de transplante cardiaco, el tratamiento con vitaminas Cy
E condujo a una menor progresion de la lesion aterosclerética comparada con el
placebo (Fang et al., 2002); aunque la relacién entre vitamina E y ECV se pone
en duda en otros estudios como en el “GISSI- Prevenzione” (Hopper et al.,

1999).

En cambio, parace no existir una relacion tan importante entre la vitamina E y

la osteoporosis. Estudios en animales demuestran que la vitamina E aumenta la
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tasa de formaciéon de hueso en pollos alimentados con dieta rica en acidos
grasos insaturados (Xu et al., 1995) y que la administracién de esta vitamina en
conejos con osteoporosis inducida por heparina, evita la resorciéon 6sea (Turan
et al, 2003). Aunque los estudios realizados en humanos relacionan el riesgo de
padecer osteoporosis con una deficiencia en vitaminas antioxidantes (A, C y E)
(Maggio, 2003), la relacién exacta de esta enfermedad con la falta de vitamina E

aun esta por demostrar.
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4.1. MATERIAL

4.1.1. APARATOS DE USO GENERAL

Centrifuga refrigerada modelo 3K15 provista de un rotor vascular
n°11133 de SIGMA (Osterode am Harz, Alemania).

Centrifuga refrigerada modelo 5415 R para tubos de 1.5 mL de
Eppendorf (Hamburgo, Alemania).

Cromatografo de liquidos de alta resolucién (HPLC) modelo Waters
2695 provisto de detector de fluorescencia (Milford, Massachusetts, EEUU).

Cromatografo de gases con detector de ionizacion de llama (FID)
modelo CP3800 de Varian (Palo Alto, California, EEUU).

Cromatografo de gases modelo 3800 provisto de un inyector automatico
modelo 8200 y acoplado a un espectrémetro de masas modelo Saturn 2000
de Varian (Palo Alto, California, EEUU).

Espectrofotdometro modelo Cary 100 BIO UV-Visible de Varian (Palo
Alto, California, EEUU).

Evaporador “SpeedVac” modelo SPD 2010 de Thermo Savant (EEUU).

Balanza de precision modelo BP61S de Sartorius AG, (Gottingen,
Alemania).

Balanza analitica modelo BL 3100 de Sartorius AG (Gottingen,
Alemania).

pH-metro modelo GLP22 de Crisol (Barcelona, Espafia).

Congelador de temperatura -80°C modelo MDF-U71V de SANYO
(Bensenville, Illinois, EEUU).

Micropipetas de precision modelo Pipetman de Gilson (Francia).

Bloques calefactores de Stuart-Scientific (Reino Unido).

Agitadores magnéticos con calefactor modelo MR 3001 K de Heidolph
(Schwabach, Alemania).
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Agitador vibrador (Vértex) modelo Reax Top de Heidolph (Schwabach,
Alemania).

Lector de placas modelo 550 de BIO-RAD (Reino Unido) a una
longitud de onda de 450 nm.

Otros materiales de laboratorio: tubos para extraccion sanguinea
(Sarstedt®),matraces aforados, pipetas de vidrio, tubos de vidrio con rosca,
pipetas Pasteur de vidrio, viales cromatogréficos, tubos Eppendorf de 2 mL
de capacidad, jeringas de plastico de 1 mL, 5 mL y 10 mL de capacidad,
filtros de jeringa de nylon de 0.2 um de tamafio de poro y 13 mm de
didmetro, filtros de disco de nylon de 4.7 cm de didmetro y 0.45 um, filtros
de disco de acetato de celulosa de 4.7 cm de didametro y 0.22 pm, guantes de
latex, tubos falcon de 15 mL, micropipetas multicanal de 50 a 300 pL, vasos

de precipitado.
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4.1.2. PREPARADOS LACTEOS EMPLEADOS EN EL ESTUDIO

En este estudio se evaluaron los efectos de 2 productos lacteos, una bebida
lactea enriquecida con AGPIs-CL omega-3 (DHA y EPA), 4cido oleico,
vitaminas A, B6, D, E y 4cido félico; que se comparé con una leche
semidesnatada enriquecida en vitaminas A y D. Ambas eran isoenergéticas y
con un perfil nutricional similar, diferencidandose solamente en los nutrientes
enriquecidos. En la tabla 4.1.1. se describe la composicién de estos dos

preparados lacteos mas detalladamente:

Tabla 4.1.1. Composicién de los preparados lacteos utilizados en el estudio.

NUTRIENTES LECHE CONTROL LECHE ENRIQUECIDA
Energia (kcal/L) 465 520
Proteinas (g/L) 31 35
Carbohidratos (g/L) 47 52
Grasa total (g/L) 19 19
Acidos grasos saturados (% grasa total) 70.5 23.7
Acidos grasos monoinsaturados (% grasa total) |27.2 56.8
Acidos grasos poliinsaturados (% grasa total) 23 19.5
Acido oleico (g/L) 4.09 10.34
EPA (g/L) ND 0.40
DHA (g/L) ND 0.27
Colesterol (mg/L) 82 39.1
Calcio (mg/L) 1185 1215
Vitamina A (ug/L) 1200 1200
Vitamina B6 (mg/L) ND 3
Acido félico (ug/L) ND 300
Vitamina B12 (ug/L) 3.8 3.8
Vitamina D (UI) 300 300
Vitamina E (mg/L) ND 15

Andlisis realizados por el Departamento de Control de Calidad de PULEVA Biotech S.A.
EPA, acido eicosapentaenoico; DHA, acido docosahexaenoico.

ND, no detectable.
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Los sujetos consumieron 500 mL al dia del preparado correspondiente, por lo

que su ingesta diaria de nutrientes aportada durante la intervencion fue:

Tabla 4.1.2. Ingesta diaria de nutrientes para un consumo de 500 mIL/dia.

NUTRIENTES LECHE CONTROL LECHE ENRIQUECIDA

Energia (kcal/dia) 232.5 260
Proteinas (g/dia) 15.5 17.5
Carbohidratos (g/dia) 23.5 26
Grasa total (g/dia) 9.5 9.5
Acidos grasos saturados (% grasa total) 70.5 23.7
Acidos grasos monoinsaturados (% grasa total) | 27.2 56.8
Acidos grasos poliinsaturados (% grasa total) 23 19.5
Acido oleico (g/dia) 2.05 5.17
EPA (g/dia) ND 0.20
DHA (g/dia) ND 0.14
Colesterol (mg/dia) 41 19.55
Calcio (mg/dia) 590 675
Vitamina A (pg/dia) 600 600
Vitamina B6 (mg/dia) ND 1.5
Acido félico (ug/dia) ND 150
Vitamina B12 (ug/dia) 1.9 1.9
Vitamina D (Ul/dia) 150 150
Vitamina E (mg/dia) ND 7.5

Andlisis realizados por el Departamento de Control de Calidad de PULEVA Biotech S.A.

EPA, 4cido eicosapentaenoico; DHA, acido docosahexaenoico; ND, no detectable.
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La leche enriquecida con AGPIs-CL omega-3, 4cido oleico y vitaminas B6, 4cido

folico, D y E se elabor6 segtn indica la figura siguiente:

Leche Leche semidesnatada:
l 2 g de grasa/100 mL
Leche desnatada "
Vitaminas:
D,E, Bg, acido félico

-Aceite de pescado rico en 4cidos
grasos poliinsaturados omega-3

- Aceite de oliva rico en 4cido oleico Leche enriquecida con Omega-3, acido
- Aceite de girasol rico en acido alto- oleico y vitaminas
oleico

Figura 4.1.3. Proceso de elaboracién del preparado licteo enriquecido “PULEVA Omega-3®”.

Al tratarse de un estudio a doble ciego, ambos preparados se envasaron con
formato tetrabrick con papel blanco, en el que ni los voluntarios ni el personal

investigador conocian que tipo de preparado consumia cada paciente.
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4.2. METODOS

4.2.1. DISENO EXPERIMENTAL

El estudio nutricional se llevé a cabo con un disefio prospectivo, aleatorio y
controlado con placebo a doble ciego. Los sujetos fueron seleccionados en la
Consulta de Endocrinologia del Centro Periférico de Especialidades (CPE) del
Zaidin del Hospital Clinico Universitario San Cecilio de Granada. En este
estudio participaron 75 pacientes que fueron distribuidos por muestreo
aleatorio simple, utilizando el programa SIGESMO, en 2 grupos: el grupo C (37
individuos), que consumio la leche control y el grupo E (38 individuos), que
consumi6 el producto lacteo enriquecido con AGPI s-CL omega-3, 4cido oleico
y vitaminas. La cantidad de cada uno de los productos ingerida al dia fue de

500 mL/dia durante 6 meses.

La extraccion de sangre se realiz6 al inicio del estudio (T0), a los tres meses (T3) y a

los 6 meses (T6) de la intervencién nutricional.

r : 37 suj mieron mlL/ di leche control

Grupo E: 38 sujetos que consumieron 500 mL/ dia de preparado lacteo

Figura 4.2.1. Esquema del disefio del estudio experimental.
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El protocolo del estudio incluy6 la historia clinica, el cuestionario de inclusién, la
encuesta nutricional y la exploraciéon fisica. Los pacientes-voluntarios fueron
incluidos en el estudio después de una entrevista con el equipo investigador y tras
firmar el consentimiento informado. Ademads, se realiz6 un seguimiento a los
pacientes durante todo el estudio consistente en una entrevista personal con el
equipo médico en los meses correspondientes a la toma de muestras, ademas de un
seguimiento telefénico mensual. El producto lacteo asignado aleatoriamente se
entrego en los domicilios de los sujetos participantes y el cumplimiento de la ingesta
del producto se llevé a cabo por la recogida de los envases consumidos. A los
pacientes se les realiz6 un seguimiento dietético mediante dos encuestas
nutricionales de frecuencia de alimentos semanal, al principio (tiempo 0 semanas) y

al final del estudio (tiempo 22 semanas).

4.2.2. CRITERIOS DE SELECCION DE LOS PACIENTES DEL ESTUDIO

4.2.2.1. Poblacion del estudio
Pacientes adultos dislipémicos sin indicacién de tratamiento farmacolégico para las

alteraciones lipidicas y/u 6seas de la provincia de Granada, Espafia.

4.2.2.2. Muestra
Sujetos que acudieron a la Consulta de Endocrinologia del CPE Zaidin y que
aceptaron participar voluntariamente firmando el consentimiento informado

correspondiente.

4.2.2.3. Criterios de inclusién
& Edades comprendidas entre 30 y 65 afios.
& Concentracion elevada de lipidos:
TG entre de 150 mg/dL y 350 mg/dL
y/o
C-LDL entre 130 mg/dL y 220 mg/dL.
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4.2.2.4. Criterios de exclusion
# Dislipemia con concentraciones fuera del rango especificado en los criterios
de inclusion.
# Pacientes en tratamiento con farmacos con influencia sobre el metabolismo

lipidico.

&

Pacientes con enfermedad coronaria o equivalentes de riesgo.

&

Pacientes con diabetes mellitus
# Pacientes con alteracion significativa de la funcién renal, hepética o

intestinal.

&

Enfermedad endocrinometabdlica no controlada.
# Pacientes con inadecuadas expectativas de cumplimiento y/o colaboraciéon

ajuicio del investigador.

4.2.3. OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS

La toma de muestras se llevé a cabo por el servicio médico de la consulta de
Endocrinologia del CPE del Zaidin. La sangre se recogi6 en 5 tubos vacutainer
(Sarstedt®) de 7.5 mL especiales para la obtencién de suero y plasma. Las
muestras se centrifugaron inmediatamente a 3500 r.p.m. durante 10 minutos y

se almacenaron a -80 °C hasta su posterior analisis.
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4.2.4. METODOS ANALITICOS

4.2.4.1. Calculo de las ingestas nutricionales
Las encuestas nutricionales realizadas al principio y al final del estudio fueron
analizadas estimandose la ingesta diaria de nutrientes mediante las tablas de

composicion espafnolas (Mataix et al., 1998).

4.2.4.2. Determinacién de acidos grasos en plasma

El método empleado fue el descrito por Lepage (Lepage y Roy, 1986). Este
método presenta la ventaja de realizar la extraccion lipidica y la
transesterificacion de los AGs en una sola etapa. El andlisis de los AGs del
plasma se realizaron en tubos de ensayo de vidrio Pirex con 200 pL de plasma a
los que se adicionaron 2 mL de una mezcla metanol:tolueno 4:1 (V/V) y se
agitaron vigorosamente durante 30 segundos. A continuacién se afiadieron
lentamente 200 pL de cloruro de acetilo en agitacién continua y campana de
extraccion de gases. Los tubos se cerraron herméticamente y se incubaron
durante 1 h a 100°C en una placa calefactora. Seguidamente se enfriaron en un
bafio de hielo y se le adicionaron 5 mL de una disolucién de carbonato potasico
al 6% (P/V). Para finalizar, los tubos se centrifugaron a 1700 g durante 10
minutos a 4°C. Los sobrenadantes se recuperaron con ayuda de pipetas Pasteur
de vidrio y se introdujeron en viales para su anélisis por cromatografia gaseosa.
La determinacion de los ésteres metilicos de los AGs en plasma se llevé a cabo
empleando un cromatégrafo de gases con inyector automatico, acoplado a un
detector de llama (detector FID) en las siguientes condiciones experimentales:

- Fase estacionaria: columna Supelco SP™ 2380 Fused Silica Capillary

Columna 60m x 0.25 mm x 0.2 pm.
- Fase movil: helio purisimo.

- Volumen de inyeccién: 2 pL.

71



Material y métodos

- Temperaturas del horno: To = 60°C (0.5 min), T: = 150°C (rampa
10°C/min, 5 min), T> = 220°C (rampa 2°C/min, 1 min), duracién 50.5
minuntos

- Temperatura del inyector: 250°C.

- Liner: Split/splitless 2 mm ID, Split: 50%.

- Flujo: 1 mL/min.

- Temperatura del detector: 280°C.

- Gases combustion: aire e hidrégeno.

La identificacion cromatografica de los AGs se realiz6 también por comparacion
de los tiempos de retenciéon de los picos con los obtenidos a partir de una
solucién patrén de 37 acidos grasos (Sulpeco 37 Component FAME mix, Sigma)
(Figura 4.2.2.). La cuantificacién se realiz6 mediante integracién de los picos y

los resultados se expresaron como tanto por ciento del total de los AGs

correspondientes.
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Figura 4.2.2. Cromatograma tipo del perfil de acidos grasos en plasma.
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En la tabla 4.2.3. se muestran los AGs cuantificados en este estudio:

Tabla 4.2.3. Acidos grasos determinados en plasma.

NOMENCLATURA SISTEMATICA

NOMENCLATURA COMUN

C14:0 Acido miristico

C16:0 Acido palmitico

C16:1 n-7 Acido palmitoleico

C18:0 Acido esteérico

C18:1n-9 Acido oleico

C18:1 n-7 Acido vacénico

C18:2 n-6 Acido linoleico

C18:3n-3 Acido a-linolénico

C20:4 n-6 Acido araquidénico

C20:5n-3 Acido eicosapentanoico (EPA)
C22:6 n-3 Acido docosahexanoico (DHA)
C= Carbono

4.2.4.3. Determinacion de folato sérico y folato eritrocitario

La concentracién de folato sérico y eritrocitario de los sujetos del estudio se

llevé a cabo mediante un radioinmunoandlisis empleando el kit comercial

SimulTRAC-SNB proporcionado por la casa comercial MP Biomedicals® (USA).

El fundamento de esta técnica se baso la fijacion competitiva de las proteinas

respecto a su ligando, por lo que el 4cido félico presente en la muestra del

paciente compitié por su ligando con el acido foélico marcado presente en el

reactivo. Por lo tanto, el nivel de radiactividad ligada fue inversamente

proporcional a la concentraciéon de folato en la muestra del paciente y, tras la

interpolacion en la recta patrén, se pudo conocer la concentracién de folato

sérico. El folato eritrociatrio se calculé teniendo en cuenta el hematocrito de

cada paciente.
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4.2.4.4. Determinacién de vitamina B¢ en plasma

Para la detrminacién de la concentracion de vitamina Be de los sujetos del
estudio se utiliz6 el kit Vitamin Be-HPLC proporcionado por la casa comercial
Immundiagnostik® (Bensheim, Alemania). La determinacién empez6 con la
precipitacion de moléculas de mayor peso molecular mediante centrifugacion.
El sobrenadante se sometié a una derivatizacion durante 20 minutos a 60°C,
transformandose la vitamina B6 en un producto fluorescente. La muestra se
inyect6 en el HPLC y se us6 un método isocratico a 30°C empleando una
columna de fase reversa. La cuantificacién de la vitamina se interpret6 por

medio de un calibrador.

4.2.4.5. Célculo del indice de masa corporal
El indice de masa corporal (IMC) fue definido por el cociente entre el peso del
individuo en kilogramos y el cuadrado de su talla expresado en metros (WHO,
1988). Los rangos de IMC establecidos son:

IMC<20: bajo peso

18<IMC<24.9: peso normal
25<IMC<30: sobrepeso
IMC>30: obesidad

4.2.4.6. Determinacioén de colesterol total en plasma

La cuantificacion de CT se llevé a cabo empleando un kit enzimatico
proporcionado por la casa comercial BioSystems® (Barcelona, Espafa). El
método de la determinacién de CT estd basado en la liberacién del colesterol
esterificado mediante la enzima colesterol esterasa y la posterior oxidacién de
éste y el colesterol libre por la colesterol oxidasa. Esta reaccion libera agua
oxigenada que al reaccionar con 4-aminoantipirina y fenol produce
quinonaimina, un compuesto coloreado cuya absorbancia se mide a 500 nm

(Allain et a l., 1974; Meiattini et al., 1978).
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Las determinaciones de CT se llevaron a cabo mezclando 10 pL de plasma con 1
mL del reactivo cuya composicion era: tampon PIPES 35 mM, cloruro sédico 0.5
mM, fenol 28 mM, colesterol esterasa 0.2 U/mL, colesterol oxidasa 0.1 U/mL,
peroxidasa 0.8 U/mL, 4-aminoantipirina 0.5 mM, (pH?7). La mezcla resultante se
agit6 en vortex y se incubé durante 5 minutos en un bloque calefactor a 37°C. La
absorbancia de la mezcla resultante se ley6 en el espectrofotometro a 500 nm.
Los valores de CT se obtuvieron por comparaciéon de absorbancias con un

patrén acuoso de colesterol de 200 mg/dL.

4.2.4.7. Determinacion de triglicéridos en plasma

La cuantificacion de TG se llevd a cabo empleando un kit enzimatico
proporcionado por la casa comercial BioSystems® (Barcelona, Espafa). El
método de determinacién de TG esta basado en la hidrolisis de los TG presentes
en la muestra por la accién de la lipasa, liberando una molécula de glicerol que
en presencia de ATP y de la enzima glicerol quinasa produce glicerol-3-fostato.
Este se oxida por la glicerol-3-fosfato oxidasa liberando agua oxigenada, que al
reaccionar con 4-aminoantipirina y fenol produce quinonaimina, un compuesto
coloreado cuya absorbancia se mide a 500 nm (Bucolo y David, 1973; Fossati y
Prencipe, 1982).

Las determinaciones de TG se llevaron a cabo mezclando 10 pL de plasma con 1
mL del reactivo cuya composicién era: tampén PIPES 45 mM, 4-clorofenol 6
mM, cloruro magnésico 5 mM, lipasa 100 U/mL, glicerol quinasa 1.5 U/mL,
glicerol-3-fosfato oxidasa 4 U/mL, peroxidasa >0.8 U/mL, 4-aminoantipirina
0.75 mM, ATP 0.9 mM, (pH 7). La mezcla resultante se agit6 en vortex y se
incub6 durante 5 minutos en un bloque calefactor a 37°C. La absorbancia de la
mezcla resultante se ley6 en el espectrofotometro a 500 nm. Los valores de TGs
se obtuvieron por comparacién de absorbancias con un patrén acuoso de

glicerol equivalente a 200 mg/dL de trioleina.
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4.2.4.8. Determinaciéon de colesterol de lipoproteinas de alta densidad en
plasma

La cuantificacion del C-HDL se llevé a cabo empleando un kit enzimatico
proporcionado por BioSystems © (Barcelona, Espafia). El método esta basado en
la precipitacién de las VLDLs y de las LDLs presentes en la muestra en
presencia de fosfotungstato e iones magnesio. El sobrenadante contiene las
HDLs, cuyo colesterol se cuantificé espectrofotométricamente (Grove, 1979;
Burstein et al., 1980).

Las determinaciones de HDL se llevaron a cabo mezclando 200 pL de plasma
con 0.5 mL de reactivo precipitante (soluciéon acuosa de fosfotungstato 0.4 mM
y cloruro de magnesio 20 mM). La mezcla se agit6 vigorosamente y se incub6 a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Seguidamente se centrifugé a 4000
rpm durante 10 minutos. Se tomaron 50 pL del sobrenadante y se mezclaron
con 1 mL de reactivo. La mezcla resultante se agit6 en voértex y se incubd
durante 10 minutos en un bloque calefactor a 37°C. La absorbancia de la mezcla
resultante se ley6 en el espectrofotometro a 500 nm. Los valores de HDL se
obtuvieron por comparacion de absorbancias con un patrén acuoso de

colesterol de 15 mg/dL.

4.2.4.9. Calculo del colesterol de lipoproteinas de baja densidad en plasma
La cuantificaciéon del C-LDL se calculé mediante la férmula de Friedewald
(Friedewald et al., 1972), que se emple6 siempre para valores de TG menores de
500 mg/dL.

LDL =CT - HDL - (TG/ 5)

4.2.4.10. Determinacion de malondialdehido en plasma

El malondialdehido (MDA) es un marcador de peroxidacién lipidica en plasma
y su determinacién se ha llevado a cabo segtn el método descrito por Fukunaga
(Fukunaga et al., 1998). Este método se basa en la reaccion del MDA que

transcurre durante la oxidacion lipidica en el plasma con acido tiobarbittrico
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(TBA) a pH acido y a alta temperatura. Dicha reaccion da lugar a la formacién
de un compuesto fluorescente que se puede analizar cuantitativamente
mediante HPLC.
La determinaciéon de MDA en plasma se llev6 a cabo utilizando 20 pL de cada
una de las muestras, que se dispusieron en tubos Eppendorf de rosca, a las que
se adicionaron 0.5 mL de una disolucién al 0.2% de TBA en tampén 2 M de
acetato sodico a pH 3.5 y se agité6 vigorosamente. La mezcla resultante se
incub6 durante una hora en un bloque calefactor a 95°C. Tras la incubacioén, los
tubos se centrifugaron a 10000 r.p.m. durante 2 minutos y a 4°C. A continuacion
se adicionaron 0.5 mL de un tampoén 50 mM de KH2PO4 a pH 6.8 y se volvié a
centrifugar a 13000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C. Para finalizar se tomaron
600 pL de sobrenadante y se mezclaron en un vial para HPLC con 600 pL de un
tampon 50 mM de KH2PO4 a pH 3.5 agitando vigorosamente.
La mezcla se inyect6 en un cromatégrafo HPLC con un detector de
fluorescencia en las siguientes condiciones experimentales:
- Fase estacionaria: columna LiChroCart 250-4 (Superspher 100 RP-18) 250
x 4.6 mm, 5 um.
- Fase movil: 96 % tampon KH2PO4 50 mM pH 6.8 con 20% de acetonitrilo
(fase A) + 4 % acetonitrilo/agua, 70/30 (fase B); flujo 0.5 mL/min.
- Volumen de inyeccién: 50 pL.
- Temperatura columna: 40.0 + 1.0°C.
- Detector: longitud de onda de medida de fluorescencia: excitacion 515
nm/emisién 543 nm; ganancia 10.
- Duracién del cromatograma: 12 minutos.

- Modo de medida: 4reas.
Para llevar a cabo la cuantificaciéon se preparé una recta con patrones de

concentraciones crecientes de MDA: 0.0, 0.1, 0.25, 0.50, 1, 2.5, 5, 7.5 y 10 pmol /L.

La concentraciéon en la muestra se determind mediante interpolacion del area
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correspondiente al pico de MDA en cada una de las muestras en la funcién de

calibracién obtenida con los patrones.

4.2.4.11. Determinacion de vitamina E en plasma

La determinacion de la concentracion de vitamina E (a-tocoferol) en plasma se
basa en la extraccion liquido-liquido del compuesto a partir de la muestra
acuosa empleando como disolvente heptano y una posterior etapa de

concentracion, descrito por Thurnham (Thurnam et al., 1988).

La determinacion comenzé adicionando 500 pL de muestra o patrén de
Vitamina E de concentracién conocida a tubos de ensayo a los que se les afiadi6
200 pL de disoluciéon metanélica de estandar interno (0.2 g/L). Se agit6 en un
vortex durante un minuto a temperatura ambiente para homogeneizar la
muestra/patron y se extrajo con 5 mL de heptano. Para ello, se agité durante 1
minuto a temperatura ambiente y se centrifugé 10 minutos a 1500 g. Se tomo el
sobrenadante con una pipeta Pasteur y se llevé a un tubo de ensayo limpio. La
extraccion se repitié con 2 mL de heptano. Los sobrenadantes se transfirieron a
un nuevo tubo y se evaporo el liquido disolvente en “Speed vac” a 45 °C. Por
ultimo, se resuspendié en 200 pLL de metanol calidad HPLC y se inyect6 50 pL
tras centrifugar a 14000 r.p.m. durante 5 minutos a temperatura ambiente en el

HPLC en las siguientes condiciones experimentales:

- Fase estacionaria: Columna LiChroCart 250-4 (Superspher 100 RP-18)
250 x 4.6 mm, 5 pm.

- Fase movil (Isocratico): Mezcla 45% AcN / 45% MeOH / 10% CHCI3
Flujo 1 mL/min.

- Volumen de inyeccién (uL): 50 pL.
- Profundidad de la aguja: 2 mm.
- Temperatura de la columna (°C): 45.0 £ 1.0 °C.

- Detector FLD: longitud de onda de medida de fluorescencia: excitacion

295 nm/emisién 330 nm; ganancia 10.
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- Duracién del cromatograma : 15 minutos .

- Modo de medida: cociente de areas.

Los resultados se expresaron en miligramos de vitamina E por litro de plasma.
Dicha concentracién se determina mediante interpolacién del cociente de areas
entre analito y patrén interno correspondiente a cada una de las muestras en la

funcién de calibrado obtenida con los patrones de concentracién conocida.

4.2.4.12. Determinacion de homocisteina en plasma

La concentraciéon de Hcy en plasma fue determinada mediante HPLC con
deteccion de fluorescencia previa derivatizacion (Araki y Sako, 1987; Ubbink et al.,
1991). Este método mide los niveles séricos totales de tHcy (libre y unida a
proteinas plasmaticas).

El protocolo seguido comienza con la introduccién en un tubo de ensayo de
vidrio de 300 pL de plasma o del estdndar correspondiente y la adicién 30 pL de
una solucién de tri-N-butilfosfina al 10% en dimetilformamida. La mezcla se
incubd a 4°C durante al menos 30 minutos para producir la reduccion de la
Hcy, de sus dimeros (bien dimeros de Hcy 6 de Hcy-Cys) y para permitir el
desacoplamiento de las proteinas plasmaéticas. A continuacién se adicioné 300
uL de una solucién al 10% de acido tricloroacético con 1 mM de é&cido
etilendiaminotetracético (EDTA) y tras agitacion vigorosa se aseguré la
precipitacion de las proteinas plasmaticas. La muestra se centrifugé a 3500
r.p.m. durante 5 minutos a 4°C y, transcurrido este tiempo, se tomé una alicuota
de 100 pL del sobrenadante, a la que se le adicion6 en continua agitacién 20 pL
de hidréxido sédico (1.55 M), 250 uL de tampén borato con EDTA y 100uL de
disolucién de 4-fluoro-7-sulfobenzofurazanato (SBD-F) en tampoén borato (1
mg/mL). La mezcla final se incubé durante 1 hora a 60 °C y en oscuridad para
favorecer la reduccion de la homocisteina y otros tioles plasméticos. A

continuacion, se introdujo en un bafio de hielo y se filtré a través de filtro de
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nylon de 0.22 um 13 mm de didmetro en viales cromatograficos con inserto,
quedando listas para su inyeccién en un cromatégrafo HPLC con un detector de
fluorescencia en las siguientes condiciones experimentales:
- Fase estacionaria: Columna Symmetry C18 250 x 4.6 mm 5um de
Waters.
- Fase movil: Gradiente mezcla de un tampoén acetato 0.1 M pH = 4.0.
(fase A), tampon fosfato 0.1M pH = 6.0. (fase B), MeOH (fase D) y agua
milli-Q (fase D).
- Volumen de inyeccién (uL): 20 pL.

- Profundidad de la aguja: 2 mm.
- Temperatura de la columna (°C): 30.0 £ 2.0 °C.

- Detector: longitud de onda de medida de fluorescencia: excitacién 385

nm/emisiéon 515 nm; ganancia 10.

- Duracién del cromatograma: 15 minutos.
- Modo de medida: areas.

Los resultados se expresan en pmol/litro de Cys y tHcy en plasma. Dicha
concentracion se determiné mediante interpolaciéon del 4rea correspondiente a
cada una de las muestras en la funcién de calibrado obtenida con los patrones

de concentracién conocida.

4.2.4.13. Determinacion de moléculas de adhesion vascular en suero

La determinacion cuantitativa de VCAM-1 soluble (sVCAM-1) en suero se llevo
a cabo mediante reacciéon de ELISA usando un kit comercial suministrado por
Biosource International® (California, USA). La determinacién se basa en la
adhesion de anticuerpos monoclonales frente sVCAM-1 previamente fijados a
la placa y que permiti6 la unién de particulas sVCAM-1 presentes en la muestra
(Mason et al., 1993). La adiccién de conjugado de biotina inmoviliza el complejo
antigeno-anticuerpo permitiendo la posterior unién la estreptavidina

peroxidasa. Por altimo el cromégeno permitié dar color a la muestra. La
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intensidad de dicho color es proporcional a la concentraciéon de sVCAM-1
presente en la muestra, cuya absorbancia se midi6 a 450 nm. Para la
determinacion de la concentracion de sVCAM -1 en el plasma se realizo6 la
interpolacién de la absorbancia resultante en la recta de calibrado estandar

obtenida a partir de patrones de concentracién conocida.

4.2.4.14. Determinacién de proteina C reactiva en suero

Los niveles de esta proteina son realmente bajos en condiciones en los que no
existe un proceso inflamatorio de relevancia clinica, por lo que se recurri6 a una
técnica de determinacion ultrasensible por inmunonefelometria. Para ello se
utilizo6 el kit CardioPhase hsPCR proporcionado por la casa comercial Dade
Behring Marburg® (Marburg, Alemania).El proceso comenzé cuando las
muestras de suero se mezclaron con particulas de poliestireno recubiertas con
un anticuerpo monoclonal especifico contra la PCR humana y que originé la
formacion de agregados. Estos agregados provocaron la dispersién del rayo de
luz incidente, cuya intensidad dependi6 de la concentracién de la
correspondiente proteina en la muestra. La valoracion se hizo por comparacién

con un estdndar de concentracién conocida.

4.2.4.15. Determinacion de la glucosa plasmatica

La cuantificacion de glucosa se llevd a cabo empleando un kit enzimatico
proporcionado por la casa comercial BioSystems® (Barcelona, Espaa). El
método de la determinacién de glucosa estd basado en la liberacion de
glucénico mediante la enzima glucosa esterasa. Esta reacciéon libera agua
oxigenada que al reaccionar con 4-aminoantipirina y fenol produce
quinonaimina mediante la enzima peroxidasa, un compuesto coloreado cuya
absorbancia se mide a 500 nm (Trinder, 1969).

Las determinaciones de glucosa se llevaron a cabo mezclando 10 pL de plasma
con 1 mL del reactivo y la mezcla resultante se agité en vortex y se incubd

durante 5 minutos en un bloque calefactor a 37°C. La absorbancia de la mezcla
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resultante se ley6 en el espectrofotémetro a 500 nm. Los valores de glucosa se
obtuvieron por comparacion de absorbancias con un patrén acuoso de glucosa

de 100 mg/dL.

4.2.4.16. Determinacion de las transaminasas

La determinacion de la alanina aminotransferasa (ALT o GPT) se realiz6
mediante el kit proporcionado por la casa comercial BioSystems ® (Barcelona,
Espafia). El método de la determinacion de glucosa esta basado en la
catalizacion por la GPT en la transferencia del grupo amino de la alanina al 2-
oxoglutarato, formando piruvato y glutamato. La concentracién catalitica se
determiné empleando la reaccion acoplada de la lactato deshidrogenasa, a
partir de la velocidad de desaparicion del NADH, medido a 340 nm (SEQC,
1987).

La aspartato aminotransferasa (AST o GOT) se determiné de una manera
similar pero mediante el proceso que se produjo cuando la GOT cataliz6 la
transferencia del grupo amino del aspartato al 2-oxoglutarato, formando
oxalacetato y glutamato. La concentracién catalitica se determind, empleando la
reaccion acoplada de la malato deshidrogenada, a partir de la velocidad de
desaparicion del NADH, medido a 340 nm (SEQC, 1987).

En cambio, la gamma-glutamiltransferasa o GGT se bas6 en la transferencia del
grupo y-glutamilo de la y- glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida a la glicilglicina
mediante la catalizaciéon de la GGT, liberando 3-carboxi-4-nitroanilina. La
concentracion catalitica se determiné a partir de la velocidad de formacion de la

3-carboxi-4- nitroanilina (Beleta y Gella, 1990).

4.2.4.17. Determinacion de 25-hidroxivitamina D en suero

La concentraciéon de 25-hidroxivitamina D de los sujetos del estudio se us6 un
método radioisotépico mediante el kit de Biosource Internacional® (California,
USA) para esta vitamina. El método seguido fue descrito por Preece (Preece et
al., 1975) y comenzé con la extraccion de la vitamina D de las muestras

mediante la adicciéon de acetonitrilo y la reconstitucién de patrones y controles
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liofilizados con agua destilada. La adicciéon del trazador y del tampén de
incubaciéon dio paso a un periodo de incubacién de 2 horas a temperatura
ambiente. Tras el lavado se llevé a un contador gamma durante un minuto. La
concentraciéon en la muestra se determiné mediante interpolaciéon de cada uno
de los datos obtenidos por el contador de cada una de las muestras en la

funcién de calibracién obtenida con los patrones.

4.2.4.18. Determinacion de calcio en suero

La determinacion de calcio se llevé a cabo empleando un kit enzimatico
proporcionado por la casa comercial BioSystems® (Barcelona, Espafia). El calcio
presente en la muestra reaccioné con el azul de metiltimol en medio alcalino y
originé un complejo coloreado que pudo cuantificarse por espectrofotometria a

610 nm (Barnett et al., 1973).

4.2.4.19. Determinacién de osteoprotegerina en plasma

La determinacion cuantitativa de la OPG soluble en plasma se llev6 a cabo
mediante reaccion de ELISA usando un kit comercial suministrado por
Biomedica-Gruppe® (Viena, Austria). La determinacién se basé en la adhesion
de anticuerpos monoclonales frente OPG previamente fijados a la placa y que
permitié la unién de particulas OPG presentes en la muestra (Lipton et al., 2002;
Jung et al., 2001). La adicién de conjugado de biotina inmovilizé el complejo
antigeno-anticuerpo permitiendo la unién con la estreptavidina peroxidasa, lo
que origin6é un compuesto coloreado siendo intensidad de dicho color
proporcional a la concentracion de OPG presente en la muestra, cuya
absorbancia se midi6 a 450 nm. Para la determinacion de la concentracién de
OPG en el plasma se realiz6 la interpolacion de la absorbancia resultante en la
recta de calibrado estandar obtenida a partir de patrones de concentracion

conocida.
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4.3. CONSIDERACIONES ETICAS

El ensayo nutricional cont6 ante de ser realizado con un informe favorable del
Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinico Universitario San
Cecilio de Granada y en todo momento se realiz6 bajo condiciones de respeto a
los derechos fundamentales de la persona y a los postulados éticos que afectan
a la investigacion biomédica con seres humanos, siguiéndose a estos efectos los
contenidos en la normativa del Real Decreto 223 /2004, el Convenio de Oviedo y
la Declaraciéon de Helsinki. Los voluntarios firmaron antes de su inclusion en el
estudio un consentimiento informado, libremente expresado, en los términos

del articulo 12 del Real Decreto 561/1993 de 16 de abril.

4.4. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

El analisis estadistico de los datos se llevé a cabo empleando el programa SPSS
(version 12.0, Chicago, EEUU). Los datos se expresaron como media + error
estindar de la media. Valores de P menores a 0.05 se consideraron
estadisticamente significativos.

La normalidad de los datos se determiné empleando el test de Kolmogorov-
Smirnov. Cuando la distribucién de los datos se alej6 de la normalidad (P
menor a 0.05 en el test de Kolmogorov-Smirnov), las comparaciones de los
grupos al inicio del estudio se llevaron a cabo empleando el test de Mann-
Whitney. En este caso, las diferencias estadisticas dentro de cada grupo de
ensayo (intragrupo) y entre los 2 grupos de ensayo (intergrupo) se llevaron a
acabo empleando el test de Wilcoxon y test de Kruskal-Wallis, respectivamente.
Para determinar los tiempos de estudio en el que los valores de los parametros
entre los grupos mostraban diferencias significativas se aplicé el test de Mann-

Whitney.
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Cuando los datos presentaban una distribuciéon gausiana, las comparaciones de
los grupos de inicio se llevaron a acabo empleando un test “t” se muestras
independientes. El efecto longitudinal de cada producto lacteo dentro de cada
grupo (diferencia intragrupo) a los diferentes tiempos de estudio se analiz6
mediante ANOVA de una via de muestras repetidas, seguida de un test “post-
hoc” de Tukey. Las diferencias estadisticas producidas por el consumo de cada
producto lacteo (efecto intergrupo) se ensayaron empleando un ANOVA de dos
vias de medidas repetidas. La relacién entre el incremento de la concentracion
de los nutrientes en el plasma y los cambios en los pardmetros del estudio se

analizaron usando un test de correlaciones bivariadas de Pearson.
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5.1. CAPTACION, SEGUIMIENTO Y CARACTERISTICAS DE LOS
PACIENTES DEL ESTUDIO

El periodo de captacién de los sujetos se llevé a cabo durante 4 meses (entre
febrero y mayo) y se preseleccionaron 94 pacientes siguiendo los criterios de
inclusion descritos en el apartado 4.2.2.3. De los cuéles, 8 sujetos fueron
excluidos por padecer diabetes tipo 2 y 7 por padecer algtun tipo de ECV. Los
restantes 79 pacientes fueron aleatoriamente asignados a los 2 grupos de
intervencion: 40 se incluyeron en el grupo control (C) que consumieron 500
mL/dia de leche semidesnatada y 39 se incluyeron en el grupo enriquecido (E)
que consumieron 500 mL/dia del preparado lacteo enriquecido con AGPIs-CL
omega-3, acido oleico y vitaminas. Transcurridos 3 meses después del inicio del
estudio, 3 sujetos causaron baja (2 del grupo C y 1 del grupo E) por
incumplimiento en la pauta de consumo de los productos y una paciente del
grupo C fue excluida por embarazo. Por lo tanto, el estudio continué con 75
pacientes (37 pacientes del grupo C y 38 del grupo E), 60 mujeres y 15 varones,
que permanecieron durante los 6 meses de intervenciéon, como se muestra en el

siguiente diagrama del desarrollo de la intervencién nutricional (figura 5.1.1.).

94 pacientes potencialmente
elegibles 19 pacientes excluidos

- 8 diabéticos tipo 2

- 7 enfermos por

y cardiopatias

h 4

79 pacientes aleatoriamente
divididos en 2 grupos

\ 4

40 pacientes GRUPO CONTROL “C” 39 pacientes GRUPO SUPLEMENTADO
i E
Seguimiento: Seguimiento:
- 0 meses: 40 pacientes - 0 meses: 39 pacientes
- 3 meses: 37 pacientes - 3 meses: 38 pacientes
- 6 meses: 37 pacientes - 6 meses: 38 pacientes
3 excluidos:
-1 embarazada 6 i
-2 abandonaron el estudio < > 1abandono el estudio
\ 4 A 4
37 pacientes analizados 38 pacientes analizados

Figura 5.1.1. Captacion y seguimiento de los sujetos del estudio.
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Las caracteristicas basales de los 75 pacientes que completaron el estudio se

muestran en la tabla 5.1.1.

Tabla 5.1.1. Caracteristicas de los sujetos de los grupos control y enriquecido al inicio del

estudio.
GRUPO GRUPO
CARACTERISTICA CONTROL ENRIQUECIDO
ugn ugr
NUMERO DE SUJETOS “n” 37 38
“n” Mujeres (%) 31 (84%) 30 (79%)
“n” Hombres (%) 6 (16%) 8 (11%)
EDAD (afios) 47 +10 51+10
INDICE DE MASA CORPORAL “IMC” (kg/my) 31.7+69 30.6+6.3
18< IMC<25 “normalidad” (%) 13 18
25<IMC<30 “sobrepeso” (%) 30 34
IMC>30 “obesidad” (%) B a7
FUMADORES (%) 8 18
ACTIVIDAD FISICA
Sedentarismo (%) 13 16
Esporadica: 1 6 2 dias/ semana (%) 27 18
Regular: 3 6 + dias/semana (%) 0 73
ANTECEDENTES FAMILARES
Diabetes tipo 2 (%) 49 40
Hipertension (%) 49 47
Enfermedad cardiovascular (%) 32 32
Dislipemia (%) 35 =

Los resultados de la edad y el indice de masa corporal se expresan como media + EEM.
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El cumplimiento de la ingesta de los preparados lacteos fue controlado
mediante la entrega a domicilio de los mismos, un seguimiento telefénico
mensual y la recogida de los envases consumidos. El analisis de las encuestas
nutricionales realizadas al inicio (semana 0) y al final del estudio (semana 22)
mostraron que los pacientes del estudio no modificaron de forma significativa

su patron dietético (tabla 5.1.2.).

Tabla 5.1.2. Célculo de la ingesta diaria de nutrientes al inicio y en la semana 22 del estudio.

NUTRIENTE Semana 0 Semana 22
GRUPO CONTROL | ENRIQUECIDO | CONTROL | ENRIQUECIDO
Proteinas (g) 793117 80.1+£21 783 1.6 81.2+27
Carbohidratos (g) 207.2+4.8 201.2+5.2 204.3+3 202.2+3.1
Grasa total (g) 765+t 4 80.2+3.2 80.1+2.1 789141
Calcio (mg) 8024 +8.1 8102+7.3 802+9.5 805+7.4
Hierro (mg) 9.8+0.8 9.5+0.6 10.1£0.3 9405
Vitamina A (ug) 840 £ 90 829 £ 53 810 £ 57 818+ 34
Vitamina B6 (mg) 1.62+0.11 1.50+0.20 1.66 £0.10 1.42+0.23
Vitamina B12 (ug) 8.4 £0.65 79+041 9.1+0.69 8.3+ 0.56
Acido félico (ug) 1984 +5.1 202+6.7 196 +4.8 201+5.5
Vitamina C (mg) 1341+124 120 £10.2 124.9+10.2 131+ 13.6
Vitamina D (ug) 32+0.14 29+0.09 34+044 28+0.2
Vitamina E (mg) 6.8 £ 0.65 6.4+043 7.4 £0.42 6.8 +0.31

Los resultados se expresan como media +# EEM. n=37 (C), n=38 (E). Significacién intragrupo respecto a tiempo 0

(* P<0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacion intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥ P< 0.01, ¥¥¥ P< 0.001).

El consumo diario del producto lacteo enriquecido conteniendo los nutrientes
ya descritos, originé un incremento de las concentraciones plasmaticas de los
mismos. El aumento de estos biomarcadores de ingesta mostré el cumplimiento
de los protocolos de consumo del producto y una incorporacion efectiva de los

nutrientes al organismo.
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5.2. PERFIL DE ACIDOS GRASOS DEL PLASMA

Las cantidades de acido oleico, DHA y EPA contenidos en 500 mL del
preparado lacteo enriquecido fueron 5.17 g, 0.14 g y 0.20 g, respectivamente,
mientras que en la leche semidesnatada del estudio la cantidad de acido oleico
fue de 2.05 g y no se detecté EPA ni DHA. El consumo de los productos lacteos
del estudio modifico significativamente el perfil de los acidos grasos del plasma
de los pacientes que consumieron el producto enriquecido.

Respecto a los AGSs totales, se encontraron diferencias entre los grupos Cy E a
los 3 meses (P=0.010), pero no a los 6 meses. A tiempo 3 se observaron
diferencias en la proporcion de &cido palmitico entre los 2 grupos (P=0.004), y

un incremento en el grupo E respecto al tiempo 0 (P=0.022) (tabla 5.2.1.).

Tabla 5.2.1. Acidos grasos saturados plasmaticos (expresados como porcentaje del total de

acidos grasos).

9% ACIDOS GRUPO TIEMPO (meses)
GRASOS
0 3 6
C 29.14 £ 0.36 29.23 £ 0.35 29.53 + 0.45
Saturados totales
E 29.13 £ 0.56 28.06 +0.29 v 28.64 £ 0.46
C 20.37 £0.37 20.62 + 0.33 20.62 +0.38
Acido palmitico
E 20.02 +0.35 19.34 £0.29 * w 19.85 +0.40

Los resultados se expresan como media +# EEM. n=37 (C), n=38 (E). Significacién intragrupo respecto a tiempo 0

(* P<0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥ P< 0.01, ¥¥¥ P< 0.001).

Los AGMIs totales no experimentaron cambios a lo largo del estudio en
ninguno de los grupos. Se encontré que las concentraciones plasmaéticas de
acido oleico de ambos grupos partian de valores iniciales significativamente
diferentes (grupo E vs grupo C, P=0.014) como resultado de la aleatorizacion. Se

observ6 un incremento del 6% de las cantidades plasmaticas de acido oleico en
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el grupo enriquecido a los 3 meses (P= 0.030) y a los 6 meses (P=0.05) (figura
5.22).

Tabla 5.2.2. Acidos grasos monoinsaturados plasmaticos (expresados como porcentaje del

total de acidos grasos).

9% ACIDOS GRUPO TIEMPO (meses)
GRASOS
0 3 6
. C 30.10 £0.58 29.56 +0.48 29.33 £0.51
Monoinsaturados
totales
E 28.51 +0.63 29.26 +0.69 29.44 +0.79
C 25.94 +0.56 2521 +041 25.28 £0.48
Acido oleico
E 24.05+0.51 ¥ 2553 +0.64 * 2548 +0.73 *

Los resultados se expresan como media + EEM. n=37 (C), n=38 (E). Significacion intragrupo respecto a tiempo 0

(* P<0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥¥ P< 0.01, ¥¥¥ P< 0.001).

No se detectaron variaciones significativas en el perfil de los diferentes AGPIs
del grupo C analizados durante el transcurso del estudio (tabla 5.2.3.). En el
grupo E no se observaron cambios significativos en los AGPIs totales, en el
acido a-linolénico y en el acido araquidénico. Respecto al acido linoleico, se
encontraron diferencias entre ambos grupos a tiempo 0 (P=0.001) y se observo
una reduccién de este acido graso en el grupo E a los 3 meses (P=0.001) y a los 6

meses (’=0.000) (tabla 5.2.3.)

Por otro lado, las cantidades plasmaticas de DHA y EPA del grupo E se
incrementaron en un 11% (PP=0.020) y un 36% (P=0.001) a los 3 meses y en un
18% (P=0.000) y un 56% (P=0.000) a los 6 meses de consumo del producto,

respectivamente (tabla 5.2.3.).
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Tabla 5.2.3. Acidos grasos poliinsaturados plasmaticos (expresados como porcentaje del total

de acidos grasos).

9% ACIDOS GRUPO TIEMPO (meses)
GRASOS
0 3 6
+ + +
Poliinsaturados C 40.74 +0.78 41.26 +0.66 41.41 +0.72
totales

E 42.96 +0.87 42.68 +0.78 41.65 £0.92
C 28.03 +0.76 28.10 £0.62 28.56 +0.74

Acido linoleico
E 31.41 +0.65 vy 29.44 +0.72 #= 28.87 +£0.71 ==
C 0.318 +0.049 0.314 +0.046 0.335 +0.054

Acido a-linolénico
E 0.360 +0.060 0.409 +0.067 0.365 +0.048
C 6.86 +0.27 6.93 +0.24 6.76 +0.27
AA
E 6.81 +0.25 6.71 £0.20 6.52 +0.23
C 0.922 +0.120 1.059 +0.111 1.013 +0.119
EPA
E 0.864 + 0.065 1.176 + 0.058 **= 1.344 +0.106 y ***
C 2475 +0.137 2.614+ 0.154 2.505 +0.145
DHA

E 2.369 + 0.091 2.645 +0.093 * 2.794 +(0.123 ***

Los resultados se expresan como media # EEM. n=37 (C), n=38 (E). Significacién intragrupo respecto a tiempo 0

(* P<0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥¥ P< 0.01, ¥¥¥ P< 0.001). AA,

acido araquidonico; EPA, dcido eicosapentaenoico; DHA, 4dcido docosahexaenoico.
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Las variaciones encontradas de los AGs del plasma mas relevantes del grupo E

se muestran en la figura 5.2.1.
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Figura 5.2.1. Variacién promedio los acidos grasos del plasma mas importantes del grupo que

consumi6 el producto enriquecido (expresado en porcentaje).

Se analiz6 la relacion 4cidos grasos de la familia omega-3/ acidos grasos de la
familia omega-6 (ratio n-3/n-6) y la relacion acido araquidonico/&cido
eicosapentaenoico (ratio AA/EPA), ambos sustratos de las familias de AGs n-6

y n-3, respectivamente para la produccion de eicosanoides (tabla 5.2.4).

Tabla 5.2.4. Ratios relacionados con los acidos grasos polinsaturados.

GRUPO TIEMPO (meses)
RATIO
0 3 6
C 0.155 + 0.0065 0.162+ 0.006 0.161 £ 0.0095
n3/n6

E 0.142 £ 0.0065 0.168 + 0.007 *** 0.177 £ 0.009 ***

C 9.594 +1.021 9.420+ 1.504 10.637 £1.750
AA/EPA

E 9.546 £ 0.987 6.209 + 0.355 *** y 5.878 £ 0.487 ***

Los resultados se expresan como media + EEM. n=37 (C), n=38 (E). Significaciéon intragrupo respecto a tiempo 0

(* P<0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥ P< 0.01, ¥¥¥ P< 0.001).
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En el grupo E de la intervencion se observé un incremento en el ratio n-3/n-6
del 18% y el 25% a los 3 y 6 meses respecto al tiempo 0, respectivamente
(P=0.000). En cambio, el ratio AA/EPA disminuy6 en un 35% en el grupo E a
los 3 meses (P=0.001) y un 38% al final del estudio (P=0.000). Estas diferencias
fueron significativas respecto al grupo control a los 3 meses (P=0.014) y 6 meses
(P=0.011) (figura 5.2.2). El grupo C no mostré variaciones significativas en estos

ratios durante la intervencion.
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Figura 5.2.2. Variacién del ratio n3/n6 y del ratio AA/EPA de los pacientes del grupo

enriquecido (expresado en porcentaje).
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5.3. VITAMINAS DEL GRUPO B

Los pacientes participantes en la intervencién no presentaron deficiencia al
inicio del estudio de ninguna de las vitaminas del grupo B analizadas y
tampoco se encontraron diferencias significativas en los valores iniciales de
partida entre los 2 grupos de intervencién. Las cantidades de &cido folico y
vitamina Bs contenidas en 500 mL del producto enriquecido fueron de 150 pg 'y
1.5 mg, respectivamente. El consumo del producto lacteo enriquecido produjo
un incremento del folato sérico de un 41.5% a los 3 meses (P=0.000) y en un
81.6% a los 6 meses (P= 0.000). Ademas, estas diferencias fueron significativas
respecto al grupo C a los tiempos T3 y T6 (P= 0.000) (tabla 5.3.1.). El folato
eritrocitario también aument6 un 32.7% (P=0.000) en el grupo E al final de la
intervencion (tabla 5.3.1.), existiendo diferencias con el grupo C a los 6 meses,

pero no a los 3 meses.

Tabla 5.3.1. Vitaminas plasmaticas del grupo B.

GRUPO Tiempo (meses)
VITAMINAS
0 3 6
FOLATO SERICO C 8.69 £ 0.46 7.34 £0.32 7.57 £0.45
(hg/L) E 9.74£0.72 13.78 £ 0.69 *** YAy 17.69 £ 0.93 *** Yy
FOLATO C 552.21 + 24.26 548.67 + 25.88 493.80 £ 22.72
ERITROCITARIO
(ng/L) E 543.80 + 36.96 608.85 £ 29.30 721.68 £ 27.28 *** Yy
C 14.24 +1.47 13.24 +0.97 1412 +1.16
VITAMINA B (ug/L)
E 17.92 +2.04 26.29 + 2.65 *** Y 24.52 +2.03 =YY

Los resultados se expresan como media + EEM. n=37 (C), n=38 (E). Significacion intragrupo respecto a tiempo 0
(* P<0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥¥ P< 0.01, ¥¥¥ P< 0.001).

Valores de referencia en adultos: folato sérico (2.2-17 pg/L), folato eritrocitario (500-700 pg/L), vitamina B (4-18 pg/L).
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La concentracion plasmatica de vitamina Be en el grupo E se increment6 en un
47% a los 3 meses (P= 0.000) y en un 37% a los 6 meses del estudio (P=0.003)
respecto al tiempo 0 (tabla 5.3.1.). Ademas, se observaron diferencias respecto al
grupo C alos 3 meses y a los 6 meses (T3 y T6, P= 0.000).

Los porcentajes de los incrementos de cada una de las vitaminas plasmaticas en

el grupo E durante el periodo de intervencién se muestran en la figura 5.3.1.
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Figura 5.3.1. Incrementos en la concentracion de vitaminas plasmaticas del grupo B a lo

largo del estudio del grupo enriquecido (expresados en porcentaje).
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PARAMETROS RELACIONADOS CON LA ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR

5.4. INDICE DE MASA CORPORAL

Los valores medios iniciales de IMC de los pacientes de ambos grupos se
encontraban en el intervalo de obesidad (IMC>30). El IMC de los pacientes a lo
largo del estudio disminuy6 de manera significativa en el grupo E a los 3 meses
(P=0.020) y en el grupo C a los 3 meses (P=0.009) y al final del estudio (P=0.014)
(tabla 5.4.1.).

Tabla 5.4.1. Indice de masa corporal.

GRUPO Tiempo
0 3 6
iNDICE DE MASA C 32.02+ 1.16 31.19+1.12 31.18 + 1.06
CORPORAL
E 30.23 +0.97 29.71 +1.01* 29.79 + 1.05

Los resultados se expresan como media + EEM. n=37 (C), n=38 (E). Significacion intragrupo respecto a tiempo 0

(* P<0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥ P< 0.01, ¥¥¥ P< 0.001).

5.5. COLESTEROL TOTAL, COLESTEROL LDL, COLESTEROL HDL Y
TRIGLICERIDOS EN PLASMA

El 59% de los pacientes del estudio tenian concentraciones iniciales de CT
mayores a 200 mg/dL y C-LDL mayor de 130 mg/dL, el 9% padecian una
hipertrigliceridemia aislada (TG mayor de 150 mg/dL) y el 32% de los sujetos
presentaban dislipemia mixta (TG mayor de 150 mg/dL y CT mayor de 200
mg/dL). El consumo de la leche control no modificé significativamente las

concentraciones plasmaticas de TG durante el periodo de intervencién. En
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cambio, el grupo que consumié el preparado enriquecido experimenté un

descenso de sus valores de TG del 10.6% (P’=0.050) a los 6 meses (tabla 5.5.1.).

Respecto al CT, no se observaron variaciones en el grupo control mientras que

el grupo E experiment6 una disminucién del 9.8% (P=0.005) a los 6 meses.

Tabla 5.5.1. Composicién lipidica en plasma.

GRUPO TIEMPO (meses)
0 3 6
TRIGLICERIDOS C 148.8+11.2 1546+11.2 1642+17.1
(mg/dL)
E 130.5+7.3 1214 +8 116.7+6.1*
COLESTEROL C 217.00 + 4.37 217.63 £4.89 216.07 £ 3.68
TOTAL (mg/dL)
E 234.19 £ 3.85 218.07 £ 4.64 211.22 +3.96 **
COLESTEROL C 138.6 + 6.8 140.7 £ 6.8 135.8 +5.4
LDL (mg/dL)
E 156.7 £ 5.4 ¥ 1434 +6.3 136.7 + 6 **
COLESTEROL C 50.69 + 2.03 48.77 £1.86 51.94+1.99
HDL (mg/dL) E
51.51+2.29 50.06 + 2.53 51.01+242
C 459 +£0.23 453+ 0.21 4.28+0.19
RATIO CT/HDL
E 4.60+ 0.18 4.59+0.18 443+ 0.19

Los resultados se expresan como media + EEM. n=37 (C), n=38 (E). Significacién intragrupo respecto a tiempo 0

(* P<0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥¥ P< 0.01, ¥¥¥ P< 0.001).
Valores de referencia para adultos: TG (50-150 mg/dL), CT (120-220 mg/dL), C-LDL (50-150 mg/dL), C-HDL (45-65

mg/dL).
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Respecto al C-LDL, los grupos de intervencion mostraron valores
significativamente diferentes al inicio del estudio. No se observaron cambios en
el grupo C pero si en el grupo E, que mostré un descenso del 12.8 % (P=0.003) a
los 6 meses. Ninguno de los dos grupos experiment6 cambios en la
concentraciéon plasmatica de C-HDL a lo largo del estudio. Se determiné la
relacion colesterol total/colesterol HDL en los dos grupos de intervencion y
ninguno de los dos grupos sufri6 diferencias significativas.

Las variaciones de los pardmetros lipidicos analizados se representan en las

siguientes figuras (figura 5.5.1., figura 5.5.2., figura 5.5.3. y figura 5.5.4.):
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Figura 5.5.1. Variacion observada de triglicéridos plasmaticos a los 3 y 6 meses de

intervencién respecto a los 0 meses (expresada en porcentaje).
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Figura 5.5.2. Variacion observada de colesterol plasmatico a los 3 y 6 meses de intervencion

respecto a los 0 meses (expresada en porcentaje).
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Figura 5.5.3. Variacién observada de colesterol LDL a los 3 y 6 meses de intervencién respecto

a los 0 meses (expresada en porcentaje).
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Figura 5.5.4. Variacién observada de colesterol HDL a los 3 y 6 meses de intervencion

respecto a los 0 meses (expresada en porcentaje).
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En las tablas 5.5.2., 5.5.3 y 5.5.4 estan clasificados las concentraciones de lipidos
segtn los criterios la NCEP ( 2002)y se puede observar la evoluciéon de cada

grupo a lo largo del estudio.

Tabla 5.5.2. Concentraciones plasmaticas de colesterol total de los pacientes clasificados

segun la NCEP (2002).

COLESTEROL GRUPO TIEMPO 0 TIEMPO 3 TIEMPO 6
TOTAL

(n= 12 _ 208.6 + 20.2 216 £17.5
LIMITE ALTO (200- (n 15) 2156+3 209.5 9.6 203.9 £8.7
239) E (n=16) 2162 +3.4 | 208 +12.6 216.3+7.7

(n 10) _| 232.1+16.8 2209 £11.6
(n 14) _| 2305 +11 223.8 +10.4

Los resultados se expresan como media + EEM. Significacién intragrupo respecto a tiempo 0 (* P< 0.05, ** P< 0.01,

*** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥ P< 0.01, ¥ P< 0.001).

Tabla 5.5.3. Concentraciones plasmaticas de colesterol LDL de los pacientes clasificados

segtn la NCEP (2002).

COLESTEROL LDL | GRUPO | TIEMPO 0 ‘ TIEMPO 3 TIEMPO 6

OPTIMO (<100 C(n=5) | 805 £88 ‘__
m———
LIMITE ALTO (130- ’W"W“ 135.5 £12.9 [ 1373+98 |
159) E (n=12) | 1395+1.6 ‘1365+64 1352+ 7.7

m_‘ 160.5 + 12.7 151.9+9.3
En14 1554+126 1434 +11.1
m———

Los resultados se expresan como media + EEM. Significacién intragrupo respecto a tiempo 0 (* P< 0.05, ** P< 0.01,

*** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥ P< 0.01, ¥ P< 0.001).
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Tabla 5.5.4. Concentraciones plasmaticas de triglicéridos de los pacientes clasificados segin
la NCEP (2002).

TRIGLICERIDOS GRUPO TIEMPO 0 TIEMPO 3 TIEMPO 6
NORMAL (<150) C (n=20) 787 %6 946+7 99 +11
E (n=27) 97.7+58 9161 95 £ 6.9
LEVEMENTE C (n=9) 1768 5.6 ‘ﬁ| 1758 +21.7
ELEVADOS (150-199) E (n—6 176.7 £ 6.6 m 173.2+17.3

)

Los resultados se expresan como media + EEM. Significacion intragrupo respecto a tiempo 0 (* P< 0.05, ** P< 0.01

*** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥¥ P< 0.01, ¥¥¥ P< 0.001).
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5.6. PARAMETROS DE OXIDACION PLASMATICA

Se investigaron los efectos producidos por el consumo de los productos lacteos
en la oxidacién del plasma para excluir la posibilidad de la presencia de efectos
no deseables producidos por la ingesta grasa poliinsaturada (EPA y DHA)
adicionada al preparado lacteo enriquecido. No se observaron cambios
significativos en la concentracién de MDA en el plasma del grupo E, aunque si
existié6 una disminucién no significativa del 5% (P=0.349) a los 6 meses. En el
grupo C se observ6 un aumento significativo del MDA plasmatico del 15% a los
3 meses, pero descendi6 a los 6 meses (tabla 5.6.1.).

Los 7.5 mg de vitamina E afiadida al producto lacteo enriquecido increment6
las concentraciones vitamina E en plasma en un 14.8 % a los 6 meses (P=0.107)

en el grupo E, existiendo diferencias significativas respecto al grupo C (P=0.039)

(tabla 5.6.1.).

Tabla 5.6.1. Marcadores de oxidaciéon plasmatica.

GRUPO Tiempo (meses)
0 3 6
MALONDIALDEHIDO C 0.900 +0.060 | 1.037 +0.067 0.979 +0.070
(wmol/L) E 0950 +0.061 | 0944 +0.061 0.901 + 0.060
C 12,087 +1.031 | 11.734+0.733 10.877 + 0.629
VITAMINA E (mg/L)
E 1143340908 | 11.848+0762 | 13.120+0.876Y
+ + +
RATIO VITAMINA E/ C 5680+0513 | 55860414 5.200 + 0.334
COLESTEROL TOTAL
E 4956+0383 | 5421+0313% | 6.375+0.440*Y

Los resultados se expresan como media + EEM. n=37 (C), n=38 (E). Significacion intragrupo respecto a tiempo 0

(* P<0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥¥ P< 0.01, ¥¥¥ P< 0.001).

Valores de referencia: MDA (0.700-1.240 umol/L), vitamina E (5-21 mg/L), vitamina E/CT (5.2).
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Cuando se expres6 la concentracion de vitamina E en funcion de los valores de
CT (ratio vitamina E/CT), se observé un claro incremento de este ratio en el
grupo E a los 3 meses (P= 0.009) y a los 6 meses (P=0.029) y también fue
diferente respecto al grupo control al final de estudio (P= 0.037) (tabla 5.6.1.).

5.7. HOMOCISTEINA PLASMATICA

Los sujetos del estudio mostraron concentraciones plasmaticas de homocisteina
comprendidas entre 7-9 umol/L al inicio del estudio, no superando ninguno de
ellos concentraciones superiores a 15 pumol/L (hiperhomocisteinemia). Se
observ6 una tendencia a la disminucién en el grupo E del 4.6% (P=0.192) a los 6
meses respecto a tiempo 0, mientras que, el grupo C experimenté un
incremento a los 3 meses (P=0.010) y a los 6 meses (P=0.010) (tabla 5.7.1.),

siempre dentro de los limites de la normalidad.

Tabla 5.7.1. Homocisteina plasmatica.

GRUPO Tiempo (meses)
0 3 6
HOMOCISTEINA C 7453+ 0413 | 8.260 +0.483 8.356+ 0.446
(wmol/L) E 8.048+ 0513 | 7.845+0.470 7.683 + 0.384

Los resultados se expresan como media + EEM. n=37 (C), n=38 (E). Significacion intragrupo respecto a tiempo 0
(* P<0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥¥ P< 0.01, ¥¥¥ P< 0.001).

Valores de referencia: Homocisteina (< 15 pmol/L).
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5.8. MARCADORES DE INFLAMACION

Los valores promedio de la concentraciéon plasmética de PCR ultrasensible al
inicio del estudio fueron de 3.74 + 0.69 ng/Ly 3.19 £ 0.77 pg/L, para el grupo C
y E, respectivamente, dentro de los valores fisiol6gicos normales. Los valores de
PCR del grupo C no sufrieron cambios a lo largo de la intervencién (tabla
5.8.1.), mientras que en el grupo E se observé una disminucién del 14% a los 3
meses en el grupo E (P=0.031).

Los cambios obtenidos en la concentracion plasmatica de VCAM-1 a lo largo
del estudio estan representados en la tabla 5.8.1. Se observé una disminuciéon
del 10%, tanto en el grupo C (P=0.009) como en el grupo E (P=0.009) a los 6

meses, que no fue significativa entre ambos grupos.

Tabla 5.8.1. Marcadores de inflamacion.

GRUPO Tiempo (meses)
0 3 6
C 3.74 +0.69 372 +0.96 3.83+0.96
PCR (mg/L)
E 3194077 274 +0.75¢ 3.03+0.71
VCAM. C 1716 + 6.79 1506 + 6.70
(ng/L) E 1749 +8.23 1562 + 8.83 **

Los resultados se expresan como media + EEM. n=37 (C), n=38 (E). Significacion intragrupo respecto a tiempo 0
(* P<0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥ P< 0.01, ¥¥¥ P< 0.001).
Valores de referencia: PCR (< 5 mg/L).
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5.9. GLUCOSA PLASMATICA

Los sujetos de la intervenciéon presentaron concentraciones plasmaticas de
glucosa en el tiempo 0 dentro del intervalo de la normalidad (65-110 mg/dL).
Durante los 6 meses del estudio no se observaron variaciones significativas en

ninguno de los dos grupos (tabla 5.9.1.).

Tabla 5.9.1. Glucosa plasmatica.

GRUPO Tiempo (meses)
0 3 6
GLUCOSA C 86.24 £ 2.15 86.05 + 2.81 87.27 +2.35
(mg/dL) E 85.10 £ 2.20 84.05 + 2.48 8513 +1.71

Los resultados se expresan como media + EEM. n=37 (C), n=38 (E). Significacion intragrupo respecto a tiempo 0
(* P< 0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥¥ P< 0.01, ¥¥¥ P< 0.001).
Valores de referencia: glucosa (65-110 mg/dL).

5.10. FUNCION HEPATICA: TRANSAMINASAS

Los individuos que participaron en el estudio presentaron unas concentraciones
plasmaticas de transaminasas dentro del intervalo de la normalidad. La
concentracién plasmatica de la GGT en el grupo C aumento el 16% a los 3 meses
(P=0.001) respecto al tiempo 0, aunque posteriormente descendi6 un 9%
(P=0.007) al final del estudio respecto al inicio. En el grupo E se observé una
disminucion significativa del 20% tanto a los 3 meses como a los 6 meses
(P=0.001 y P=0.007), respectivamente.

Respecto a la GPT, el grupo C no present6 diferencias significativas a lo largo
de la intervencioén pero el grupo E si experimenté un descenso significativo del

11% a los 3 meses (P=0.013).
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Respecto a la GOT, en el grupo C se observé un descenso del 11.6 % (P=0.003) y

del 13.6% (P=0.008) a los 3 meses y 6 meses, respectivamente. En el grupo E el

descenso fue de un 11.5% en el tiempo 3 (P=0.003) y de un 14% en el tiempo 6

(P=0.008) (tabla 5.10.1.).

Tabla 5.10.1. Transaminasas.

GRUPO Tiempo (meses)
TRANSAMINASAS
0 3 6

C 36.62 +9.22 42.65 £19.28 *** 33.24 £11.84 **
GGT (U/L)

E 32.79 +3.56 26.16 +2.37 *** 26.29 +2.56 **

C 30.19+3.26 2541+2.10 24.95+3.03
GPT (U/L)

E 29.76 +4.19 26.21+3.27 26.39+3.01

C 25.65+ 1.81 22.68 £1.50 ** 2216 £2.05 **
GOT (U/L)

E 27.26+2.11 2413 +£1.39 ** 23.45+1.26 **

Los resultados se expresan como media + EEM. n=37 (C), n=38 (E). Significacién intragrupo respecto a tiempo 0

(* P< 0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥¥ P< 0.01, ¥¥¥ P< 0.001).

GGT, gamma-glutamiltransferasa; GPT, alaninoaminotransfersa o ALT ; GOT, aspartatoaminotrasnferasa o AST.

Valores de referencia: GGT (7-50 U/L), GPT (0-35 U/L), GOT (0-32 U/L).
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PARAMETROS RELACIONADOS CON EL METABOLISMO OSEO

5.11. CALCIO Y 25-HIDROXIVITAMINA D

Se investigaron los efectos de los nutrientes consumidos sobre diferentes

pardmetros relacionados con el metabolismo 6seo. La ingesta diaria de 3.75

pg/500 mL de vitamina D produjo un aumento de la concentracién plasmatica

de 25-hidroxivitamina D en ambos grupos (tabla 5.11.1. y figura 5.11.1.). El
incremento fue del 6% (P= 0.337) y del 47% (P=0.000) para el grupo C; y del
13.6% (P=0.000) y del 55.6% (P=0.000) para el grupo E a los 3 meses y 6 meses,

respectivamente.

Tabla 5.11.1. Parametros relacionados con el metabolismo 6seo.

GRUPO Tiempo (meses)
0 3 6
2. C 50 +2.9 53429 73.5 + 3.6 ©**
HIDROXIVITAMINA D
(nmol/L) E 513+33 583 +3.6 79.8 +3.5
CALCIO C 9.04+0.05 9.13+0.06 9.24 + 0,05 ***
(mg/dL) E 9.01 + 0.06 9.19+0.08 * 9.29 + 0,07 ***

Los resultados se expresan como media # EEM. n=37 (C), n=38 (E). Significacién intragrupo respecto a tiempo 0

(* P<0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacion intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥ P< 0.01, ¥ P< 0.001).

Valores de referencia en adultos: 25-hidroxivitamina D (12-80 ng/mL), calcio (8,5-11 mg/dL).
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Figura 5.11.1. Valores de 25-hidroxivitamina D en grupos control y enriquecido a lo largo de

la intervencién de todos los pacientes del estudio.

El calcio plasmaético también aumenté en ambos grupos significativamente, en
el grupo C a los 6 meses (P=0.000) y en el grupo E tanto a los 3 meses (P=0.024)
como al final del estudio (P=0.000) (tabla 5.11.1. y figura 5.11.2.):

935
93 - e
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9-;? ] ——GRUPO C
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CALCIO (mg/dL)

8.95 1
8.9 1
8.85
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Figura 5.11.2. Valores de calcio en grupos control y enriquecido a lo largo de la intervencién

de todos los pacientes del estudio.
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Los resultados segin intervalos de normalidad, deficiencia o insuficiencia de

hidroxivitamina D se observan en la tabla 5.11.2.:

Tabla 5.11.2. Clasificacion de los pacientes segiin su concentracién plasmatica de 25-

hidroxivitamina D.

VITAMINA D GRUPO TIEMPO 0 TIEMPO 3 TIEMPO 6

43.1+£09

DEFICIENCIA BAJA
(50-37 nmol/L)

458 £2.6

45 + 3.8 **

Los resultados se expresan como media + EEM.. Significacion intragrupo respecto a tiempo 0 (* P< 0.05, ** P< 0.01,
*** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥ P< 0.01, ¥ P< 0.001).

Clasificacién segin Aguado y colaboradores (2000).
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Las concentraciones de calcio y 25-hidroxivitamina-D de las 60 mujeres que
participaron en el estudio (31 del grupo control y 30 del grupo enriquecido) se
pueden ver segln si eran mujeres premenopausicas o posmenopausicas en las

tabla 5.11.3. y tabla 5.11.4.

Tabla 5.11.3. Parametros relacionados con el metabolismo 6seo de mujeres premenopatsicas

del estudio.

PREMENOPAUSICAS | GRUPO Tiempo (meses)

C 442+ 48 468 4.1 70.5 +5.1 ***
25-HIDROXIVITAMINA D
(nmol/L)
E 499474 60.8 +7.7 82.4 + 6.1+
CALCIO C 8.87+0.07 9.07+0.07 ** 9.06 + 0.08 **
(mg/dL) E 8.96 + 0.09 9.1240.06 * 9.14 + 0.06 **

Los resultados se expresan como media + EEM. n=13 (C), n=12 (E). Significacién intragrupo respecto a tiempo 0
(* P<0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥ P< 0.01, ¥ P< 0.001).
Valores de referencia en adultos: 25-hidroxivitamina D (12-80 ng/mL), calcio (8,5-11 mg/dL).

Tabla 5.11.4. Parametros relacionados con el metabolismo 6seo de mujeres posmenopatisicas

del estudio.

POSMENOPAUSICAS | GRUPO Tiempo (meses)
C 53.7 +3.9 56.1+38 788 + 6.2 #*
25-HIDROXIVITAMINA D
(nmol/L)
E 502 +4.1 543 +42 76.5 + 5 %<
CALCIO C 9.01+0.08 9.13+0.08 9.31 +0.07 **
(mg/dL) E 8.98 + 0.09 9.09+0.11 9.29 + 0,08 **

Los resultados se expresan como media + EEM. n=18 (C), n=17 (E). Significacion intragrupo respecto a tiempo 0
(* P<0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥¥ P< 0.01, ¥ P< 0.001).
Valores de referencia en adultos: 25-hidroxivitamina D (12-80 ng/mL), calcio (8,5-11 mg/dL).
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5.12. MARCADORES DE FORMACION Y RESORCION OSEA

Se determiné la OPG como marcador de formacién 6sea y se observd que su
concentraciéon plasmatica aumenté en el grupo que consumié el producto
enriquecido un 12 % de manera significativa transcurridos 6 meses (P=0.001),
mientras que el grupo C mantuvo constantes sus niveles a los largo del estudio

(tabla 5.12.1. y figura 5.12.1.).

Tabla 5.12.1. Concentracién plasmatica de OPG.

GRUPO Tiempo (meses)
0 3 6
C 97.58 +7.04 95.02+7.18
OPG (pg/ml)
E 95.76 + 6.46 107.64 + 7.34 ***

Los resultados se expresan como media + EEM. n=37 (C), n=38 (E). Significaciéon intragrupo respecto a tiempo 0
(* P<0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥¥ P< 0.01, ¥ P< 0.001).
Valores de referencia en adultos: OPG (0-280 pg/mL).

*k*k
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Figura 5.12.1. Valores de OPG en grupos control y enriquecido al principio y final del estudio

en todos los sujetos del estudio.

114



Resultados

La concentracién de OPG en mujeres premenopausicas o posmenopausicas se

pueden observar en las tabla 5.11.2. y tabla 5.11.3.

Tabla 5.12.2. Parametros de formacion 6sea en mujeres premenopausicas.

GRUPO Tiempo (meses)
PREMENOPAUSICAS
0 3 6
C 87.26 £ 8.03 84.49+7.78
OPG (pg/ml)
E 116.78 + 10.94 ¥ 119.51 + 13.23 vy

Los resultados se expresan como media + EEM. n=37 (C), n=38 (E). Significacién intragrupo respecto a tiempo 0
(* P<0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥ P< 0.01, ¥¥¥ P< 0.001).
Valores de referencia en adultos:OPG (0-280 pg/mL).

Tabla 5.12.3. Parametros de formacién 6sea en mujeres posmenopausicas.

GRUPO Tiempo (meses)
POSMENOPAUSICAS
0 3 6
C 112.01 £11.07 109.24 £11.93
OPG (pg/ml)
E 90.69 £11.71 ¥ 106.76 +12.97 **

Los resultados se expresan como media + EEM. n=37 (C), n=38 (E). Significaciéon intragrupo respecto a tiempo 0
(* P<0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). Significacién intergrupo respecto al control (¥ P< 0.05, ¥¥ P< 0.01, ¥¥¥ P< 0.001).
Valores de referencia en adultos:OPG (0-280 pg/mL).
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La evidencia cientifica avala el papel positivo que una alimentacion saludable
tiene en la reduccion de la incidencia de enfermedades cronicas como la ECV y
la osteoporosis. Sin embargo, la sociedad moderna, incluyendo en ella a paises
como el nuestro considerados tipicamente mediterrdneos, parece alejarse de
este patréon. El incremento en la ingesta de grasas saturadas, acidos
poliinsaturados omega-6 y 4cidos grasos trans; la disminucién en el consumo
de 4acidos poliinsaturados omega-3, carbohidratos, fibra, frutas y verduras
(ricas en antioxidantes) provocan un aumento del consumo energético que,
unido al sedentarismo, cooperan a este distanciamiento del patrén dietético

saludable.

La presente Memoria Doctoral tuvo como objetivo evaluar los efectos del
consumo continuado de cantidades dietéticas la mezcla de nutrientes EPA,
DHA, acido oleico y vitaminas Bs, D, E y acido félico, administrada de manera
conjunta en una matriz lactea, en la reducciéon de diversos factores de riesgo
cardiovascular y su influencia en marcadores relacionados con el metabolismo

6seo en una poblacién dislipidémica.

Aceptacion y cumplimiento de la ingesta

De los 79 pacientes que participaron en la intervencién nutricional, sélo 4 de
ellos abandonaron el estudio, lo que mostré una gran aceptacioén en lo referente
al consumo de los productos nutricionales. El cumplimento de la pauta de
consumo se control6 mediante la entrega a domicilio y la recogida de envases
consumidos, por lo que también se aseguré que la ingesta de los productos
estudiados fue la correcta.

Los pacientes de ambos grupos partian de un IMC dentro del intervalo de la
obesidad (IMC mayor de 30) segtin los criterios de clasificacién empleados por
la OMS en 1988 (WHO, 1988), confirmando la relacién entre obesidad y
dislipemia (Velasco et al., 2000; Formiguera y Canton, 2004).
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Un gran namero de evidencias cientificas han establecido una relacién clara
entre la inactividad fisica y un incremento del riesgo de padecer enfermedades
como diabetes, obesidad, ECV, céncer, hipertension y osteoporosis (WHO,
2003). En este sentido, se ha sugerido que el riesgo de mortalidad por ECV es 3
veces mayor en personas que realizan una actividad fisica de duracion inferior
a 30 minutos semanales (Martinson et al., 2001). Aproximadamente el 40% de los
pacientes de nuestro estudio no realizaban ningtn tipo de actividad fisica o lo
hacian de forma esporéddica, lo que unido a la dislipemia y un IMC mayor de
30, es concluyente para afirmar que la poblacién del estudio presentaba un alto

riesgo de padecer algun tipo de ECV.

Se emplearon biomarcadores nutricionales para investigar la incorporacién al
organismo de los nutrientes administrados en el producto lacteo. Estos
biomarcadores nutricionales han ido cobrando especial relevancia en los
ultimos afios en lo que se refiere a la ingesta y al metabolismo de nutrientes
procedentes de la dieta, pues dan una idea maés fiel de la relaciéon causa-efecto
entre la ingesta o el perfil dietético seguido y el efecto bioloégico producido
(Potischman y Freudenheim, 2003). El uso de biomarcadores nutricionales puede
ofrecer una estimaciéon mas exacta del estatus nutricional que la elaboracién de
un cuestionario de ingesta, puesto que soluciona posibles limitaciones cémo la
variabilidad con que cada individuo cumple el protocolo de ingesta o
cumplimenta las encuestas dietéticas, o aquellos casos en que la combinacién de
ciertos alimentos ingeridos al mismo tiempo o cocinados de determinada
manera pueda influenciar sobre la absorcion y disponibilidad del contenido del

nutriente objeto de estudio (Potischman, 2003).

Perfil lipidico

Existen multitud de estudios cientificos que sugieren que la sustituciéon de
grasas saturadas por insaturadas pueden proporcionar efectos beneficiosos
sobre factores de riesgo de ECV (Kris-Etherton, 1999a), al influir sobre procesos

como la trombogénesis, la agregacion plaquetaria, la arritmia, la susceptibilidad
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a la oxidacion de las LDLs y el control del binomio glucosa-insulina (Wahrburg,
2004; DGCA Report, 2005), entre otros.

Durante los 6 meses que dur¢ la intervencién, el grupo control que consumi6
leche semidesnatada, no experiment6 ningtin cambio significativo en su perfil
de acidos grasos, lo cual ya ha sido descrito en trabajos anteriores (Carrero et al.,
2004, Baré et al., 2003), mientras que el consumo de 500 mL del producto
enriquecido incrementé las concentraciones de acido oleico, EPA, DHA vy el
ratio n3/n6 y disminuy6 las concentraciones plasmaticas de 4acido palmitico,

acido linoléico y el ratio AA/EPA.

El incremento significativo al final de la intervencién de las proporciones
plasmaticas de DHA y EPA por parte del grupo E en mas de un 18% y 56%,
respectivamente, es similar al de otros estudios anteriores usando una matriz
lactea como vehiculo de administracion (Visioli et al, 2000, Carrero et al., 2005). El
ratio AA/EPA, frecuentemente utilizado en otros estudios (Rupp et al., 2004;
Fontani et al., 2005) disminuy6 en este grupo un 38% a los 6 meses. Estos
resultados reflejan la absorcion efectiva de la grasa adicionada en el preparado
lacteo y sugieren la consiguiente incorporaciéon de los AGPIs-CL omega-3 a la
composicion de las membranas celulares, con una serie de implicaciones
biolégicas que pueden ser parcialmente responsables del descenso de algunos
factores de riesgo (Calder, 2004). Tanto el EPA como el DHA poseen
propiedades antiinflamatorias debido a su competiciéon con el AA por la
insercion en los fosfolipidos de membrana, que se traduce en la produccién de
unos eicosanoides menos activos. Por lo tanto, la ingesta de aceite de pescado
puede influir en el proceso de inflamacion que acompana a la aterosclerosis,
mediante una alteracién en la produccion de LTBs y PGEz. El LTB4 estimula la
produccién de citocinas inflamatorias, mientras que la PGE: la disminuye. Por
ello, una disminucién del ratio LTBs/PGE; conllevaria un descenso en la
produccién de citocinas. La prostaglandina I3 (PGI3) producida en el endotelio
a partir del EPA es un vasodilatador més activo y un mejor inhibidor de la

agregacion plaquetaria que la prostaglandina 12 (PGL) producida a partir del
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AA. Un descenso en el ratio AA/EPA se ha relacionado con vasodilatacién e
inhibicion de la agregacion plaquetaria (Vicaut, 1995; Segal-Isaacson y Wylie-
Rosett, 1999), ademas de estabilizar la placa aterosclerdtica y reducir la
infiltracién de macréfagos, ralentizando asi la progresiéon de la lesion vascular
y el proceso aterosclerético (Thies et al., 2003). Diversos estudios han mostrado
la disminucion del riesgo de cardiopatias producido por el consumo regular de
pescado (Harper y Jacobson, 2001; He et al., 2004; Schmidt et al., 2001) y también la
reducciéon de factores de riesgo de ECV mediante el consumo de alimentos
enriquecidos (Trautwein, 2001, Baro et al., 2003). Un metaandlisis que incluia 39
ensayos clinicos aleatorizados realizados administrando suplementos de
AGPIs-CL y otros estudios observacionales donde se cuantificaba la ingesta de
pescado concluy6 que el consumo de n-3 podia reducir la mortalidad por ECV
(Wang et al., 2004). Rupp y colaboradores (2004) determinaron en 1 gramo/dia la
cantidad de DHA y EPA necesarias para obtener efectos beneficiosos mientras
que el Comité Experto del “Joint Health Claims Initiative” (JHCI, 2004) sugirié
que la cantidad necesaria para ello es de 450 mg/dia. En este sentido, los 330
mg de EPA+DHA suministradas en 500 mL del producto lacteo enriquecido

estan proximos a estas cantidades recomendadas.

Aunque el producto lacteo enriquecido contenia un 56% de AGMIs,
principalmente acido oleico, la concentracién de este AG se incrementé en el
plasma solo modestamente, a diferencia de los DHA y EPA. La adhesion de los
individuos al modelo de dieta mediterranea podria ser la responsable de este
hecho, pues la cantidad promedio de acido oleico que el resto de alimentos de
la dieta proporcionaba es relativamente mucho mayor, en torno a los 21 g/dia.
El consumo del oleico en 500 mL del producto enriquecido supuso una ingesta
de 5.2 g al dia, es decir, aproximadamente un 20% del total del oleico ingerido
en la dieta. Autoridades sanitarias como la WHO (2004) y numerosas
sociedades cientificas (NDA, 2004) sugieren que la sustitucion de grasas
saturadas por AGMIs puede producir efectos beneficiosos en la reducciéon del

C-LDL. En nuestro estudio encontramos reducciones significativas de CT y

122


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=11720618&query_hl=13&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=11720618&query_hl=13&itool=pubmed_docsum

Discusion

C-LDL que podrian estar relacionadas con el incremento de la ingesta de grasa
monoinsaturada. Esta reduccion de colesterol quiza habria sido mas marcada si
el estudio se hubiese realizado en un grupo de poblacién no mediterraneo,

donde la ingesta de oleico de la dieta es mas reducida.

La concentracién elevada de colesterol en sangre constituye uno de los
principales factores de riesgo que intervienen en la formacién de la placa
ateromatosa. Esta relacion se estableci6 en el estudio “Framingham” (Dawber y
Kannel, 1966), en el que se identific6 la hipercolesterolemia como uno de los
factores de riesgo mayores de las ECVs. Posteriormente se confirmé esta
relacion en el estudio “Multiple Risk Factor Intervention Trial-MRFIT” acerca
de la hipercolesterolemia y la mortalidad por enfermedad coronaria (Multiple
Risk Factor Intervention Trial Group. 1982., 1997).

El consumo de los nutrientes del producto enriquecido produjo un efecto en el
perfil lipidico de los pacientes del estudio. Los pacientes del grupo E redujeron
de forma significativa los TG y el CT en un 10% y en un 12.8% de C-LDL a los
6 meses. Se observé ademds que la reduccién era mayor cuando los niveles
iniciales de lipidos sanguineos de los pacientes eran més elevados (TG > 200
mg/dL, CT>239 mg/dL y/o C-LDL > 160 mg/dL) que aquellos que partian de
concentraciones plasmaticas cercanas a la normalidad o en los limites bajos
establecidos por la NCEP ATP-III (2002). Efecto similar se observé un estudio
de 8 semanas de intervencién administrando 0.33 g/dia de EPA y DHA a
pacientes de edades comprendidas entre 45 y 65 afios de edad que padecian
hiperlipidemia moderada (Carrero et al., 2004). Estas observaciones sugieren
que el uso de una nutricion adecuada contribuye en mayor medida a la
estabilizacion del perfil lipidico cuando dicho perfil se encuentra alterado.
Asimismo, nos permite formular la hipétesis de la existencia de una regulacion
tisiol6gica de la accion de los nutrientes, en funcion del grado de alteraciéon de
la variable fisiologica objeto, ya que el colesterol total y los triglicéridos sélo

disminuyeron tras la intervencién nutricional en aquellos sujetos con valores de
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partida elevados. Este hecho podria justificar también el papel beneficioso de
una dieta equilibrada en aquellas enfermedades donde los nutrientes puedan
desempenar un papel potencial.

Los efectos hipotrigliceridemiantes del EPA y DHA y los hipocolesteremiantes
del acido oleico han sido descritos anteriormente (Adler y Holub, 1997; Feldman,
1999; Connor, 2000; Kris-Etherton et al., 1999; Visioli et al., 2000). Sin embargo,
debemos subrayar que las cantidades de EPA, DHA y &cido oleico
suministradas son muy reducidas en comparacién con otros estudios que
mostraron efectos hipolipemiantes significativos. Asi, reducciones similares en
la concentracion plasmatica de TG se alcanzaron con la ingesta de 4.5
gramos/dia de aceite de pescado en forma de capsulas durante 5 semanas
(Coniac et al., 1991) o 20 gramos/dia de aceite de oliva en cucharadas junto a su
dieta habitual en una poblacién no mediterranea durante 6 semanas (Haban et
al., 2004). Otros estudios similares que utilizaron la leche como vehiculo de
administracion obtuvieron resultados parecidos, céomo el de Visioli y
colaboradores  (2000), que observaron en voluntarios normolipémicos
reducciones del 19% de TG producidas por la ingesta durante 6 semanas de un
preparado lacteo enriquecido con DHA y EPA en cantidades similares a las del
preparado lacteo de nuestro estudio. Un metaandlisis reciente que revisa los
efectos de los AGPIs sobre los lipidos en sangre a partir de 17 estudios de
intervencion (Hooper et al., 2005) también sugiere que la disminucién de TGs es
efecto de la ingesta de AGPIs-CL omega-3, mientras que el acido oleico parece
ejercer efectos reductores en el C-LDL (Fito et al., 2002; Gimeno et al., 2002).

Se han propuesto varios mecanismos para explicar el efecto
hipotrigliceridemiante de los AGPIs-CL, efecto que ademas parece ser dosis
dependiente (de Deckere et al., 1998). En primer lugar estd el efecto que este tipo
de grasa ejerce sobre la respuesta lipémica postpandrial: en general, a mayor
grado de insaturacion de la grasa de la dieta se produce una menor elevacién
postpandrial de los triglicéridos. En este sentido, el efecto es maximo para la

grasa omega-3 de cadena larga, lo cual se considera beneficioso especialmente
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en pacientes con niveles reducidos de C-HDL (BNF, 1999). En segundo lugar, la
ingesta de omega-3 de cadena larga ejerce un efecto sobre la reduccién de
triglicéridos en el ayuno. Este efecto parece estar mediado por el receptor
nuclear PPAR que al unirse a este tipo de AGs estimula la beta-oxidacién en
mitocondrias y peroxisomas e inhibe la sintesis de AGs y de lipoproteinas
VLDL endégenas, con el consiguiente efecto global de reducciéon de los TGs
(Harris, 1996; Williams, 1997; Roche, 1999). Asi, una ingesta de 2 a 3 gramos/dia
de omega-3 de cadena larga suele producir una reduccién de TGs de un 20-30%
(BNF, 1999) y de ahi surgieron recientemente las recomendaciones de
sociedades nutricionales y asociaciones profesionales como la “American
Herat Association” de ingestas especificas de DHA y EPA para la prevenciéon

primaria y secundaria de ECV y la reduccion de TGs (Kris-Etherton et al., 2003).

Respecto a la disminucion de CT, la relacién entre la ingesta de oleico en
sustitucion de la grasa saturada y el efecto hipocolesteremiante ya se ha
comentado anteriormente. Numerosos estudios llevados a cabo en humanos
han mostrado que la sustitucion de las grasas saturadas en la dieta por el aceite
de oliva di6 lugar a un descenso de los niveles de CT y de C-LDL (Kris-Etherton
et al., 1999) que fue acompafado de un aumento de C-HDL (Thomsen et al.,
1999). En un estudio reciente realizado con 14 mujeres posmenopausicas de 28
dias de duraciéon se observaron descensos en el colesterol total al sustituir el
62% de la grasa diaria por acido oleico (Rodenas et al., 2005). Estévez-Gonzilez y
colaboradores (1998) realizaron un estudio de 7 meses de duracién en el que una
poblacién infantil consumia leche desnatada enriquecida en acido oleico y la
disminucion en las concentraciones plasmaticas de CT, TG y C-LDL fueron de
7.2%,13.25% y 9.5%, respectivamente.

El mecanismo por el cual se produce la acciéon hipocolesteremiante del acido
oleico no esta totalmente dilucidado pero se han sugerido efectos a nivel de la
excrecion biliar de colesterol (como tal o en forma de acidos biliares),
disminucién de la sintesis de colesterol, efectos sobre la sintesis de lipoproteinas

e incremento de la incorporaciéon de colesterol plasmatico a las membranas
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celulares para regular cambios en la fluidez producidos por la incorporacién de

4cido oleico a dichas membranas.

Oxidabilidad del plasma

Un aspecto importante a tener en cuenta cuando se fortifican alimentos con
acidos grasos poliinsaturados, incluyendo los EPA y DHA, es que estos son
susceptibles a la oxidacién cuando se exponen a condiciones o agentes
oxidantes como el oxigeno del aire. Por esta razon, es frecuente la adiciéon de
antioxidantes a los aceites de pescado usados en alimentacién para prevenir el
enranciamiento, mal olor e inestabilidad del alimento.

En nuestro estudio investigamos si el consumo continuado de los AGPIs
adicionados al producto enriquecido produciria un incremento en marcadores
de oxidacién y estado antioxidante del organismo para asi excluir efectos
biolégicos no deseables. Para ello, hemos empleado la concentracion plasmatica
de MDA, medido por HPLC, marcador muy aceptado por la comunidad
cientifica en este sentido, para evaluar los efectos de la ingesta de los productos
en la peroxidacién lipidica. Este es un subproducto estable y cuantificable
originado en el proceso de peroxidacion lipidica. Ademads también se cuantifico
la concentracion plasmatica de vitamina E para evaluar el estado antioxidante
de los pacientes del estudio.

Los valores de MDA obtenidos de los voluntarios en los distintos tiempos del
estudio se encontraron dentro de los valores de referencia (0.36-1.24 mmol/L).
No se encontraron variaciones significativas en la concentracién plasmatica de
MDA a lo largo de la intervencién a pesar del consumo de la grasa
poliinsaturada. Ello pudo ser debido a que bien la cantidad suministrada de
DHA y EPA fue demasiado reducida para inducir cambios en la oxidaciéon
plasmatica, bien la administracién conjunta de vitamina E (7.5 mg/dia) pudo
compensar los posibles efectos pro-oxidantes.

Por otro lado, se ha demostrado que la ingesta de cantidades moderadas de
omega-3 en el contexto de una dieta rica en grasa monoinsaturada (4cido

oleico) no incrementa la peroxidacién lipidica, particularmente las de las
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lipoproteinas LDLs (Kratz et al., 2002). Otros estudios en los que se han
utilizado el MDA como marcador de peroxidacion lipidica han demostrado que
la administraciéon de AGPIs-CL no aumenta este parametro (Wander y Hu, 2000)
e incluso puede disminuirlo. Asi, la administraciéon de 1,080 mg de EPA y 720
mg de DHA al dia durante 2 meses a 34 pacientes diabéticos no produjo
cambios en este sentido (Kesayulu et al., 2002), ni tampoco la ingesta de 2.0 g

EPA y 1.4 g DHA al dia en 15 mujeres durante 5 semanas (Hidgon et al., 2000).

La concentracion plasmatica de vitamina E del grupo enriquecido se
incrementé de forma significativa con respecto al grupo control al final del
estudio. Este resultado contrasta con otros estudios de duracién similar en los
que se usaron dosis mayores que no consiguieron aumentos claros en la
concentraciéon plasmatica de esta vitamina (Meydani et al., 1998; Hayes et al.,
2001). Una posible explicaciéon de nuestro incremento a pesar de que las
cantidades de vitamina E usadas para fortificar la leche fueron de solo de 7.5
mg/500 mL podria ser su administracion en el vehiculo lacteo, donde la grasa
se encuentra dispersa en forma de micelas (donde se situarfa la vitamina E
liposoluble) y la superficie de absorcion puede verse incrementada

considerablemente.

Algunos estudios han relacionado la ingesta o el incremento en plasma de
vitamina E con efectos cardiovasculares beneficiosos. Asi en el “Cambridge
Heart Antioxidant Study” (“CHAQOS”), llevado a cabo en 2002 hombres y
mujeres con enfermedad coronaria, se observé un 47% de reducciéon de
mortalidad por ECV y un 77% de reducciéon de infartos de miocardio no
mortales, entre los pacientes tratados durante 17 meses con vitamina E respecto
del placebo (Stephens et al., 1996). Sin embargo esta asociacién fue cuestionada
tras la publicacion del estudio GISSI, de 3.5 afios de duracion llevado a cabo en
11.000 pacientes con historia de infarto de miocardio, donde no se encontré
ninguna relacién entre ingesta de vitamina E y reducciéon del riesgo

cardiovascular (Hopper et al., 1999).
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El ratio vitamina E/colesterol total se ha descrito como mejor marcador de
estatus de vitamina E y supone un mejor marcador de estrés oxidativo que la
propia concentracion de vitamina E (Kadiiska, 2000; Morrissey y Sheehy, 1999). Se
considera déficit vitaminico a valores de ratio menores de 5.2 (Meydani et al.,
1998). La intervencion con el alimento funcional permitié aumentar este ratio
en los sujetos del grupo E, lo que sugiere una mejora del estado antioxidante
del organismo. Efectos similares se han descrito en el estudio realizado por
Tholstrup y colaboradores (2005), en dénde la administracion a 60 pacientes entre
35 y 75 afios de una dieta rica en n-3 no afect6 a los marcadores de oxidacion
del plasma. Resultados similares se han descrito en otros estudios en los que
también se utilizaban DHA y EPA adicionados en una matriz lactea funcional

(Visioli et al., 2000; Baro et al., 2003).

Vitaminas

La ingesta de 150 pg diarios de acido félico y 1.5 mg de vitamina Bs procedente
del preparado lacteo enriquecido represent6é aproximadamente el 75% de las
Ingesta Diaria Recomendada o IDR (EVN, 2003). Los biomarcadores utilizados
para el seguimiento de la ingesta de 4cido félico fueron el folato sérico, que
refleja de manera directa la ingesta de acido félico a partir de la cuarta semana
de intervencion (Arder, 2002) y el folato eritrocitario, que muestra el estado de
las reservas y que se emplea con frecuencia para intervenciones nutricionales
cuya duracién es mayor a 3 meses (Stranger, 2002). Estudios nutricionales de
intervencién con acido folico sugieren una asociacion inversa entre la ingesta
de folato y el riesgo de padecer ECV por su efecto reductor de la homocisteina
plasmatica (Chambers, 2000; Title et al, 2000; Hackman et al., 2000). Una
concentraciéon de tHcy elevada en sangre (>15 pmol/L) se ha asociado a una
mayor agregacion plaquetaria, incremento del estrés oxidativo (por afectar a los
sistemas antioxidantes enddgenos), proliferaciéon de células del musculo liso,
disminucién de la produccién de 6xido nitrico y estimulacion de la produccién

de citocinas del endotelio vascular. Por todo ello, la concentracién sanguinea
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de tHcy se considera desde hace algunos afios un factor de riesgo
independiente de la ECV (Lusis, 2000; Cleophas et al., 2000). La relacién entre el
acido folico y la tHcy se debe a que la molécula de folato acttia como coenzima
en la regulacion metabdlica de la concentracién de tHcy a través de una
reacciéon de remetilacion en que también estan involucradas las vitaminas Be y
Bia.

En la intervencién realizada con 75 pacientes dislipémicos no se observaron
cambios significativos en los niveles de tHcy del grupo E, aunque si una
tendencia al descenso de este grupo. En este sentido, es probable que no se
encontrasen reducciones significativas durante la intervencion debido a que los
pacientes del estudio presentaban valores de tHcy dentro del intervalo de la
normalidad (tHcy <15 umol/L). Por otra parte, la ingesta de vitaminas del tipo
B adicionadas al preparado lacteo enriquecido incrementaron de forma
significativa las concentraciones plasmaticas de las mismas en los sujetos del
grupo E, diferencidndose del grupo C y confirmando la absorciéon y
disponibilidad de dichas vitaminas durante y al final de la intervencién.

Los efectos que la ingesta de acido félico ejerce sobre la reduccién de la tHcy
han sido descritos en numerosos estudios llevados a cabo con diferentes grupos
de poblaciéon (HLTC, 1998; van den Berg et al., 1994). Aunque el acido folico
parece ser el mayor responsable en esta reduccion, el efecto parece potenciarse
considerablemente cuando se ingiere en combinacién con vitaminas B¢ y B12
(Bronstrup et al., 1998). Un reciente metaandlisis estim6 que la reduccién de los
niveles de tHcy en aproximadamente 3 pmol/L e independientemente del
valor de partida, puede reducir el riesgo de enfermedad isquémica del corazén
en un 16%, el riesgo de trombosis en un 25% y el riesgo de infarto en un 24%
(Wald et al., 2002). Por otro lado, un estudio realizado con 80 voluntarios de
entre 50 y 87 afios de edad a los que se suministré el 100% de la IDR de
vitaminas del grupo B durante 8 semanas produjo 40% de incremento del folato
sérico, un 36% de vitamina B6 y una reduccion de la concentracién sanguinea

de tHcy del 9% (McKay et al., 2000). En otro estudio en el que se suministraron
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solamente 75 pg de acido félico y 250 pg de vitamina B6 durante 2 afios a un
grupo de poblacion de riesgo que redujo sus niveles de tHcy desde un
promedio de 14 umol/L hasta 7 umol/L al final del periodo de intervencién
(Vermeulen et al., 2000). El efecto reductor de la tHcy producido por estas
vitaminas parece ser mas marcado cuando la concentracion de tHcy al inicio
del estudio es mas elevada (de Leo et al., 2000). Aunque Krishnaswamy y
Madhavan-Nair (2001) establecieron en 350 pg/dia la ingesta de acido félico
necesaria para ejercer un efecto reductor de homocisteina, cantidades mucho
menores (150 pg) suministradas también en un preparado lacteo similar al del
estudio produjeron reducciones significativas del 13% en un grupo de
poblacién de 25 a 45 afios con valores iniciales de tHcy > 12 umol /L (Baro et al.,
2003) y de un 17% en un grupo de poblacién hiperhomocisteinémica de edades

comprendidas entre 45 y 65 afios de edad (Carrero et al., 2004).

Marcadores de inflamacion

En afios recientes se estd relacionando la extensiéon de la enfermedad
arteriosclerdtica con la concentracion plasmética de ciertas moléculas de
adhesion celular (VCAM-1, ICAM-1, E-selectina) que intervienen en el proceso
de transmigracion monocitaria hacia el espacio subendotelial. Cuando el
endotelio vascular se enfrenta a diferentes estimulos (como una molécula de
LDL oxidada, radicales libres, Hcy, hipertensién arterial), se desencadena una
serie de cambios en el endotelio vascular (“activaciéon endotelial”), que resulta
en un incremento de la expresiéon y sintesis de moléculas de adhesion y
citocinas pro-inflamatorias (Brown y Hu, 2001). La activacién endotelial es
crucial en el desarrollo de la aterosclerosis, y es responsable de la atraccién de
monocitos a la pared del vaso por acciéon de las quimiocinas. Una vez alli, la
células penetran en la matriz subendotelial y se diferencian a macréfagos. Estos
macrofagos pueden interaccionar con las LDL oxidadas, para luego
transformarse en células espumosas, y contribuir de esa manera al inicio del

desarrollo de la estria grasa que marca el inicio del proceso de ateroclerosis
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(Ross, 1999). Por ello, la medida de las formas solubles las moléculas de
adhesion y marcadores de inflamacion se abordé para investigar los efectos
posibles del producto enriquecido en el proceso inflamatorio subyacente al
proceso aterosclerético. Se ha sugerido que VCAM-1 parece tener un papel més
relevante en los primeros estadios del inicio de la lesiéon aterosclerética
(Cybulsky et al., 2001), mientras que ICAM-1 parece estar mas implicada en
etapas posteriores cuando la lesion aterosclerdtica estd mas establecida (de
Caterina et al., 2000). Tras el “The Physician’s Health Study” se ha sugerido que
la concentracién plasmatica de ICAM-1 podria usarse para predecir el riesgo de
eventos cardiovasculares secundarios (Morris et al, 1995). En nuestra
intervencién por lo tanto se investig6 el efecto producido por el consumo de los
productos lacteos en VCAM-1 solo, al ser una poblacién que no tenia instaurada
ninguna ECV en especial. En los sujetos de la intervencion realizada en este
estudio, ambos grupos respondieron de la misma manera, disminuyendo

significativamente los valores de VCAM-1 un 10% en el tiempo 6 meses.

Estudios previos de intervencioén con dietas enriquecidas con distintos tipos de
grasa han mostrado efectos significativos en la concentraciéon de formas
solubles de moléculas de adhesion. Asi, en un estudio de 2 meses llevado a
cabo en el reino unido donde se administré una dieta rica en AGMIs se observé
un claro descenso en la concentraciéon plasmatica de ICAM-1 (Yagoob et al.,
1998). Otro estudio de 12 semanas realizado con suplementos de aceite de
pescado (1.2 g de EPA y DHA) en sujetos sanos mostr6 un descenso
significativo de VCAM-1 pero no de ICAM-1 (Miles et al., 2001).

Entre los marcadores biolégicos del proceso inflamatorio de la aterosclerosis
estd la proteina C reactiva (PCR). La evidencia acumulada hasta el momento
actual sugiere que la PCR ultrasensible representa un predictor de riesgo
cardiovascular, tanto en pacientes con enfermedad coronaria como en sujetos
aparentemente sanos ((Tracy et al., 1997; Arroyo-Espliguero et al., 2004). De hecho,
recientemente se ha sugerido que la PCR es un predictor de riesgo més potente

que los valores C-LDL y afiade valor pronéstico al de la escala convencional de
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Framingham (Koenig et al., 2004). Segan los resultados del estudio realizado por
Ridker y colaboradores (2001), valores elevados de PCR es predictor del riesgo
cardiovascular y la determinacién de la PCR unida al screening lipidico mejora
la valoracion global del riesgo. Recientemente se ha postulado que la PCR quiza
no sea un mero marcador biol6gico, sino un factor de riesgo cardiovascular
directamente implicado en la génesis de la placa aterosclerética vulnerable. La
PCR se puede encontrar en la pared arterial del vaso arteriosclerético y ayuda a
la fagocitosis de las particulas LDL por el macréfago para formar la célula
espumosa e interviene en el proceso trombético. La PCR ejerce una multitud de
efectos en la biologia endotelial, favoreciendo un fenotipo proinflamatorio y
proaterogénico: aumenta los valores de endotelina 1, promueve la expresiéon de
moléculas de adhesién endotelial (ICAM-1, VCAM-1) y de proteinas
quimiotécticas (MCP-1), asi como la produccion de radicales libres de oxigeno
(Libby et al., 2002).

Los valores de PCR de los pacientes de nuestro estudios e encontraban en el
intervalo de la normalidad. Si bien el grupo control no experiment6 cambios
durante la intervencion, el grupo que consumio6 el producto enriquecido mostré
una tendencia a la disminucién significativa a los 3 meses). Un estudio anterior
también mostré reducciones de PCR tras la administracion oral durante 4
semanas de EPA a pacientes con pancreatitis (IWigmore et al., 1997), aunque
existen pocos estudios que establezcan una relacién entre la ingesta EPA y

DHA y la reduccion de PCR.

Glucosa plasmatica

Los efectos producidos por la ingesta de distintos tipos de grasa en el control de
la glucosa e insulina han sido extensamente estudiados en diversos grupos de
poblaciéon. Se ha estudiado cémo una dieta rica en 4cido oleico y omega-3
tavorecen la utilizacién de glucosa y pueden prevenir la apariciéon de diabetes
(Louheranta et al., 2002) y como la sustitucion de grasas saturadas por
monoinsaturadas durante 2 meses en “The KANWU study” aumentaba la

sensibilidad a la insulina en 162 sujetos (Vessby et al., 2001). En el metaanélisis
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realizado por Friedberg y colaboradores(1998), el consumo de 3g/dia de AGPIs-
CL por diabéticos no producia ninguno efecto sobre la glucosa y si producia un
descenso del 25% en TG, pero cada incremento de 1gramo/dia a partir de esta
cifra producia un incremento de la glucosa del 0.74mmol/L. El consumo de los
productos lacteos del estudio no produjo cambios significativos en la
concentracién de glucosa ninguno de los 2 grupos, que se mantuvo dentro de
los niveles de la normalidad. En nuestro estudio se emplearon dosis reducidas
de EPA y DHA (0.34 g/dia) por lo que no era esperable un efecto en este
sentido, o a lo sumo un efecto marginal, especialmente porque los pacientes
participantes no padecian alteraciones en el metabolismo glucidico, y partian de
valores normales de glucosa en sangre, siendo éste uno de los criterios de

inclusion.

Transaminasas

Se investigo el efecto del producto enriquecido en la funcioén hepatica. Las
enzimas GOT y GGT de los pacientes del grupo E experimentaron un descenso
significativo tanto a los 3 como a los 6 meses, mientras que la GPT no se
modificé. Los efectos producidos por el consumo de AGPIs sobre el
metabolismo hepatico han sido objeto de intenso estudio en afios recientes y se
ha Illegado a relacionar la deficiencia de AGPIs-CL con concentraciones
elevadas de GPT en enfermos cirréticos Okita et al., 2002) y se han descrito
beneficios de dietas hipocaldricas ricas en AGPIs-CL omega-3 y antioxidantes
en enfermos obesos con higado graso. Por otra parte, el consumo de AGPIs-CL
n-3 a largo plazo parece no ejercer ningtn beneficio en el metabolismo del

higado (Eristland et al, 1995).

Metabolismo 6seo
En relacién al metabolismo 6seo, los estudios demuestran que los suplementos
de vitamina D pueden retrasar o reducir la pérdida de masa 6sea ([wamoto et al.,

2005; Vieth, 2005), ademas de ser imprescindible para una absorcion efectiva del
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calcio (Steingrimsdottir et al., 2005). Una estrategia conjunta para conseguir un
buen pico de masa 6sea mediante la prevencién consiste en suplementos de
calcio y vitamina D, evitar tabaco y actividad fisica (Rosen, 2005); ademads, se
recomienda el consumo de 400 a 800 Ul/dia para mujeres posmenopausicas si
se quiere disminuir el riesgo de fractura (Raisz LG, 2005).

En el estudio realizado, el enriquecimiento con 150 UI al dia de vitamina D y
unos 600 mg/dia de calcio en los dos tipos de preparado lacteo produjo un
incremento significativo de los valores de 25-hidroxivitamina D en ambos
grupos de pacientes a los 6 meses de intervencién, aunque es posible que este
aumento fuera debido al efecto de una mayor exposiciéon solar durante los
meses finales del estudio (agosto-septiembre-octubre). Ademds, ambos grupos
tuvieron modificaciones similares segtin la clasificaciéon realizada por valores
medios iniciales de vitamina D plasmética de normalidad, deficiencia o
insuficiencia. El calcio plasmatico aumenta en los dos grupos de igual manera,
poniéndose de manifiesto la biodisponibilidad del calcio contenido en los
productos lacteos (Zhu et al., 2005) que se incorpora de manera efectiva al
plasma, y por lo tanto, al hueso. Este efecto se observé también en un estudio
similar al realizado con leche semidesnatada enriquecida en calcio, fésforo,
lactosa y vitamina D en 80 mujeres postmenopausicas durante 6 meses con
edades entre 49 y 71 afios, que recibieron 5.7 pug de vitamina D y 1.200 mg de
calcio, déonde aumento la vitamina D plasmatica y mejoré los marcadores 6seos
medidos (Palacios et al., 2005). Por los tanto, los suplementos de calcio y
vitamina D deben ser recomendados dentro de las medidas preventivas en
todos los individuos de riesgo (Muiioz-Torres et al., 2003). Asi, pacientes con
hipovitaminosis D presentan un aumento del remodelado 6seo negativo e
incremento del riesgo de fracturas (Thomas y Demay, 2000; Reginster, 2005).
Ademas, en un estudio reciente de 15 ensayos clinicos con calcio con mujeres
posmenopausicas con osteoporosis se observé un incremento del 2% en la
densidad mineral 6sea tras la ingesta de suplementos de calcio de 1200 a 1500

mg/dia (Shea et al., 2002). Segtin un estudio realizado por Leboff y colaboradores
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(1999) el 60% de los pacientes con fractura de cadera tenian deficiencia de
vitamina D (<37nmol/L). Otros estudios han mostrado que una concentracién
plasmatica de 25-hidroxivitamina D mayor a 80 nmol/L puede disminuir el
riesgo de padecer fracturas por osteoporosis (Heany, 2005).

En los dltimos afios se ha intentado relacionar los AGPIs con el metabolismo
6seo. En estudios en animales la ingesta de AGPIs omega-3 disminuye la
osteoclastogénesis y la pérdida de masa 6sea en ratones ovarioectomizados
(Sun et al., 2003; Watkins et al., 2001). Aunque los estudios que relacionan los
AGPIs con el hueso son limitados, se observd en un estudio de intervenciéon en
mujeres de 65 afios con dieta pobre en calcio, que el consumo de suplementos
de AGs n-6 y n-3 con calcio diminuy6 la degradacién de hueso y producia el
incremento de la densidad osea (Kruger et al., 1998); aunque en otros estudios
como el realizado por Bassey y colaboradores (2000), la ingesta de un suplemento
de n-6, n-3 y calcio en mujeres posmenopausicas no produjo ningan tipo de
efecto sobre la densidad mineral 6sea. Otros estudios demuestran cémo el
DHA y el EPA aumentan la absorciéon de calcio y disminuyen la excrecién
urinaria de calcio, inhibiendo la osteoporosis en ratas (Sagakuchi et al., 1994; Sun
et al, 2004), mientras que la ingesta de grasas saturadas interfiere con la
absorcion de calcio y predisponen a la osteoporosis (Das, 2000). En estudios en
humanos, la reduccion del AA de los fosfolipidos resulté beneficiosa en
pacientes con osteoporosis (Priante et al., 2002) y, ademas, se ha estudiado la
posible relacién que existe entre un exceso en la producciéon de PGE> con un
aumento de resorcién 6sea. Esto es debido a que la PGE; sintetizada por los
osteoblastos activa la resorcién osteoclédstica del hueso, asi como la formacién
osteoblastica del hueso, pero a altas concentraciones de PGE; inhibe la
formacion de hueso (Ono et al., 2005). Por lo tanto, la grasa de la dieta influye en
la composiciéon del acido graso de la membrana del osteoblasto, si es rica en
AGPIs omega-3 se producird PGE: (derivado del AA) en menor cantidad y més
PGE; (derivado del AA). Aunque si se ha observado que niveles bajos del ratio

omega-6/omega-3 conllevan efectos beneficiosos sobre la densidad mineral
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6sea (Claassen et al., 1995, Albertazzi y Coupland, 2002), atn son necesarios mas
estudios para establecer una clara relacion entre los AGPIs n-3 y la
osteoporosis.

Respecto a la relaciéon del acido oleico y el metabolismo 6seo, son muy pocas
los estudios es los que se compare el efecto de la ingesta de diferentes tipos de
grasa sobre la composicién mineral del hueso, pero si se sabe que una ingesta
lipidica equilibrada es necesaria para la correcta absorcion de calcio y fésforo,
lo que permitira una adecuada osificacién y crecimiento. El tipo de grasa es
importante ya que el 4cido oleico y los AGs esenciales estimulan la absorciéon
de calcio, mientras que un exceso de AGSs de cadena larga deprimen la
absorcion de calcio (Laval y Laval, 1996). Asi, un estudio realizado por
Trichopoulou y colaboradores (1997) observé la existencia de una asociacion
positiva, tanto en hombres como en mujeres adultas, entre al ingesta de grasa
monoinstaurada y la densidad mineral del hueso, aunque hacen falta mas
ensayos que nos permitan profundizar en el tema con el fin de confirmar
dichos resultados.

Respecto a los marcadores 6seos, altos niveles de OPG se asocian de forma
positiva con la densidad mineral 6sea en columna lumbar y de forma negativa
con la presencia de fracturas vertebrales de modo que, a menor concentracion
de OPG sérico, mayor prevalencia de fracturas vertebrales (Mezquita-Raya et al.,
2005). Un estudio realizado en mujeres posmenopausicas, la administracion
directa de OPG aument¢ la formacion 6sea (Bekker et al., 2001).

En el estudio de esta memoria doctoral, se observé un aumento significativo de
OPG en el grupo E a los 6 meses y destacado en mujeres posmenopausicas y no
tan marcado en mujeres premenopausicas. Existen pocos estudios que
relacionen los AGPIs-CL con la OPG, aunque si se ha demostrado cémo el tipo
y cantidad de AGPIs-CL influyen en la formacién del hueso en ratas en
desarrollo mediante una dieta con omega-3, al disminuir la accién de la PGE;

producida por el AA (Watkins et al., 2003); conclusién similar a la obtenida por
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Brandstrom y colaboradores (1998) al realizar un estudio sobre cémo la PGE:
inhibe la formacién de OPG y estimula la resorcién 6sea.

El estudio del efecto de los productos administrados sobre el metabolismo 6seo
se completaria mediante la medicién de la masa 6sea por densitometria 0sea y
la determinacién de otros pardmetros de formacion o6sea (osteocalcina,
isoenzimas de la fosfatasa alcalina, propéptido N-terminal del procoldgeno tipo
I o PINP) y de resorcion 6sea (RANKL, actividad de la fosfatasa acida tartrato

resistente o TRAP, telopéptido carboxiterminal del colageno tipo I o CTX).

Resumen final

A pesar del gran numero de alimentos enriquecidos con AGPIs-CL n-3
disponibles, los efectos sobre la salud derivados del consumo regular de estos
productos suponen adn un reto en muchos casos aunque existen algunos
estudios al respecto (Gustafsson et al., 1996, Layne et al., 1996; Lovegrove et al.,
1997; Mantzioris et al., 2000). En nuestra intervencién, en comparacién con otras
realizados, se han adicionado cantidades reducidas de AGPIs-CL n-3 y acido
oleico a en una matriz lactea. Estd descrito que la grasa de la leche se absorbe
en el intestino con gran facilidad y eficiencia por lo que quiza el uso de este
vehiculo para la administracién de los AGPIs-CL n-3 y 4cido oleico, ademas de
ser un alimento de consumo regular, sea responsable de los efectos beneficiosos

cardiovasculares encontrados a bajas dosis.

A lo largo de la intervencién se ha comprobado que el consumo diario de
cantidades dietéticas de AGPIs-CL omega-3, 4cido oleico, 4cido fdlico y
vitaminas Bs, D y E, aument6 de manera positiva sus concentraciones
plasmaticas en los sujetos estudiadas. El aumento de estos biomarcadores de
ingesta muestra el cumplimiento de los protocolos de ingesta del producto y
debe interpretarse como una incorporaciéon efectiva de los nutrientes al
organismo. Es importante subrayar que las cantidades de los nutrientes
suministrados con el preparado son reducidas y en el contexto de una dosis

alcanzable mediante una dieta equilibrada. El uso de la leche como vehiculo
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transportador de estos nutrientes, puede haber contribuido a este hecho, puesto
que: 1) La leche es un alimento de uso diario, lo que facilita su acceso y
consumo, y puede facilitar el cumplimiento del protocolo; 2) La leche se
consume en contextos espaciados a lo largo del dia (en el desayuno, la
merienda, la cena...) y se ha demostrado que la absorcién en el intestino de los
AGPIs-CL omega-3 mejora cuando éstos se ingieren asociados a otras grasas y
en pequefas dosis distribuidas a lo largo del dia (Lawson y Hughes, 1988); 3) La
caseina de la leche favorece la dispersion de la grasa y productos liposolubles
en micelas, incrementando de esta manera la superficie de absorcién y por
consiguiente la biodisponibilidad potencial de las grasas y vitaminas

adicionadas (Visioli et al., 2000).

La ingesta de alimentos enriquecidos en AGPIs-CL omega-3 (EPA y DHA) es
una opcion disponible que puede ser eficaz en la reduccién de factores de
riesgo de enfermedades, sustituyendo a los suplementos y sin originar cambios
en los héabitos alimentarios del consumidor. Aunque el mercado de alimentos
funcionales estd en constante expansion, se necesitan muchos maés estudios que
evalten en qué medida el consumo de alimentos funcionales produce efectos
beneficiosos para la salud, un drea de investigacion que con toda seguridad

continuara desarrolldndose en los préximos afios.

Perspectivas

Los estudios descritos en esta memoria de Tesis Doctoral, describen el papel
que determinados nutrientes pueden desempefiar en la disminucién del riesgo
cardiovascular y en el metabolismo 6seo. Los resultados de esta Memoria
Doctoral han originado el inicio de investigaciones posteriores en otros grupos

de poblacion:

a) Evaluacion de un programa de alimentacién saludable en combinacién con

el consumo del producto lacteo enriquecido en individuos con Sindrome
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Metabélico, en colaboraciéon con departamento de Medicina Interna del

Hospital Reina Sofia de Cérdoba.

b) Estudio de los mecanismos de accion por los que cada nutriente
suministrado ha podido contribuir a la mejora en los pardmetros o6seos

observados en mujeres postmenopdausicas y modelos animales.

c) El uso de alimentos funcionales como herramienta de alimentacién saludable
abre un campo interesante en la prevenciéon a largo plazo de este tipo de
enfermedades. En la actualidad se estan llevando a cabo desarrollos de
alimentos funcionales a escala “piloto” empleando otras matrices alimentarias

y diferentes tipos de aceites de pescado.
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Conclusiones

El consumo continuado durante seis meses de dosis dietéticas de 4dcidos
grasos poliinsaturados omega-3, 4cido oleico, vitaminas Bs, E y 4cido
folico administradas de manera conjunta en una matriz lactea,
contribuyé a la reduccién de diversos factores de riesgo de la
enfermedad cardiovascular en individuos dislipémicos, al reducir las
concentraciones plasmaticas de colesterol total, colesterol-LDL,
triglicéridos, ratio AA/EPA, proteinas de fase aguda y formas solubles
de moléculas de adhesion. Ademads, contribuyé al aumento del ratio
vitamina E/colesterol total y a la mejora del status vitaminico de los
pacientes, al incrementar las concentraciones plasmaticas de acido fdlico

y vitamina Be.

El consumo de estos nutrientes contribuyé a mejorar marcadores
relacionados con el metabolismo 6seo, aumentando las concentraciones
plasméticas de OPG, calcio y 25-vitamina D, factores muy importantes

en la salud 6sea y en la prevencién de la osteoporosis.

El uso de alimentos funcionales puede suponer una herramienta sencilla
y efectiva para promover el consumo de nutrientes que ayuden a
mantener un equilibrio dietético y la obtencién de un beneficio para

nuestra salud.
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