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Resumen

I. RESUMEN.

Introduccion: Una de las caracteristicas mas comunes de los pacientes con sindrome
metabolico (SMet) es la obesidad abdominal. EI aumento y expansion que experimenta
el tejido adiposo (TA) en personas obesas provoca una serie de alteraciones
fisiopatoldgicas entre las que destaca la disfuncion del TA. La exposicién a un balance
positivo de energia durante un largo periodo de tiempo produce fendmenos de
hiperplasia (incrementa el nimero de adipocitos) e hipertrofia (incrementa el tamafio de
los adipocitos) en el TA que desemboca en una disfuncién de éste, asi como en la
infiltracion de macrofagos en el mismo. La disfunciéon del TA a menudo ocasiona la
alteracion de los procesos que regulan el metabolismo lipidico (lipogénesis y lipolisis),
y el contenido de masa grasa corporal, lo que puede ejercer un papel importante en las
patologias asociadas a la obesidad. Por otra parte, la disfuncién del TA ha sido
relacionada con la disfuncion de varias organelas del adipocito, provocando el estrés del
reticulo endoplasmico (RE) y estrés oxidativo (disfuncion de la mitocondria),
fendmenos que han sido asociados con la activaciéon de las vias inflamatorias y la
produccién de citoquinas pro-inflamatorias, y que contribuyen al estado inflamatorio de
bajo grado caracteristico en obesidad y SMet, lo que a su vez influye en el fendmeno de
resistencia a insulina y desarrollo de enfermedades cardiovasculares (ECV). Los
avances en el conocimiento del efecto de la cantidad y tipo de grasa en la dieta sobre la
disfuncién del TA contribuyen al desarrollo de medidas para mejorar el tratamiento y

prevencion del SMet y sus patologias asociadas.

Hipdtesis: La cantidad y tipo de grasa en la dieta puede modular la funcion endocrina y
el metabolismo lipidico, asi como procesos relacionados con enfermedad cardiovascular

en el TA de pacientes con SMet.

Objetivo principal: Evaluar si el consumo de cuatro modelos dietéticos con diferente
cantidad y tipo de grasa modula a largo plazo en ayunas y durante el estado postprandial
la funcion endocrina del TA, modificando la expresion génica de adiponectina,
resistina, leptina, PAI-1 (plasminogen activator inhibitor 1), RBP4 (retinol binding

protein type 4), en el TA subcutaneo de pacientes con SMet.
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Objetivos secundarios: 1) Investigar el efecto a largo plazo en ayunas y en estado
postprandial del consumo de cuatro modelos dietéticos con diferente cantidad y tipo de
grasa sobre la expresion de genes relacionados con el metabolismo lipidico (captacion
de lipidos de la dieta por el TA,; lipogénesis; lipogénesis de novo; lipdlisis,
almacenamiento de lipidos en los adipocitos). 2) Investigar el efecto a largo plazo en
ayunas Yy en estado postprandial del consumo de cuatro modelos dietéticos con diferente
cantidad y tipo de grasa sobre la expresion de genes relacionados con el estrés de RE. 3)
Investigar el efecto a largo plazo en ayunas y en estado postprandial del consumo de
cuatro modelos dietéticos con diferente cantidad y tipo de grasa sobre la expresion de
genes relacionados con la respuesta inflamatoria en TA subcutdneo de pacientes con
SMet. 4) Analizar la relacién de la expresion en TA de los genes involucrados en la
diferentes rutas metabdlicas estudiadas tanto en estado de ayunas antes y después de la
intervencion dietética, asi como en estado postprandial. 5) Analizar la relacion entre la
expresion génica en TA de los procesos estudiados y los indicadores de riesgo
metabolico como son sensibilidad a la insulina, valores de lipemia postprandial e indice
de masa corporal.

Sujetos, disefio y metodologia: El estudio con disefio aleatorizado se llevo a cabo con
un subgrupo de 39 pacientes con SMet del estudio LIPGENE, éstos pacientes fueron
asignados a una de las siguientes cuatro dietas por un periodo de 12 semanas: A.
Modelo de dieta occidental, rica en grasa saturada (HSFA), 38% energia proveniente
de la grasa; B. Dieta rica en grasa monoinsaturada (HMUFA), 38% energia
proveniente de la grasa; C. Dieta pobre en grasa (28% energia), rica en hidratos de
carbono complejos (LFHCC); D. Dieta pobre en grasa (28% energia), rica en hidratos
de carbono complejos suplementada con 1.24 g/d n-3 PUFA. (LFHCC n-3). Después
de la intervencidn dietética se administré una comida grasa con la misma composicion
de acidos grasos que la dieta original. Antes y después de la intervencion dietética en
estado de ayuno y después de 4 hrs de la ingesta de la comida grasa se tomaron
muestras de TA subcutaneo. Nosotros hemos determinado la expresion de genes
relacionados con la funcién endocrina (adiponectina, resistina, leptina, PAI-1
(plasminogen activator inhibitor 1), RBP4 (retinol binding protein type 4)),
relacionados con el metabolismo de lipidos (involucrados en la captacion de lipidos de

la dieta por el TA (LPL (lipoprotein lipase), lipogenesis, de novo lipogenesis
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(SREBP1 (Sterol regulatory element binding protein 1), FASN (Fatty acid synthase),
SCD1 (Stearoyl-CoA desaturase-1)), lipdlisis (HSL (sensitive lipase hormone), ATGL
(adipose triglyceride lipase), MGL (monoacylglycerol lipase)), genes relacionados con
el almacenamiento de lipidos en los adipocitos (perilipina, vimentina, caveolina y
FABPA4 (fatty acid binding protein 4)), asi como también fueron estudiados los genes
relacionados con el estrés de RE (XBP-1 (X-box binding protein 1), CNX (calnexina),
CRT (calreticulina), PDIA-3 (protein disulfide isomerase family A, member 3), BiP
(glucose-regulated protein, 78kDa), GSTP1 (glutathione S-transferase pi 1)), y
relacionados con la respuesta inflamatoria (sub unidad p65 de NF-kB y la subunidad
alfa y p de su inhibidor (IkBa, IkBB2) y la expresion de citoquinas proinflamatorias
(IL-6, MCP-1 y IL1B)). El anélisis de llevo a cabo por PCR a tiempo real en TA
subcutaneo de pacientes con SMet.

Resultados: ElI consumo a largo plazo de las dietas HSFA, LFHCC, y LFHCC n-3
disminuy6 los niveles de mRNA de adiponectina (p=0,021, p=0,023, y p=0,046,
respectivamente) y de perilipina (p=0,010, p=0,002, y p=0,002, respectivamente) en
ayunas. En contraste, la ingesta de la comida HMUFA indujo una disminucion
postprandial en la expresion de adiponectina (p=0,008) y de perilipina (p=0,014). El
consumo de las dietas LFHCC y LFHCC n-3 redujo los niveles de mMRNA de RBP4
(p=0,039 y p=0,027, respectivamente) en ayunas. ElI consumo de la dieta LFHCC n-3
disminuyd los niveles de MRNA de SREBP1 (p=0,007) y SCD-1 (p=0,043) en estado
de ayunas después del periodo de intervencion dietética en comparacion con la dieta
LFHCC. Ademas, hemos observado que la expresion de ATGL aumenta en estado de
ayunas después del consumo de la dieta HSFA en comparacion con el consumo de las
dietas HMUFA, LFHCC y LFHCC n-3 (todas p=0,001), y en estado postprandial
(p=0,002, p=0,001 y p<0,001 respectivamente). La expresion génica de XBP-1 se
induce en el estado postprandial, independientemente de la dieta consumida (p<0,001).
Ademas, la expresion génica de BiP aumenta en el estado postprandial despues del
consumo de las comidas HMUFA (p=0,006), LFHCC (p=0.028) y LFHCC n-3
(p=0,028), y tiende a aumentar después del consumo de la comida HSFA (p=0,062).
También, hemos observado que la expresion génica de p65, IkBa, MCP-1 y IL1pB se
induce en TA en estado postprandial (p65 (p=0,003), e IkBa, MCP-1 y IL1B

(p<0,001)), independientemente de la calidad y cantidad de la grasa de la dieta.
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Conclusion principal: La cantidad y tipo de grasa en la dieta modula la expresion de
adipoquinas en tejido adiposo al interaccionar con mecanismos de regulacion comunes,
que controlan en paralelo la expresion de adipoquinas y genes relacionados con el

almacenamiento y procesamiento de lipidos.

Conclusiones secundarias: Nuestros resultados sugieren que el proceso de lipogénesis
en TA de pacientes con SMet es susceptible de ser modulado por el tipo de grasa en la
dieta. De hecho, nuestro estudio demostrd que la dieta LFHCC parece inducir el proceso
de lipogenesis y la suplementacién de esta dieta con acidos grasos poliinsaturados
omega-3 evita esta induccion. EI consumo de grasa saturada aumenta el proceso de
lipdlisis en TA de pacientes con SMet tanto en estado de ayunas como en estado
postprandial. Ademas, en el estado postprandial tiene lugar un incremento de estrés de
RE y una exacerbada respuesta inflamatoria en TA de pacientes con SMet la cual parece
ser independiente de la calidad y cantidad de la grasa de la dieta. Por otra parte, nuestros
resultados demostraron que el aumento de estrés de RE y la induccién de la respuesta
inflamatoria en el estado postprandial en TA son procesos relacionados entre si. Hemos
observado que existe una relacion entre la expresion génica de las rutas estudiadas en
TA subcutaneo de pacientes con SMet y los indicadores de riesgo metabolico. La
funcién endocrina y la respuesta inflamatoria postprandial del TA de pacientes con
SMet estan asociadas con los valores de lipemia postprandial. Ademas, una apropiada
respuesta al estrés de RE en TA en estado postprandial parece estar asociada con la
reduccion de la glucemia y lipemia postprandial. Por Gltimo, hemos observado que la
obesidad, en términos de indice de masa corporal, determina la expresion de los genes

que codifican para la adiponectina, la leptina y la ATGL, en TA de pacientes con SMet.
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I. ABSTRACT.

Introduction: One of the most common components of the metabolic syndrome (MetS)
Is the abdominal obesity. The growth and expansion of adipose tissue (AT) in obesity
leads to several pathophysiological changes, being the most important the AT
dysfunction. A positive energy balance over a long period of time produces phenomena
of hyperplasia (increased number of fat cells) and hypertrophy (increased size of
adipocytes) in AT, which lead to AT dysfunction, as well as to the macrophage
infiltration. AT dysfunction in turn, leads alteration on the processes that regulate lipid
metabolism in AT (lipogenesis and lipolysis), and the disruption of the homeostasis of
body fat mass content, and plays an important role in the pathologies associated to
obesity. On the other hand, AT dysfunction has been linked to the dysfunction of
several adipocyte organelles, causing both endoplasmic reticulum (ER) stress and
oxidative stress (mitochondrial dysfunction), phenomena that have been associated with
the activation of inflammatory pathways and the production of proinflammatory
cytokines, which contribute to low-grade inflammatory state characteristic of obesity
and MetS, and which in turn influences on the phenomenon of insulin resistance and
development of cardiovascular disease (CVD). Advances in the knowledge of the effect
of the quantity and quality of dietary fat on AT dysfunction can contribute to the
development of diet-based treatment in the prevention of MetS and its associated

pathologies.

Hypothesis: The quantity and the quality of dietary fat can modulate the endocrine
function as well as the lipid metabolism and cardiovascular disease-related processes in
the AT of patients with MetS.

Main objective: To evaluate whether the consumption of four dietary models with
different quantity and quality of fat modulates, after a long-term consumption in fasting
and at the postprandial state, the endocrine function of AT by modifying the gene
expression of adiponectin, resistin, leptin, PAI-1 (plasminogen activator inhibitor 1),

RBP4 (retinol binding protein type 4) in the subcutaneous AT of patients with MetS.

Secondary objectives: 1) To investigate the effect of the long-term consumption in

fasting state and at the postprandial state of four dietary models with different quantity
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and quality of fat on the expression of genes related to the lipid metabolism (uptake of
dietary lipids by the AT, lipogenesis, de novo lipogenesis, lipolysis and lipid storage in
adipocytes). 2) To investigate the effect of the long-term consumption in fasting state
and at the postprandial state of four dietary models with different quantity and quality of
fat on the expression of genes related to ER stress. 3) To investigate the effect of the
long-term consumption in fasting state and at the postprandial state of four dietary
models with different quantity and quality of fat on the expression of genes related to
inflammatory response in subcutaneous AT of MetS patients. 4) To analyze the
relationship between the different metabolic pathways studied each other by comparing
the AT gene expression of genes involved in different metabolic pathways studied in the
fasting state before and after the dietary intervention and at the postprandial state. 5) To
analyze the relationship between AT gene expression and metabolic risk indicators such

as sensitivity to insulin, postprandial lipemia values and body mass index.

Subijects, design and methodology: A randomized, controlled trial conducted within
the LIPGENE study assigned 39 MetS patients to one of four diets for 12 weeks: A.
Western diet model: rich in saturated fat (HSFA), 38% energy from fat; B. Diet rich in
monounsaturated fat (HMUFA), 38% energy from fat; C. Low-fat diet (28% energy),
rich in complex carbohydrates supplemented with placebo (LFHCC); D. Low-fat diet
(28% energy), rich in complex carbohydrates supplemented with 1.24 g / d n-3 PUFA
(LFHCC n-3). A fat challenge reflecting the fatty acid composition as the original
diets was conducted post-intervention. Before and after dietary intervention in fasting
state and 4 h after the intake of the meals, samples of subcutaneous AT were collected.
We have determined the expression of genes related with endocrine function
(adiponectin, resistin, leptin, PAI-1 (plasminogen activator inhibitor 1), RBP4 (retinol
binding protein type 4)), related with lipid metabolism (involved in the uptake of
dietary lipids by the AT (LPL (lipoprotein lipase), lipogenesis, de novo lipogenesis
(SREBP1 (sterol Regulatory element binding protein 1), FASN (Fatty acid synthase),
SCD1 (Stearoyl-CoA desaturase-1)), lipolysis (HSL (sensitive lipase hormone),
ATGL (adipose triglyceride lipase), MGL (monoacylglycerol lipase)) and genes
related to lipid storage in adipocytes (perilipin, vimentin, caveolin and FABP4 (fatty
acid binding protein 4)), related to ER stress (XBP-1 (X-box binding protein 1) , CNX

(calnexin), CRT (calreticulin), PDIA-3 (protein disulfide isomerase family A, member
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3), BiP (glucose-regulated protein, 78kDa), GSTP1 (glutathione S-transferase pi 1)),
and related to inflammatory response (p65 subunit of NF-kB and the alpha subunit and
B of its inhibitor (IkBa, IkBp2) and the expression of proinflammatory cytokines (IL-
6, MCP-1 and IL1p)) by real time PCR in the subcutaneous AT of patients with MetS.

Results: The long-term consumption of HSFA, LFHCC, and LFHCC n-3 diets
decreased of the adiponectin (p=0.021, p=0.023, and p=0.046, respectively) and the
perilipin fasting mRNA level (p=0.010, p=0.002, and p=0.002, respectively). In
contrast, HMUFA meal induced a postprandial decrease in the adiponectin (p=0.008)
and the perilipin gene expression (p=0.014). LFHCC and LFHCC n-3 diets
consumption reduced the fasting mRNA level of RBP4 (p=0.039) (p=0.027)
respectively. The consumption of LFHCC n-3 diet decreased SREBP1 (p=0.007) and
SCD-1mRNA levels (p=0.043) in fasting state after the dietary intervention period as
compared to LFHCC diet. We found that ATGL gene expression increased after HSFA
diet consumption as compared with HMUFA, LFHCC and LFHCC n-3 diets in fasting
state after dietary intervention (all p=0.001), and at postprandial state (p=0.002)
(p=0.001), (p<0.001) respectively. We found that expression of XBP-1 is induced in the
postprandial state irrespective of diet consumed (p<0.001). Additionally, BiP gene
expression increased at the postprandial state after consumption of HMUFA (p=0.006),
LFHCC (p=0.028), and LFHCC n-3 (p=0.028) meals, and tended to increase after
consumption of HSFA meal (p=0.062). We found that p65, 1kBa, MCP-1 and IL1J
gene expression is induced in AT at the postprandial state (p65 p=0.003) and IkBa,
MCP-1 and IL1B (p<0.001), regardless of the quality and quantity of the dietary fat.

Main Conclusion: Dietary fat induces a differential adipokines gene expression by
interaction with common mechanisms controlling the expression of adipokines and lipid

storage and processing genes.

Secondary conclusions: Our results suggest that the lipogenesis is susceptible to be
modulated by dietary fat in AT of patients with MetS. In fact, our study showed that
LFHCC diet appears to induce the process of lipogenesis and the supplementation of
this diet with n-3 PUFA avoids this induction. The consumption of saturated fat

increases lipolysis in AT of patients with MetS both in the fasting state and postprandial



Abstract

state. Moreover, at the postprandial state, it takes place an increase of ER stress and an
exacerbated inflammatory response in AT of patients with MetS which seem to be
independent of the quality and quantity of dietary fat. On the other hand, our results
showed that the increase of ER stress and induction of an inflammatory response in the
postprandial state in AT are related processes in patients with MetS. We found a
relationship between the gene expression of the pathways studied in subcutaneous AT
of patients with MetS and cardiometabolic risk indicators. Our results suggest that the
endocrine function and the postprandial expression of inflammatory genes of AT in
patients with MetS is related with postprandial lipemia. Additionally, an appropriate
postprandial response to ER stress in AT seems to be associated with reduction in the
postprandial glycemia and lipemia in patients with MetS. Lastly, obesity, in terms of
body mass index, determines the expression of several genes (adiponectin, leptin,
ATGL) in AT of patients with MetS.
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Il. INTRODUCCION.

1. TEJIDO ADIPOSO.

La obesidad ha alcanzado proporciones epidémicas a nivel mundial, siendo
considerada la enfermedad metabdlica mas frecuente en los paises desarrollados.
Actualmente la obesidad es considerada un problema importante de salud publica
debido al estrecho vinculo con el incremento de las enfermedades cardiovasculares
(ECV).

El concepto de obesidad se refiere al incremento de tejido adiposo corporal,
como consecuencia de un largo periodo de balance energético positivo, en el que las
calorias ingeridas son mayores a las consumidas, originando una ganancia de peso (1).
El incremento drastico en la incidencia de la obesidad y su asociacion a diversas
patologias ha generado un creciente interés por estudiar el adipocito como célula diana
y el tejido adiposo como drgano metabdlicamente activo, que en condiciones de
aumento 6 expansion, influye en el desarrollo de un ambiente proaterogénico, debido al
nexo de la obesidad con un estado inflamatorio crénico de bajo grado y aumento de
estrés oxidativo que ocurre en obesidad y al hecho de que ambos procesos estén
implicados en el desarrollo de aterosclerosis y resistencia a la insulina (2).

En base a su histologia, distribucion y funcionalidad, el tejido adiposo puede
clasificarse en tejido adiposo marrén o multilocular y tejido adiposo blanco (TAB) o
unilocular (3). La principal funcion del tejido adiposo marrdn es generar calor debido a
la presencia de mitocondrias ricas en proteinas desacoplantes (UCP, Un-Coupling
Protein) (4), y aunque se ha demostrado que esta presente en la vida adulta, son
necesarios mas estudios para esclarecer su relaciéon con la obesidad y otros trastornos
metabdlicos (5). En este sentido, hemos centrado nuestro estudio en el TAB, debido a la
funcién endocrina y a su participacion en la regulacion de la homeostasis del
metabolismo lipidico que ejerce en el organismo, asi como su relacion con las

patologias relacionadas con la obesidad cuando éstas funciones se encuentran alteradas.

1.1 Tejido adiposo blanco.

Caracteristicas histologicas.
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El TAB estd constituido por un 30-60% de adipocitos, junto con celulas
sanguineas, células endoteliales, precursores de los adipocitos (fundamentalmente
fibroblastos, preadipocitos, células mesenquimales pobremente diferenciadas),
monocitos y macrofagos infiltrados, aumentando éstos ultimos con el grado de obesidad
(6, 7). A nivel extracelular, este tejido se caracteriza por una red de pequefios vasos
sanguineos que facilitan el constante flujo bidireccional de nutrientes y oxigeno.

Los adipocitos, son uniloculares (una sola gota lipidica), generalmente tienen
diametros superiores a las 100 micras, forma poliédrica y presentan un nucleo
asimétrico (8). El tamafio del adipocito puede variar en funciéon de la cantidad de
triglicéridos (TG) que almacena. El incremento en la masa grasa se manifiesta como el
aumento de lipidos intracelulares y gran tamafio del adipocito (hipertrofia) y en el
numero de adipocitos (hiperplasia). En términos de desarrollo y diferenciacion, el
aumento de tamafo del adipocito cambia con mas rapidez que su numero, indicando un

predominio del mecanismo de hipertrofia sobre el de hiperplasia (9).

Distribucion.

El TAB se encuentra distribuido principalmente en los compartimentos
subcutaneo y visceral. El subcutaneo se ubica bajo la piel y comprende alrededor del
80% de la grasa corporal total (10), mientras que el visceral, que supone un 10% del
total, se localiza profundamente rodeando las visceras. El tejido adiposo restante se
encuentra en zonas retroperitoneales, perirrenales, orbitales e intramusculares (11).

En el adulto, el TAB se localiza principalmente en la regién subcutanea,
abdominal o central e intramuscular, representando en el hombre en condiciones
normales, entre un 9 y un 18% del peso corporal total, y entre un 19 y un 28% en la
mujer. La distribucién del tejido adiposo es diferente segun el sexo y la edad. En las
mujeres, al aumentar la edad, el tejido adiposo se deposita principalmente en la regién
inferior del cuerpo y en area subcutanea, mientras que en los varones lo hace en la mitad
superior con mayor tendencia en las regiones abdominales (12).

En funcidén de donde se almacene la grasa, se pueden distinguir dos tipos de

obesidad; la obesidad androide y la obesidad ginecoide. En el fenotipo de obesidad
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androide o “tipo manzana”, el deposito de grasa se encuentra en la region central o
visceral y se ha relacionado con el riesgo de desarrollar las patologias asociadas a la
obesidad incluyendo resistencia a la insulina e incremento del riesgo cardiovascular. Por
este motivo se considera la medida de circunferencia de cintura y la relacion
cintura/cadera, un indicador de riesgo méas adecuado que el indice de masa corporal
(IMC). También se ha observado que el tejido adiposo subcutaneo abdominal profundo
estd estrechamente relacionado con la resistencia a la insulina de manera muy similar a
la grasa visceral (13).

El deposito glateo-femoral (fenotipo de obesidad ginecoide o “tipo pera”) se
caracteriza por un predominante deposito de grasa en las partes inferiores del cuerpo,
principalmente en el tejido adiposo femoral y gluteal. A diferencia de la obesidad

androide este tipo de obesidad tiene menor relevancia a nivel patoldgico (14).

1.2 Funcién endocrina del tejido adiposo.

El tejido adiposo habia sido considerado durante mucho tiempo Unicamente como
un reservorio de energia. Sin embargo, actualmente es considerado un 6rgano que
desempefia una importante actividad endocrina (15). El tejido adiposo libera numerosas
proteinas llamadas adipocitoquinas o adipoquinas, que participan en la regulacion
autocrina y paracrina del propio tejido pero que también afectan a organos distantes,
tales como el higado, musculo, pancreas y cerebro (16). Las adipoquinas estan
implicadas en la regulacion del peso corporal, la sensibilidad a la insulina, el
metabolismo de la glucosa y de lipidos, asi como también influyen en los procesos
inflamatorios (17).

Entre las adipoquinas con funciones de mayor relevancia en el organismo se
encuentran: adiponectina, resistina, leptina, RBP4 (Proteina transportadora de retinol
tipo 4), y PAI-1 (Inhibidor del activador del plasmindgeno 1).

Adiponectina

También conocida como adipoQ, la adiponectina es una proteina de 244
aminoacidos expresada en tejido adiposo. ElI aumento del tejido adiposo ha sido
asociado con la disminucién de la produccién de adiponectina, a la cual se le atribuyen
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propiedades antidiabéticas, antiaterosclerdticas y antiinflamatorias (18). Se ha
demostrado que los niveles plasmaticos de adiponectina estan relacionados de manera
positiva con la regulacion de la actividad del receptor de insulina tirosina quinasa en
musculo esquelético y el grado de sensibilidad a la insulina (19).

El efecto antiinflamatorio de la adiponectina se debe en parte a que inhibe la
expresion de moléculas de adhesion (ICAM-1 y VCAM-1), debido a su accién
inhibidora de la sintesis de TNFa, el cual induce la expresion de esta moléculas.
Ademaés, disminuye la respuesta inflamatoria inhibiendo la maduracion de los
macrdfagos y suprimiendo la formacion de células espumosas (20). Por otra parte, su
expresion en tejido adiposo se ha relacionado negativamente con las concentraciones
circulantes de proteina C-reactiva (21). La adiponectina ademas, reduce la
concentracion de cidos grasos libres (AGL) circulantes, lo que disminuye la resistencia
a la insulina (22). Algunos estudios han demostrado que los niveles de esta adipoquina
estimula la sintesis de 6xido nitrico, y reducen la proliferacion de la intima de vasos

sanguineos lesionados (23, 24).

Resistina

La resistina es una proteina de 114 aminoacidos, relacionada con el proceso de
adipogénesis (25). La resistina ha sido asociada positivamente con resistencia a la
insulina en higado, musculo esquelético y tejido adiposo (26). En musculo esquelético,
reduce la translocacion de GLUT-4 (transportador de glucosa tipo 4) y por tanto, la
captacion de glucosa, contribuyendo de esta manera a un estado de resistencia a la
insulina y desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) (27). A su vez, también ha sido

relacionada con el aumento en la secrecion de citoquinas inflamatorias como TNFa
(26).

Leptina

La leptina tiene un efecto directo sobre el hipotdlamo, donde produce la
sensacion de saciedad. Se considera que las altas concentraciones de leptina en personas

obesas esta relacionada con una resistencia a la leptina. Por otra parte, se ha demostrado
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que el transporte de leptina esta alterado en personas obesas, y que el efecto
anorexigeno de la leptina a nivel hipotadlamo esta deteriorado (28). Esta adipoquina esta
asociada a un estimulo de la lipdlisis; la inhibicion de la lipogénesis, el incremento del
metabolismo de glucosa y la estimulacién de la oxidacion de acidos grasos. Por otra
parte, ha sido implicada en procesos de proliferacion de linfocitos, produccion de

citoquinas inflamatorias, y estrés oxidativo entre otros (25, 29).

RBP4

Esta adipoquina se secreta predominantemente en tejido adiposo visceral y en
higado. Sus niveles plasmaticos aumentan en condiciones de resistencia a la insulina,
DMT2, dislipemia, hipertension, sindrome metabdlico (SMet), respuesta inflamatoria
(30-32) y adiposidad visceral (33). En humanos, se ha observado una relacion inversa
de la expresion de RBP4 en suero con GLUT4 en adipocitos, por lo que la deleccion de
GLUT 4 podria causar resistencia a la insulina sistémica e incrementar el riesgo de
padecer DMT2 (34).

PAI-1

Es una proteina de 379 aminoacidos que inhibe el sistema fibrinolitico. Se han
observado niveles circulantes elevados de PAI-1 en estados inflamatorios como la
obesidad y el SMet (35). Se ha descrito que la sintesis de PAI-1 aumenta por la insulina,
los glucocorticoides, la angiotensina Il, y por citoquinas como TNFa (36), asi como
también se han relacionado los &cidos grasos de la dieta con los niveles de PAI-1 en
plasma (37). La fibrindlisis se encuentra disminuida en la obesidad, se debe
probablemente a un incremento en la expresién de PAI-1 en el tejido adiposo, ya que se
ha observado que la pérdida de peso es eficaz en la reduccion de los niveles de PAI-1 en

plasma y en tejido adiposo subcutaneo abdominal (38).

1.3. Metabolismo de lipidos en tejido adiposo.
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La principal funcion del tejido adiposo es el almacenamiento del exceso de
energia ingerida, y la liberacion de energia hacia otros tejidos, tales como el musculo
esquelético y el higado.

Existen dos procesos principales implicados en el metabolismo de lipidos en
tejido adiposo. La lipogénesis que es considerada la reaccion bioquimica por la cual son
sintetizados los acidos grasos Yy esterificados con el glicerol para formar grasas de
reserva, o lipidos estructurales y la lipolisis, que es el proceso metabdlico mediante el
cual los lipidos del tejido adiposo son hidrolizados para producir &cidos grasos y
glicerol para cubrir las necesidades energéticas. Todas estas vias metabolicas estan
rigurosamente controladas por factores nutricionales, metabélicos y neurohormonales,
siendo la insulina el regulador clave del metabolismo de los &cidos grasos en el tejido
adiposo (39).

1.3.1 Captacion de lipidos en tejido adiposo.

La mayor parte de lipidos en los alimentos se encuentran formando TG. El
metabolismo de los TG depende de la longitud de la cadena de los &cidos grasos que los
forman. Los TG que contienen acidos grasos de cadena corta y media son hidrolizados
en la boca y en el estbmago a 2-monoglicerol (2-MG) y AGL por accion de la lipasa
lingual y por la lipasa géastrica, y son absorbidos directamente por las células epiteliales
del intestino, entrando posteriormente a la sangre portal y asi transportados al higado
unidos a la albumina. El resto de la grasa proveniente de la dieta llega al intestino donde
es emulsionada por las sales biliares en pequefias particulas. La grasa emulsionada es
hidrolizada por la enzima lipasa y la colipasa pancredticas; la secrecion de sales biliares
y de enzimas pancreéticas esta estimulada por la hormona intestinal colecistoquinina.
Los &cidos grasos y 2-MGs producidos por digestion de los TG son a su vez
emulsionados por las sales biliares y empaquetados en micelas. Las micelas viajan a la
superficie de las microvellosidades de las células del epitelio intestinal donde los acidos
grasos y 2-MG son absorbidos. Una vez dentro de las células del intestino los &cidos
grasos son re-esterificados en el reticulo endoplasmico liso para formar TG. Las células
intestinales empaquetan los TG junto con proteinas, colesterol, vitaminas liposolubles y

fosfolipidos en lipoproteinas Ilamadas quilomicrones, que posteriormente se segregan a
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la linfa y alcanzan el plasma a través del conducto toracico. La principal apoproteina de
los quilomicrones es la apoB48, pero ademas contienen las apoproteinas A, C y E.
Cuando los quilomicrones alcanzan los tejidos periféricos, y principalmente en tejido
adiposo, sus TG son hidrolizados a traves de la accion de la LPL (lipoproteina lipasa).
La LPL es una glucoproteina localizada en la superficie endotelial, sintetizada
principalmente en el tejido adiposo, y encargada de hidrolizar los TG transportados por
las lipoproteinas hasta AGL y glicerol. Dentro de los adipocitos, los AGL son
esterificados con glicerol para formar TG y ser almacenados dentro de las gota lipidica
(40).

La regulacion de la sintesis y actividad de la LPL adipocitaria se encuentra
modulada por diferentes factores hormonales y nutricionales. Respecto a los factores
hormonales, se ha descrito que la insulina es el principal modulador de la actividad de la
LPL (41) y las hormonas sexuales ejercen un papel directo sobre el control del
metabolismo de lipidos en tejido adiposo. La testosterona inhibe la actividad de la LPL
en adipocitos, reduciendo por tanto la entrada de &cidos grasos en la célula y por el
contrario, la progesterona incrementa su actividad (42). También se ha observado que
los glucocorticoides estimulan la expresion del gen de la LPL en tanto que la insulina
induce la transcripcién del gen, la glicosilacion y dimerizacidon de la enzima, necesarias
para su maduracion (43).

A nivel nutricional, se ha descrito que la actividad de la LPL disminuye en el
ayuno y en el estado postprandial aumenta por accion de la insulina (44) y en personas

obesas se ha observado que tiene una relacion positiva con el tamafio del adipocito (41).

1.3.2 Lipogénesis de novo.

La lipogénesis de novo (LDN) es el proceso por el cual se sintetizan &cidos
grasos a partir de la glucosa, y ocurre principalmente en tejidos hepatico y adiposo. La
LDN se activa en situaciones de ingesta excesiva de energia y especificamente cuando
proviene de los hidratos de carbono. La lipogénesis comprende los procesos de sintesis
de &cidos grasos y la posterior sintesis de TG. La sintesis de &cidos grasos se inicia con
acetil-CoA y se acumula por la adicion de dos unidades de carbono. Muchas de las
enzimas para la sintesis de acidos grasos estan organizadas en un complejo
multienzimatico llamado &cido graso sintetasa. Los principales sitios de sintesis de
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acidos grasos son el tejido adiposo y el higado. La insulina es un indicador del nivel de
azucar en la sangre del cuerpo, ya que su concentracion aumenta proporcionalmente con
los niveles de azlcar en sangre. La insulina estimula la lipogénesis en dos formas
principales: la enzima piruvato deshidrogenasa (PDH), que forma acetil-CoA y acetil-
CoA carboxilasa (ACC), que forma el malonil-CoA a partir de acetil-CoA. Asi, un nivel
alto de insulina conduce a un aumento global en los niveles de malonil-CoA, que es el
sustrato necesario para la sintesis de &cidos grasos (45). La LDN se ha sefialado como
una via implicada en el desarrollo de obesidad, debido a que se activa cuando un alto
porcentaje de la energia ingerida proviene de hidratos de carbono, y la abundancia de
glucosa llevaria a mayor disponibilidad de acetil-CoA, citrato y subsecuentemente
malonil-CoA, inhibiendo la oxidacién de AG y convirtiendo este exceso de hidratos de
carbono a grasa (46).

Genes implicados en el proceso de LDN.

SREBP1 (proteina de unidn a elementos de respuesta a esteroles 1)

Esta ruta metabdlica esta regulada por los factores de transcripciéon llamados
proteinas de union a elementos de respuesta a esteroles o SREBP. Las enzimas que
intervienen en la LDN son transcripcionalmente reguladas por SREBP1, un miembro de
la familia de proteinas SREBP. Las proteinas SREBP activan a nivel transcripcional la
cascada enzimatica de la sintesis de colesterol, acidos grasos, TG y fosfolipidos y son
consideradas reguladores fundamentales de la colesterogénesis y la lipogénesis. Ademas
estos factores de transcripcion tienen una funcion fundamental en la regulacion de la
diferenciacion adipocitaria y en la expresion génica dependiente de insulina (47). Por
otra parte, se ha involucrado a estas proteinas en el control transcripcional de las
enzimas de la via biosintética de los acidos grasos, lo que se sugiere que la familia
SREBP tiene una funcion central en la coordinacion de la regulacion de la sintesis de
todos los compuestos lipidicos que forman las membranas bioldgicas, es decir acidos

grasos y colesterol (48).

FASN (Acido graso sintasa)
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La enzima FASN cataliza la sintesis de los acidos grasos en la célula y juega un
papel central en la LDN. FASN cataliza todos los pasos en la sintesis de palmitato a
partir de acetil-coA y malonil-coA en presencia de NADPH. El incremento en la
expresion génica de FASN en tejido adiposo esta vinculada a la acumulacién de grasa
visceral, la alteracion de la sensibilidad a la insulina, aumento de la insulina circulante
en ayunas, y ademas, se ha relacionado con la expresion de IL-6, leptina y RBP4. Esta
relacion sugiere un papel importante de las vias lipogénicas con el desarrollo de la
obesidad y DMT2 (49).

SCD-1 (Estearoil-CoA desaturasa)

SCD-1 es una enzima que cataliza la sintesis de &cidos grasos monoinsaturados,
principalmente oleico (C18:1) y palmitoleico (C16:1), componentes de los fosfolipidos
de membrana, los TG, y ésteres de colesterol (50). SCD-1 es expresada abundantemente
en el TAB (51), habiéndose observado una sobreexpresion en el musculo esquelético de
personas con obesidad extrema (52). En roedores deficientes de SCD-1, se observo una
disminucion en la adiposidad corporal, y resistencia a la ganancia de peso después del
consumo de una dieta alta en grasa (53). Estos datos sugieren que una elevada expresion
de SCD-1 en el musculo esquelético contribuye a un anormal metabolismo de lipidos y
a la progresion de la obesidad y la DMT2.
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Figura 1. Lipogénesis de novo: Glut
LPAAT: &cido lisofosfatidico aciltransferasa,
G3P: Glicerol 3 fosfato,

4: Transportador de glucosa 4, LPA: éacido lisofosfatidico,
G3PAT: glicerol malato dehidrogenasa, HK: hexoquinasa,

DAGAT: diacilglicero aciltransferasa, G6PDH: Glucosa 6 Fosfato
dehidrogenasa, 6PGDH: 6 fosfogluconato dehidrogenasa, ME:

enzima malica, PDH: piruvato

dehidrogenasa, CPT: carnitina palmitoiltransferasa, FAZ: sintetasa de los AG, ACC: acetil CoA

carboxilasa, ATP-CL: ATP citrato liasa, G6P:
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1.3.3. Lipogénesis.

La lipogénesis es el proceso de formacion de TG a partir de la esterificacion de 3
cadenas de AGL con una molécula de glicerol-3-fosfato (glicerol-3-P). Este proceso
tiene lugar principalmente en higado y tejido adiposo, bien sea a partir de la glucosa

(LDN) o a partir de los acidos grasos procedentes de la dieta.

Quilomicrones
VLDL , = Remanente
/ \ .

=5 >\ I + AG+ Glicerol I
<4— |nsulina
&— Leptina

=

Glucosa

CoA
2x Acil CoA _
1xGlicerol-P \ <+— Insulina
=V *— Leptina
Glucosa | 2Nz "
Acetil CoA

0

Triglicéridos

Figura 2. Lipogénesis.

El aumento en los niveles de la insulina en el postprandio conduce a la induccion de la lipogénesis y la
inhibicion de la lipolisis. La lipoproteina lipasa (LPL) es la enzima que hidroliza los triglicéridos de las
VLDL vy los quilomicrones hasta AGL y monoglicerol, para después ser almacenados por el tejido
adiposo. Estos AGL son captados por los adipocitos a través de procesos de transporte activo mediado
por proteinas transportadoras especificas de AG. Dentro de los adipocitos, los AGL son esterificados con
glicerol para formar triglicéridos y ser almacenados dentro de las gotas lipidicas. La leptina antagoniza la
lipogénesis y promueve la lipolisis Abreviaturas.CoA:(coenzima A); glicerol-P: fosfo-glicerol; PERA:
perilipina A; GLUT: glucosa transportadora; VLDL.: lipoproteina de muy baja densidad; Adaptada de
Genevieve M y Streamson Ch,2010 (40).
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1.3.4. Lipolisis.

El proceso de lipdlisis libera 3 AGL y una molécula de glicerol por cada TG
(54). Este proceso se lleva a cabo en etapas sucesivas por un complejo enzimatico
formado por la lipasa sensible a hormonas (HSL) y la adipo-triglicérido-lipasa (ATGL)
que catalizan las dos primeras reacciones de hidrdlisis, y por la monoglicerol lipasa
(MGL) responsable de la escision del ultimo &cido graso del glicerol.

La HSL se expresa principalmente en el tejido adiposo y en el musculo
esquelético y su actividad estd sujeta a un control realizado por hormonas y
neutrotransmisores que modulan la concentracion intracelular de AMPc (Adenosin
monofosfato ciclico). El control de la funcién del adipocito involucra varios subtipos
diferentes de adrenorreptores (B1, B2, B3, 02). Los receptores adrenérgicos B1, B2, y B3
que activan la adenilato ciclasa para generar AMPc coexisten en el mismo adipocito con
el adrenorreceptor a2 que la inhiben. Una elevacion del AMPc intracelular lleva a la
activacion de la proteina quinasa dependiente de AMPc (AMPc-PK) la cual lleva a
cabo, a través de fosforilaciones, la activacion de la HSL. Por otro lado, la estimulacion
del receptor a2 promueve la inhibicion de la adenilato ciclasa, reduciendo el contenido
intracelular de AMPc y por consiguiente la inhibicion de la lipdlisis (55).

Cuando la HSL es fosforilada, migra desde el citosol hacia la superficie de la
gota lipidica del adipocito. A su vez, la fosforilacion de las perilipinas, unas proteinas
localizadas en la superficie de la gota lipidica, permiten que la HSL pueda catalizar la
hidrolisis de los TG. Las perilipinas no fosforiladas crean una barrera entre la HSL y los
lipidos, inhibiendo la lipdlisis, mientras que la fosforilacion de las perilipinas por la
proteina quinasa A (PKA) permite a la HSL acceder a la superficie de la gota lipidica
(56). Las catecolaminas (norepinefrina y la epinefrina) son hormonas que regulan la
actividad HSL ya que son compuestos responsables de la estimulacion del metabolismo
de las grasas, a través de tres subtipos de receptores beta-adrenérgicos situados en la
superficie celular que activan las cascadas de fosforilacion asociadas a la formacion del
AMPc.

La insulina inhibe la lipdlisis a través de los efectos mediados por la
fosfodiesterasa-3, una enzima que causa la inactivacion del AMPc por conversion

directa a 5-AMP. También inhibe a la adenilato ciclasa y es capaz de internalizar los
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receptores beta-3-adrenérgicos generando una resistencia a la regulacion mediada por
las catecolaminas.
La cantidad y la composicion de la dieta son importantes moduladores

fisiologicos de la lipdlisis (57).

Genes implicados en el proceso de lipdlisis.

ATGL (Adipo triglicérido lipasa)

La ATGL es una lipasa que cataliza el paso inicial en la lipdlisis al hidrolizar los
TG a diglicéridos en las gotas lipidicas de los adipocitos, siendo la ATGL la proveedora
del sustrato de diglicéridos para la HSL. Los mecanismos involucrados en la regulacién
de la ATGL no se conocen en detalle, pero se ha demostrado que la expresion de esta
enzima puede ser inducida por PPARg (receptor de proliferador de peroxisoma activado
gamma) (58).

La ATGL se induce en respuesta al ayuno (59) ya que interviene en la
movilizacién de grasa, y se ha observado que la leptina y un estado de resistencia a la
insulina aumentan su expresion en tejido adiposo, con el subsecuente incremento de
AGL circulantes (60).

HSL (Lipasa sensible a hormonas)

La HSL se activa por fosforilacion controlada por la proteina quinasa A la cual,
estd asimismo activada por la via del AMPc. La HSL cataliza la conversion de los TG a
diglicéridos junto con la ATGL, y la de los diglicéridos a monogliceridos. La activacion
de la HSL causa el incremento de la concentracion de AGL y glicerol en el plasma
durante el ayuno. En un estudio realizado por Magré., et al (61)., se encontré una
relacion entre un polimorfismo en la HSL con la obesidad y la DMT2. Ademas, se ha
observado que en sujetos obesos existe una reduccion en los niveles de expresion de
HSL (62) y que tiene una menor actividad lipolitica en los adipocitos localizados en la

grasa abdominal, lo que justificaria su relaciéon con la obesidad (63).

MGL (Monoglicerol lipasa)
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Esta enzima, cataliza la tercera etapa del proceso de hidrolisis de los TG, se
expresa en tejido adiposo y es necesaria para completar la lipdlisis. Los estudios
referentes a la relacion de la expresion de MGL con la obesidad no son del todo
contundentes ya que se ha observado que la expresion de MGL en tejido adiposo
subcutaneo es menor en sujetos obesos, cuando se comparan con sujetos sanos (64), sin
embargo en otro estudio se observo que la activacion de MGL no muestra relacion con

el IMC o con otros indices de adiposidad (65).
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Figura 3. Lipdlisis.

La hidrolisis de triglicéridos dentro del adipocito da lugar a una molécula de glicerol y 3 de AGL. La
formacion de triglicéridos a diglicéridos es catalizada por las enzimas HSL y ATGL. Los diglicéridos son
hidrolizados por la HSL a monoglicéridos, quedando dos AGL y un acido graso unido a la molécula de
glicerol. EI monoglicerol remanente es entonces hidrolizado por la enzima MGL. La insulina tiene efecto
inhibitorio sobre la lip6lisis. El acido graso y el glicerol pueden ser liberados a la circulacion o el acido
graso puede ser oxidado en la mitocondria. La oxidacion de AG forma substrato para la cadena
respiratoria. ATP o produccion de calor que se originan por la descarga del gradiente de protones en el
espacio intermembranal de la mitocondria por la via de la ATP sintasa o UCP respectivamente.
Abreviaturas: AG (acido graso), TG (triglicéridos), DG (diglicerol), MG (monoglicerol) N: nucleo;
ATGL:adipo triglicérido lipasa; HSL: lipasa sensible a hormonas; MGL: monoglicerol lipasa; AGO
(oxidacidn acido graso), UCP: Proteina desacoplante; y ATP-S: ATP sintasa. Adaptada de Genevieve M y
Streamson Ch,2010 (40).
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1.3.5 Almacenamiento de lipidos en el adipocito.

FABP4 (Proteina 4 de unién a acidos grasos)

FABP4 se expresa en el tejido adiposo y en macrofagos (66) y representa el 5%
del total de proteinas intracelulares del adipocito maduro (67). En un estudio con
roedores deficientes de FABP4, se ha observado que existe una reduccion en el proceso
de lipdlisis, sugiriendo una relacion de FABP4 en éste proceso, tal vez mediante una
interaccion con HSL (68). Otros estudios demuestran que FABP4 también es
sobreexpresada en macrofagos durante el proceso de diferenciacion a ceélulas
espumosas, de manera que en modelos knock-out de FABP4 hay una reduccion del
desarrollo de placas de ateroma (69). Por otra parte, la concentracion de FABP4
plasmatica se ha relacionado con la distribucion de grasa corporal, obesidad, SMet y

DMT?2 (70-72), y se ha asociado con un estado de resistencia a la insulina (72, 73).

Perilipina

Existen tres isoformas de perilipina. Las isoformas A y B se expresan en
adipocitos mientras que la C se expresa principalmente en células esteroidogenicas (74).
La perilipina se localiza en la superficie de las gotas lipidicas, y juega un importante
papel en la regulacion de la lipolisis, debido a que en condiciones basales, actla
protegiendo a las gotas lipidicas de la accion de las lipasas, pero cuando se estimula la
lipolisis es fosforilada, permitiendo a las enzimas HSL y ATGL acceder a la superficie

de las gotas e hidrolizar los TG localizados en su interior (75).

Vimentina

La vimentina es una proteina estructural del adipocito considerada un marcador
temprano de adipogénesis, ya que tiene un efecto regulador del contenido de la gota
lipidica (76). La vimentina fue identificada en membranas enriquecidas con GLUT-4,
sugiriendo un rol en el transporte de glucosa (77). Se ha observado que la alteracion de

filamentos intermediarios y microtubulos en adipocitos 3T3-L1 mediante la
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microinyeccién de vimentina derivada de péptidos, provoca la dispersion de GLUT de
la region perinuclear a regiones periféricas de las células, lo que sugiere que el aumento

de vimentina puede contribuir a una alteracion de los transportadores de la glucosa (78).

Caveolina

Las caveolinas son proteinas integrales de la membrana plasmatica presentes en
estructuras celulares denominadas caveolas, las cuales son invaginaciones de la
membrana plasmatica. La caveolina-1 es una proteina que tiene una funcion importante
en las membranas de las células, ya que participa en la distribucion intracelular de los
lipidos, asi como en el almacenamiento de los mismos en la gota lipidica. Las
caveolinas estan relacionadas con la formacion de la gota lipidica en el adipocito y se
han asociado con resistencia a la insulina, cardiopatias, y distrofia muscular, entre otras
(79, 80).
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1.4. Disfuncion de tejido adiposo.

La obesidad se caracteriza por un exceso de tejido adiposo corporal. No
obstante, es la alteracion funcional del tejido adiposo y no sélo su acumulacién la que
juega un papel relevante en esta patologia, ya que el aumento de grasa corporal se debe
principalmente a la hipertrofia, lo que provoca que las funciones normales de regulacién
metabdlica de dicho tejido se modifiquen, provocando efectos o alteraciones en diversos
organos.

Recientemente, se ha propuesto la hipotesis de la “capacidad de expansion
limitada del tejido adiposo”, la cual propone que la relacion entre la obesidad, la
inflamacion y las complicaciones metabdlicas, no esta directamente relacionada con la
masa grasa total, si no con la falta de capacidad del tejido adiposo para expandirse y
satisfacer las demandas de almacenamiento de TG (81).

La hipertrofia del adipocito es evidente en pacientes con obesidad y DMT2 (82).
Estudios in vitro sugieren que factores liberados localmente por los adipocitos
hipertrofiados, como TNFa y el factor de crecimiento insulinoide (IGF)-1, estimulan la
hiperplasia de manera paracrina (83). Varios factores de transcripcion influyen en la
diferenciacion de preadipocitos; por ejemplo PPARg es uno de los receptores nucleares
mas importantes que estimula la hiperplasia del adipocito y puede actuar en una
redistribucion (disminucién) del tamafio del adipocito (8).

Recientemente se ha demostrado que la disfunciéon del tejido adiposo en la
obesidad es uno de los eventos mas importantes, que pueden iniciar y desencadenar un
fenomeno de inflamacién celular (84). Varias vias de sefializacion inflamatoria celular
(tales como c-jun N-terminal Quinasa (JNK) y NF-kB) se encuentran sobreexpresadas y
activadas en el tejido de adiposo de los pacientes obesos, desencadenando un aumento
de la expresion de citoquinas tales como TNF-a, interleuquina-6 (IL-6) y de la proteina
quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1), entre otras. Varios de estos mediadores
inflamatorios inducen efectos deletéreos sobre las vias de sefializacion a la insulina,
mientras que la inhibicién de este proceso inflamatorio asociado a la obesidad puede
inducir una mejoria en la sensibilidad periférica de la insulina (85, 86).

El tejido adiposo disfuncional estd sometido a otras agresiones o alteraciones

tales como la hipoxia y el estrés oxidativo y al estrés mecanico atribuible a la hipertrofia
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del adipocito (87). Estos procesos fisiopatoldgicos (inflamacion y estrés oxidativo)
estan altamente integrados y es muy probable que constituyan ambos un circulo vicioso,
como consecuencia de un defecto en la capacidad adaptativa de la célula y en particular
del adipocito para enfrentarse con el exceso a largo plazo de nutrientes y de las
repuestas metabdlicas que ello conlleva en la obesidad. Todas estas alteraciones
originan una disfuncion de las organelas del adipocito y de forma particular de la
mitocondria y del reticulo endoplasmico (RE) originando un fendmeno de estrés del RE.
Como consecuencia del estrés del RE se produce una activacion de las proteinas
relacionadas con el estrés del RE en el tejido adiposo, fenédmeno que se asocia con la
activacion de las vias inflamatorias reguladas por JNK-1 y la produccién de citoquinas
inflamatorias, asi como con el desarrollo de la resistencia a la insulina (88, 89).

La activacion de la respuesta inflamatoria y la sobreproduccién de citoquinas
inflamatorias inhiben la accion de la insulina a traves de la transfosforilacion de serina
del substrato 1 del receptor de insulina (IRS-1) (90, 91). En el citoplasma JNK1 actua
como inhibidor de la sefializacion de la insulina a través de la fosforilacion del receptor
de insulina IRS-1.y en casos de estrés prolongado puede degradarlo. En el nicleo, INK
fosforila el factor de transcripcion de PPARg, el mayor regulador de la homeostasis de
glucosa y lipidos en el adipocito y el mayor modulador de sensibilidad a la insulina.
Esta fosforilacion puede inhibir la actividad de PPARg y afectar negativamente a la
sensibilidad a la insulina en la célula (88). De esta manera el tejido adiposo es
considerado el sitio donde inicia localmente la resistencia a la insulina inducida por la

obesidad, antes de volverse sistémica.

1.4.1 Estrés del reticulo endoplasmico en tejido adiposo.

El RE es un importante sensor de la sobrecarga metabdlica en el adipocito, de
esta manera el exceso de energia proveniente de los alimentos y el incremento en el
almacenamiento de lipidos en el adipocito causa alteraciones funcionales del RE y la
mitocondria, ocasionando los efectos fisiopatoldgicos de la obesidad.

En tejido adiposo, la hipoxia o el exceso de lipidos, entre otros factores, pueden
alterar la homeostasis del RE, provocando una actividad erronea en el plegamiento de
proteinas, causando gue estas proteinas mal plegadas se acumulen en gran cantidad en
el lumen del RE, teniendo como consecuencia un estado de estrés o congestion proteica.
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Para disminuir esta sobrecarga, el RE inicia la respuesta a las proteinas mal plegadas
(UPR:unfolded protein response), esta respuesta consiste en un programa
transcripcional cuya funcion es disminuir o detener la sintesis de proteinas a través de
promover su rapida degradacion y prevenir la acumulacién y disrupcion de la
homeostasis en el RE (92).

El sistema de respuesta al estrés del RE esta regulado por varias proteinas
transmembrana: la proteina IRE-1 (inositol requiring 1), PERK (KR-like endoplasmic
reticulum kinase/pancreatic) y ATF6 (activating transcription factor 6). EI mecanismo
de sefializacion ocurre de la siguiente manera: en ausencia de estrés la chaperona BiP se
une desde la cara interna del RE a los sensores de estrées IRE1, PERK y ATF®G,
manteniéndolas en la cara externa del RE y en un estado inactivo. Durante una situacion
de estrés en el RE, BiP se une a las proteinas mal ensambladas, y se separa de los
sensores activandolos. ATF6 una vez liberado, se dirige al aparato de Golgi y migra al
nucleo para activar la transcripcion de genes de respuesta a estres de RE, principalmente
el gen que expresa la proteina XBP-1 (X-boxbinding- protein), que modula la UPR y la
hace més efectiva. En paralelo, IRE-1 se dimeriza de manera que se activa su actividad
endorribonucleasa, llevando a cabo un corte y empalme del mRNA de XBP-1,
eliminandole un pequefio intrén, que cambia el marco de lectura traduccional del XBP-
1, lo que provoca que se traduzca su forma activa. Al mismo tiempo, PERK es activado
y fosforila a F20. La dimerizacién y autofosforilacion de PERK, junto con Ia
fosforilacion de elF2a resulta en la inhibicion generalizada de la traduccion.

Simultaneamente, la region citosolica de ATF6 se translocara al nicleo y actuara
como un factor de transcripcion que activara la expresion de las chaperonas residentes
en el RE (BiP (glucose-regulated protein, 78kDa), CNX (calnexina), CRT
(calreticulina), PDIA-3 (protein disulfide isomerase family A, member 3)) que se hacen
cargo de los agregados proteicos que se han acumulado. Estas chaperonas trabajan
conjuntamente con un aparato o sistema interno especifico del RE para degradar las
proteinas desnaturalizadas. Esta respuesta coordinada detiene la sintesis y acumulacion
de proteinas y da tiempo para la eliminacion de las proteinas mal plegadas,
restableciendo la homeostasis celular (93).

Cuando la situacion de sobrecarga es constante en el RE, debido a una continua

situacion de estrés como es la obesidad o el exceso de nutrientes, NF-kB desencadena
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las principales rutas inflamatorias como JNK, y PKC-0, y por consiguiente la alteracion
de las vias de sefializacion de la insulina (89). En modelos animales se ha demostrado,
que la eliminacion del gen que codifica para XBP-1 ocasiona un aumento en la
susceptibilidad de desarrollar diabetes, la cual fue asociada con la sobrecarga cronica
del RE, hiperactivacion de JNK y alteraciéon en la sefializacion de la insulina en el
higado (89). Ademas se ha demostrado que la disminucion de estrés del RE por medio
de chaperonas quimicas, incrementaron la respuesta al plegamiento de proteinas, y la

sensibilidad a la insulina, teniendo un efecto reversor de la DMT2 (94).
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Figura 4. Respuesta a mal ensamblaje proteico (unfolded protein response 0 UPR.
En ausencia de estrés la chaperona del RE BiP se une a los sensores de estrés IRE1a, PERK y ATF6,
manteniéndolas en un estado inactivo. Durante una situacidn de estrés en el RE, BiP se une a las proteinas
mal ensambladas, y se separa de los sensores. La liberacion de BiP resulta en la activacién de PERK, a
través de la homodimerizacién y transautofosforilacién. PERK activado se encarga de fosforilar el factor
de transcripcion elF2a, reduciendo la traduccién de RNA mensajero. ATF4 mRNA, se traduce en
presencia de elF2a fosforilado. ATF4 activa la transcripcidn de genes-diana que codifican factores de la
UPR, implicados en la biosintesis de aminoacidos, respuesta al estrés oxidativo y apoptosis. La liberacion
de BiP también permite que IREla remueva un a 26-base intron de XBP-1 mRNA. XBP-1 mRNA
codifica un potente factor de transcripcién que trasloca al ndcleo, activando la expresion de los genes
diana de UPR. La liberacion de BiP de ATF6 permite que ATF6 transloque al aparato de golgi, donde
este es escindido por e las proteasas S1P y S2P, produciendo un activo fragmento de ATF (ATF6 p50).
Este fragmento migra al nicleo, activando la transcripcién de genes diana de UPRs. S1P, site-1 protease;
S2P, site-2 protease; XBP-1, X-box-binding protein 1. Adaptado de Kezhong Zhang, and Randal J.
Kaufman, 2008 (92).
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1.4.2. Proceso inflamatorio en tejido adiposo.

La obesidad esta asociada a un estado de inflamacion de bajo grado (14). Uno de
los primeros estudios que relacionaron la obesidad con un estado inflamatorio, fue el
Ilevado a cabo por Hotamisligil., et al (95), en el cual demostrd que en el tejido adiposo
de individuos obesos se produce un aumento en la produccion de TNFa.
Posteriormente, diversos estudios confirmaron este hallazgo, al observar que los niveles
plasmaticos de varios mediadores inflamatorios como la proteina C reactiva (PCR), IL-
6, y PAI-1, asi como la actividad de varios activadores de la inflamacion como IkBa
quinasa B (IKKp) y c-Jun N-terminal quinasa 1 (JNK1) son més altos en condiciones de
obesidad (96, 97).

La obesidad es el resultado de la respuesta del organismo a un balance positivo
de energia. Esto ademas conduce a la disfuncion del tejido adiposo y la activacion de la
ruta inflamatoria, en parte debida al estrés de RE generado. Ademas, la perdida de la
capacidad de almacenamiento de TG, deriva en muerte del adipocito y subsecuente
derrame de lipidos y del contenido intracelular, situacion que activa la infiltracion de
macrofagos en el tejido adiposo, promoviendo un estado inflamatorio (81). Por otro
lado, el tejido adiposo es la mayor fuente de citoquinas proinflamatorias circulantes,
debido a que los macrofagos presentes en el tejido adiposo son las principales células en

la produccion de citoquinas inflamatorias en la obesidad (17).
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Figura 5. Mecanismos potenciales de la activacion del proceso inflamatorio en tejido

adiposo.

Exceso en el consumo energético por medio de la dieta y la obesidad causan acumulacion de lipidos en
adipocitos, iniciando un estado de estrés celular y la activacion de JNK y NF-kB. Estas vias de
sefializacion inflamatoria regulan la fosforilacion de proteinas y eventos celulares de transcripcion, lo que
conduce a una mayor produccién de citoquinas proinflamatorias, como TNF-a, IL-6, leptina y resistina,
quimiocinas como MCP-1, y otros mediadores pro-aterogénicos, por ejemplo, PAI-1. Moléculas de
adhesion endotelial (por ejemplo, ICAM-1y VCAM-1) y moléculas quimiotécticas (designado CCX) se
unen las integrinas y los receptores de quimioquinas (CCR), respectivamente, en la superficie de los
monocitos para ser reclutados en tejido adiposo. Los monocitos que se diferencian en macrdéfagos
incrementan la produccion de citoquinas y quimiocinas. Adaptado de Shoelson., et al.,2006 (86).

Genes relacionados con la inflamacion en tejido adiposo.

Factor transcripcional NF-kB

La forma activada de NF-kB es un heterodimero, que generalmente se compone
de dos proteinas, las subunidades p65 y p50. En situacion basal se mantiene inactivo por

una proteina inhibidora que lo retiene en el citoplasma celular; el inhibidor de kB (IkB),
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del que su principal isoforma es IkBa. La activacion de NF-kB puede ser iniciada por
varios estimulos, entre los que se incluyen agentes inmunoldgicos, factores de
crecimiento, procesos relacionados con el estrés oxidativo y diversas citoquinas (TNF-
a, IL-1, IL-6) que estan implicadas en el desarrollo de aterosclerosis (98).

El proceso de activacion de NF-kB esta mediado por el complejo IKK que esta
compuesto por tres subunidades, dos de ellas cataliticas, con actividad quinasa, que son
IKK1 (IKKa) e IKK2 (IKKp), y una reguladora, conocida como el modulador esencial
de NF-kB (NEMO/IKKY) sin actividad quinasa. El complejo IKK fosforila al inhibidor
IkB, y activa NF-kB que migra al nicleo, y se une a secuencias especificas en regiones
promotoras de los genes diana activando su transcripcion (99, 100).

La expresion de NF-kB en tejido adiposo esta relacionado con la activacion de
citoquinas inflamatorias como IL-6, IL1B, TNFa y las consecuencias metabolicas como
son la alteracion de la sensibilidad a la insulina, y desarrollo de ECV (85).

El incremento en la actividad de NF-kB y la expresion de p65 en células
mononucleares se han relacionado con la obesidad y resistencia a la insulina, ademas su
activacion conduce a la expresion coordinada de varios genes que codifican proteinas,
citoquinas, moléculas de adhesion y enzimas, asi como otras muchas implicadas en las

lesiones cardiovasculares y desarrollo de aterosclerosis (101).
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Estimulos extracelulares: citoquinas, estrés, bacterias
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Figura 6. Activacion de NF-kB. La ruta de activacion clasica de NF-kB (izquierda) implica la
activacion del complejo IKK con la subsecuente degradacion de IkBa y la translocacion al ntcleo del
dimero de NF-kB. La activacion alternativa de NF-kB (derecha) es mediada a través de IKK1 y el
resultado del procesamiento de p100 a p52, resultando en la transferencia al ndcleo del dimero relB-p52.
Ub indica ubiquitinizacién. Adaptada de De Winther, M. P.et, al (100).

Interleuquina 6 (1L-6)

IL-6 es una citoquina de 185 aminoacidos. La expresion de IL-6 se ha propuesto
como nexo de union entre obesidad, inflamacion y enfermedad coronaria (102). Los
efectos de IL-6 a nivel patoldgico son diversos, entre ellos se ha descrito que altera el
metabolismo de la glucosa, al reducir la capacidad de la insulina para suprimir la
produccion hepética de glucosa y disminuye la captacion de glucosa inducida por la
insulina en el masculo esquelético (103). El tejido adiposo, en especial el visceral, es
una fuente importante de IL-6 (104) y existe una intensa asociacién entre el grado de
expresion de IL-6 en el tejido adiposo y los niveles circulantes de IL-6 y proteina C-
reactiva (105).
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Proteina guimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1)

MCP-1 consta de 76 aminoacidos y es una de las principales proteinas que
intervienen en los procesos de quimiotaxis y reclutamiento de macréfagos. Se secreta
sobre todo por los propios macréfagos, las células endoteliales y los adipocitos (20). Se
ha observado un aumento en los niveles plasmaticos de MCP-1 en personas obesas
comparadas con delgadas. Ademas los niveles plasméaticos de MCP-1 correlacionan
positivamente con la expresion de MCP-1 en tejido adiposo y con el IMC (106). La
liberacion de MCP-1 en el tejido adiposo se asocia con un aumento del reclutamiento de
macrofagos debido a que la acumulacion de lipidos en el adipocito lleva a un
incremento de necrosis celular, y derrame de contenido celular en el tejido, lo que
contribuye a la infiltracion de macréfagos en tejido. La infiltracion de macrofagos en el
tejido promueve la respuesta inflamatoria y el desarrollo de aterosclerosis (107). La
expresion de MCP-1 ha sido relacionada con la prevalencia de resistencia a la insulina y
DMT2 (108).

Interleuquina 1 B (IL1PB)

ILIPB es una citoquina que juega un papel central en la regulaciéon de una
variedad de mediadores de la inflamacion que han sido implicados en el proceso
aterosclerdtico, y su circulacion se ha asociado con factores de riesgo para desarrollar
obesidad, dislipemia y resistencia a la insulina (109).

En un estudio de caso control, sujetos con elevados niveles circulantes de IL13
tenian mayor riesgo de desarrollar DMT2 (110). Ademas su concentracion plasmatica
correlaciona con el desarrollo de SMet (111) y con la obesidad visceral (112). El
mecanismo por el que IL1p altera la funcion metabodlica en los adipocitos no esta claro.
No obstante, se ha observado que IL1p inhibe el transporte de glucosa por la insulina al
disminuir la expresion de IRS-1, ademéas se observOo que la activacion de ERK
(extracelullar signal-regulated kinase) esta involucrado en la accion inhibitoria de IL13

en la sefializacion de la insulina (113).
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1.4.3. Disfuncién del tejido adiposo y resistencia a la insulina.

La resistencia a la insulina consiste en una respuesta defectuosa o anormal a la
accion de la insulina, tanto endégena como exdgena, de los tejidos periféricos insulino-
sensibles sobre todo el higado, masculo esquelético y tejido adiposo (114).

La resistencia a la insulina es considerada actualmente el proceso clave para el
desarrollo de las patologias asociadas a la obesidad, debido a los trastornos en el
metabolismo de la glucosa y acidos grasos, defectos de la coagulacion y una serie de
cambios metabolicos que conducen a la hiperglucemia, DMT2, dislipemia, hipertension
arterial, aterosclerosis y ECV (85, 115).

El flujo de citoquinas y lipidos derivados del tejido adiposo disfuncional alcanza
la circulacion portal y contribuye a la inflamacion hepética y a la resistencia a la
insulina en el hepatocito. Este incremento de lipidos como sustrato, es secundario al
aumento de adiposidad corporal, y a su vez activa la respuesta inflamatoria en el higado,
de manera que el hepatocito produce mediadores proinflamatorios y proaterogénicos. Al
mismo tiempo, células inmunes asociadas, incluyendo monocitos y macréfagos, son
reclutados y activados, y en conjunto causan resistencia local a la insulina y esteatosis
en el hepatocito. Este proceso se une a la inflamacion sistémica que ocurre desde el
tejido adiposo y promueve resistencia a la insulina en el muasculo esquelético y otros
tejidos, ademas de aterogénesis en la pared vascular (116).

Una consecuencia adicional de la disfuncion del tejido adiposo, radica en el
hecho de que los adipocitos presentan una menor densidad de receptores de insulina y
una mayor de receptores beta-3 adrenérgicos, incrementando la tasa de lipolisis con una
mayor liberacién de AGL, situacion que genera diversas consecuencias metabolicas,
como son el aumento en la produccion de radicales libre de oxigeno, la induccion de
insulino resistencia, el sinergismo en la accion de la IL-6 y el TNF-a y la induccion de
apoptosis en la célula beta pancreatica, efectos todos categorizados como de
lipotoxicidad (7).
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2. SINDROME METABOLICO.

2.1. Definicion.

El SMet se define como multiples factores de riesgo de origen metabdlico
interrelacionados entre si que parecen promover directamente el desarrollo de
enfermedad cardiovascular (117). Los principales componentes del SMet son obesidad
abdominal, dislipemia aterogénica, hipertensién arterial, y resistencia a la insulina, de
manera que los pacientes presentan alteraciones en el metabolismo de la glucosa,
hipercoagulabilidad y un estado inflamatorio crénico de bajo grado (118).

El SMet ademas de disminuir la calidad de vida de los pacientes, supone un
importante impacto econémico en los gastos de salud puablica a causa de la
morbimortalidad generada, ya que este sindrome est4 asociado con un aumento del
riesgo de desarrollar DMT2 y con el aumento en mas del 30% de la probabilidad de
padecer ECV, las cuales constituyen actualmente la principal causa de mortalidad a
nivel mundial (119-121).

Obesidad Abdominal

La obesidad abdominal (circunferencia abdominal > 102 cm en hombres y > de
88 cm en mujeres), supone la principal alteracion metabdlica y cardiovascular que
forman parte del SMet, y que ademas de forma independiente supone un marcador de
resistencia a la insulina y de tejido adiposo disfuncional (122).

Se ha propuesto la hipdtesis, de que el tejido adiposo tiene una capacidad
limitada de expansion en cada individuo, condicionada por factores genéticos y
ambientales, y que cuando se excede esta capacidad, y el tejido adiposo no puede
almacenar mas lipidos, éstos se depositan de manera ectopica en otros érganos como
higado, musculo y tejido adiposo visceral, lo cual causa las consecuencias metabdlicas
perjudiciales de la obesidad (123). En estas circunstancias, cuando la capacidad
oxidativa y la capacidad de almacenamiento de lipidos de estos drganos se saturan, se
produce una respuesta toxica. Este proceso lipotdxico deriva en la acumulacion de TG y
otros metabolitos lipidicos especificos, como ceramidas y diglicéridos, que producen un

efecto de resistencia a la accion de la insulina, inflamacion y apoptosis (46).
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El término “lipotoxicidad” se refiere al efecto perjudicial de la acumulacion de
lipidos sobre el metabolismo de la glucosa. Los metabolitos toxicos intracelulares que
suponen los &cidos grasos no esterificados y de los TG causan insulinoresistencia al
alterar la sefializacion de la insulina y los pasos intracelulares del metabolismo de la
glucosa (124). Los mecanismos implicados son diversos, entre ellos, la acumulacion de
lipidos intracelulares es el evento mas relacionado con la resistencia a la insulina en
musculo esquelético y disfuncion de células B (125).

En el madsculo esquelético, la acumulacion intracelular de AGL reduce los
sustratos del receptor de insulina, lo que reduce la transduccién de la sefial de la insulina
(125). Estos procesos conducen a un ciclo de disfuncion: mayor circulacion de AGL
induce acumulacién intracelular de lipidos y resistencia periférica a la insulina,
propiciando el aumento en la secrecion de insulina (126), mientras que la resistencia
periférica a la insulina resulta en una lipdlisis atenuada de quilomicrones y TG,
incrementado las concentraciones de AGL circulantes (127). Ademas, se ha descrito que
el exceso de AGL circulantes, puede conducir a la disminucion de la funcion, e incluso
la apoptosis de células B pancreaticas de islotes humanos in vitro (128). Asi, el exceso
de AGL circulantes puede actuar disminuyendo la respuesta de los tejidos periféricos a

la insulina y, a largo plazo, con una disminucion en el suministro de insulina.

Dislipemia Aterogénica

La dislipemia aterogénica esta caracterizada por el aumento en los niveles de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) pequefias y densas, disminucion de lipoproteinas
de alta densidad (HDL) y aumento de TG en sangre (129, 130)

El concepto de dislipemia aterogénica radica en que las alteraciones en el
metabolismo de lipidos da inicio al proceso aterosclerotico, principalmente en el estado
postprandial, en el cual el aumento en la circulacién de las LDL y disminucion en las
HDL, contribuyen a un perfil favorable para desarrollo de aterosclerosis (131).

La relacién entre las concentraciones de las lipoproteinas y el riesgo
cardiovascular es diversa. La alta concentracion de HDL est4d asociada con una
proteccion contra las ECV, debido a que las HDL participan en el transporte reverso de

colesterol, al eliminar el colesterol de los tejidos. Alternativamente, las concentraciones
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bajas de colesterol de HDL pueden ser un indice de algin defecto del metabolismo de
las lipoproteinas ricas en TG. Una implicacion de este hecho radica en que las particulas
remanentes permanecen mas tiempo en la circulacion. Diferentes estudios han revelado
que los remanentes del quilomicrones son altamente aterogénicos, y que en presencia de
disfuncion endotelial, es decir, en presencia de factores de riesgo, son rapidamente
captados por las células endoteliales y macrofagos, dando origen a las células

espumosas, la mas temprana lesion de la placa ateroesclerotica (132, 133).

Presion Arterial

La hipertension arterial es una de las causas de la enfermedad coronaria
prematura, y es un importante factor de riesgo para el desarrollo de ECV (134). Al igual
que los demés componentes del SMet, esta estrechamente relacionada con la resistencia
a lainsulina.

La insulina estimula el sistema nervioso simpatico, produce retencién renal de
Na® y modifica de forma directa mecanismos vasculares (contrayentes y relajantes);
estos efectos pueden justificar que la insulina influye en el aumento o disminucion de la
presion arterial. La reduccién de la excrecidn renal de sodio tiene como consecuencia
expansion del volumen extracelular y volemia, factores que aumentan el gasto cardiaco
y la resistencia periférica, considerados los principales componentes reguladores de la
presion arterial (135, 136).

La hipertension arterial contribuye también al desarrollo aterosclerotico, ya que
se ha demostrado que la acumulacién de LDL-c en las paredes arteriales depende de los
diferentes niveles de presion arterial sistdlica, y que a mayor presion arterial sistdlica,
mayor entrada de LDL-c en la intima (137). En el estudio clinico CAMELOT, se
demostré que los cambios que se producian en el volumen de ateroma, medidos por
ecografia intracoronaria, se relacionaban significativamente con los cambios ocurridos

en la presion arterial sistdlica (138).

Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina genera, para compensar la disminucién en la
respuesta tisular a su accion, un aumento en los niveles plasmaticos de insulina,

31



Introduccién

situacién denominada hiperinsulinemia, que durante un tiempo consigue mantener el
metabolismo glucidico en rangos normales, pero posteriormente, desencadena un fallo
en las células B del pancreas, situacion que altera el metabolismo de la glucosa,
derivando en hiperglucemia postprandial y posteriormente hiperglucemia en ayuno,
situaciones que influyen en el desarrollo de DMT2. En un estudio previo se ha
demostrado que el 82,4% de los individuos que desarrollaron diabetes eran previamente
insulino-resistentes (139).

La hiperglucemia y los productos glicosilados terminales también son
responsables de la progresion de la enfermedad aterosclerotica (140). La formacion de
los productos glicosilados promueve la proliferacion celular, estos actian como toxinas
a nivel vascular uniéndose a proteoglicanos en la superficie endotelial, alteran las
uniones de coldgeno, incrementan la formacion de radicales libres y de esta manera

potencian la cascada inflamatoria y el desarrollo de aterosclerosis (141).

Estado Proinflamatorio

El SMet y la obesidad se caracterizan por un estado inflamatorio crénico de bajo
grado, resultado de un estimulo perjudicial persistente, y a diferencia de la inflamacion
aguda, este tipo de inflamacion es silenciosa, es decir, carece de sintomas y puede
permanecer por meses o afos.

van Oostrom., et al (142)., demostré que la trigliceridemia postprandial puede
estar relacionada con el estado pro-inflamatorio caracterizado por un incremento en la
expresion de marcadores de activacion de monocitos. En este sentido, los pacientes con
SMet muestran una elevada trigliceridemia (143) y anomalias en el metabolismo de las
lipoproteinas en el postprandio (132). De hecho, hay evidencia que la concentracion
plasmatica de citoquinas postprandiales es mayor en obesos que en sujetos delgados, y
que un exceso de tejido adiposo se puede relacionar con los altos niveles circulantes de
citoquinas en plasma (144).

En pacientes con SMet se han descrito altas concentraciones plasmaticas de IL-
6, TNF-a, resistina y de PCR en plasma, asi como de otros marcadores de respuesta
inflamatoria (145).
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Estado Protrombdtico

El estado protrombdtico en el SMet, estd caracterizado una elevacion del
inhibidor del activador de plasmindgeno tipo 1 (PAI-1) y aumento en los niveles
plasmaticos del fibrindgeno (146). El plasmindgeno inicia la fibrindlisis, por tanto, un
incremento en la concentracion de su principal inhibidor (PAI-1) puede aumentar el
riesgo de ECV de origen trombotico (147).

El tejido adiposo visceral, contribuye de manera importante a la elevacion de los
niveles de PAI-1, de manera que se observado un aumento del 40% en los niveles de
fibrindgeno en obesos comparados con no obesos. La alteracion en los niveles de estos
factores en el SMet puede deberse a la obesidad abdominal, ya que se ha descrito una
relacion significante entre la grasa visceral y la expresion de PAI-1 (148).

El estado protrombético estd asociado al desarrollo de ECV. Aunque el
mecanismo de este vinculo se desconoce, se ha considerado que es producto de la
disfuncion endotelial. La trombosis de la placa de ateroma es un elemento clave en
determinar la severidad del sindrome. Una hip6tesis interesante es que la disrupcion de
la placa es comun pero Unicamente cuando el trombo es grande por un desequilibrio
entre los factores procoagulantes y anticoagulantes fisidlégicos, hay un sindrome
coronario agudo. En condiciones patoldgicas tales como la arteriosclerosis, la formacién
del trombo arterial puede limitar el flujo sanguineo causando isquemia local y

progresion de la arteriosclerosis (149).

2.2. Etiologia.

La etiologia del SMet es el resultado de la interaccion entre factores genéticos,
metabdlicos y ambientales entre los que destaca la dieta y un estilo de vida sedentario,
siendo la obesidad el principal factor etiolégico que predispone al SMet y al desarrollo
de aterosclerosis (119, 150).

El SMet esta influenciado por un fuerte componente genético, presentando una
gran variabilidad entre diferentes grupos étnicos. EI componente genético se pone de
manifiesto, ademas en estudios realizados en familiares de primer grado de pacientes
con DMT?2, donde el 45% de los cuales incluso con niveles de glucosa normales,
presentan resistencia a la insulina (151, 152). También se ha observado que la variacion
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del IMC y la obesidad visceral, considerados factores claves en el desarrollo del SMet,
pueden tener un impacto geneético (153).

El componente genético, sin embargo, estd fuertemente modulado por factores
ambientales relacionados con el estilo de vida, como son la actividad fisica, la ingesta
caldrica, el tipo de grasa y la cantidad de fibra de la dieta, asi como el consumo de
alcohol y tabaco (118, 150). Se considera que el efecto de la interaccion entre factores
genéticos y ambientales es mayor que el de estos dos componentes de manera aislada
(154).

Con respecto a la dieta, son varios los nutrientes que se han relacionado con el
riesgo de desarrollar SMet. En este sentido, tanto la cantidad como el tipo de grasa en la
dieta se ha considerado el factor mas relevante, ya que se ha observado que una alta
ingesta de grasa saturada (SFA) (155) y una baja ingesta de A&cidos grasos
poliinsaturados (PUFA) (156), esta relacionado con el desarrollo del SMet, tal y como
se ha descrito en estudios observacionales (157, 158).

La relacidon del tipo de grasa en la dieta con el desarrollo de SMet puede radicar
en el efecto del tipo de acido graso con el grado de sensibilidad periférica a la insulina,
un factor clave en la patologia del SMet (159, 160). En este sentido, se ha descrito que
el consumo de dietas ricas en grasa monoinsaturada (MUFA) mejora la sensibilidad

periférica a la insulina mientras que el consumo de SFA la disminuye (155, 161, 162).
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2.3. Prevalencia.

Multiples estudios han analizado la prevalencia del SMet empleando diferentes
criterios, disefio de estudio, edad y poblaciones por lo que es dificil contar con cifras
unificadas (163). En este sentido Cameron y colaboradores han publicado una revision
de prevalencia de SMet en varios paises y observaron que en poblaciones urbanas con
una edad comprendida entre 20-70 afios las cifras van de 8% a 24% en hombres y de
7% a 43 % en mujeres.(164). La prevalencia en Estados Unidos es del 23,7%,
incrementando de manera significativa con la edad a partir de los 60 afios (165). En
Espafia, los datos existentes reflejan de forma similar los resultados de estudios
internacionales, como los obtenidos en el estudio epidemioldgico transversal (Registro
MESYAS) que se observa una prevalencia de SMet del 10% para trabajadores activos
de ambos sexos (166). Sholze., et al (167), describe que en Espafa, el 22% del total de
la poblacion hipertensa presenta los criterios suficientes para el diagnostico del SMet,
cifras que iran aumentando constantemente hasta duplicar las cifras en el afio 2020 y
con ello el incremento del gasto sanitario derivado.

Es necesario realizar mas estudios para determinar la prevalencia en los demas
sectores de la poblacion espafiola ya que es un dato epidemiol6gico de gran relevancia,
al asociarse de manera directa el aumento en la prevalencia del SMet con el incremento
de ECV (168).

2.4. Diagnostico.

Han sido propuestos varios criterios para diagnosticar el SMet, de los cuales los
mas utilizados son los sugeridos por el Programa Nacional de Educacion en Colesterol.
Panel 11l de Tratamiento del Adulto (NCEP-ATP I1I) (168) y el de la Organizacion
Mundial de la salud (OMS) (169) (Tabla 1). El diagnéstico de SMet para NCEP-ATP
Il se basa en la presencia de 3 de los 5 criterios descritos, y para la OMS en la
presencia de intolerancia a la glucosa, DMT2, o resistencia a la insulina junto a 2 0 mas
de los criterios descritos. Debido a la variacion de criterios para el diagndstico del
SMet, en 2005 se realizd un consenso por la AHA/NHLBI (American Heart and
National Heart Lung and blood Institute) para unificar criterios. Esta actualizacién
difiere con el presentado inicialmente por NCEP-ATP Ill, en ser més especifico para el

35



Introduccién

criterio de circunferencia de cintura tomando en cuenta el grupo étnico, que describe de

manera detallada Alberti., et al (170)., en el documento del consenso.

Tabla 1. Criterios para el diagnostico de SMet.

NCEP-ATP Il OMS
I. Obesidad Abdominal
Circunferencia de Cintura indice Cintura/Cadera
Hombres >102 cm >0.90
Mujeres > 88 cm >0.85
Il. TG elevados > 150 mg/dl > 150 mg/dl
I11. Niveles de HDL
Hombres < 40 mg/dl < 35mg/dI
Mujeres < 50 mg/dI < 39 mg/dI
IV. Presion arterial elevada
Sistélica (mmHg) >130 > 140
Diastolica >85 >90
V. Niveles de glucosa
ayuno > 100 mg/dl
VI. Microalbuminuria > 20pg/min
cociente albumina/creatinina > 30 mg/g)

En cuanto al tratamiento, el grupo de consenso de la Federacion Internacional de
Diabetes (FID) recomienda seguir pautas especificas para tratar cada uno de los
componentes del SMet (171), sin embargo es preciso alcanzar mejoria en todos los
componentes y detectar los factores de riesgo principales.

Se ha descrito que la modificacion en el estilo de vida ha mostrado ofrecer
beneficios sobre la homeostasis general del SMet. Datos recientes indican que la
disminucion de peso reduce la incidencia de SMet en un 41 % (121), y que la
modificacion de un estilo de vida sedentario y modificacion en la dieta esta asociada a
un descenso en la prevalencia e incidencia de SMet (172, 173).

Es importante diagnosticar oportunamente las poblaciones de riesgo de padecer
SMet como son pacientes con obesidad y sobrepeso, ademas de contribuir con acciones

preventivas en la poblacion a través del fomento de un estilo de vida saludable.
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3. DIETA.

3.1. Importancia del estado postprandial.

El estado postprandial constituye el estado metabdlico habitual en el que se
encuentra el ser humano a lo largo del dia, donde se superponen los productos
absorbidos en las comidas ingeridas a lo largo del dia.

La lipemia postprandial es definida como la extension y la duracion del aumento
de los TG plasméticos en respuesta a una comida enriquecida en grasa (174). Se ha
observado que el valor maximo de TG aparece entre las 3 y 4 horas tras la ingesta y los
niveles no vuelven al estado basal hasta las 8-12 horas (175, 176). Son diversos los
factores que pueden influir en el metabolismo de los lipidos en el estado postprandial,
incluyendo la edad, factores genéticos, condiciones patoldgicas y la composicion de la
dieta (177).

La importancia del estudio de la lipemia postprandial radica en la relacion de los
cambios fisioldgicos ocurridos después de la ingesta de una carga grasa (aumento en las
concentraciones de TG, LDL, disminucion en las concentraciones de HDL y descenso
de la aclaracion de VLDL, y de los remanentes de quilomicrones) con un riesgo
aterogénico y subsecuente desarrollo de ECV (178-180). El incremento de TG en el
postprandio, es considerado el principal mecanismo proaterogénico ya que esta asociado
con el aumento en la expresion de marcadores de activacion de leucocitos, asi como con
la induccion de genes pro-inflamatorios en células endoteliales (178).

ElI SMet se considera una enfermedad postprandial, ya que los pacientes
presentan un exagerado incremento de TG (143) y anormalidades en el metabolismo de
lipoproteinas en el postprandio (132, 181). Se ha descrito que la trigliceridemia
postprandial también puede estar relacionada con el estado pro-inflamatorio del tejido
adiposo disfuncional (142), debido a la alteracién en el metabolismo de los lipidos por
los adipocitos en el postprandio, de manera que el exceso de TG se acumula en el tejido
adiposo, facilitando el reclutamiento y la activacion de macréfagos y la subsecuente
respuesta inflamatoria (182). Debido a esto, los sujetos con SMet se vuelven més

susceptibles al riesgo aterogeénico.
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3.2. Dieta y estado postprandial.

La hiperlipemia postprandial es definida como la elevacion de las
concentraciones plasmaticas de TG totales tras la ingestion de grasa y tiene una
importante relevancia a nivel clinico ya que genera un incremento del estrés oxidativo,
marcadores inflamatorios y disfuncion vascular (183).

Se ha observado que en los paises occidentales se consumen al menos tres
comidas diarias con unos 20-70 g de grasa en cada comida, lo que supone una situacién
de estrés metabdlico en el metabolismo postprandial, y un mayor riesgo cardiovascular
(184). El estudio del efecto del tipo de grasa de la dieta sobre el metabolismo de lipidos
en el postprandio ha sido prioritario en las Gltimas décadas, debido a que la acumulacion
de lipidos que se produce en la circulacion después de una ingesta de grasa muestra la
capacidad metabolica del individuo (185).

Como se ha mencionado anteriormente, uno de los principales componentes
aterogénicos en el postprandio son los remanentes de quilomicrén, por lo que la
influencia de la dieta sobre el metabolismo de las lipoproteinas, y optimizacion de la
eliminacién o aclaramiento de los remanentes de quilomicron, puede jugar un
importante papel en la prevencion de ECV. En este sentido, se ha observado que el tipo
de grasa de la dieta, en particular el longitud de los &cidos grasos que conforman los TG
ingeridos, influyen considerablemente en el proceso de eliminacion o aclaramiento de
los remanentes de quilomicrones, el cual es optimo cuando los acidos grasos son
monoinsaturados (186).

En sujetos sanos se ha demostrado que la ingesta de un desayuno rico en MUFA,
basado en aceite de oliva, se relaciona con la reduccién de nimero y aumento de
tamafio de las lipoproteinas ricas en TG (TRL), en comparacion con desayunos ricos en
SFA y en PUFA (187). Por otra parte, la ingesta de grasa rica en MUFA también se ha
asociado con un mejor perfil lipidico en el postprandio (reduccion de los niveles de
colesterol, LDL, VLDL, TG, y aumento de las concentraciones de HDL), con respecto a
modelos de dieta ricos en hidratos de carbono (188).

En pacientes con SMet se ha demostrado que el consumo de una dieta rica en
MUFA produce un aclaramiento mas rapido de TG en plasma y concentraciones

menores de TRL en el estado postprandial, al compararse con dietas isocaloricas ricas
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en hidratos de carbono y SFA (189); estos resultados han sido reproducidos en sujetos
sanos por Silva, K.D., et al (190)., el cual observd que después de un periodo de
consumo de una dieta rica en MUFA, aumenta la velocidad de digestion, absorcion y
secrecion de quilomicrones y un procesamiento méas rapido de TRL en el postprandio,
en comparacién con una dieta con bajo contenido de MUFA. En este sentido, un estudio
realizado por nuestro grupo en sujetos sanos demostrd que después de la ingesta de un
desayuno rico en acido oleico, disminuyo la concentracion y aclaramiento de TG en
comparacion con desayunos altos en SFA y PUFA (191).

Estudios experimentales y epidemiolégicos han demostrado que la grasa
saturada de la dieta y los altos niveles en plasma de SFA estan relacionados con varias
caracteristicas asociadas a la dislipemia en el SMet (160, 192).

Por otro lado, diversos estudios han asociado la ingesta de DHA (&cido
docosahexaenoico) y EPA (&cido eicosapentaenoico) con la reduccion de los niveles
postprandiales de TG, tanto en sujetos sanos como hiperlipidémicos (193, 194).
Ademas, en un modelo animal de obesidad y SMet se observo que el consumo de una
dieta equilibrada suplementada con n-3 PUFA procedente de aceite de pescado durante
3 semanas, reduce los niveles de TG y apoB48 (195). En sujetos con SMet se ha
demostrado que cuando la suplementacion de PUFA n-3 se realiza a una dieta rica en
SFA no se observan cambios en los niveles de TG en estado postprandial, lo que puede
sugerir que el efecto de los PUFA n-3 desaparece cuando va combinado con SFA (196).

Otro componente de la dieta que influye en la lipemia postprandial es el tipo de
hidrato de carbono (184) en cuanto a su indice glucémico y el contenido de fibra. En
sujetos con resistencia a insulina y obesidad central, se ha observado que el consumo de
cereales con un alto indice glucémico aumenta la acumulacion de apoB100 y apoB48
(197). En sujetos sanos se ha demostrado que la suplementacion en fibra de una ingesta
grasa mediante cereales integrales mejora el perfil lipidico al reducir los niveles de TG
y CT en el estado postprandial (198).

Diversos estudios sugieren que las dietas ricas en hidratos de carbono tienen
efectos adversos en el metabolismo de TG (184, 187, 199), debido a que un alto aporte
de hidratos de carbono en el higado aumenta la lipogénesis hepética (200) y pueden
disminuir la sintesis de LPL (201). No obstante, se ha demostrado que los efectos
adversos que causan pueden ser atenuados con la suplementacion de PUFA n3 en
individuos sanos normolipémicos (202) y en pacientes con SMet (189).
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Los estudios anteriores confirman que la dieta y en especial el tipo de grasa de la
dieta es un factor que puede modular la respuesta lipémica postprandial y por

consiguiente prevenir el riesgo cardiovascular.
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Tabla 2. Estudios del efecto de la grasa sobre el metabolismo postprandial

Autor

Pérez-Martinez., et al
(187).

Roche., et al (203).

van Oostrom., et al
(204).

Khoury., et al (143).

Kolovou.,et al (183).

Poblacion-Disefio

20 hombres sanos
Estudio
aleatorizado
cruzado

23 hombres sanos
Estudio
aleatorizado
cruzado

40 pacientes con
SMet y 70 sujetos
sanos

Estudio
comparativo

10 pacientes con
SMet

10 sujetos sanos
como control
Estudio
aleatorizado
cruzado

33 pacientes con
SMet

17 pacientes con
hipertension

14 sujetos sanos
Estudio
comparativo

Intervencion

Desayuno 1 g grasa/kg peso

A:35% grasa SFA de mantequilla

B: 36% MUFA de aceite de oliva

C: 16 % PUFA de nueces.

Antes de los desayunos tuvieron un
periodo de intervencion dietética de 4
semanas

A: 47 %HCO, 15 % prot, 38 % grasa
(229%SFA)

B: 47%HCO, 15 % Prot, 38 % grasa
(24%MUFA)

C: 55 HCO, 15 % Prot, <30% grasa
(8%PUFA)

8 semanas con dieta alta en MUFA
proveniente del aceite de oliva (18% E) y
8 semanas con una dieta alta en SFA (17
%E).

Test Postprandio:

Desayuno que incluia 40 g de aceite de
oliva

Carga grasa 50 g de grasa m? superficie
corporal, radio 0.10 (PUFA-SFA)

Desayunos altos en grasa (HF), en
proteina (HP) o en hidratos de carbono
(HC).

HF:50 % E

HP: 50 % E

HC: 60 % E

Carga grasa con 83.5 % grasa, 14 %
HCO, 2.5 Prot Grasa 350 g 2/m*de
superficie

Resultados en
estado postprandial
Desayuno B: alto en

MUFA
0 Namero TRL

T Tamario de las TRL

Después del consumo
a largo plazo de la
dieta alta en MUFA

0:LDL-c
J 16
4 cT

En pacientes con
SMet
TTGyAGL

En pacientes con

SMet después de la

ingesta de HF y HP
TTG

0 HDL
1 VLDL

En pacientes con
SMet

T 76

J HDL
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Autor Poblacién-Disefio

11 pacientes
obesos con
resistencia a la
insulina.
Disefio
aleatorizado
cruzado

Paniagua., et al (205).

Marin., et al (191). 21 sujetos sanos
Disefio
aleatorizado
cruzado

42

Resultados en
estado postprandial
Después del cosumo

a largo plazo de la
dieta Mediterranea

Intervencion

3 dietas por 28 dias
A: Dieta baja en grasa, alta en HCO
(65% HCO y 20% grasa)

(6% SAT, 8% MUFA, 6% PUFA), (B):
B: Dieta Mediterranea 1 Insulina
(47% HCO y 38% de grasa (9% SFA, 1 Glucosa
23% MUFA, 75% en forma de aceite de

T HDL

olive extra virgen y 6% PUFA),

C: Dieta alta en grasa saturada: (47%
HCO, 15% PROT y 38% grasa de la cual
23% SAT, 9% MUFA, 6% PUFA)

Test  postprandial:  Desayuno  con
composiciéon similar a la intervencion
(443 kcal).

3 sobrecargas grasas con 1 g de grasa/kg
de peso ( 65 % grasa). grasa rica en SFA
Sobrecargas (B):

A: Rica en MUFA (22% SFA, 38% TTG eneltiempo 2 h
MUFA, 4% PUFA y un 0,7% de &cido *-
linolénico)

B: Rica en SFA (38% SFA, 22% MUFA,
4% PUFA y un 0,7% de A4cido
linolénico)

C: Rica en PUFA n-3 de origen vegetal
(20% SFA, 24% MUFA, 16% PUFA 'y
un 4% de acido linolénico).

Después de la carga

TG entiempo 8 h
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3.3. Dieta y estado inflamatorio.

Durante los ultimos afios, se ha propuesto que la obesidad implica un estado
inflamatorio de bajo grado, el cual ha sido considerado como el nexo de unién entre la
obesidad y desdrdenes asociados, como son la resistencia a la insulina, las ECV vy el
SMet (206, 207).

La investigacion actual ha demostrado que la composicion de la dieta es un
importante factor modulador de la respuesta inflamatoria (182, 208-212) y el tipo de
grasa de la dieta es considerado uno de los principales componentes que influyen en la
modulacion de este proceso. En este sentido se ha relacionado el consumo de MUFA
con propiedades antiinflamatorias (213, 214). En nuestro grupo de investigacion se ha
demostrado mediante estudios de intervencion en sujetos sanos, que la ingesta de dietas
ricas en MUFA a base de aceite de oliva pueden disminuir los marcadores inflamatorios
como es el factor NF-kB y citoquinas inflamatorias en células mononucleares (211, 215,
216) y que los compuestos fendlicos del aceite de oliva parecen tener un efecto
antiinflamatorio, en pacientes con SMet (217).

El consumo de PUFA n-3 también ha sido asociado con la disminucion de la
respuesta inflamatoria. Un estudio transversal ha mostrado una asociacion inversa entre
el consumo de PUFA n-3 y la concentracion plasmatica de TNFa (218), y en estudios
experimentales se ha demostrado que PUFA n-3 disminuye los niveles de TNF-a y IL-6
en hepatocitos (219). Ademas se ha descrito que el consumo de una dieta rica en
hidratos de carbono complejos suplementada con PUFA n-3, mejora el perfil lipidico en
el postprandio en pacientes con SMet (189), lo que influye en la respuesta inflamatoria
postprandial. El efecto antiinflamatorio de los PUFA n-3 puede deberse a que modifican
el contenido en fosfolipidos de la membrana celular, lo que esta relacionado con la
fluidez de ésta, y que puede influir en los procesos de sefalizacion celular en la
respuesta inflamatoria (209).

Con respecto al consumo de SFA, se ha relacionado el consumo de dietas ricas
en este tipo de &cidos grasos con el desarrollo del SMet (220), y con el incremento de la
respuesta inflamatoria y del riesgo cardiovascular (221, 222). Los mecanismos
involucrados en los efectos observados tras el consumo de SFA pueden ser diversos.
Entre ellos se ha propuesto que los SFA, especificamente el acido palmitico, disminuye
la oxidacion de los acidos grasos y disminuye el gasto energético diario en comparacion
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con el &cido oleico, situacion que influye con el desarrollo de obesidad (223). El hecho
de que los SFA sean menos susceptibles a la oxidacion en comparacion con los MUFA
puede influir en la acumulacion de intermediarios de lipidos en el musculo esquelético y
afectar la sensibilidad a la insulina. En modelos animales se ha demostrado que una
alimentacién rica en SFA induce una mayor exposicion de estos acidos grasos en los
macrdfagos residentes en ganglios linfaticos mesentéricos, induciendo la formacién de
células espumosas Yy la respuesta inflamatoria (224). Por otra parte, se ha observado que
los SFA pueden disminuir la expresion de los proliferadores de peroxisomas (PPARS),
los cuales tienen un importante papel en la regulacion de la homeostasis de lipidos y
glucosa y su disminucion propicia la expresion de genes inflamatorios en tejido adiposo
(225). Otro mecanismo implicado en la respuesta inflamatoria de los SFA, es la
activacion de la sefalizacion de toll-like receptor (TLR) en adipocitos (226) y
macréfagos (227), activando NF-kB y JNK. Por otra parte, en modelos animales se ha
observado que los SFA reducen la expresion de adiponectina en adipocitos y
disminuyen la sensibilidad a la insulina (228).

Otro componente de la dieta que se ha relacionado con la respuesta inflamatoria
son los hidratos de carbono, principalmente el indice glucémico y contenido de fibra. En
este sentido, se ha observado una relacion inversa entre el consumo de fibra dietética y
las concentraciones en plasma de PCR (208), asi como en mujeres con DMT2, se ha
demostrado que la fibra y el bajo indice glucémico de los hidratos de carbono estan
relacionados con la concentracion de adiponectina en plasma, lo que puede influir en un

subsecuente estado antiinflamatorio (229).

3.4. Efecto de la dieta sobre la funcidn del tejido adiposo.

En la obesidad existe un estado inflamatorio en el tejido adiposo. En este
sentido, se ha considerado que la hipoxia juega un rol importante en esta respuesta
inflamatoria. En modelos animales, se ha demostrado que la expresion y secrecion de
IL-6 y leptina son estimuladas por un estado de hipoxia, asi como la disminucion en la
expresion de adiponectina. La hipoxia también estimula el transporte de glucosa por los
adipocitos y puede tener un efecto en la funcién celular dentro del tejido adiposo.

Actualmente no estd muy claro el mecanismo en el que la hipoxia influye en el estado
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inflamatorio en el tejido adiposo, sin embargo, se ha propuesto que los bajos niveles de
oxigeno en el tejido adiposo activa a HIF-1a que es un sensor de hipoxia, y que éste
influye en la produccion y liberacion de citoquinas inflamatorias, quimioquinas y
factores angiogénicos (230).

El estado de hipoxia, asi como la disfuncionalidad para almacenar lipidos causa
alteraciones funcionales del RE y la mitocondria, lo que provoca -efectos
fisiopatoldgicos de la obesidad. EI RE también regula activamente el almacenamiento
de lipidos, incluyendo la modulacion de la absorcion de acidos grasos, almacenaje de
acidos grasos como TG, y la agrupacion de TG en gotas de lipidos que sirven como
almacén de energia para la sintesis de fosfolipidos.

La cantidad y principalmente el tipo de grasa de la dieta estan relacionados con
la homeostasis y funcionalidad tejido adiposo, asi como con el fendmeno de
inflamacion celular. En modelos animales se ha demostrado que la administracion de
una dieta rica en grasa en general (231) y rica en SFA en particular (232) induce la
activacion de las proteinas reguladoras JNK1 provocando el desarrollo de un sindrome
de resistencia a la insulina a través de un aumento en la produccion de IL-6 en el tejido
adiposo, asi como la ingesta de una carga grasa provoca una respuesta inflamatoria con
un incremento de la expresion de la sub unidad p65 de NF-kB y de IL-6 en tejido
adiposo visceral (233).

Con respecto al consumo de PUFA, se ha descrito que la ingesta de dietas ricas
en EPA y DHA, produce un aumento en la expresion de adiponectina en tejido adiposo
(234) y en ceélulas adiposas 3T3-L1. En humanos, van Dijk, S.J., et al (235)., estudio el
efecto del tipo de grasa de la dieta en la expresion de genes relacionados con la
inflamacién en tejido adiposo de pacientes con obesidad, y observo que el consumo a
largo plazo de una dieta rica en SFA aumenta la expresion de genes inflamatorios,
comparado con el consumo de una dieta rica en MUFA. Adicionalmente en pacientes
con SMet, se ha descrito que la ingesta de hidratos de carbono con diferente indice
glucémico puede tener un efecto modulador en la expresion de genes inflamatorios en
tejido adiposo (236), asi como en pacientes con resistencia a la insulina, se comprobo
que una dieta mediterrdnea rica en MUFA induce un aumento en la expresion
postprandial de adiponectina en el tejido adiposo periférico, comparado con una dieta

baja en grasa y rica en hidratos de carbono (237).

45



Introduccién

Los estudios que muestren el efecto de la dieta sobre la funcionalidad del tejido
adiposo en humanos son escasos, y en base es esta premisa es necesario ampliar el
conocimiento de las medidas terapéuticas especificas que mejoren o corrijan las
alteraciones celulares y moleculares que estan asociadas al desarrollo de la disfuncién

adipocitaria y las patologias que de ello derivan.
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Tabla 3. Estudios del efecto de la dieta sobre expresion génica en tejido adiposo

Autor Poblacién
Lu, J.,, et Modelo de ratas
al (238). JCR-LA con

SMet
Control :si
Magné., et = 24 Ratas sanas
al (233). Control: Si
van Dijk, = 20 pacientes con
S.J., et al | obesidad
(235) Ensayo clinico
controlado
Kallio., et | 47 pacientes con
al (236). SMet de los
cuales a 19 se
les realizd el
estudio
postprandial.
Estudio

aleatorizado

ACC: Acyl-CoA carboxilase
FAS: Fatty acid sintasa

Intervencion

Dieta isonergética,
suplementada con 5%
n-3 PUFA (aceite de
pescado) por 16
semanas

Carga grasa con aceite
de palma (60%grasa,
20%prot, 20%HCO)

8 semanas de
intervencién dietética

4 semanas con dieta
alta en SFA (19%SFA,
11% MUFA) y 4
semanas con dieta alta
en MUFA (20 %
MUFA y 11% SFA)

12 semanas:

Dieta A: Basada en
alimentos con alta
respuesta insulinica
postprandial (pan
avena, pan de trigo y
patata)

Dieta B: Basada en

alimentos con baja
respuesta insulinica
postprandial (pan

centeno y pasta)
Estudio  postprandial:
50 g HCO
(provenientes del pan
de la intervencion
dietética)

SREBP1: sterol regulatory element binding protein 1

JNK: Jun N Terminal kinase

Resultados en tejido Resultados
adiposo complementarios
Mejora del perfil
I Expresion de enzimas | lipidico (TG, CT,
lipogénicas (ACC, apoB48) en estado
FAS, SREBP1) crénico y
postprandial.
{ Actividad de JNK
en enterocitos
I Frecuencia de
lesiones en el
miocardio
Activacién En estado
postprandial postprandial
7 NFKB(p65) 7T6h TG
17 Expresion  IL-6 en Tf2hIL-6yPAI-1

tejido adiposo visceral

Con la dieta alta en

SFA
[JAdiponectina

OPPARg

T Expresién de genes

inflamatorios

Dieta B:
Estado crénico
JIL-10 TNFa

Con la dieta alta en
MUFA

JcT

JgLbL-C

En plasma:
Dieta B:
Estado crénico:
JIL1p, IL-6

{J Postprandio:
JAGL
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I11. HIPOTESIS

Una de las caracteristicas mas comunes en los pacientes que presentan sindrome
metabdlico (SMet) es obesidad abdominal. EI aumento y expansion que experimenta el
tejido adiposo en personas obesas provoca una serie de alteraciones fisiopatoldgicas
entre las que destaca la disfuncion del tejido adiposo (150). La exposicion a un balance
positivo de energia durante un largo periodo de tiempo produce fendémenos de
hiperplasia (incrementa el nimero de adipocitos) e hipertrofia (incrementa el tamafio de
los adipocitos) en el tejido adiposo que desemboca en una disfuncion de éste, asi como
en la infiltracion de macrofagos en el mismo. De esta manera, la disfuncién del tejido
adiposo ha sido relacionada con la disfuncion de varias organelas del adipocito,
provocando el estrés del reticulo endoplasmico y estrés oxidativo (disfuncion de la
mitocondria), fendbmenos que han sido asociados con la activacion de las vias
inflamatorias y la produccion de citoquinas pro-inflamatorias, y que contribuyen al
estado inflamatorio de bajo grado caracteristico en obesidad y SMet, lo que a su vez
influye en el fendmeno de resistencia a insulina y desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (ECV) (88, 239).

La dieta podria modular estos procesos, de hecho se ha observado un efecto
diferencial del tipo de grasa en la dieta en la expresion de genes inflamatorios en tejido
adiposo, de manera que la ingesta a largo plazo de una dieta alta en acidos grasos
saturados (SFA) aumenta y la dieta rica en acidos grasos monoinsaturados (MUFA)
reduce la expresion de estos genes en estado de ayunas (235). Ademas, el consumo de
una dieta mediterranea rica en MUFA reduce la resistencia a la insulina, proceso que
fue asociado a un aumento en la expresion postprandial de adiponectina en tejido
adiposo periférico (237). Por otro lado, estudios en células mononucleares han mostrado
los efectos anti-inflamatorios de la ingesta de dietas ricas en MUFA sobre la activacion
de NF-kB (211, 215).

Sin embargo, en tejido adiposo no se ha estudiado si en estado postprandiall,
situacién en la que se encuentra el ser humano la mayor parte del dia, la cantidad y tipo
de grasa en la dieta modula en pacientes con SMet la funcién endocrina, asi como la
expresion de genes asociados a la disfuncién adipocitaria y con una importancia
fisiopatologica en el desarrollo de SMet, como son los implicados en el metabolismo
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lipidico, en la respuesta al estrés del reticulo endoplasmico y en la respuesta
inflamatoria.

La disfuncion del tejido adiposo es un importante factor en el desarrollo de los
componentes del SMet, por lo que desde el punto de vista terapéutico, los avances en el
conocimiento del efecto de la cantidad y tipo de grasa en la dieta sobre la disfuncién del
tejido adiposo contribuyen al desarrollo de medidas para mejorar el tratamiento y

prevencion del SMet y las ECV asociadas.

Hipdtesis: La cantidad y tipo de grasa en la dieta puede modular la funcién endocrina y
el metabolismo lipidico, asi como procesos relacionados con enfermedad cardiovascular

en el tejido adiposo de pacientes con SMet.
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1. HYPOTHESIS

One of the most common components of the metabolic syndrome (MetS) is the
abdominal obesity. The growth and expansion of adipose tissue in obesity leads to
several pathophysiological changes, being the most important the adipose tissue
dysfunction (150). A positive energy balance over a long period of time produces
phenomena of hyperplasia (increased number of fat cells) and hypertrophy (increased
size of adipocytes) in adipose tissue, which lead to its dysfunction, as well as to the
macrophage infiltration. Thus, adipose tissue dysfunction has been linked to the
dysfunction of several adipocyte organelles, causing both reticulum endoplasmic (RE)
stress and oxidative stress (mitochondrial dysfunction), phenomena that have been
associated with the activation of inflammatory pathways and the production of
proinflammatory cytokines, which contribute to low-grade inflammatory state
characteristic of obesity and MetS, and which in turn influences on the phenomenon of
insulin resistance and development of cardiovascular disease (CVD) (88, 239).

The diet could modulate these processes, in fact it has been shown a differential
effect of type of fat in the diet on the expression of inflammatory genes in adipose
tissue, thereby the long-term intake of high saturated fatty acids diet (SFA) increases,
and the high monounsaturated fatty acids diet (MUFA) decreases the expression of
these genes in the fasting state (235). Additionally, the consumption of a MUFA-rich
Mediterranean diet reduces insulin resistance, which was associated with increased
postprandial adiponectin expression in peripheral adipose tissue (237). On the other
hand, studies analyzing mononuclear cells have shown the anti-inflammatory effects of
the intake of high MUFA diets on the activation of NF-kB (211, 215).

However, it has not been studied whether in the postprandial state, condition in
which humans spend most of the time, the quantity and quality of dietary fat affect the
endocrine function, as well as on the expression of genes involved in adipocyte
dysfunction and related with pathophysiological processes involved in the development
of MetS, such as those involved in lipid metabolism, endoplasmic reticulum stress and
the inflammatory response.

Adipose tissue dysfunction is an important factor in the development of the
MetS, and therefore, from a therapeutic point of view, advances in the knowledge of the

effect of the quantity and quality of dietary fat on adipose tissue dysfunction can
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contribute to the development of diet-based treatment in the prevention of MetS and its

associated pathologies.

Hypothesis: The quantity and the quality of dietary fat can modulate the endocrine

function and the lipid metabolism and cardiovascular disease-related processes in the

adipose tissue of patients with MetS.
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IV. OBJETIVOS

1. Principal.

Evaluar si el consumo de cuatro modelos dietéticos con diferente cantidad y tipo de
grasa (A. Modelo de dieta occidental, rica en grasa saturada (HSFA), 38% energia
proveniente de la grasa; B. Dieta rica en grasa monoinsaturada (HMUFA), 38% energia
proveniente de la grasa; C. Dieta pobre en grasa (28% energia), rica en hidratos de
carbono complejos (LFHCC); D. Dieta pobre en grasa (28% energia), rica en hidratos
de carbono complejos suplementada con 1.24 g/d n-3 PUFA. (LFHCC n-3) modula a
largo plazo en ayunas y durante el estado postprandial la funcion endocrina del tejido
adiposo, modificando la expresion génica de adiponectina, resistina, leptina, PAI-1
(inhibidor del activador del plasmindgeno 1), RBP4 (proteina transportadora de retinol

tipo 4) en el tejido adiposo subcutaneo de pacientes con SMet.

2. Objetivos secundarios.

2.1 Investigar el efecto a largo plazo en ayunas y en estado postprandial del consumo
de cuatro modelos dietéticos con diferente cantidad y tipo de grasa sobre la expresion
de genes relacionados con el metabolismo lipidico como son los involucrados en la
captacion de lipidos de la dieta por el tejido adiposo (LPL (lipoproteina lipasa);
lipogénesis; lipogénesis de novo (SREBP1 (proteina de union a elementos de
respuesta a esteroles 1), FASN (Acido graso sintasa), SCD1 (Estearoil-CoA
desaturasa-1)); lipdlisis (HSL (lipasa sensible a hormonas), ATGL (adipo triglicérido
lipasa), MGL (monoglicerol lipasa)) y genes relacionados con el almacenamiento de
lipidos en los adipocitos (perilipina, vimentina, caveolina y FABP4 (Proteina 4 de

unidn a acidos grasos)) en el tejido adiposo subcutaneo de pacientes con SMet.

2.2 Investigar el efecto a largo plazo en ayunas y en estado postprandial del consumo de
cuatro modelos dietéticos con diferente cantidad y tipo de grasa sobre la expresion de
genes relacionados con el estrés de reticulo endoplasmico (XBP-1 (proteina ligadora de

la caja X), CNX (calnexina), CRT (calreticulina), PDIA-3 (proteina disulfuro isomerasa
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del miembro 3), BiP (Proteina reguladora de glucosa, 78kDa), GSTP1 (glutation S-

transferasa p 1)).en el tejido adiposo subcutaneo de pacientes con SMet.

2.3 Investigar el efecto a largo plazo en ayunas y en estado postprandial del consumo de
cuatro modelos dietéticos con diferente cantidad y tipo de grasa sobre la expresion de
genes relacionados con la respuesta inflamatoria (subunidad p65 de NF-kB y la
subunidad alfa y B de su inhibidor (IkBa, IkBB2), asi como la expresion de las
citoquinas proinflamatorias (IL-6, MCP-1 y IL1p)) en el tejido adiposo subcutaneo de

pacientes con SMet.

2.4 Analizar la relacion de la expresion en tejido adiposo de los genes involucrados en
la diferentes rutas metabolicas estudiadas tanto en estado de ayunas antes y después de
la intervencidn dietética, asi como en estado postprandial.

2.5 Analizar la relacion entre la expresion génica en tejido adiposo de los procesos

estudiados y los indicadores de riesgo metab6lico como son sensibilidad a la insulina,

valores de lipemia postprandial e indice de masa corporal.
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IV. OBJECTIVES

1. Main objective.

To evaluate whether the consumption of four dietary models with different quantity and
quality of fat (A Western diet model: rich in saturated fat (HSFA), 38% energy from fat;
B. Diet rich in monounsaturated fat (HMUFA), 38% energy from fat, C. Low-fat diet
(28% energy), rich in complex carbohydrates (LFHCC) D. Low-fat diet (28% energy),
rich in complex carbohydrates supplemented with 1.24 g / d n-3 PUFA. (LFHCC n-3))
modulates, after a long-term consumption in fasting and at the postprandial state, the
endocrine function of adipose tissue by modifying the gene expression of adiponectin,
resistin, leptin, PAI-1 (plasminogen activator inhibitor 1), RBP4 (retinol binding protein

type 4) in the subcutaneous adipose tissue of patients with MetS.

2. Secondary objectives.

2.1 To investigate the effect of the long-term consumption in fasting state and at the
postprandial state of four dietary models with different quantity and quality of fat on
the expression of genes related to the lipid metabolism such as those involved in the
uptake of dietary lipids by the adipose tissue (LPL (lipoprotein lipase), lipogenesis, de
novo lipogenesis (SREBP1 (sterol Regulatory element binding protein 1), FASN
(Fatty acid synthase), SCD1 (Stearoyl-CoA desaturase-1)), lipolysis (HSL (sensitive
lipase hormone), ATGL (adipose triglyceride lipase), MGL (monoacylglycerol
lipase)) and genes related to lipid storage in adipocytes (perilipin, vimentin, caveolin
and FABP4 (fatty acid binding protein 4)) in subcutaneous adipose tissue of patients
with MetS.

2.2 To investigate the effect of the long-term consumption in fasting state and at the
postprandial state of four dietary models with different quantity and quality of fat on
the expression of genes related to endoplasmic reticulum stress (XBP-1 (X-box
binding protein 1) , CNX (calnexin), CRT (calreticulin), PDIA-3 (protein disulfide
isomerase family A, member 3), BiP (glucose-regulated protein, 78kDa), GSTP1
(glutathione S-transferase pi 1)) in subcutaneous adipose tissue of patients with MetS.
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2.3 To investigate the effect of the long-term consumption in fasting state and at the
postprandial state of four dietary models with different quantity and quality of fat on
the expression of genes related to inflammatory response (p65 subunit of NF-kB and
the alpha subunit and B of its inhibitor (IkBa, IxBB2) and the expression of
proinflammatory cytokines (IL-6, MCP-1 and IL1pB)) in the subcutaneous adipose

tissue of patients with MetS.

2.4 To analyze the relationship between the different metabolic pathways studied each
other by comparing the adipose tissue gene expression of genes involved in different
metabolic pathways studied in the fasting state before and after the dietary

intervention and at the postprandial state.
2.5 To analyze the relationship between adipose tissue gene expression and metabolic

risk indicators such as sensitivity to insulin, postprandial lipemia values and body

mass index.
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V. Materials and Methods.

1. Participants and recruitment.

This study was conducted within the framework of the LIPGENE study (Diet,
genomics and metabolic syndrome: an integrated nutrition, agro-food, social and
economic analysis), a Framework 6 Integrated Project funded by the European Union.
A total of 39 patients with MetS (25 females and 14 males) from the LIPGENE cohort
were accepted to participate in the postprandial study and successfully concluded the
dietary intervention and the post intervention studies. All participants gave written
informed consent and underwent a comprehensive medical history, physical
examination, and clinical chemistry analysis before enrolment. Clinical Trial
Registration Number: NCT00429195. This study was carried out in the Lipid and
Atherosclerosis Unit at the Reina Sofia University Hospital, from February 2005 to
April 2006. The experimental protocol was approved by the local ethic committee

according to the Helsinki Declaration.

1.1. Sample size calculation.

The sample size calculation was performed using the software C-4 Study Design
Pack, Module. CTM (sample size calculation) version 1.0, Glaxo Wellcome ®.
The calculation was made based on the following premises:

Primary endpoint of the study: Expression of adiponectin (MRNA levels)

X1=100.00 (Basal adiponectin mRNA levels)

X2=120.00 (Postintervention adiponectin mRNA levels)

Difference in minimum expected: 20 %

Alpha error = 0.05 (Confidence level: 95%)

Beta error = 0.20 (Power: 80%)

Hypothesis Contrast: Bilateral.
Based on these premises are required 9 patients per group.

57



Material and Methods

2. Design.

Subject eligibility was determined by using a modified version of the National
Cholesterol Education Program (NCEP) criteria for MetS (240), and subjects were
required to fulfill >3 of the following 5 criteria: waist circumference >102 cm (men) or
>88 cm (women), fasting glucose 5.5-7.0 mmol/L, triacylglycerol >1.5 mmol/L, HDL
cholesterol, <1.0 mmol/L (men) or <1.3 mmol/L (women), and blood pressure >130/85
mm Hg or treatment of previously diagnosed hypertension.

Patients were randomly stratified to one of four dietary interventions for 12 wk.,
which conformed to the LIPGENE inclusion and exclusion criteria (Table 1). Post
intervention high fat meal was administered providing the same amount of fat (0.7 g/kg
body weight), wherein the fatty acid composition reflected that consumed within the
intervention period. The intervention study design and intervention protocol, which also
provides information about pre-, mid-, and post intervention food consumption and
dietary compliance have been described in detail by Shaw., et al (241). Briefly, dietary
intake and compliance was assessed by a 3-d (2 weekdays and 1 weekend day) weighed
food intake assessments at baseline, wk 6, and wk 12. Dietary analysis program

reflective of the food choices were used (Dietsource version 2.0).
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Table 1. Inclusion and exclusion criteria of the LIPGENE study.

Inclusion criteria

Age: 35-70 years.

Gender: males and females (not pregnant or lactating).

Body mass index (BMI) 20—-40 kg/m2.

Total cholesterol concentration equal to or <8.0 mmol/L.

Medications/nutritional supplements allowed, on condition that the subjects adhere to the
same regimen during the intervention: Anti-hypertensive medication (including beta-
blockers), oral contraceptives, hormone replacement therapy, multi-vitamin supplements,
other non-fatty acid based nutritional supplements (e.g. garlic, antioxidants, etc.).

Smokers and non-smokers.

Regular consumers of alcohol, which is not excessive as defined by elevated liver enzymes
(AST and ALT).

Ethnicity: intention to include white Europeans.

Exclusion criteria

Age: <35 or >70 years.

Diabetes or other endocrine disorders.

Chronic inflammatory conditions.

Kidney or liver dysfunction.

Iron deficiency anemia (hemoglobin < 12 g/dL men, <11 g/dL women).

Prescribed hypolipidaemic medication.

Prescribed anti-inflammatory medication.

Fatty acid supplements including fish oils, evening primrose oil, etc.

Consumers of high doses of antioxidant vitamins (A, C, E, B-carotene).

Red rice yeast (Monascus purpureus) supplement usage.

High consumers of oily fish (>2 serving of oily fish per week of herring, mackerel, kippers,
pilchards, sardines, salmon, trout, tuna (fresh), crabmeat or marlin). One portion is defined
as a small herring or mackerel, one can of salmon or sardines or one salmon or tuna steak.
Tinned tuna is permitted as it contains only minor amounts of long chain n-3 PUFAs.
Highly trained or endurance athletes or those who participate in more than three periods of
intense exercise per week.

Volunteers planning to start a special diet or lose weight (e.g. the Slimfast Plan, Atkins
Diet, etc.).

Weight change equal or >3 kg within the last 3 months.

Alcohol or drug abuse (based on clinical judgment).

Pregnant/lactating females/women planning a pregnancy in the next 12 months. Women
who become pregnant during the dietary intervention period should be removed from the
study.
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3. Randomization and intervention diet.

Randomization was completed centrally according to age, gender, and fasting

plasma glucose concentration using the Minimization Program for Allocating Patients

to Clinical Trials (Department of Clinical Epidemiology, London Hospital Medical

College, UK) randomization program. The diets differed in fat quantity and quality

while remaining isoenergetic (Table 2).

A

60

High-fat, saturated fatty acid-rich diet (HSFA): Designed to provide 38% energy

(E) from fat (16% de SFA, 12 % MUFA and 6% PUFA), 15% E from protein,
47% E from CHO.
High monounsaturated fatty acid-rich diet (HMUFA) Designed to provide 38%

energy E from fat (20% E from MUFA, 8% SFA, 6% PUFA), 15% E from
protein, 47% E from CHO.
Low fat, high complex carbohydrates-rich diet (LFHCC): Designed to provide

57% E from CHO, 15% E from protein, 28 % E from fat (8% SFA, 11% MUFA,
6% PUFA). This diet included a 1.2- g/d supplement of control high-oleic
sunflower seed oil capsules (placebo).

Low fat, high complex carbohydrates-rich diet included a 1.24-g/d supplement

of long chain (n-3) PUFA (LFHCC n-3): Designed to provide 57% E from
CHO, 15% E from protein, 28 % E from fat (8% SFA, 11% MUFA, 6% PUFA).
This diet included 1.24-g/d supplement of long chain (n-3) PUFA [ratio of 1.4

eicosapentaenoic acid (EPA):1 docosahexaenoic acid (DHA)] from capsules
(Marinol ™ (C-38) (Table 3)
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Table 2. Composition of intervention period diet

HSFA HMUFA LFHCC LFHCC n-3

%E from fat 38 38 28 28

%E from SFA 16 8 8 8

%E from MUFA 12 20 11 11

%E from PUFA 6 6 6 6

Total EPA and DHA (g/d) 1.24

%E from CHO 47 47 57 57

%E from protein 15 15 15 15
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Table 3. Composition capsules of LFHCC diets

Marinol ™ C-38 Placebo
Fatty acids g/100 g 0/100 g
C14:0 5 -
C16:0 10.5 35
C16:1 4.5 -
C17:0 0.2 -
C18:0 25 3.4
C18:1 8.0 79.2
C18:2 1.0 11.8
C18:3 0.5 0.2
C20:0 0.2 0.3
C20:1 1.1 0.3
C22:0 0.2 0.9
C24:0 0.2 0.3
C20:5 24 -
C22:6 175 -
Tocopherol 3.0mg 3.0mg
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3.1 Postprandial study.

The intervention center performed a post intervention (wk 12) postprandial
challenge reflecting the fatty acid composition as that consumed on the assigned dietary
period. Patients arrived at the clinical center at 8:00 a.m. following a 12-h fast refrained
from smoking during the fasting period and abstained from alcohol intake during the
preceding 7 d. In the laboratory and after cannulation, a fasting blood sample was taken
before the test meal, which then was ingested within 20 min under supervision. The test
meal, which represents a fat overload providing the same amount of fat (65%), allowed
us to study the postprandial responses after a fat challenge that may be influenced by the
previous dietary intervention because adaptive effect after a long-term dietary
intervention (185). These test meals were prepared in the center, reflected fatty acid
composition of each subject’s chronic dietary intervention (Table 4). Subsequent blood
samples were drawn at 4 h. Test meals provided an equal amount of fat (0.7 g/kg body
weight), E content (40.2 kJ/kg body weight), cholesterol (5 mg/ kg of body weight),
fiber, and vitamin A [62.9 mmol vitamin A (retinol)/m? body surface area]. The test
meal provided 65% of E as fat, 10% as protein, and 25% as carbohydrates. During the
postprandial assessment, participants rested and did not consume any other food but
were allowed to drink water. The composition of the breakfasts was as follows:

A. High-fat, saturated fatty acid-rich meal (HSFA): The test meal provided 65% of

E as fat (38% SFA, 21% MUFA, 6% PUFA), 10% E as protein, and 25% E as

carbohydrates. HSFA meal was based on butter, whole milk, white bread and

eggs intake
B. High monounsaturated fatty acid-rich meal (HMUFA) The test meal provided
65% of E as fat (12% SFA, 43% MUFA, 10% PUFA), 10% E as protein, and

25% E as carbohydrates. HMUFA meal based on olive oil, skimmed milk, white

bread, eggs, yolk eggs and tomatoes intake

C. Low fat, high complex carbohydrates-rich meal (LFHCC): The test meal
provided 65% of E as fat (21% SFA, 28% MUFA, 16% PUFA), 10% as protein,
and 25% as carbohydrates.

D. Low fat, high complex carbohydrates-rich meal included a 1.24-g/d supplement
of long chain (n-3) PUFA (LFHCC n-3): The test meal provided 65% of E as
fat (21% SFA, 28% MUFA, 16% PUFA [1.24 g/d of LC (n-3) PUFA (ratio 1.4
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EPA:1 DHA)].), 10% as protein, and 25% as carbohydrates. LFHCC meals were
based on butter, olive oil, skimmed milk, white bread, eggs, yolk eggs and
walnuts.

The study design is shown in figure 1.

Table 4. Meal composition of the fat challenge conducted post intervention

HSFA meal HMUFA meal LFHCC meal LFHCCn-3 meal

% E from fat 65 65 65 65
% E from SFA 38 12 21 21
% E from MUFA 21 43 28 28
% E from PUFA 6 10 16 16
% E from CHO 25 25 25 25
% E from complex CHO 25 25 25 25
% E from protein 10 10 10 10
Energy (kJ/Kg body weight) 40.2 40.2 40.2 40.2
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39 MetS patients _|
were randomized
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Samples AT Samples AT
in fasting state in fasting state
12 weeks 4hours
( \V 4 )
High saturated fatty acids diet (HSFA) HSFA breakfast
n=8 38%E fat, 15%E protein, 47% E Carb 65% E fat, 10% E protein, 25% E Carb
(16% E SFA;12% E MUFA; 6% E PUFA) (38% ESFA, 21%E MUFA, 6%E PUFA)
\ J \L J
f \ V4 )
High monounsaturated fatty acids diet (HMUFA) HMUFA breakfast
n=9 38%E fat, 15%E protein, 47%E Carb 65% E fat, 10% E protein, 25% E Carb
(8%E SFA;20% E MUFA; 6% E PUFA) (12%E SFA, 43% E MUFA, 10% E PUFA)
\ J \L )
( . . Y[ )
Low-fat, high complex carb diet (LFHCC) LFHCC breakfast
n=12 28%E fat, 15% E protein, 57%E Carb 65%E fat, 10%E protein, 25% E Carb
(8%E SFA; 11%E MUFA; 6% E PUFA) (21%E SFA, 28% E MUFA, 16% E PUFA)
\ J \L J
( : : \ ( )
Low-fat, high complex carb diet (LFHCC-n3) LFHCC-n3 breakfast
n=10 28%E fat, 15% E protein, 57% E Carb 65%E fat, 10%E protein, 25%E Carb
(8%E SFA; 11%E MUFA; 6% E PUFA) (219%E SFA, 28%E MUFA, 16 %E PUFA)
Total EPAand DHA, g/d :1.24 (1.24g/dof LC n-3PUFA) )

Figure 1. Diagram of the study design.
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4. Measurements.

Blood was collected in tubes containing EDTA to give a final concentration of
0.1% EDTA. Plasma was separated from red cells by centrifugation at 1500 X g for 15
min at 4° C. Analytes determined in frozen samples were analyzed centrally by
laboratory investigators of the Lipid and Atherosclerosis Unit at the Reina Sofia
University Hospital who were unaware of the interventions. Lipid variables were
assessed with a DDPPII Hitachi modular analyzer (Roche, Basel, Switzerland) using
specific reagents (Boehringer-Mannheim, Mannheim, Germany). Plasma TG and
cholesterol concentrations were assayed by enzymatic procedures (242, 243). HDL-c
was measured by precipitation of a plasma aliquot with dextran sulphate-Mg2+, as
described by Warnick et al (244). LDL-c was calculated by using the following
formula; plasma cholesterol — (HDL-c + large TRL-C+ small TRL-C). Plasma glucose
concentrations were measured with an Architect-CG16000 analyzer (Abbott
Diagnostics, Tokio, Japan) by the exoquinase method. Plasma insulin concentrations
were measured by microparticle enzyme immunoassay (Abbott Diagnostics, Matsudo-
shi, Japan) (CV 2.5- 6%).

Monitoring for adverse effects. VVolunteers were visited each 2 wk for study. Clinical

investigators assessed adverse events by using physical examinations and administering

a checklist with diet-related symptoms and gave advice on how to remediate them.

Subcutaneous adipose tissue sample collection.

Subcutaneous adipose tissue samples were obtained from the superficial
abdominal subcutaneous adipose tissue lateral to the umbilicus with instrument Bard®
Magnum (MG1522), needles Bard® Magnum Core (MN1410) (M & | Medical Sales,
Inc., Miami, Florida, USA). Adipose tissue samples were collected in the fasting state
before the dietary intervention. For the study of postprandial adipocyte function,
samples were collected in the fasting state after 12 wk of dietary intervention and 4

hours after administration of the fatty meal and stored at -80°C.

RNA isolation from adipose tissue.
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Adipose tissue was homogenized by Ultra-Turrax T25 (IKA Labortechnik).
After removal of lipids from the top of the tube, RNA was isolated with a commercial
RiboPure kit (Ambion, Applied Biosystem, Austin, TX, USA) that is designed for rapid
purification of RNA and high quality. RNA is collected from the aqueous phase by
binding to a glass fiber filter. The quantification of RNA is made using the
spectrophotometer v3.5.2 Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Nanodrop
Technology ®, Cambridge, UK).

Reverse transcription polymerase chain reaction

The reverse transcription polymerase chain reaction (PCR) was performed using
the commercial kit Message BOOSTER cDNA Synthesis Kit for qPCR (Epicentre,
USA), according to the manufacturer instructions. Briefly, it was amplified 500 pg of
total RNA and then converted to cDNA. We adjusted the amount of reaction to 20 pL.
The incubation conditions used in the thermal cycler MJ Thermal Cycler Personal
mini™ closure (BioRad Inc., Hercules, CA, USA) were:

25 ° C for 5 min.

42 ° C for 30 min.

85 ° C for 5 min.

The cDNA ready for quantitative PCR, was stored at -20 °C until real time PCR

performing

Gene expression by real Time PCR (RT-PCR)

The PCR reactions were carried out using the iQ SYBR Green kit (Bio-Rad Inc.,
Hercules, CA,USA) and the Mx3005 (Stratagene) / iQ5 iCycler (BIO-RAD thermal
cycler system). Each reaction was performed on 1 pl of 1:20 (v/v) dilution of the first
cDNA strand, synthesized in the previous step. The reaction was incubated at 96° C for
3 min, followed by 40 cycles of 30 sat 96 ° C, 30sat62°C, 20sat 72° C and 10 s at

80 ° C where fluorescence was measured to avoid primer-dimer and background signals.
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Primers used were commercial kit in a final volume of 20 ul with 10 pmol of each
primer. Primers used are shown in table 5.

In order to select suitable housekeeping genes for the accurate calibration of
experimental variations in a gRT-PCR analysis, we evaluated several reference genes
usually used in our group in other tissues (B-actin and RPL13a) and two more found in
expression studies of human adipose tissue (CLN3 and COBRAL) (245). We analyzed
the expression of these 4 potential housekeeping genes on 24 subjects (6 subjects per
diet) in the fasting and postprandial states. geNorm analysis showed a M value of 0.071
for RPL13a, 0.062 for CLN3, 0.08 for COBRA1 and 0.076 to B-actin. We selected
CLNS3 as a housekeeping gene to carry out our gene expression study on the basis of its
lower M value (246).

Specificity of PCR amplifications was verified by a melting curve program (60-
95°C with a heating rate of 0.5 °C/s and a continuous fluorescence measurement).
Expression values were obtained as relative expression of the target gene versus the

constitutively expressed CLN3 gene (relative expression = 2 “(Ct Target gene-Ct, Reference gene))

RT-PCR by Open Array

We analyzed gene expression by RT-PCR reactions using the OpenArray ™ NT
Cycler system (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) for the genes showed in table
6, according to the manufacturer’s instructions. The gene expression analysis was
performed in samples by duplicated Primer pairs were selected from the database
TagMan Gene Expression assays (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA).
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catl
D=601267. The data set was analyzed by OpenArray® Real-Time qPCR Analysis
Software (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA).

Transcription Factor Analysis

We used Ingenuity Pathway Analysis (IPA) Transcription Factor Analysis
software (247) to identify the transcription factors that may be responsible for gene
expression changes observed in our experimental dataset. Briefly, IPA Transcription

Factor Analysis software predicts which transcription factors are activated or inhibited
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to explain the up-regulated and down-regulated genes observed in the dataset. First of
all, IPA Transcription Factor Analysis returns a list of transcription factors predicted to
regulate the genes in the dataset. P-value of overlap indicates the statistical significance
of genes in the dataset that are downstream of the transcription factor. In addition, a z-
score value is generated in order to make predictions about activation (> 2) and
inhibition (< -2) of a transcription factor. Predictions where both the z-score is
significant (absolute value >2) and the p-value is significant (<10E-3) are probably the
most reliable predictions.

We performed the analysis for each diet separately by using the fold change
expression for each gene post-intervention at fasting state / pre-intervention at fasting
state and postprandial state post-intervention/ fasting state post-intervention, as input
dataset. Thus, we got a list of transcription factor predicted to regulate our list of genes
(this analysis is independent of the diet but it depends of the list of genes, a p-value of
overlap is generated for each transcription factor) and, in addition we got a z-score for
each transcription factor and diet/meal, which shows the grade of activation or
inhibition for each transcription factor when is ingested a specific diet/meal.

5. Statistical analysis.

Statistical analysis was performed using PASW Statistics, Version 18. (Chicago,
IL, USA). The normal distribution of variables to characterize the postprandial response
was assessed using the Kolmogorov-Smirnov test. We performed ANOVA for repeated
measurements to determine the postprandial effect of the fat meal composition, with
dietary intervention as the inter-subject factor. The global p-values indicate: P1: the
effect of the diet and fat meal composition ingested (between-subject effect); P2: the
time effect (within-subject effect) and P3: the interaction of both factors (diet by time
interaction). Post hoc statistical analysis was completed using Bonferroni’s multiple
comparisons test, as previously published (248). In the case of IL-6 and PAI-1 (only one
time point), we performed a one-way ANOVA in order to analyze statistical differences
between diets, with a probability of less than 0.05 being considered significant. A study
of the relationship among parameters was also carried out using Pearson’s linear

correlation coefficient. All the data presented are expressed as mean=S.E.M.
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Table 5. Primers used in gene expression measurements.

Gene

Adiponectin
Resistin
PAI-1
RBP4
Vimentina
Perilipina
XBP-1
CALR
CANX
PDIA-3
BiP
GSTP1
p65
IkBa
IxBp2
IL-6
ILIB
MCP-1

CLN3
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For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev

Sequence
TATGTAATGTCCTTCTTTATCTG

AGAACGAGAGTCTGTCAAAAAA
GGGGCTGTTGGTGTCTAGCAAG
GGTCTCGGCGCGCACAT
CTCTCTCTGCCCTCACCAACATT
AGCCTGAAACTGTCTGAACATGTCG
TACTCCTGCCGCCTCCTGAA
CCTGCCGCTGCCTTACAATC
CGCCAGGCAAAGCAGGAGT
GGCCATCTTAACATTGAGCAGGTC
CAGATTCTGCCTCTGCGGATAAA
GAAGCGGCGGGTACTCAGAAAG

CCTTGTAGTTGAGAACCAGGAGTTAAG

CCTGCACCTGCTGCGGACT
GCAAGTTCTACGGTGACGAGGAGA
CAGTCGATGTTCTGCTCATGTTTCA
TATATTTTGCTGATTCTTTTGACAGA
AACACAAGTCCTTTATCACCTGGA
CCAAGAAGAAGAAGAAGGCACAGG
CCCACAACATTTCCCCCAACA
ACAAATGAAGAAGCTGGGGATGG
CTTCAGGGGTGGTCACAGGTTTAG
CCTGTACCAGTCCAATACCATCCT
AGGTCCTCCACGCCGTCATT
CCGGGATGGCTTCTATGAGG
GGGGTTGTTGTTGGTCTGGATG
CACTCCATCCTGAAGGCTACCAAC
CACACTTCAACAGGAGTGACACCAG
GCCAGGAGCAGGGGAACTTG
GCGGCTGCTGTGAACCACAA
CACCTCTTCAGAACGAATTGACAAAC
CTCATTGAATCCAGATTGGAAGC
CAGGGACAGGATATGGAGCAA
GCAGACTCAAATTCCAGCTTGTTA
CAGCAGCAAGTGTCCCAAAGAAG
GGGGAAAGCTAGGGGAAAATAAGT
CGGCCACCTGCATCTCTGA
GGGGTGGGCCTGGGTGTCT

Amplicon

207 pb
226 pb
176 pb
118 pb
249 pb
257 pb
132 pb
154 pb
160 pb
280 pb
187 pb
114 pb
136 pb
202 pb
190 pb
184 pb
251 pb
193 pb

163 pb

Efficiency %
95

110
03
111
92
99
93
110
92
95
96
97
03
87
111
112
96
94

101



Material and Methods

Table 6. Genes measured by RT-PCR Open Array system

Gene Name ID TagMan
LPL Lipoprotein lipase Hs00173425 m1
ATGL Adipose triglyceride lipase Hs00386101_m1
HSL Lipase, hormone-sensitive Hs00943410 m1
MGL Monoglyceride lipase Hs00200752_m1
SREBP1 SERPINE1 mRNA binding protein 1 Hs00854675_gH
SCD-1 Stearoyl-CoA desaturase D9-desaturase Hs01682761 m1
FASN Fatty acid synthase Hs01005622_m1
FABP4 Fatty acid binding protein 4 Hs01086177_m1
CAV1 Caveolin 1 Hs00971716 _m1
LEP Leptin Hs00174877_m1
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VI. RESULTS

A subgroup of 39 subjects with MetS from the Lipgene cohort (241) (14 men and 25

women) completed the long-term dietary intervention and postprandial post-
intervention study.
Samples AT Samples AT Samples AT
in fasting state in fasting state after test meal
12 weeks 4hours
i ( \ A
High saturated fatty acids diet (HSFA) HSFAbreakfast
n=8 38%E fat, 15% E protein, 47%E Carb 65% E fat, 10% E protein, 25%E Carb n=8
(16% E SFA;12% E MUFA; 6% E PUFA) (38% E SFA, 21%E MUFA, 6%E PUFA)
\ J \_ J
f \V4 )
High monounsaturated fatty acids diet (HMUFA) HMUFA breakfast
n=9 38%E fat, 15%E protein, 47%E Carb 65% E fat, 10% E protein, 25% E Carb n=9
(8% E SFA; 20% E MUFA; 6% E PUFA) (12%E SFA, 43% E MUFA, 10% E PUFA)
39 MetS patients _| \ J \L Y,
were randomized - \ /7 N\
Low-fat, high complex carb diet (LFHCC) LFHCC breakfast
n=12 28% E fat, 15% E protein, 57% E Carb 65%E fat, 10%E protein, 25% ECarb | p=12
(8%E SFA; 11%E MUFA; 6% E PUFA) (21%E SFA, 28% E MUFA, 16% E PUFA)
\ J \L J
( . . \ )
Low-fat, high complex carb diet (LFHCC-n3) LFHCC-n3 breakfast
n=10 28%E fat, 15%E protein, 57% E Carb 65%E fat, 10%E protein, 25% E Carb | =10
(8%E SFA:; 11%E MUFA: 6%E PUFA) (21%E SFA, 28%E MUFA, 16 %E PUFA)
i Total EPAand DHA, g/d :1.24 (1.24g/dof LC n-3PUFA)

Figure 1. Design of the study
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1. Baseline characteristics.

No significant differences were observed in the baseline characteristics of the 39

subjects participating in the dietary intervention. Baseline characteristics of the

volunteers are shown in Table 1.

Table 1.Baseline characteristics of subjects with the MetS assigned to each diet.

Age (years)
BMI (kg/m?)

Waist circumference

TC (mg/dl)

TG total (mg/dl)

LDL-c (mg/dl)

HDL-c (mg/dl)
Glucose (mg/dl)

Insulin (mU/ml)

HSFA (n = 8)
57.8+3.1

36+1.2
111.7+3.1
204+19

226.7 +65.2
129.7 +13
41+45
117.7£6.2
153+13

HMUFA (n=9) LFHCC (n=12)

57.1+23
345+1.2
104+2
1922 +11.1
159.1 +20.9
1359+9.6
444 +3.3
1203+7.1
115+13

56.5+2
3_BT7x1
109+3.1
206.8+14.9
161.5+17.5
148.2+12.1
434 +3.6
106.1+3.2
126+14

LFHCC n-3(n=10) P

548+2.1
35+1.2
108.3+3.3
196.9 £10
158.1 +20.3
1404 +8.8
41.4+29
1251+ 135
133+1.7

0.839
0.817
0.420
0.877
0.422
0.693
0.906
0.371
0.400

Values presented are the mean + S.E.M of each diet group. Abbreviations: HSFA, SFA-rich diet; HMUFA,
MUFA-rich diet; LFHCC, Low fat, high-complex carbohydrate diet with placebo; LFHCC n-3, Low fat, high-
complex carbohydrate diet with 1.24 g/d long chain n-3 PUFA diet; BMI, body mass index; TC, total cholesterol;
TG, triglycerides; LDL-c, low density lipoprotein-cholesterol; HDL-c, high density lipoprotein-cholesterol . P
value corresponds to ANOVA statistical analysis.
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2. Achievement of dietary targets.

In order to study the long-term consumption effect of different diets on the
adipose tissue gene expression, 39 MetS patients were assigned to one of four diets,
differing in fat quantity and quality while remaining isoenergetic (Table 2). Two diets
were designed to provide 38% energy (E) from fat: a high-fat, SFA-rich diet (HSFA),
which was designed to provide 16%E as SFA, and a high-fat, HMUFA diet designed to
provide 20% E from MUFA. The other 2 diets were low in fat, high in complex
carbohydrates (LFHCC and LFHCC (n-3); 28%E from fat); the LFHCC (n-3) diet
included a 1.24-g/d supplement of LC (n-3) PUFA [ratio of 1.4 eicosapentaenoic acid
(EPA):1 docosahexaenoic acid (DHA)] and the LFHCC diet included a 1.2- g/d
supplement of control high-oleic sunflower seed oil capsules (placebo). With regards to
the diet compliance, at the end of the intervention period, as expected %E from fat was
significantly higher in the HSFA and HMUFA diet groups than in the LFHCC and
LFHCC (n-3) groups. In addition, %E from SFA and MUFA was significantly higher in
the HSFA and HMUFA diet groups, respectively, as compared with the other diet
groups, and %E from PUFA was significantly greater in patients who consumed the
HSFA diet than the LFHCC diets. The intake of EPA and DHA was significantly higher
in the LFHCC (n-3) diet group than in the other groups

Postprandial state is relevant due to the increase in oxidative stress,
inflammation, and vascular dysfunction that take place every time we ingest food, and
because all these processes are related with MetS and insulin resistance and associated
with risk of cardiovascular disease. In order to study the postprandial state, we
administered after the dietary intervention period a fat challenge providing 65% of E as
fat, 10% as protein, and 25% as carbohydrates and reflecting the fatty acid composition
of the original diet. The composition of the breakfasts was the following: HSFA, 38% E
from SFA; HMUFA, 43% E from MUFA; LFHCC with placebo capsules, 16% E as
PUFA; LFHCC with LC (n-3) PUFA, 16%E as PUFA [1.24 g/d of LC (n-3) PUFA
(ratio 1.4 EPA:1 DHA)] (Table 3).
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Table 2.Composition of diet at the end of the intervention period, alongside dietary targets

HSFA HMUFA LFHCC LFHCC n-3
Mean+SEM Mean+SEM Mean+SEM Mean+SEM
Objective
%E from fat 38 38 28 28
%E from SFA 16 8 8 8
%E from MUFA 12 20 11 11
%E from PUFA 6 6 6 6
Total EPA and DHA (g/d) 1.24
Post-intervention
N 8 9 12 10
Energy (MJ/d) 8.33 +0.57 7.19+0.61 7.57 +0.49 9.95 + 0.94
%E from fat 40.99 +0.91*  40.80 +1.14*  26.72 +0.69' 26.15 +0.75'
%E from SFA 17.69 £ 0.46*  9.37+0.68"  6.62+0.35 6.87 + 0.25*
%E from MUFA 13.27 £0.63*  21.26 +0.56" 11.12 +0.26* 10.43 £ 0.34*
%E from PUFA 6.70+0.39* 571+028*" 521+031% 471 £0.34™
%E from CHO 37.21£1.77*  40.07 £1.38*  49.94+1.26 53.95 + 1.54"
%E from complex CHO 36.11+0.49*  38.91+0.82*  48.15+0.94 52.79+0.52°
%E from protein 2003+1.28  19.12+0.81  22.74+1.10 19.08 + 0.97
Total EPA and DHA (g/d) 0.38+0.12*  0.47+0.22*  0.58+0.08* 2.08 £ 0.16*

HSFA, SFA-rich diet; HMUFA, MUFA-rich diet; LFHCC, Low fat, high-complex carbohydrate diet with
placebo; LFHCC n-3, Low fat, high-complex carbohydrate diet supplemented with 1.24 g/d long chain n-3
PUFA; %E, percentage energy; CHO, carbohydrate. Differences between diets groups were assessed by
ANOVA for repeated measures. Values are means + S.E.M .Means in a row with superscripts without a

common sign differ, P<0.05.
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Table 3. Meal composition of the fat challenge conducted post intervention

HSFA meal HMUFA meal LFHCC meal LFHCCn-3 meal

Objective

% E from fat 65 65 65 65
% E from SFA 38 12 21 21
% E from MUFA 21 43 28 28
% E from PUFA 6 10 16 16
% E from CHO 25 25 25 25
% E from complex CHO 25 25 25 25
% E from protein 10 10 10 10
Energy (kJ/Kg body weight) 40.2 40.2 40.2 40.2
Meal composition of the fat challenge conducted post intervention

N 8 9 12 10
% E from fat 66.13 64.83 66.44 66.49
% E from SFA 40.31 12.83 18.79 18.79
% E from MUFA 21.86 43.72 28.47 26.77
%E from Oleic Acid (18:1) 19.85 42.60 27.37* 25.67
% E from PUFA 4.46 8.28 19.18 20.93
% E from LA (18:2) 3.27 7.53 16.35 16.35
% E from ALA (18:3) 1.01 0.48 2.62 2.62
% E from EPA 0.02 0.00 0.01 1.15%
%E from DHA 0.00 0.00 0.00 0.61*
% E from CHO 24.20 24.07 22.76 22.76
% E from complex CHO 24.20 24.07 22.76 22.76
% E from protein 9.64 11.06 12.32 12.32
Energy (kJ/Kg body weight) 42.27 42.72 42.67 42.69

%E, percentage energy; CHO, carbohydrate; ALA. a-linolenic acid; LA. linoleic acid.; EPA.
eicosapentaenoic acid; DHA. docosahexaenoic acid. *These values include the amount of EPA and DHA
administered as diet supplement [1.24 g/d of LC (n-3) PUFA (ratio 1.4 EPA:1 DHA)]. * This value include
the amount of oleic acid administered as placebo (1.2 g of high-oleic sunflower seed oil).

77



Results

3. Postprandial lipemia.

At the end of the dietary intervention period and 4 hours after the fat challenge
we analyzed the lipid parameters, glucose and insulin concentrations in plasma. We
observed a postprandial increase of TC, TG, HDL-c and glucose plasma concentrations

independently of the meal ingested (Table 4).

Table 4. Plasma lipids, glucose and insulin concentrations in postprandial state

oh TC TG HDL-c LDL-c Glucose Insulin
(mg/dI) (mg/dl) (mg/dI) (mg/dI) (mg/dI) (mU/ml)
HSFA 198.66+15.65 182.01+45.00 41.28+3.94 126.92+7.70 108.96+4.26 13.33+2.23
HMUFA 188.71+£10.24  135.00+14.37 43.28+2.93 126.83+8.70 113.40%4.64 12.42+1.07
LFHCC 185.92+12.16  128.56+17.55 41.28+3.01 127.96+10.17 106.06+4.52 12.13+1.85
LFHCC-n3 188.88+9.96  145.96+13.48 39.08+2.21 130.80+9.17 109.96+4.50 14.52+1.81
ah TC TG HDL-c LDL-c Glucose Insulin
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mU/ml)
HSFA 203.08+12.40 349.61+79.14 41.31+3.87 123.26+6.41  98.90+2.90 14.70+1.77
HMUFA 190.20+11.15  259.64+44.63 41.52+2.55 123.71+9.83 91.46+3.11 15.41+2.89
LFHCC 193.34+15.03 236.13+31.134 39.85+3.12 132.05+12.54 91.07+7.45 14.63+2.85
LFHCC-n3  194.09+11.82 235.14+26.14 37.60+2.75 130.75+9.83  87.20+3.14 12.73+2.24
Global analysis P values
Diet effect 0.860 0.259 0.816 0.970 0.715 0.996
Time effect 0.003* <0.001* 0.007* 0.976 <0.001* 0.196
Diet by Time effect  0.175 0.112 0.835 0.156 0.412 0.288

The values presented are the mean + S.E.M of each diet group. Abbreviations: HSFA, SFA-rich diet;
HMUFA, MUFA-rich diet; LFHCC, Low fat, high-complex carbohydrate diet with placebo; LFHCC n-3,
Low fat, high-complex carbohydrate diet supplemented with 1.24 g/d long chain n-3 PUFA; TC, total
cholesterol; TG, triglycerides; HDL-c, high density lipoprotein-cholesterol; LDL-c, low density lipoprotein-
cholesterol. P value correspond to ANOVA for repeated measures. *P < 0.05.
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4. Gene expression of adipokines.

Adipose tissue is now recognized as a highly active metabolic and endocrine

organ controlling energy homeostasis. Adipose tissue has a potential importance in
relation to the inflammatory burden in CVD, the expression and secretion of both pro-
inflammatory and protective factors, collectively termed adipokines which act as
paracrine, autocrine and endocrine effectors (249). Adiponectin exhibits both insulin
sensitizing, anti-inflammatory and anti-atherogenic properties, and its plasma levels are
reduced in both type 2 diabetes mellitus (T2DM) and coronary artery disease (250,
251). Resistin has been proposed as a potential link between obesity and inflammation
and has also been linked to CVD risk (252, 253). Leptin is a cytokine-like hormone
characterized by pleiotropic propriety. It is involved in satiety signal with direct effects
on the hypothalamus; stimulates lipolysis; inhibits lipogenesis; increases glucose
metabolism; and stimulates fatty acid oxidation (17). Adipose tissue also releases PAI-1
(plasminogen activator inhibitor-1), which is important in the fibrinolytic and
thrombotic pathways (254, 255). Plasminogen is an inert enzyme that requires t-PA
(tissue plasmin activator), to activate the plasmin which breaks blood clots. PAI-1
reduces the ability of t-PA to change plasminogen into plasmin and promotes blood clot
formation and prevents blood clots from dissolving (256). RBP4 (Retinol-binding
protein 4) has recently been described as an adipokine that contributes to insulin
resistance. It is secreted by both liver and adipose tissue. In humans, some studies have
shown associations between RBP4 and visceral adiposity (257), as well as insulin
resistance and type 2 diabetes (34).
Gene expression in the fasting state after the dietary intervention as compared to
baseline: To evaluate whether the intake of the four diets differing in fat quantity and
quality regulate the endocrine function of AT, we analyzed the gene expression of
adiponectin, resistin, leptin, RBP4 and PAI-1 after 12 wks of dietary intervention.

We observed that the long-term consumption of a HSFA, LFHCC and LFHCC
n-3 diets induced a significant decrease in adiponectin gene expression in adipose tissue
(p=0.021, p=0.023, p=0.046 respectively) while it remained unchanged after MUFA
diet. When we analyzed the changes in RBP4 expression, we found a significant
decrease on the gene expression changes after the consumption of LFHCC (p=0.039)

and LFHCC n-3 (p=0.027) diets. In contrast, no changes were observed in resistin and
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leptin MRNA levels in the fasting state after the dietary intervention for any of the diets
tested. PAI-1 transcripts were not detectable in the fasting state (Figure 2).

Postprandial gene expression: After the dietary intervention period, we administered a
meal with the same fat composition as the finished diet. We observed that HMUFA
meal induced a postprandial decrease in adiponectin gene expression in AT (p=0.008).
In the postprandial state we did not notice any changes in resistin and leptin mRNA
levels. Likewise, no significant postprandial expression changes were found for RBP-4.
Interestingly, PAI-1 transcripts were only detectable in the postprandial state for all the
4 groups, 4 h after the meal ingestion, although no significant differences were found

between diets (Figure 3).
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Figure 2. Adiponectin, Resistin, Leptin and RBP4 gene expression changes in adipose tissue after long-term dietary
intervention. Fasting preintervention: 12-h fasting before dietary intervention. Fasting postintervention: 12-h fasting
after 12 wk of dietary intervention with the HSFA, HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n-3) diets. Mean (xS.E.M.) of relative
expression in AT, n=39. ANOVA for repeated measures, global p-values: P Diet: diet effect; P Time: time effect; P
Diet/Time: diet by time interaction. P: p-values from Bonferroni’s multiple comparison test.
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Figure 3. Postprandial Adiponectin, Resistin, Leptin, RBP4 and PAI-1 gene expression changes in adipose tissue.
Fasting postintervention: 12-h fasting after 12 wk of dietary intervention. Postprandial: Post-intervention, 4 h after
the administration of the fatty meal with a fat composition similar to that consumed in each of the HSFA, HMUFA,
LFHCC, or LFHCC (n-3) diets. Mean (£S.E.M.) of relative expression in AT, n=39. ANOVA for repeated measures,
global p-values: P Diet: diet effect; P Time: time effect; P Diet/Time: diet by time interaction. P: p-values from
Bonferroni’s multiple comparison test.
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5. Expression of lipid metabolism related genes in adipose tissue.

In the current work, we have studied the gene expression of proteins related to
lipid metabolism in the following metabolic pathways:
Uptake of dietary fat by adipose tissue: LPL (lipoprotein lipase).
Lipogenesis de novo: SREBP1 (SERPINE1 mRNA binding protein 1), FASN (Fatty
acid synthase), SCD-1 (stearoyl-CoA desaturase D9-desaturase).
Lipolysis: HSL (Lipase- hormone sensitive), ATGL (Adipose triglyceride lipase), MGL
(Monoglyceride lipase).
Proteins related with fat storage: Perilipin, Vimentin, Caveolin, FABP4 (fatty acid

binding protein 4).

Uptake of dietary fat by adipose tissue.

Dietary fatty acids uptake by adipose tissue involves several metabolic steps:
after dietary fatty acid absorption in the small intestine or released from the liver, TG
are delivered by the blood stream into chylomicron or VLDL respectively, and the
triacylglycerol hydrolyzed by adipose tissue lipoprotein lipase (LPL). Thus, fatty acids
are uptaken into and re-esterificated within adipocytes (258).

We have analyzed the effect of quality and quantity of dietary fat on adipose
tissue LPL gene expression after the dietary intervention period and 4 hours after the
intake of four meals reflecting the fatty acid composition of the previous dietary
intervention.

Gene expression in the fasting state after the dietary intervention as compared to
baseline: No significant changes were observed on adipose tissue LPL mRNA levels
after the dietary intervention period (Figure 4a).

Postprandial gene expression: We observed that LPL expression tended to decrease at
the postprandial state independently of the meal ingested (Figure 4b).
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Figure 4. a) Fasting postintervention changes: LPL gene expression changes in adipose tissue after long-term dietary
intervention (12-h fasting after 12 wk of dietary intervention with the HSFA, HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n-3) diets).
b) Postprandial changes: Postprandial LPL gene expression changes in adipose tissue (4 h after the administration of
the fatty meal with a fat composition similar to that consumed in each of the HSFA, HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n-3)
diets). Mean (£S.E.M.) of relative expression in AT, n=39. One-way ANOVA to analyze statistical differences between
diets, with a probability of P:<0.05 being considered significant.
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Lipogenesis de novo.

The fatty acid biosynthesis from acetyl-CoA precursors and the following TG
assembly is known as “de novo” lipogenesis (DNL). This process is carried out in the
liver and adipose tissue, and plays an important role in the regulation of fat storage
(259).

Enzymes involved in DNL are transcriptionally regulated by SREBP1, a
member of SREBP transcription factor family. SREBP2, the other member, is required
for cholesterol biosynthesis (260). The first step of DNL is catalyzed by FASN, a multi-
protein enzyme. Its main function is to catalyze the synthesis of palmitate from acetyl-
CoA and malonyl-CoA (49). SCD-1 gene is involved in the synthesis and regulation of
unsaturated fatty acids and is regulated at the same time as the lipogenesis de novo
pathway. SCD-1 is responsible for desaturating palmitic acid (16:0) and mainly stearic
acid (18:0) to palmitoleic (16:1 n-7) and oleic acid (18:1 n-9), respectively. We have
analyzed the effect of the quality and quantity of fat in DNL by studying the expression
of the genes involved in this pathway: SREBP1, FASN and SCD-1.

Gene expression in fasting state after the dietary intervention as compared to
baseline: When we analyzed the SREBP1 gene expression changes after the dietary
intervention period, we found a statistically significant difference between diets
(p=0.010). Posthoc Bonferroni’s multiple comparison tests showed that SREBP1
MRNA levels decreased after LFHCC n-3 diet consumption as compared to LFHCC
diet (p=0.007). We have also studied the gene expression of SCD-1 and we also
observed a statistically significant diet effect (p=0.032). Posthoc Bonferroni’s multiple
comparison tests showed that SCD-1 mRNA levels decreased after consumption of
LFHCC n-3 diet as compared with LFHCC diet (p=0.043), which provoked an increase
of SCD-1 gene expression (Figure 5). Furthermore we analyzed FASN gene expression
but transcripts were not detected under our experimental conditions.

Postprandial gene expression: We did not observe any significant SREBP1 gene
expression changes on postprandial state. Additionally we observed a significant
difference on postprandial SCD-1 gene expression between meals (p=0.047). Posthoc
Bonferroni’s multiple comparison tests showed that LFHCC n-3 meal intake induced an
increase in SCD-1 gene expression whereas decreased after the consumption of

HMUFA meal (p=0.029) (Figure 6).
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Figure 5. Fasting postintervention changes: SREBP1, and SCD-1 gene expression changes in adipose tissue
after long-term dietary intervention (12-h fasting after 12 wk of dietary intervention with the HSFA, HMUFA,
LFHCC, or LFHCC (n-3) diets.) Mean (xS.E.M.) of relative expression in AT, n=39. One-way ANOVA to
analyze statistical differences between diets, with a probability of P:<0.05 being considered significant.

86



Results

SREBP1

P=0.729

0,1

Relative Expression
o
o
[e)]
1

0 - ; . .
HSFA HMUFA LFHCC LFHCC n-3
Postprandial changes
SCD-1
P=0.047*
0,02 -
0,015 - *
0,01 -
c
S
@ 0,005 -
g
o
g 0
=
& -0,005 -
5]
[0
-0,01 -
0,015 -
002 - HSFA HMUFA LFHCC LFHCC n-3

Postprandial changes

Figure 6. Postprandial changes: Postprandial SREBP1 and SCD-1 gene expression changes in adipose tissue (4 h
after the administration of the fatty meal with a fat composition similar to that consumed in each of the HSFA,
HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n-3) diets). Mean (xS.E.M.) of relative expression in AT, n=39. One-way ANOVA to
analyze statistical differences between diets, with a probability of P:<0.05 being considered significant.
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Lipolysis.

Lipolysis is a catabolic process leading to the breakdown of TG stored in fat
cells, which causes the further release of fatty acids and glycerol into the blood stream
(261).

ATGL (Adipose triglyceride lipase) is the enzyme responsible of the first step in
TG hydrolysis, and its action leads to the release of one fatty acid from the glycerol
backbone. This first step is also catalyzed by HSL (Lipase- hormone sensitive).
However, the resulting diacylglycerol in turn appears to be the main substrate of the
HSL. Thus, HSL acts in the first and the second step of TG hydrolysis; it hydrolyzes the
first fatty acid from a triacylglycerol molecule, freeing a fatty acid and diglyceride, and
hydrolyzing diacylglycerols into monoacylglycerols. In addition, the third enzyme in
the TG hydrolytic cascade is the MGL (Monoglyceride lipase) which is required to
complete the lipolysis process by hydrolyzing monoacylglycerols into fatty acid and
glycerol (262).

We have analyzed the effect of quality and quantity of dietary fat on the
expression of the genes involved in the lipolysis pathway: ATGL, HSL and MGL.

Gene expression in fasting state after the dietary intervention as compared to
baseline: We found an interaction between the quantity and quality of dietary fat and
the fasting gene expression of ATGL. Posthoc Bonferroni’s multiple comparison tests
showed that ATGL gene expression increased after HSFA diet consumption as
compared with the consumption of HMUFA, LFHCC and LFHCC n-3 diets (all
p=0.001), which did not induce any change on the gene expression of this enzyme. We
also observed that MGL gene expression decreased after the dietary intervention
(p<0.001). Posthoc Bonferroni’s multiple comparison tests showed that MGL gene
expression decrease after the consumption of HSFA (p=0.003), LFHCC (p=0.005) and
LFHCC n-3 (p=0.003) diets (Figure 7). No statistically significant changes were
observed in HSL mRNA levels after consumption of 4 diets.

Postprandial gene expression: We found a postprandial increase on ATGL gene
expression after the consumption of the HSFA meal (p=0.006). We also observed that
HSL was differentially expressed at the postprandial state (p=0.026). Posthoc statistical
analysis showed that the HSL mRNA levels decreased after the intake of LFHCC meal

(p=0.001) whereas remain unchanged after the consumption of the other diets. No
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significant changes were observed in MGL mRNA levels in the postprandial state as

compared to the fasting state (Figure 8).
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Figure 7. ATGL, HSL, MGL gene expression changes in adipose tissue after long-term dietary intervention.
Fasting preintervention: 12-h fasting before dietary intervention. Fasting postintervention: 12-h fasting
after 12 wk of dietary intervention with the HSFA, HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n-3) diets. Mean (xS.E.M.)
of relative expression in AT, n=39. ANOVA for repeated measures, global p-values: P Diet: diet effect; P
Time: time effect; P Diet/Time: diet by time interaction. P: p-values from Bonferroni’s multiple comparison
test.
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Figure 8. Postprandial ATGL, HSL, MGL expression changes in adipose tissue. Fasting postintervention, 12-h
fasting after 12 wk of dietary intervention. Postprandial: Post-intervention, 4 h after the administration of the fatty
meal with a fat composition similar to that consumed in each of the HSFA, HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n-3)
diets. Mean (£S.E.M.) of relative expression in AT, n=39. ANOVA for repeated measures, global p-values: P Diet:
diet effect; P Time: time effect; P Diet/Time: diet by time interaction. P: p-values from Bonferroni’s multiple
comparison test
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Expression of genes related with lipid storage.

Adipocytes hold the body’s major energy reserve as triacylglycerols packaged in
large lipid droplets. Adipocyte lipid droplets contain specific structural proteins as well
as lipid metabolic enzymes. Perilipin is the most abundant protein on the adipose tissue
lipid droplets. It plays a critical role in regulating both triacylglycerol storage and
hydrolysis, and acts as a protective coating from the lipases, when lipid mobilization is
not being stimulated. Perilipin is hyperphosphorylated by PKA following B-adrenergic
receptor activation, which allows the hormone-sensitive lipase-mediated lipolysis.
Although PKA also phosphorylates hormone-sensitive lipase, which can increase its
activity more than 50-fold, the increase in fat mobilization (triggered by epinephrine) is
primarily due to perilipin phosphorylation (263). Structural proteins identified in lipid
droplets also include vimentin and caveolin. Vimentin might participate in lipolysis
through direct interactions with HSL, in addition to its interaction with B-adrenergic
receptors and the ERK signaling cascade (264). Caveolin-1 acts between perilipin and
the catalytic subunit of cCAMP-dependent protein kinase to facilitate the phosphorylation
of perilipin and is also associated with the promotion of the synthesis of triacylglycerol
and its storage in lipid droplets (265).

Another important protein related to lipid storage is FABP4 (fatty acid binding
protein 4). This protein encodes the fatty acid binding protein found in adipocytes. Fatty
acid binding proteins are a family of small, cytoplasmic proteins that bind long-chain
fatty acids and other hydrophobic ligands. It is thought that the functions of FABPs
include fatty acid uptake, transport, and metabolism. Its principal function is to transport
lipids in adipocytes (266).

We have studied the effect of the quality and quantity of fat on the expression of
the genes related to lipid storage: Perilipin, Vimentin, Caveolin, and FABP4.

Gene expression in fasting state after the dietary intervention as compared to
baseline: We found that the long-term consumption of HSFA, LFHCC and LFHCC n-3
diets induced a decrease in perilipin mRNA levels in adipose tissue (p=0.010),
(p=0.002) and (p=0.002) respectively while it remained unchanged after MUFA diet.
We also found that caveolin 1 gene expression decreased after the intake of HMUFA
(p=0.012) and LFHCC n-3 diets (p=0.004) and tended to decrease after the consumption
of HSFA diet (p=0.057). In the case of FABP4 gene expression, we observed a
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difference between diets (p=0.035) and an effect of diet by time interaction (p=0.019).
FABP4 is more expressed after the consumption of HSFA and LFHCC diets than after
the consumption of LFHCC n-3 diet (p=0.010 and p=0.030, respectively). We also
observed an increase in FABP4 gene expression after the consumption of LFHCC diet
(p=0.030) and a decrease after the consumption of LFHCC n-3 diet (p=0.048). No
significant MRNA level changes were found in vimentin gene expression. (Figure 9).

Postprandial gene expression: We found that HMUFA meal induced a postprandial
decrease in AT perilipin gene expression (p=0.014). We also observed that caveolin
MRNA levels decreased after the intake of LFHCC meal (p=0.032) and it increased
after the intake of LFHCC n-3 meal (p=0.045), whereas it remained unchanged after the
intake of the others diets. No significant changes were observed in FABP4 and vimentin

MRNA levels in the postprandial state as compared to the fasting state (Figure 10).
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Figure 9. Perilipin, Vimentin, Caveolinl and FABP4 gene expression changes in adipose tissue after long-term
dietary intervention. Fasting preintervention: 12-h fasting before dietary intervention. Fasting postintervention:
12-h fasting after 12 wk of dietary intervention with the HSFA, HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n-3) diets. Mean
(£S.E.M.) of relative expression in AT, n=39. ANOVA for repeated measures, global p-values: P Diet: diet effect;
P Time: time effect; P Diet/Time: diet by time interaction. P: p-values from Bonferroni’s multiple comparison test
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Figure 10. Postprandial Perilipin, Vimentin, Caveolinl and FABP4 gene expression changes in adipose
tissue. Fasting postintervention, 12-h fasting after 12 wk of dietary intervention. Postprandial: Post-
intervention, 4 h after the administration of the fatty meal with a fat composition similar to that consumed in
each of the HSFA, HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n-3) diets. Mean (xS.E.M.) of relative expression in AT,
n=39. ANOVA for repeated measures, global p-values: P Diet: diet effect; P Time: time effect; P Diet/Time:
diet by time interaction. P: p-values from Bonferroni’s multiple comparison test
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6. Expression of endoplasmic reticulum stress-related genes.

Endoplasmic reticulum is a highly dynamic organelle with a central role in lipid
and protein biosynthesis and it is sensitive to alterations in homeostasis. Proteins formed
in the ER may fail to attain correct structural conformation during pathological excess
of nutrients (89). Accumulation of misfolded proteins as a consequence of ER stress and
the activation of unfolded protein response (UPR), which under normal circumstances
alleviates ER stress, restores ER homeostasis and prevents cell death (92). ER stress is
linked to the major inflammatory and stress-signaling networks, including the activation
of JNK and IKK-NF«kB pathways and the production of reactive oxygen species (ROS).
Intriguingly, these are also the pathways and mechanisms that play a central role in
obesity-induced inflammation and metabolic abnormalities. The UPR is known to signal
through three ER transmembrane sensors: PKR-like ER-regulated kinase (PERK),
inositol requiring enzymelo (IRElo) and activating transcription factor6 (ATF6).
Furthermore, these activate an adaptive response that results in the inhibition of protein
translation and an increase in the transcription of protein-folding chaperones and ER-
associated degradation genes. ATF6 induces X-box binding protein 1 (XBP-1)
transcription and IRElo upon activation initiates splicing of XBP-1 (XBP-1s) mMRNA
which encodes a transcriptional activator that modulates the UPR through the regulation
of transcription of ER chaperones. PERK phosphorylates the eukayotic translation
initiation factor 2a (elF2a). Furthermore, phosphor-elF2a (p-elF2a) attenuates protein
synthesis and reduces ER protein overload (267). This also results in an increased
alternative translation of activation transcription factor 4 (ATF4), which induces the
expression of many genes, including those involved in apoptosis, C/EBP homologous
protein (CHOP). Upon activation during UPR, the cytoplasmic domain of ATF6 is
cleaved and the N-terminal fragment translocates to the nucleus and activates the
transcription of ER chaperones such as glucose regulated protein (Grp)78/BiP, protein
disulfide isomerase (PDI), Erol-La and calnexin to augment the ER protein folding
capacity.

We have analyzed the effect of the quality and quantity of fat on the expression
of endoplasmic reticulum stress-related genes: XBP-1 (X-box binding protein 1), and
the chaperones CNX (calnexin), CRT (calreticulin), PDIA-3 (protein disulfide
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isomerase family A, member 3), BiP (glucose-regulated protein, 78kDa), GSTP1
(glutathione S-transferase pi 1).

Gene expression in fasting state after the dietary intervention as compared to
baseline: No significant changes were found in XBP-1, BiP, CNX, CRT and GSTP1
MRNA levels after the dietary intervention period. However, we observed a decrease in
PDIA-3 gene expression after the consumption of HSFA diet (p=0.020). (Figure 11).
Postprandial gene expression: Our study showed that the adipose tissue gene
expression of XBP-1 was induced at the postprandial state (p<0.001) irrespective of the
meal consumed. We also observed a postprandial increase in the expression of BiP
independently of the meal consumed (p<0.001). Posthoc statistical analysis showed that
BiP gene expression increased after the intake of HMUFA (p=0.006), LFHCC
(p=0.028), and LFHCC n-3 meals (p=0.028) and tended to increase after the intake of
HSFA meal (p=0.062) (Figure 12). No significant changes were observed in the
postprandial expression of CRT, CNX, PDIA-3 and GSTP1 (Figure 12).
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Figure 11. XBP-1, CRL, CNX, PDIA-3, BiP, and GSTP1 gene expression changes in adipose tissue after long-term
dietary intervention. Fasting preintervention: 12-h fasting before dietary intervention. Fasting postintervention:
12-h fasting after 12 wk of dietary intervention with the HSFA, HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n-3) diets. Mean
(xS.E.M.) of relative expression in AT, n=39. ANOVA for repeated measures, global p-values: P Diet: diet effect; P
Time: time effect; P Diet/Time: diet by time interaction. P: p-values from Bonferroni’s multiple comparison test
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Figure 12. Postprandial XBP-1, CRL, CNX, PDIA-3, BiP, and GSTP1 gene expression changes in adipose tissue.
Fasting postintervention, 12-h fasting after 12 wk of dietary intervention. Postprandial: Post-intervention, 4 h
after the administration of the fatty meal with a fat composition similar to that consumed in each of the HSFA,
HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n-3) diets. Mean (xS.E.M.) of relative expression in AT, n=39. ANOVA for
repeated measures, global p-values: P Diet: diet effect; P Time: time effect; P Diet/Time: diet by time interaction. P:
p-values from Bonferroni’s multiple comparison test.

98



Results

7. Expression of genes related with inflammatory response.

MetS is associated with a dysfunction of the adipose tissue, as a consequence of

adipocyte enlargement and malfunction which, in turn, causes the infiltration of
macrophages. The proinflammatory state in the adipose tissue leads to a local insulin
resistance including an impaired inhibitory effect of insulin on FFA release. However,
the increased concentration of FFA associated with adipocyte enlargement might
generate a condition of ER stress, thereby activating the inflammatory pathway
mediated by JNK and NF-kB, which leads to a proinflammatory state with an increased
secretion of several cytokines and chemokines including interleukin IL-6, IL-1B, and
MCP-1 (85).
Gene expression in fasting state after the dietary intervention as compared to
baseline: We have studied the expression of the inflammation regulatory gene, p65
(sub-unit of the NF-kB transcription factor), and two sub-units of the NF-kB inhibitor
(IkBa and IkBP2 genes) in the fasting state after 12 wks of dietary intervention. No
significant changes were observed in p65, IkBa and IkBB2 mRNA levels after the
dietary intervention (Figure 13).

We have also studied the gene expression of three pro-inflammatory cytokines

(interleukin [IL]-6, MCP-1 [monocyte chemoattractant protein-1], and IL1p). MCP-1
plays a critical role at multiple stages in atherosclerosis, and is associated with the
initiation of the fatty streak and the promotion of plaque instability. Likewise, IL-6 and
IL1B have also been implicated in the atherosclerotic process and other CVD risk
factors, such as obesity, dyslipidemia, and insulin resistance (85, 109). In our study,
no significant differences among diets were found in MCP-1 and IL1 gene expression
in adipose tissue and IL-6 transcripts were not detected in the fasting state at pre and
post intervention (Figure 13).
Postprandial gene expression: We have also studied the expression of the inflammation
regulatory genes in the postprandial state. We found that p65 gene expression is induced
in the postprandial state (p=0.003). However, we found that the increase did not differ
as a function of the meal. Posthoc statistical analysis showed that p65 gene expression
increased statistically after the intake of the low-fat high-carbohydrate LFHCC
(p=0.044) and LFHCC n-3 (p=0.038) meals, and tended to increase after the intake of a
HMUFA meal (p=0.072).
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When we analyzed the postprandial gene expression of the NF-kB inhibitors, we
observed that IkBa gene expression was induced in the postprandial state (p<0.001),
independently of the meal consumed. In contrast, no significant changes were observed
in 1kBB2 mRNA levels in the postprandial state, although it tended towards a
postprandial increase after consumption of the four meals (Figure 14).

We have also studied the postprandial gene expression of IL-6, MCP-1, and
IL1B. In our study, the gene expression of MCP-1 and IL1B was induced (both
p<0.001), irrespective of the meal consumed. In the case of IL-6, transcripts were only
detected in the postprandial period and no significant differences among diets were
found. Likewise, MCP-1 and IL1P gene expression was extremely low in the fasting
compared to the postprandial state (Figure 14).
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Figure 13. p65, IKBa, IKBB2, MCP-1 and IL1PB gene expression changes in adipose tissue after long-term dietary
intervention. Fasting preintervention: 12-h fasting before dietary intervention. Fasting postintervention: 12-h
fasting after 12 wk of dietary intervention with the HSFA, HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n-3) diets. Mean (£S.E.M.)
of relative expression in AT, n=39. ANOVA for repeated measures, global p-values: P Diet: diet effect; P Time: time
effect; P Diet/Time: diet by time interaction. P: p-values from Bonferroni’s multiple comparison test.

101



Results

P Diet:0.769 PDiet:0.731
p 65 P Time:0.003* IKBa P Time: <0.001*
0.05 1 P Diet/Time:0.759 P Diet/Time:0.841
c
kel c
% 0,04 S
o 7]
1%}
0,03 o
u e
4 u
= 0,02 o
st >
[} =1
©
o 0,01 ©
@
0,00 A
HSFA HMUFA LFHCC LFHCCn-3 HSFA HMUFA LFHCC LFHCCn-3
IKBB2 MCP-1
P Diet:0.758 P Diet:0.820
P Time:0.101 P Time :<0.001*
P Diet/Time:0.747 P Diet/Time:0.800
0,50 1 100,00 -
0,45 < 90,00
= 040 4 .2 80,00
o 1]
w035 8 70,00 1
% 0,30 Q. 60,00 -
= X
< 025 1 I W 50,00
"g 0,20 _% 40,00 -
2 0154 8 30,00
5] [3)
< 010 1 @ 20,00 4
X 005 10,00
0,00 T 0,00 -
HSFA HMUFA LFHCC LFHCCn-3 HSFA HMUFA LFHCC LFHCCn-3
IL1B IL-6
PDiet:0.421
P Time: 0.001* P Diet=0.766
7,00 A P Diet/Time:0.498 3,50
56001 < 3,00 1
0 o
35,00 g 2,50 1
4,00 o
X 4
5 %_2,00
23,0 © 1,50 |
®2,00 2
3 ® 1,00 -
14 9}
1,00 & 0,50 -
0,00 0,00 n.d _nd nd _nd
HSFA HMUFA LFHCC LFHCCn-3 HSFA HMUFA LFHCC  LFHCCn-3

Fasting postintervention .Postpran dial

Figure 14. Postprandial p65, IKBa, IKBB2, MCP-1, IL1p and IL-6 gene expression changes in adipose tissue.
Fasting postintervention, 12-h fasting after 12 wk dietary intervention. Postprandial: Post-intervention, 4 h
after the administration of the fatty meal with a fat composition similar to that consumed in each of the HSFA,
HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n-3) diets. Mean (+S.E.M.) of relative expression in AT, n=39. ANOVA for
repeated measures, global p-values: P Diet: diet effect; P Time: time effect; P Diet/Time: diet by time interaction.
P: p-values from Bonferroni’s multiple comparison test.
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8. Relationship between gene expression of the pathways studied.

We analyzed the relationship between the expression of genes involved in the
lipid metabolism, inflammatory response, endoplasmic reticulum stress as well as
endocrine function in adipose tissue at the fasting state before and after the dietary
intervention period and at the postprandial state postintervention.

The main relationship was found between the expression of inflammatory genes
and endoplasmic reticulum stress-related genes (Table 5). We observed that XBP-1,
CRL, CNX, BiP and GSTP1I mRNA levels positively correlated with IkBo mRNA
levels at the fasting state before the dietary intervention period and at the postprandial
state. We also observed that PDIA-3 gene expression positively correlated with IkBa
MRNA levels, but only in the postprandial state.
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Table 5. Correlations between genes related with inflammatory response and
endoplasmic reticulum stress.

p65 Pre0 IkBa Pre0 1kBB2 Pre0 IL1b Pre0 MCP-1 Pre0
XBP1 g;?gg;osn 0,408(**) 0,364(*) -0,041 -0,156 0,365(*)
Pre0 Gig. (bilateral) 0,010 0,023 0,802 0,344 0,022
CRL g(frarfigtnl o 0,253 0,371(%) -0,047 -0,133 0,356(*)
iz Sig. (bilateral) 0,121 0,020 0,777 0,418 0,026
ONX Jearson s 0,011 0,373(*) 0,026 0,027 0,271
AL Sig. (bilateral) 0,045 0,019 0,874 0,871 0,095
s Fearson s 0,052 0,706(**) 0,044 0,117 0,287
Pre0 sig. (bilateral) 0,752 0,000 0,792 0,478 0,076
GSTP1 gciarresigtni Osn 0,100 0,599(**) 0,022 0,210 0,160
Pre0 gig. (bilateral) 0545 0,000 0,894 0,199 0,330
p65 Post4  IkBa Post4  1kBB2 Post4 IL1J Post4 IL6 Post4 MCP-1 Post4
XBP-1 gfﬁg‘;{‘l cf'n 0,127 0,688(**) 0,306 0,465(**)  0,624(**) 0,378(*)
Postd iy, (bilateral) 0,442 0,000 0,058 0,003 0,000 0,018
CRL ggﬁgg{‘l Osn 0282  0,540(**) 0,186 0,243 0,047 0,018
POStd  gig (bilateral) 0,082 0,000 0,256 0,135 0,775 0,911
CNX gfﬁggﬂ;n 0352(%)  0.614(*%)  0,440(*%)  0418(*%) 0,233 0,359(*)
POS3  sig. (bilateral) 0,028 0,000 0,005 0,008 0,153 0,025
PDIA-3 gjﬁggﬂ Osn 0298  0507(**)  0A477(**) 0,201 0,247 0,413(**)
Postd iy, (bilateral) 0,065 0,001 0,002 0,072 0,129 0,009
BP  DONS 0079 o7sB()  0589(%)  0648(™) 0277 0428(*%)
Postd iy, (bilateral) 0,634 0,000 0,000 0,000 0,088 0,007
GSTP1 ggﬁgg{‘l cfn 0,089  0,428(**) 0,262 -0,031 0,144 0,240
POStd  gig (bilateral) 0,592 0,007 0,107 0,850 0,382 0,141
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9. Relationship between the gene expression in adipose tissue and the indicators of

metabolic risk in patients with metabolic syndrome.

We have analyzed the relationships between the gene expression in adipose
tissue and the indicators of metabolic risk, such as insulin sensitivity and postprandial
lipemia parameters, which have previously been reported to be abnormal in patients
with MetS (204).

We studied the relationship between gene expression in adipose tissue and
postprandial glucose and insulin concentration as well as HOMA index, and with
postprandial lipemia parameters (TG, CT, HDL-c, LDL-c, Apo A and Apo B).

9.1 Relationships between the expression of adipokines in adipose tissue and the
indicators of metabolic risk.

Relationships between adipokines in adipose tissue and insulin sensitivity.

In this study we did not find any relationship between the gene expression of
adipokines in adipose tissue and postprandial glucose and insulin concentration and
HOMA index.

Relationships between adipokines in adipose tissue and postprandial lipemia.

Independently of the consumed diet, we sorted patients by gene expression
tercils (ascendant) to each adipokine. After that, we studied the relationship between
adipokine gene expression levels and postprandial lipemia parameters (TG, CT, HDL-c,
LDL-c, Apo A and Apo B). We observed that patients with higher leptin mRNA levels
(3rOI tercil of gene expression) in the fasting state after the dietary intervention period
had higher TC levels (p=0.028) (Figure 15a). In the postprandial state, we observed a
relationship between postprandial leptin mRNA levels and postprandial TG levels,
patients with higher leptin expression tended to have higher TG levels (p=0.071). In
fact, we observed an interaction between leptin mRNA levels and plasma TG levels
(p=0.026). Post hoc statistical analysis showed that postprandial TG levels were higher
in patients sorted in the 3" tercil (high postprandial leptin MRNA levels) as compared to
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patients sorted in the 2nd tercil (intermediated postprandial CNX mRNA levels
(p=0.039)) (Figure 15b). We also observed that patients with higher postprandial
expression of adiponectin had higher postprandial HDL-c concentration (p=0.038)
(Figure 15c).
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Figure 15. Relationship between gene expression levels in adipose tissue and postprandial lipemia. a) Leptin
expression in the fasting state after the dietary intervention and postprandial TC levels b) Postprandial leptin
expression and postprandial TG levels c) Postprandial adiponectin expression and postprandial HDL-c levels 4 h
after the administration of the fatty meal with a fat composition similar to that consumed in each of the HSFA,
HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n-3) diets. ANOVA for repeated measures, global p-values: P tercil: tercil effect; P
Time: time effect; P Time/Tercil: tercil by time interaction. P: p-values from Bonferroni’s multiple comparison test
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9.2 Relationships between lipid metabolism related genes in adipose tissue and

indicators of metabolic risk.

Relationships between lipid metabolism related genes in adipose tissue and insulin
sensitivity.

In this study we did not find any relationship between lipid metabolism related
gene expression in adipose tissue and postprandial glucose and insulin concentration
and HOMA index.

Relationships between lipid metabolism related genes in adipose tissue and

postprandial lipemia.

We observed that, in the fasting state after the dietary intervention period,
vimentin gene expression correlated negatively with HDL-c plasma levels (r:-0.492;
P=0.001) (Figure 16a) and Apo A plasma levels (r:-0.427; p=0.007) (Figure 16b), we
also observed that it correlated with TG plasma levels (r:0.394; p=0.013) (Figure 16c).
In the postprandial state, we observed a positive correlation between postprandial
perilipin mRNA levels and HDL-c values 4 hrs after meal intake (r:0.358; p=0.025)
(Figure 16d). We also observed an interaction between postprandial perilipin mRNA
levels and postprandial plasma HDL-c levels (p=0.026) (Figure 17e).

In addition, we studied the relationship between lipid metabolism related genes
expression levels and postprandial lipemia parameters (TG, CT, HDL-c, LDL-c, Apo A
and Apo B). We found that patients with high vimentin mRNA levels in the fasting state
after the dietary intervention period had lower postprandial HDL-c (p=0.001) (Figure
17a) and Apo A levels (p=0.021) (Figure 17b) as well higher TG (p=0.048) (Figure
17c¢) and Apo B (p=0.034) (Figure 17d) levels.
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Figure 16. Correlations between a) Vimentin mRNA levels and HDL-c (mmol/l) (r:-0.492, p:0.001) in the
fasting state after the dietary intervention b) Vimentin mRNA levels and Apo A (mg/dL) (r:-0.427, p:0.007)
in the fasting state after the dietary intervention ¢) Vimentin mRNA levels and TG (mmol/l) (r:0.394,
p:0.013) in the fasting state after the dietary intervention d) Postprandial perilipin mMRNA levels and
postprandial HDL-c (mmol/l) (r:0.358, p:0.025), 4 h after the administration of the fatty meal with a fat
composition similar to that consumed in each of the HSFA, HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n-3) diets.
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Figure 17. Relationship between gene expression levels in adipose tissue and postprandial lipemia. a) Vimentin
expression in the fasting state after the dietary intervention and postprandial HDL-c levels b) Vimentin expression
in the fasting state after the dietary intervention and postprandial Apo A levels ¢) Vimentin expression in the fasting
state after the dietary intervention and postprandial TG levels d) Vimentin expression in the fasting state after the
dietary intervention and postprandial ApoB levels e) Postprandial perilipin expression and postprandial HDL-c
levels 4 h after the administration of the fatty meal with a fat composition similar to that consumed in each of the
HSFA, HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n-3) diets. ANOVA for repeated measures, global p-values: P tercil: tercil
effect; P Time: time effect; PTimel/Tercil: tercil by time interaction. P: p-values from Bonferroni’s multiple
comparison test.
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9.3 Relationships between endoplasmic reticulum stress-related genes in adipose

tissue and indicators of metabolic risk.

Relationships between endoplasmic reticulum stress-related genes in adipose tissue and

insulin sensitivity.

We observed a negative relationship between GSTP1 mRNA levels and insulin
concentration in the fasting state after the dietary intervention period (r:-0.338; p=0.036)
(Figure 18a) and a negative relationship between postprandial CRL and CNX mRNA
levels and postprandial glucose levels (r:-0.364, p=0.023) (r:-0.404, p=0.011)
respectively (Figure 18b) (Figure 18c).

Relationships between endoplasmic reticulum stress-related genes in adipose tissue and

postprandial lipemia.

We found a negative relationship between postintervention postprandial CRL
MRNA levels and postprandial TC plasma levels (r:-0.368; p=0.021) (Figure 18d). On
the other hand, when we sorted patients by gene expression tercils (ascendant) to each
endoplasmic reticulum stress-related gene, we observed that patients with higher
postprandial XBP-1 mRNA levels after the dietary intervention period had lower
postprandial LDL-C levels (p=0.043) (Figure 19a). Additionally, we observed that
patients with lower postprandial CNX mRNA levels have higher CT levels (p=0.012)
(Figure 19b). Moreover, patients with lower postprandial CNX mRNA levels have also
higher TG levels (p=0.006) (Figure 19c). In fact, we observed an interaction between
CNX mRNA levels and plasma TG levels (p=0.022). Post hoc statistical analysis
showed that postprandial TG levels were higher in patients sorted in the 1* tercil (low
postprandial CNX mRNA levels) as compared to patients sorted in the 2™ tercil
(intermediated postprandial CNX mRNA levels (p=0.005)) and with patients sorted in
the 3rd tercil (high postprandial CNX mRNA levels (p=0.047)).
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state after the dietary intervention b) Postprandial CRL mRNA levels and postprandial glucose (mg/dl) (r:-0.364,
p:0.023) c) Postprandial CNX mRNA levels and postprandial glucose (mg/dl) (r:-0.404, p:0.011). d)
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Figure 19. Relationship between gene expression levels in adipose tissue and postprandial lipemia. a) Postprandial
XBP-1 expression and postprandial LDL-c levels b) Postprandial CNX expression and postprandial CT levels c)
Postprandial CNX expression and postprandial TG levels 4 h after the administration of the fatty meal with a fat
composition similar to that consumed in each of the HSFA, HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n-3) diets. ANOVA for
repeated measures, global p-values: P Tercil: diet effect; P Time: time effect; P Time/Tercil: diet by time
interaction. P: p-values from Bonferroni’s multiple comparison test. + Statistical difference between 1st tercil and
2nd tercil p<0.05. & Statistical difference between 1st tercil and 3rd tercil p<0.05.
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9.4 Relationships between inflammation-related genes in adipose tissue and

indicators of metabolic risk.

Relationships between inflammation-related genes in adipose tissue and insulin

sensitivity.

We analyzed the relationship between the gene expression of inflammation
related genes in adipose tissue and HOMA index, and plasma glucose and insulin
concentrations. We did not find any relationship in fasting state. In the postintervention
postprandial state, after the intake of the fat challenge, we observed a positive
correlation between postprandial p65 mRNA levels and HOMA index (r:0.353;
p=0.028) (Figure 20a). We also observed that postprandial IxBpf2 mRNA levels
correlated negatively with postprandial insulin concentration (r:-0.354; p=0.027)
(Figure 20b).

We also studied the relationship between the expression of inflammation related
genes in adipose tissue and postprandial plasma glucose and insulin concentration by
level of expression. To do that, we sorted patients by gene expression tercils (ascendant)
to each inflammation related gene. We observed that patients with higher postprandial
ILIB mRNA levels (3" tercil) had higher postprandial glucose levels (p=0.037).
Additionally, we observed an interaction between IL1 mRNA levels and plasma
glucose levels (p=0.036). Post hoc statistical analysis showed that postprandial glucose
levels were higher in patients sorted in the 3™ tercil (high postprandial IL1p mRNA
levels) as compared to patients sorted in the 2" tercil (intermediated postprandial IL1B
MRNA levels (p=0.014)) and with patients sorted in the 1st tercil (low postprandial
IL1p mRNA levels (p=0.024)) (Figure 21a).

Relationships between inflammation-related genes in adipose tissue and postprandial

lipemia.

When we studied the relationship between the expression of inflammatory genes
and postprandial lipemia, we found a positive correlation between the postprandial p65
MRNA levels with postprandial TG (r:0.406; p=0.010) (Figure 20c) and postprandial
Apo B concentration 4 h after the meal intake (r:0.341; p=0.034) (Figure 20d). We also
found a negative correlation between postprandial p65 mRNA levels and postprandial
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HDL-c (r:0.377; p=0.018) (Figure 20e). Additionally we observed that the patients with
higher postprandial p65 mMRNA levels (3" tercil) had higher TG levels throughout the
whole postprandial lipemia (p=0.044) (Figure 21b).

Q
Ny

HOMA-IR Index

c)

= 600 A .
o

£ 500 1
£ 400 {
©3001 .,

r:0.353
12 - p=0.028
.
10 A
8 -
.
63 ¢ .
. .
{ & ¢
4 ! . é ¢
.
21 4o t ey
0

T T T T T T T )
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16
P65 mMRNA levels

r:0.406
p=0.010
900 1

800 A *
700 A1

‘e

CXS

200 15 METR .
100 {1 % &

0 — r r r r r )

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16

P65 MRNA levels

D
~

~N ®
o O
L

*

)

-
o %

P
o O
Ll

HDL(mmol/Il

20 A
10 1
0

e
*
.
.
*
+3

*
. | 2
s
2 .
.

r:-0.354
p=0.027

*

0,05

*

0,25 0,45 0,65 0,85

IKBB2 mRNA levels

r:0.341
p=0.034

T T T T T T T 1

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
P65 mRNA levels

r:-0.377
p=0.018

‘h‘ﬁ\,’
304 T P »

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16

p65 MRNA levels

Figure 20 Correlations between a) Postprandial p65 mRNA levels and HOMA index (r:0.353, p:0.028)
b) Postprandial IKBB2 mRNA levels and postprandial insulin (mU/ml) (r:0.354, p:0.027) c) Postprandial
p65 MRNA levels and postprandial TG (mmol/l) (r:0.406, p:0.010) d) Postprandial p65 mRNA levels and
postprandial ApoB (mg/ml) (r:0.341, p:0.034) e) Postprandial p65 mMRNA levels and postprandial HDL-c
(mmol/l) (r:0.377, p:0.018) 4 h after the administration of the fatty meal with a fat composition similar to
that consumed in each of the HSFA, HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n-3) diets. Pearson’s linear
correlation coefficient.
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Figure 21. Relationship between gene expression levels in adipose tissue and postprandial lipemia a) Postprandial IL1(3
expression and postprandial glucose (mg/dl) (r:-0.404, p:0.011) b) Postprandial p65 expression and postprandial TG
levels 4 h after the administration of the fatty meal with a fat composition similar to that consumed in each of the HSFA,
HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n-3) diets. ANOVA for repeated measured, global p-values: P Tercil: diet effect; P

Time: time effect; P Time/Tercil: diet by time interaction. P: p-values from Bonferroni’s multiple comparison test.

+ Statistical difference between 3rd tercil and 2nd tercil p<0.05. & Statistical difference between 3rd tercil and 1st tercil

p<0.05.

10. Relationships between gene expression in adipose tissue and body mass index

(BMI).

The evidence shown suggests that the genes related to body fatness are

expressed more aggressively under the influence of an obesity-promoting environment

(268). In this study we have analyzed the relationship between the expression of the

genes studied and the BMI. In the fasting state after the dietary intervention period we

found a negative correlation between adiponectin mRNA levels and BMI (r:-0.343;

p=0.033) (Figure 22a) and a positive correlation between leptin mRNA levels with
BMI (r:0.335; p=0.040) (Figure 22b). Additionally we also found a relationship
between ATGL mRNA levels in the fasting state after the dietary intervention and BMI

(r:0.341; p=0.036) (Figure 22c).
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Figure 22. Correlations between a) Adiponectin mRNA levels and BMI (r:-0.343, p:0.033) b) Leptin
MRNA levels and BMI (r:0.335, p:0.040) c) ATGL mRNA levels and BMI (r:0.341, p:0.036) in the MetS
patients in the fasting state after the dietary intervention with the HSFA, HMUFA, LFHCC, or LFHCC
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VII. DISCUSION

Grasa de la dieta, funcion endocrina y almacenamiento de lipidos en tejido adiposo.

Aunque en un principio el tejido adiposo fue considerado un mero almacén de
energia, en los ultimos afios se ha demostrado que actla como un importante érgano
endocrino. Como tal, secreta numerosas proteinas llamadas adipoquinas, que participan
en la regulacién autocrina y paracrina del propio tejido, pero que ademas tienen efectos
endocrinos en érganos distantes, tales como el musculo, pancreas, higado y cerebro
(269).

Las adipoquinas controlan funciones fisioldgicas de gran importancia como la
regulacion del peso corporal, la funcion vascular, y la respuesta inflamatoria. Ademas,
la desregulacion en la sintesis y expresion de algunas de ellas como adiponectina,
resistina, leptina, RBP4 y PAI-1 se ha relacionado con algunas patologias como el
desarrollo de la resistencia a la insulina (15). En nuestro estudio hemos analizado si la
cantidad y tipo de grasa de la dieta puede tener un efecto modulador en la funcion
endocrina del tejido adiposo de pacientes con SMet.

La adiponectina es considerada un factor clave en la regulacion de la
sensibilidad a la insulina y el metabolismo [3] y sus niveles en plasma estan
relacionados de forma inversa con los componentes del SMet (18). Nuestro estudio
mostrd que el consumo a largo plazo de la dieta HSFA y las dietas LFHCC y LFHCC n-
3 disminuye la expresion de adiponectina en tejido adiposo, mientras que el consumo de
la dieta HMUFA no afecta la expresion de esta adipoquina.

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos en un estudio realizado en
pacientes obesos que demostrd que el consumo de una dieta rica en SFA (&cidos grasos
saturados) disminuye la expresién en tejido adiposo de adiponectina en comparacion
con una dieta rica en MUFA (acidos grasos monoinsaturados) (235). El descenso en la
expresion de adiponectina observado tras el consumo de la dieta HSFA, podria ser el
factor que explica el hecho de que tanto estudios epidemioldgicos como de intervencion
dietética han asociado el consumo de grasa saturada con el desarrollo de resistencia a la
insulina (159, 192), condicién a su vez, asociada a una disminucion en los niveles
plasmaticos de adiponectina (19). No obstante, fue sorprendente que el consumo de la
dieta LFHCC, un modelo de dieta bajo en grasa que se ha propuesto para mejorar la
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sensibilidad a la insulina (159, 160), también disminuye la expresién de adiponectina en
tejido adiposo. De hecho, tampoco se observo ningln efecto al suplementar la dieta
LFHCC con acidos grasos omega 3 (PUFA n-3).

Cuando estudiamos el efecto postprandial de los cuatro modelos de dieta
estudiados en este trabajo, observamos que los niveles de expresion de esta adipoguina
disminuyen tras la ingesta de la comida HMUFA mientras que no cambia tras la ingesta
de las otras comidas.

Nuestro estudio mostré que los cambios ocasionados por la cantidad y tipo de
grasa de la dieta en la expresion génica de adiponectina ocurrieron en paralelo a los
observados en el gen que codifica para la perilipina, una proteina relacionada con el
almacenamiento de lipidos en la gota lipidica, el proceso de lipdlisis, y tamafio del
adipocito (270). El hecho de que, al igual que en el caso de la adiponectina, la expresion
génica de perilipina disminuye tras el consumo a largo plazo de las dietas HSFA,
LFHCC y LFHCC n-3 sugiere que una disminucién de la capacidad de almacenamiento
de lipidos en tejido adiposo tiene lugar tras el consumo de estas dietas, lo que podria
estar relacionado con un deterioro de la sensibilidad a la insulina como recientemente se
ha propuesto (123). Asi pues, nuestros resultados sugieren que una reduccion de la
liberacion de adiponectina en tejido adiposo puede ocurrir en paralelo a la reduccién en
la capacidad de almacenamiento de lipidos en este tejido tras el consumo a largo plazo
de las dietas HSFA, LFHCC and LFHCC n-3, lo que puede determinar una reduccion
en la capacidad “buffering” del tejido adiposo y que a su vez provocaria una afluencia
excesiva de lipidos a otros tejidos, y al deposito ectopico de grasa y en Gltimo término al
desarrollo de la resistencia a la insulina en situaciones en las que la ingesta energética
supera el gasto energeético (271).

El paralelismo observado en los cambios de expresion génica de adiponectina y
perilipina tras el consumo de las dietas HSFA, LFHCC y LFHCC n-3 podria deberse a
la activacion/inhibicion de factores de transcripcion que regulan la expresion de ambos
genes. De hecho, en la misma poblacion donde se ha realizado este estudio, se ha
demostrado que 5 factores de transcripcion (PPARg (peroxisome proliferator-activated
receptor gamma), PPARA (peroxisome proliferator-activated receptor alpha), CEBPA
(CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha), FOXC2 (forkhead box C2) y
CTNNB1 (catenin (cadherin-associated protein), beta 1)) controlan la expresion génica
de adiponectina y perilipina (referencia manuscrito 3). Este analisis mostré que la
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activacion del factor de transcripcion FOXC2, el cual reprime la expresion de
adiponectina y perilipina (272), parece ser el principal responsable de la disminucion de
los niveles de expresion de estos genes después del consumo a largo plazo de las dietas
HSFA, LFHCC y LFHCC n-3, en contraste con el consumo de la dieta HMUFA que
causa la inhibicion de FOXC2. Ademas, en la disminucién de la expresion de
adiponectina después del consumo de la dieta LFHCC n-3 también parece estar
involucrado el factor de transcripcion CTNNBL, el cual reprime la expresion de este
gen cuando es activado (273), hecho que ocurre después del consumo de la dieta
LFHCC n-3. Por otro lado, los cambios postprandiales observados en la expresiéon de
adiponectina y perilipina podrian ser explicados, al menos parcialmente, debido al
efecto de la dieta en la modulacién de la actividad de los factores de transcripcién
PPARg, PPARA, y CTNNB1. De esta manera, la reduccion en la expresion de
adiponectina y perilipina después del consumo de la comida HMUFA, parece ser
provocado por la inhibicion de los factores de transcripcion PPARg y PPARA, que
actan como activadores de la transcripcion de adiponectina y perilipina, y que por
tanto, al ser inhibidos dejan de activar la transcripcion de ambos genes, conlleva una
disminucion de sus niveles de mRNA. Ademas, la activacion de CTNNB1, que actla
como represor de la transcripcion de adiponectina puede ser también responsable de la
disminucion postprandial de la expresion de esta adipoquina después del consumo de la
dieta HMUFA (273), ya que este factor transcripcional es activado tras la ingesta de esta
comida.

Por otra parte, nuestros resultados mostraron que la expresion de adiponectina y
perilipina estd relacionada con la lipemia postprandial. Los pacientes con mayor
expresion postprandial de adiponectina muestran mayor concentracion postprandial de
HDL-c en plasma. Igualmente, los pacientes con mayor expresién postprandial de
perilipina tienen niveles postprandiales mas altos de HDL-c en plasma. En este sentido,
estudios previos en humanos han demostrado que los niveles de adiponectina tienen una
relacion directa con el colesterol HDL (274, 275), lo que pone en evidencia la relacion
mediada por la adiponectina entre la sensibilidad a la insulina y el metabolismo hepatico
de lipoproteinas (275). Ademaés, la relacion entre la expresion de ambos genes,
adiponectina y perilipina, con los valores de lipemia postprandial podria ser mediada

por PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors), los cuales, ademas de tener un

119



Discusidn

efecto regulador en la expresion de ambos genes (276, 277), han mostrado tener efectos
geneticos pleiotropicos sobre las concentraciones de HDL-c (278).

En nuestro estudio observamos una relacion inversa entre la expresion de
adiponectina en ayunas tras el periodo de intervencion dietética e independientemente
de la dieta consumida y el IMC. De acuerdo con nuestros resultados, ha sido
previamente descrito que los niveles de adiponectina en plasma son menores en
personas con obesidad (18). Aunque la base molecular de esta relacion no esta del todo
clara, se ha observado que TNFa es un fuerte inhibidor de la actividad del promotor de
la adiponectina, por lo que el estado inflamatorio observado en pacientes con obesidad y
SMet puede influir en la relacion inversa entre la expresion génica de adiponectina en
tejido adiposo y el IMC encontrada en nuestra investigacion (279).

Nuestros resultados, ademéas, mostraron que el consumo a largo plazo de las
dietas LFHCC y LFHCC n-3 disminuye la expresion de RBP4 en tejido adiposo de
pacientes con SMet en comparacion con las dietas HSFA y HMUFA, cuyo consumo no
afecta a la expresion génica de esta adipoquina. RBP4 es una adipoquina que ha sido
relacionada con la resistencia a la insulina, DMT2, dislipidemia y obesidad, de manera
que sus niveles plasmaticos son elevados en estas condiciones patologicas (31, 32, 280).
En este sentido, no se observo ningun efecto de la suplementacion con PUFA n-3 en la
dieta LFHCC n-3 con respecto a la dieta LFHCC en la expresion génica en tejido
adiposo de RBP4. Por otro lado, cuando analizados la expresion de genes relacionados
con el almacenamiento de lipidos en tejido adiposo, observamos que la expresion génica
de FABP4, una proteina involucrada en el metabolismo de acidos grasos (281, 282), y
de caveolina 1, un componente de las gotas lipidicas en células estimuladas
lipoliticamente en estudios in vitro (80, 265), cambia como consecuencia de la
suplementacién de la dieta LFHCC con PUFA n-3 cuando se compara con la dieta
LFHCC. El principal efecto observado fue la disminucion de la expresion de FABP4 y
CAV1 en estado de ayuno, lo que sugiere una reduccion de la capacidad de
almacenamiento de lipidos en tejido adiposo después del consumo a largo plazo de
PUFA n-3.

No obstante, en nuestro estudio no hemos observado ningln efecto de la dieta
sobre la expresion génica de vimentina, proteina estructural del adipocito que regula el
contenido de lipidos, aunque observamos que la expresion de esta proteina esta
relacionada con los valores circulantes de lipidos, tanto en estado de ayuno como en

120



Discusion

estado postprandial. La expresion génica de vimentina muestra una relacion negativa
con los niveles de HDL-c y apoA, asi como una relacion positiva con los niveles de TG
en estado de ayuno después de la intervencion dietética. A su vez observamos que los
pacientes con mayor expresion de vimentina tienen niveles postprandiales de TG y de
Apo B mas altos que los pacientes que menos expresan este gen, los cuales son los que
presentan niveles postprandiales de HDL-c y Apo A mas altos. La relacién entre la
expresion de vimentina con los valores de lipidos en estado de ayuno puede estar
asociado a la relacion directa que ejerce la expresion de vimentina sobre el proceso de
lipdlisis y regulacion de HSL (264), aunque el mecanismo concreto no se conoce.

PAI-1 es una glicoproteina que inactiva al activador del plasmindgeno y tiene un
importante rol en la inhibicion de la fibrindlisis, de manera que el incremento en la
concentracion de PAI-1 en plasma es considerado como un factor de riesgo de
enfermedad trombdtica (283). Nuestro estudio mostré que los transcriptos de PAI-1 solo
fueron detectables en el estado postprandial, y que las diferentes dietas testadas en
nuestro estudio no ejercen un efecto alguno sobre los niveles postprandiales de mMRNA
de PAI-1. En este sentido, la exacerbada respuesta postprandial de los niveles de TG
observada en pacientes con SMet (143) podria ser un factor clave en el incremento
postprandial de la expresion de PAI-1(284). De hecho, estudios in vitro han demostrado
que varias lipoproteinas ricas en TG como las VLDL (285) y LDL-c oxidadas
incrementan la produccion de PAI-1 (286). Ademas, ya ha sido previamente asociada la
lipemia postprandial con un estado pro coagulante en pacientes hipertensivos (287) y
pacientes con SMet (288).

En nuestro estudio no observamos ningun efecto de la cantidad y tipo de grasa
en la dieta sobre la expresion de leptina, tanto en estado de ayuno tras la intervencién
dietética como en estado postprandial. No obstante, hemos observado una relacién entre
la expresién de leptina en tejido adiposo con los valores de lipemia postprandial. Los
pacientes que mas expresan el gen de la leptina presentan mayores niveles
postprandiales de TG, lo que concuerda con los estudios realizados en modelos
animales, donde se ha observado una relacion positiva entre los niveles de TG con la
expresion de leptina en tejido adiposo (289). Ademas, hemos observado una relacion
entre la expresion de leptina en estado de ayuno tras la intervencion dietética y el IMC,

lo que ya ha sido descrito previamente (290), de manera que en obesidad existe una
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desregulacién en el transporte y un aumento en los niveles de esta adipogquina como
consecuencia de un estado de resistencia a la leptina (28).

En conclusion, nuestros resultados sugieren que la cantidad y la calidad de la
grasa de la dieta parecen modular la funcién endocrina del tejido adiposo en pacientes
con SMet y que la grasa de la dieta ejerce un efecto diferencial sobre la expresién de
adipoquinas a través de la interaccion con mecanismos comunes con los genes
relacionados con el almacenamiento de lipidos. Ademas, esta interaccion parece ser
opuesta en condiciones metabdlicas diferentes en que la grasa es movilizada o

almacenada.

Grasa de la dieta y metabolismo lipidico en tejido adiposo.

Lipogénesis

La lipogénesis (LGN) es la ruta bioquimica por la cual son sintetizados los
acidos grasos a partir de acetyl-CoA y esterificados o unidos con el glicerol para formar
TG vy ser almacenados en tejido adiposo. El acetyl-CoA utilizado como sustrato en el
proceso LGN puede provenir de dos vias: la primera, a partir de los lipidos provenientes
de la dieta, que después del proceso digestivo en el intestino, los TG se segregan a la
linfa en quilomicrones para alcanzar el plasma a través del conducto torécico, y asi
llegar a los tejidos periféricos, en donde los TG son hidrolizados principalmente en el
tejido adiposo a través de la accion de la LPL hasta AGL y glicerol. Una vez en el
interior de la célula, los &cidos grasos son re-esterificados mediante el proceso de LGN
con glicerol para formar TG y ser almacenados dentro de la gota lipidica (40) . La
segunda via es la obtencion de acetyl-CoA a partir de la glucosa en situaciones de una
ingesta excesiva de energia proveniente de los hidratos de carbono. En estas
condiciones, la conversion de los hidratos de carbono de la dieta en lipidos o la sintesis
de &cidos grasos a partir de acetyl-CoA proveniente de la glucosa para formar TG y ser
almacenados en tejido adiposo se lleva a cabo por una ruta enzimatica y este proceso es
denominado LGN de novo (45).

El proceso de LGN tiene un papel relevante en la regulacién del almacenamiento

de lipidos en tejido adiposo. En pacientes con SMet hay una alteracion de este proceso,
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lo que podria estar relacionado con el estado de resistencia a la insulina caracteristico de
esta patologia (291). En condiciones de resistencia a la insulina existe una baja
actividad de la LPL y disminuye la captacion de los TG en tejido adiposo provocando
un aumento de los niveles de TG circulantes. Ademas, la baja respuesta antilipolitica de
la insulina aumenta el flujo de AGL en la circulacién hacia otros tejidos como musculo
esquelético, higado y pancreas, contribuyendo de esta manera al efecto de lipotoxicidad
(46). Ademas, en condiciones de obesidad, componente causal del SMet, el exceso de
lipidos almacenados en el tejido adiposo ha sido relacionado con el aumento en la
expresion de los genes involucrados en la actividad lipogénica, lo que a su vez esta
asociado con el desarrollo de hipertrofia e hiperplasia del tejido adiposo, asi como con
resistencia a la insulina (8, 292), y el desarrollo de DMT2 (293, 294). De hecho, en
modelos animales de resistencia a insulina y obesidad, ha sido descrito que existe una
sobreexpresion de SREBP1c, factor de transcripcion que activa la expresion de varios
genes involucrados en el proceso de LGN (295, 296), lo que a su vez, esta relacionado
con el aumento en la sintesis de acidos grasos y un aumento del depdsito de lipidos.
(297).

Pocos estudios han abordado el efecto de la dieta en el proceso de LGN en
pacientes con SMet, por lo que la importancia de nuestro estudio radica en esclarecer si
un factor ambiental manipulable como es la dieta puede ser una herramienta en la
modulacion del proceso de LGN en tejido adiposo de pacientes con SMet y aumentar el
conocimiento sobre el tratamiento y la prevencion de los factores de riesgo asociados a
este proceso.

En nuestro estudio hemos observado que existe una interaccion entre la dieta y la
expresion de los genes lipogénicos en tejido adiposo. Nuestro estudio demostro que el
consumo a largo plazo de la dieta LFHCC aumenta la expresion de los genes SREBP1 y
SCD-1. En este sentido, de acuerdo con nuestros resultados, se ha observado que las
dietas ricas en hidratos de carbono aumentan la expresion de las principales enzimas
lipogénicas en tejido adiposo de personas sanas y con sobrepeso (298). Ademas, hemos
observado que la induccién en la expresion de éstos genes después del consumo de la
dieta LFHCC se suprime con la suplementacién de PUFA n-3. El efecto de los PUFA n-
3 ya ha sido descrito previamente en estudios con modelos animales (299, 300). La
capacidad reguladora de la homeostasis lipidica por parte de los PUFA n-3 ha sido
relacionada con el control que ejercen sobre el procesamiento proteolitico de los
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precursores de SREBP (301), y mediante la modificacion en la maduracion y estabilidad
del mRNA de enzimas lipogénicas (302, 303). Ademas, los PUFA n-3 procedentes de la
dieta pueden estimular la diferenciacion del adipocito y disminuir el proceso de LGN a
través de la inhibicion de SREBP1 (304-306). SREBP1 es un factor de transcripcion
clave en la regulacion del metabolismo y la homeostasis de los lipidos, debido a que
controla la sintesis enddgena de colesterol, acidos grasos, TG y fosfolipidos (307, 308).
Asi, la suplementacion con PUFA-3 modifica favorablemente las alteraciones de lipidos
tanto en suero como en otros tejidos relacionadas con el SMet (309), ademas de tener un
efecto positivo al prevenir la hipertrofia del adipocito (310).

El hecho de que el consumo de la dieta LFHCC-n3 disminuya la expresion del
gen SCD-1 en comparacion con el consumo de la dieta LFHCC podria estar relacionado
con la inhibicion de las vias internas de sintesis de acidos grasos que ejercen los PUFA
n-3. Esta enzima es la responsable de la desaturacion del acido palmitico (16:0) y &cido
estearico (18:0) para convertirlos en palmitoleico (16:1 n-7) y &cido oleico (18:1 n-9),
respectivamente, de hecho SCD-1 estd bajo control transcripcional de SREBP1, de
manera que el efecto de los PUFA n-3 sobre la expresion de esta enzima podria estar
relacionada con el hecho de que se estan afiadiendo acidos grasos con un alto grado de
insaturacion, lo que ha sido relacionado con una disminucion de la sintesis de acidos
grasos, Yy por tanto con el proceso de LGN (311). De acuerdo con nuestros resultados,
en modelos animales se ha demostrado que la disminucion de la forma madura de
SREBP1 después de la administracion de aceite de pescado rico en PUFA n-3, se
traduce en la disminucion de la expresion de enzimas lipogénicas incluyendo SCD-1
(312).

En conclusion, nuestros resultados sugieren que el proceso de LGN en tejido
adiposo de pacientes con SMet es susceptible de modulacion por la dieta. De hecho
nuestro estudio mostro que la dieta LFHCC parece inducir el proceso y que al afiadir

PUFA n-3 a esta dieta el proceso se inhibe.

Lipolisis

La integridad de los procesos que regulan el metabolismo de lipidos en tejido

adiposo (lipogénesis y lipolisis) es esencial para mantener la homeostasis del contenido
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de masa grasa corporal, de manera que la alteracion de los mismos, juega un importante
papel en las patologias asociadas a la obesidad (313).

El proceso de lipdlisis implica la movilizacion de los TG almacenados en el
tejido adiposo en forma de AGL y glicerol, que son liberados al plasma unidos de una
forma no covalente a la albumina sérica para ser transportados posteriormente a otros
tejidos como higado y musculo (314). Este proceso se lleva a cabo en etapas sucesivas
por las enzimas adipo-triglicérido-lipasa (ATGL), lipasa sensible a hormonas (HSL) y
la monoglicerol lipasa (MGL). La ATGL es la enzima responsable de la primera etapa
del proceso de lipdlisis. Esta enzima hidroliza los TG en el tejido adiposo, obteniendo
como producto de la hidrolisis los diglicéridos. La HSL también actda en el primer paso
de la hidrolisis al igual que ATGL, y en la segunda etapa del proceso de hidrolisis de
TG catalizando la reaccion de hidrolisis de los diglicéridos en monoglicéridos. La
enzima MGL actta en la Gltima etapa del proceso, hidroliza los monoglicéridos para
obtener AGL vy glicerol (315). El tejido adiposo es considerado el mayor proveedor de
AGL en el organismo (316) y el proceso de lipdlisis tiene gran relevancia en cuanto a
problemas de salud publica, debido a que el aumento en el almacenamiento de TG en
tejido adiposo acompafiado de una baja tasa de lipdlisis se ha relacionado con un estado
de hipertrofia e hiperplasia en la obesidad, asi como el aumento de lip6lisis en tejido
adiposo se asocia con dislipidemia y resistencia a la insulina debido al exceso de AGL
circulantes (317).

La dieta es un factor clave en la etiologia del SMet (150), pero el efecto de la
cantidad y tipo de grasa en la dieta sobre la modulacion del proceso de lipolisis en estos
pacientes ha sido poco estudiada. En nuestro estudio hemos observado que el consumo
a largo plazo de la dieta HSFA aumenta la expresion génica de ATGL en comparacién
con las dietas HMUFA; LFHCC y LFHCC n-3, cuyo consumo no afecta la expresion de
esta enzima. A su vez, en el estudio postprandial, observamos un perfil similar al
obtenido en el efecto del consumo a largo plazo en ayunas, de manera gque se observa un
aumento en la expresion de ATGL después del consumo de la comida HSFA, a
diferencia de las comidas HMUFA, LFHCC y LFHCC n-3 que no provocaron cambios
en la expresion genica de la enzima. Elevados niveles de expresion de ATGL han sido
relacionados con un incremento de los niveles en plasma de AGL (262), y con diversas
consecuencias patoldgicas en el organismo, entre ellas el aumento de flujo de acidos
grasos a los tejidos que son susceptibles de almacenar grasa de forma ectdpica, como
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son el higado y musculo, proceso que contribuye al fendmeno de lipotoxicidad y
resistencia a la insulina (318, 319). Ademas, en tejido adiposo, los diglicéridos
(subproductos de la accion de la ATGL) han sido implicados en la accion de la insulina
(222), mediante el efecto inhibitorio que ejercen sobre la cascada de la sefializacion de
la insulina via activacion de las isoformas de la proteina quinasa C (320). Por otra parte,
el aumento de AGL en suero puede contribuir ademas a un estado de hiperglucemia
reduciendo la captacion de glucosa en el masculo (321), aumentando la produccién de
glucosa hepatica y perjudicando la funcion de las células B (322). En este sentido, el
consumo de SFA ha sido relacionado con el desarrollo del SMet (323, 324), que a su
vez produce un aumento de AGL en plasma (325). Nuestros resultados sugieren que el
consumo de una dieta HSFA contribuye al desarrollo de SMet mediante el aumento del
proceso de lipolisis asi como a las consecuencias patolégicas que de ello derivan.

El consumo de HSFA podria contribuir al aumento de AGL en pacientes con
SMet posiblemente a través del efecto negativo que ejercen sobre la accion de la
insulina y la secrecion de citoquinas y adipoquinas en tejido adiposo (222, 235), todos
ellos, factores reguladores de la lipdlisis en este tejido (271, 326). Ademas, ha sido
demostrado que la inflamacién aumenta la tasa de lipdlisis (62, 327, 328), y que TNF-a.
induce este proceso, ya que aumenta la expresion de ATGL (329), de manera que el
aumento en la expresion genica de ATGL causado por el consumo de la dieta HSFA
apoya la asociacion descrita entre el aumento en el estado inflamatorio y el consumo de
grasa saturada (233, 235, 330).

El incremento en la expresion génica de ATGL por el consumo de la dieta
HSFA, tanto en estado de ayuno como en estado postprandial, tiene una especial
relevancia clinica ya que muestra un efecto negativo del consumo de un dieta alta en
grasa saturada sobre el proceso de lipdlisis en tejido adiposo, lo cual ha sido relacionado
con el aumento en la presién arterial y en los niveles de TG y LDL-c, asi como la
disminucion en la sensibilidad a la insulina, todos ellos factores que incrementan el
riesgo cardiovascular (327).

Por otro lado, nuestro estudio mostré una relacion positiva entre la expresion
génica en ayunas de ATGL, después de las 12 semanas de intervencion dietética, y el
IMC. Estos resultados estan de acuerdo con el estudio realizado por De Naeyer, H., et
al, (331) quienes demostraron que los niveles de mMRNA de ATGL en tejido adiposo
visceral son mas altos en obesos morbidos que en sujetos sanos. Nuestros resultados
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muestran que esto también es asi en caso de tejido adiposo subcutaneo. Ademas, otros
estudios han confirmado esta relacion al mostrar que la perdida de peso en pacientes
obesos contribuye a la disminucion en la expresion de esta enzima (332, 333).

Nuestros resultados sugieren que el consumo de grasa saturada aumenta el
proceso de lipdlisis en tejido adiposo de pacientes con SMet tanto en estado de ayuno

como en estado postprandial.

Grasa de la dieta y estrés de reticulo endoplasmico en tejido adiposo.

El reticulo endoplasmico (RE) es una organela celular clave en el procesamiento
y plegamiento de las proteinas. EI RE rugoso presenta en su superficie ribosomas que
sintetizan proteinas cuyo destino puede ser la membrana plasmaética, el exterior de la
celula o los lisosomas y endosomas. En el RE rugoso las proteinas que estan siendo
sintetizadas por los ribosomas se pliegan y sufren también algunas modificaciones post-
traduccionales. Tras su paso por el RE las proteinas pasan mediante vesiculas a la cara
cis del aparato de Golgi de donde seguiran hacia su localizacién definitiva pero las
proteinas residentes del RE son recuperadas del aparato de Golgi mediante vesiculas
que proceden de la cara cis del mismo y regresan al reticulo (93). En ciertas situaciones,
tales como infecciones, hipoxia, o el exceso de nutrientes se puede alterar la
homeostasis del RE, y causar estrés en esta organela celular, lo que provoca una
acumulacion de proteinas mal plegadas (334). Esto da lugar a la activacion de una
respuesta adaptativa coordinada de la célula, denominada respuesta a proteinas mal
plegadas o0 UPR (unfolded protein response). La UPR provoca un aumento de las
chaperonas involucradas en el plegamiento correcto de proteinas (chaperonas de la
familia de las proteinas “heat-shock” (HSP), que incluye a BiP (GRP78), chaperonas
tipo lectinas como calnexina (CNX) vy, calreticulina (CRT), ademas de chaperonas de la
familia de las PDI) y por otro lado disminuye la tasa de traduccién o sintesis de
proteinas para evitar que contintde la acumulacion de proteinas mal plegadas en el
interior del RE (335).

Tres proteinas actuan como sensores del estrés del RE (PERK, ATF6, e IREL).
En condiciones normales, la chaperona BiP en el interior del RE, retiene a PERK, ATF6

e IRE1 en la cara externa de la membrana del RE. No obstante, cuando se acumulan
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proteinas mal plegadas, BiP se une a éstas y libera a PERK, ATF6, e IREL, los cuales
Ilevan a cabo la activacion de la UPR.

En condiciones de estrés, ATF6 es transportada al aparato de Golgi, donde es
procesada por proteasas, y enviada al nlcleo de la célula donde acta como activador
transcripcional de los genes que codifican para las proteinas chaperonas.

La activacion de IREl-o permite un corte y empalme alternativo del ARN
mensajero de XBP-1 de manera que la eliminacion de un intrén permite la traduccion de
la forma activa de XBP-1, la cual activa la transcripcion de varios genes implicados en
la UPR (336), principalmente genes involucrados en su propia autorregulaciéon y los
genes que codifican para las chaperonas BiP, PDI, CNX, CRT, asi como los que
codifican para los componentes del sistema de degradacién asociada al reticulo (ERAD)
(337). A su vez, PERK, una kinasa que fosforila al factor de inicio de la traduccion
elF2a, provoca la inhibicion en la sintesis de proteinas, 10 que evita que se sigan
acumulando proteinas en el RE (338).

No obstante, hasta la fecha, no existian estudios que abordaran el estrés de RE
en tejido adiposo en humanos tras la ingesta de alimentos. Nuestro estudio mostré que,
al contario que estudios in vitro y en modelos animales que han descrito que los SFA
aumentan y los MUFA reducen la expresion de genes relacionados con el estrés de RE
en higado (339-341), el consumo a largo plazo de dietas con diferente cantidad y tipo de
grasa, parece no ejercer ningun efecto sobre la expresion de genes relacionados con el
estrés de RE en tejido adiposo de pacientes con SMet. De hecho, ha sido descrito que la
expresion de genes relacionados con el estrés de RE es especifica de cada tejido (342),
por lo que aunque los genes relacionados con el estrés de RE en érganos como el higado
parecen responder a la grasa de la dieta, el tejido adiposo parece no responder a este
estimulo. No obstante, es necesario aumentar el conocimiento mediante méas estudios
del efecto de la dieta sobre la expresion de genes relacionados con el estrés de RE. En
este sentido, se ha demostrado en humanos que la reduccion de peso reduce la expresion
de genes relacionados con el estrés de RE en tejido adiposo (343). El hecho de que en
nuestro estudio los pacientes consumieron dietas isocaldricas, permite descartar el
efecto modulador del peso, o la restriccion caldrica (344-346), de manera que no han
enmascarado un hipotético efecto de la dieta en el estrés del RE.

Por otro lado, nuestro estudio mostré un incremento postprandial de dos genes
de respuesta al estrés de RE, BiP y XBP-1, si bien este aumento postprandial fue
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independiente de la dieta consumida. Estos resultados estdn de acuerdo con los
obtenidos en estudios en modelos animales, donde se ha mostrado una rapida induccién
de la expresion de BiP en higado después de 1.5 h de la ingesta de una comida
hipercaldrica y alta en proteina (347), y a las 4 h tras una infusion intravenosa tanto de
lipidos como de glucosa, lo que sugiere un papel fisioldgico de este tipo de estrés y que
estaria asociado a la ingesta normal de alimentos (348). Nuestro estudio sugiere que
después de una carga grasa tiene lugar una induccion aguda de estrés de RE y que el
tipo de grasa no tiene un efecto modulador en esta respuesta celular.

Nuestro estudio mostré una relacion positiva entre la expresion postprandial de
los genes estudiados (XBP-1, CRL, CNX, BiP, PDIA-3, GSTP1) y la expresion
postprandial de IKBa. Cuando el factor de transcripcion NF-kB es activado, migra al
nucleo y activa la transcripcion de los genes inflamatorios asi como la de su inhibidor
IkBa, lo que supone un mecanismo de autorregulacion negativa para bloquear la
cascada molecular que perpetuaria la sintesis de mediadores en la respuesta inflamatoria
sistémica. Nuestros resultados apoyan la relacion previamente descrita entre la respuesta
inflamatoria y el estrés de RE (334, 349).

Nuestro estudio ademas mostré que la induccion postprandial de chaperonas
podria estar relacionada con la glucemia postprandial, de manera que existe una relacion
inversa entre los niveles de glucosa postprandiales y la expresion postprandial de
chaperonas en tejido adiposo. De hecho, en modelos animales de obesidad y DMT2, se
ha mostrado que la administracién de chaperonas quimicas involucradas en el correcto
plegamiento de proteinas en el RE, esta relacionada con la disminucion de los niveles de
glucosa y mejora en la accion de la insulina en el higado, musculo y tejido adiposo (94).
Ademas, también observamos una relacion entre la expresion postprandial de genes
relacionados con el estrés de RE y la lipemia postprandial, de manera que los pacientes
que menos expresan las chaperonas involucradas en la UPR en tejido adiposo presentan
mayores niveles postprandiales de TG, CT y LDL-c .

En conjunto, nuestros resultados sugieren que tras la ingesta de alimentos tiene
lugar un aumento del estrés de RE en tejido adiposo de pacientes con SMet,
independiente de la dieta, y que una adecuada respuesta postprandial al estrés de RE

reduce la glucemia y lipemia postprandial.
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Grasa de la dieta y respuesta inflamatoria en tejido adiposo.

La obesidad estd asociada a la disfuncion del tejido adiposo y a un estado de
inflamacion de bajo grado, caracterizado por la infiltracion de macréfagos en el tejido
adiposo (7). La disfuncion del RE y de la mitocondria (estrés oxidativo) que tiene lugar
en el adipocito en condiciones de obesidad han sido asociadas con la activacion de las
vias inflamatorias, lo que a su vez influye en el fendbmeno de resistencia a la insulina y
en el desarrollo de ECV (88, 239).

Aungue se ha descrito que en personas obesas el tipo de grasa de la dieta puede
influir en el estado inflamatorio del tejido adiposo (235), en nuestro estudio,
desarrollado en pacientes con SMet, no observamos ningun efecto de la dieta sobre la
respuesta inflamatoria en tejido adiposo en estado de ayunas, lo que sugiere que en
etapas avanzadas de la patologia de la obesidad, es decir, una vez desarrollado el SMet,
la dieta parece no ejercer ningun efecto en el estatus inflamatorio del tejido adiposo
(85). Por otra parte, diversos estudios han descrito que la restriccion calorica y la
pérdida de peso pueden modular el estado inflamatorio (345, 350-352). En base a lo
anterior, cambios en el peso de los pacientes incluidos en nuestro estudio podrian haber
interferido en la observacion de un efecto neto de la dieta, lo cual puede ser descartado
ya que los pacientes de nuestro estudio consumieron dietas isocaléricas, y por tanto no
se produjeron diferencias en el peso durante el periodo de intervencion dietética.

La principal aportacion de nuestro estudio fue la demostracion de que, en tejido
adiposo, existe una induccion de genes inflamatorios tras la ingesta de alimentos,
independientemente del tipo de grasa consumida. No obstante, en esta misma poblacion
se ha descrito que la dieta rica en MUFA reduce la respuesta inflamatoria postprandial
en células mononucleares en comparacion con la dieta rica en SFA (353), lo que sugiere
que aunque a nivel de tejido adiposo la dieta no ejerce ningun efecto en el estatus
inflamatorio, a nivel sistémico, representado por el grado de activacion de las células
mononucleares (354), el efecto anti-inflamatorio de las dietas ricas en MUFA si que es
observable.

La importancia de nuestros resultados en el contexto clinico radica en el hecho
de que el estado postprandial es el estado metabdlico en el que el ser humano se
encuentra la mayor parte del dia, y por lo tanto la induccidén de la respuesta inflamatoria
en este estado indica un estado inflamatorio continuo del tejido adiposo a lo largo del
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dia y un aumento en el riesgo cardiometabdlico de los pacientes con SMet (84-86).
Ademas, la activacion de la respuesta inflamatoria observada es importante desde el
punto de vista fisiopatoldgico, debido a que la liberacion postprandial de MCP-1 en el
tejido adiposo puede facilitar el reclutamiento de macréfagos y la activacion de la
respuesta inflamatoria (107), lo cual a su vez aumenta la resistencia a la insulina (355) y
por tanto, el estado postprandial podria considerarse un factor de riesgo frente a las
ECV.

En nuestro estudio, ademas observamos una relacion entre la expresion
postprandial de la subunidad p65 del factor de transcripcion NF-xB y el indice HOMA,
lo que apoya la relacion previamente descrita entre inflamacion y resistencia a insulina
(86, 356, 357). La activacion de la respuesta inflamatoria inhibe la accion de la insulina
a través de la accion de JNK1 que en el citoplasma actia como inhibidor de la
sefializacion de la insulina a través de la fosforilacion del receptor de insulina IRS-1 y
en casos de estrés prolongado puede degradarlo. En el nicleo, JNK fosforila el factor de
transcripcion de PPARg, el mayor regulador de la homeostasis de glucosa y lipidos en
el adipocito y el mayor modulador de sensibilidad a la insulina. Esta fosforilacion puede
inhibir la actividad de PPARg y afectar negativamente a la sensibilidad a la insulina en
la célula (88). Por otra parte, observamos que los pacientes que presentan una mayor
expresion del inhibidor IKBB2 de NF-kB, lo que puede asociarse a un menor estado de
inflamacion, tienen menores niveles postprandiales de insulina, y los pacientes que mas
expresan IL1B, una citoquina inflamatoria, presentan mayores niveles de glucosa
durante el postprandio. Estos resultados ponen de manifiesto la relacion entre
inflamacidn y resistencia a insulina previamente descrita, pacientes con resistencia a la
insulina tienen un estado inflamatorio sistémico de bajo grado (358), asi como la
relacion entre la hiperglucemia con la inflamacién en respuesta a la activacion de NF-
kB (359).

En nuestro estudio observamos una relacién positiva entre la expresién
postprandial de genes inflamatorios y los valores de lipemia postprandial. Asi,
observamos una correlacion positiva entre la expresion postprandial de p65 y la
concentracion postprandial de TG y Apo B en plasma, lo que sugiere que ambos
procesos parecen estar relacionados. En este sentido, se ha descrito la relacién entre el
incremento de TG en el postprandio con el aumento en la expresion de marcadores de
activacion de leucocitos, asi como con la induccion de genes pro-inflamatorios en
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células endoteliales (178). EI SMet se considera una enfermedad postprandial, los
pacientes presentan un exagerado incremento de TG (143) y otras anormalidades en el
metabolismo de lipoproteinas en el postprandio (132, 181), hecho que puede estar
relacionado con la respuesta inflamatoria observada en nuestro estudio. Por otra parte,
también observamos una relacion inversa entre la expresion postprandial de la
subunidad p65 del factor de transcripcion NF-xB y la concentracion en plasma de HDL-
c. Se ha demostrado que HDL-c inhibe la adhesion y quimiotaxis de monocitos, asi
como reduce el contenido vascular de macrdfagos en condiciones inflamatorias (360).
La correlacion negativa entre HDL-c y NF-xB observada en este estudio apoya la idea
de que el incremento de la respuesta inflamatoria en tejido adiposo se produce cuando el
efecto protector de HDL-c disminuye, hecho que ha sido demostrado in vitro al
observar que HDL-c tiene un efecto mediador en la supresién de la actividad de NF-xB
en células endoteliales (361).

Nuestros resultados sugieren que en estado postprandial hay una exacerbada
respuesta inflamatoria en tejido adiposo de pacientes con SMet, que parece ser

independiente de la calidad de la grasa de la dieta.
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V111 CONCLUSIONES
CONCLUSION PRINCIPAL

Nuestros resultados sugieren que el consumo de una dieta rica en grasa saturada y el
consumo de dietas ricas en hidratos de carbono disminuyen la expresion génica de
adiponectina, asi como que el consumo de dietas ricas en hidratos de carbono
disminuyen la expresion de RBP4 a largo plazo en ayunas. Ademas, el consumo de una
dieta rica en grasa monoinsaturada disminuye la expresion de adiponectina en estado
postprandial en el tejido adiposo subcutdneo de pacientes con SMet. Asi pues, la
cantidad y tipo de grasa de la dieta modula tanto a largo plazo en ayunas como durante
el estado postprandial la funcidon endocrina del tejido adiposo de pacientes con SMet,
proceso que parece ocurrir a través de la interaccion con mecanismos de regulacion
comunes que controlan la expresion de adipoquinas y de genes involucrados en el

almacenamiento de lipidos.

CONCLUSIONES SECUNDARIAS

1. La cantidad y tipo de grasa de la dieta modula tanto a largo plazo en ayunas
como durante el estado postprandial el metabolismo lipidico en el tejido adiposo
de pacientes con SMet. Nuestros resultados sugieren que el consumo de grasa
saturada contribuye al desarrollo de SMet mediante el aumento del proceso de la
lipolisis. Ademas, nuestro estudio demostrd que el consumo de dietas ricas en
hidratos de carbono induce el proceso de lipogénesis en tejido adiposo y que la
suplementacién de esta dieta con acidos grasos omega 3 inhibe esa induccion.

2. La cantidad y tipo de grasa de la dieta no ejerce ningun efecto a largo plazo en
ayunas sobre el estrés de reticulo endoplasmico en el tejido adiposo de pacientes
con SMet. Ademas, nuestro estudio mostr6 que el estrés de reticulo
endoplasmico parece aumentar en el estado postprandial, independientemente

del tipo de grasa ingerida.

3. La cantidad y tipo de grasa de la dieta no ejerce ningun efecto a largo plazo en

ayunas sobre la inflamacién del tejido adiposo de pacientes con SMet. Sin
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b)

d)

embargo, en estado postprandial hay una exacerbada respuesta inflamatoria en

tejido adiposo de estos pacientes, que parece ser independiente de la dieta.

Nuestros resultados mostraron que el aumento del estrés del reticulo
endoplasmico y la induccion de una respuesta inflamatoria en el estado

postprandial en tejido adiposo de pacientes con SMet son procesos relacionados.

Existe una relacion entre la expresion genica de las rutas estudiadas en tejido
adiposo subcutaneo de pacientes con SMet y los indicadores de riesgo

cardiometabdlico:

La funcion endocrina en tejido adiposo de pacientes con SMet esta asociada con
los valores de lipemia postprandial, de manera que los pacientes con mayor
expresion postprandial de adiponectina tienen mayores niveles postprandiales de
HDL-c. Por otra parte, los pacientes que mas expresan el gen de la leptina

presentan mayores niveles postprandiales de TG.

Una respuesta adecuada al estrés de reticulo endopladsmico en tejido adiposo de
pacientes con SMet en estado postprandial parece estar asociada a mejores
niveles de glucemia y lipemia postprandial, de manera que los pacientes que
expresan mas los genes de respuesta al estrés de reticulo endoplasmico

mostraron menores niveles de glucosa y TG postprandiales.

La inflamacion en tejido adiposo de pacientes con SMet en estado postprandial
estd asociada con la resistencia a la insulina. Ademas, en nuestro estudio
observamos una relacion positiva entre la expresion postprandial de genes
inflamatorios y los valores de lipemia postprandial, por lo que nuestro estudio
sugiere que las anormalidades en el metabolismo de lipoproteinas en el

postprandio, estan relacionadas con la respuesta inflamatoria.

La obesidad, en términos de indice de masa corporal, determina el grado de
expresion de varios genes (adiponectina, leptina, ATGL) en tejido adiposo de
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pacientes con SMet. Los pacientes con mayor indice de masa corporal tienen

menor expresion de adiponectina y mayor expresion de leptinay ATGL.
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VII1 CONCLUSIONS

MAIN CONCLUSION

Our results suggest that the long term consumption of saturated fat decrease adiponectin
gene expression and the long term consumption of low fat high carbohydrates diets
decrease the expression of adiponectin and RBP4 in fasting state. Furthermore, the
consumption of monounsaturated fat decreases the postprandial adiponectin gene
expression in the subcutaneous adipose tissue of patients with MetS. Therefore, the
quantity and quality of dietary fat modulates, in the fasting and at the postprandial state,
the endocrine function of the adipose tissue of patients with metabolic syndrome,
through interaction with common regulatory mechanisms that control the expression of
adipokines and genes involved in lipid storage.

SECONDARY CONCLUSIONS

1. The quantity and quality of dietary fat modulates in the fasting and at the
postprandial state, the lipid metabolism in adipose tissue of patients with
metabolic syndrome. Our results suggest that consumption of saturated fat
contributes to the development of metabolic syndrome by increasing lipolysis
process. Additionally, our study showed that the consumption of diets rich in
carbohydrates induces the process of lipogenesis in adipose tissue and the

supplementation of this diet with omega 3 fatty acids avoids this induction.

2. The quantity and quality of dietary fat has no effect on the endoplasmic
reticulum stress in adipose tissue of patients with metabolic syndrome.
Furthermore, our study showed that the endoplasmic reticulum stress seems to

increase in the postprandial state, regardless of quality of fat ingested.

3. The quantity and quality of dietary fat has no effect on the adipose tissue
inflammation in patients with MetS. However, in postprandial state, it take place
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4.

5.

a)

b)

d)

an exaggerated inflammatory response in adipose tissue of metabolic syndrome

patients, which appears to be independent of the diet.

Our results showed that the increase of both endoplasmic reticulum stress and
inflammatory response in the postprandial state in adipose tissue of patients with
metabolic syndrome are related processes.

We found a relationship between the gene expression of the pathways studied in
subcutaneous adipose tissue of patients with metabolic syndrome and

cardiometabolic risk indicators.

The endocrine function of adipose tissue in patients with metabolic syndrome is
associated with postprandial lipemia values, thereby the patients with higher
expression of adiponectin have higher postprandial levels of HDL-c. Moreover,
the patients with higher leptin gene expression have higher postprandial levels of

triglycerides.

In the postprandial state, an appropriate response to endoplasmic reticulum stress
in adipose tissue of patients with metabolic syndrome seems to be associated
with reduction in the postprandial glycemia and lipemia, and so patients with
higher UPR gene expression in response to endoplasmic reticulum stress have

lower glucose and triglyceride levels.

Postprandial adipose tissue inflammation in metabolic syndrome patients is
associated with the insulin resistance. Furthermore, we observed a positive
relationship between the postprandial expression of inflammatory genes and
postprandial lipemia, so that our study suggests that abnormalities in the
metabolism of postprandial lipoproteins are related to the inflammatory

response.

Obesity, in terms of body mass index, determines the expression of several
genes (adiponectin, leptin, ATGL) in adipose tissue of patients with metabolic
syndrome. Patients with higher body mass index have lower expression of
adiponectin and higher expression of leptin and ATGL.
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1 Introduction

Metabolic syndrome (MetS) is a multi-component disorder
characterized by abdominal obesity, dyslipidaemia, hyper-
tension, and impaired insulin sensitivity, which is asso-
ciated with an increased risk of type 2 diabetes (T2DM) and
cardiovascular diseases (CVD) [1].] The etiology of MetS is
the result of a complex interaction between genetic, meta-
bolic, and environmental factors, including dietary habits
and, probably, the quality of dietary fat [2].

It has been suggested that the harmful effects associated
with obesity depend on the dysfunctionality and failure of
the adipose tissue. In fact, adipose tissue’s expansion and
enlargement of adipocytes, typically associated with obesity,
has been shown to cause, or at least be associated with,
hypoxia, oxidative stress, and even mechanical damage, due
to hypertrophy of the adipocyte [3]. In fact, the excess of
nutrients has been associated with toxic cellular reactions
resulting in stress of the endoplasmic reticulum (ER) and
activation of the unfolded protein response (UPR), a process
which is linked to the activation of major inflammatory
signaling pathways, such as IkB kinase-nuclear factor kB
(Ikk-NFxB) pathways, increased production of reactive
oxygen species (ROS), and qualitative and quantitative
altered adipose secretome, including insulin resistance-
promoting cytokines [4, 5].

A low-grade systemic chronic inflammation with an
abnormal cytokine production from adipose tissue, increased
acute-phase reactants and the activation of inflammatory
signaling pathways, often acting over a period of many years
constitutes a potential link to the development of athero-
sclerosis in obese people [6]. This state of low-grade inflam-
mation is also a feature of the complex proatherogenic
phenotype occurring during the postprandial state [7], which
represents a stressful situation of the homeostasis by its
increase in lipid pro-inflammatory particles, a rise in oxidative
stress and a transient increase in pro-inflammatory molecules
released by human white blood cells and endothelial cells [8].
It is important to note that patients with MetS maintain a
postprandial-like state during long periods of the day.

Diet can modulate the postprandial inflammatory
response [9-11]. In addition, van Oostrom et al. [8] provided
evidence that postprandial triglyceridemia may be related to
the pro-inflammatory state of the dysfunctional adipose
tissue, typically characterized by an increased expression of
activated monocyte markers. MetS patients are particularly
vulnerable, since they show an exacerbated hypertriglycer-
idemia response [12] and abnormalities in the postprandial
metabolism of lipoproteins [13]. In fact, there is evidence
that postprandial plasma cytokine concentration is higher in
obese than lean subjects, and that excessive adipose tissue
mass may correlate with high circulating levels of plasma
cytokines in obesity [14].

We and others have proposed that adipose tissue failure
results in increased lipid leakage from the adipocytes,
further facilitating the recruitment and activation of
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macrophages, thus creating a vicious pro-inflammatory
cycle. It is not clear whether this lipid-induced pro-inflam-
matory effect is dependent on the type of lipids, but there
are several studies suggesting that saturated fatty acids
(SFA) may exert a particularly strong effect, promoting the
inflammatory response within the adipose tissue typically
observed in patients affected by MetS [15, 16].

It has been shown that long-term dietary treatments modify
the expression of inflammatory genes in adipose tissue in
patients with MetS [10, 17, but there is no evidence that this
Dbeneficial effect can also affect the postprandial inflammatory
activation typically observed in the adipose tissue of MetS
patients. Since this postprandial state can be considered the
normal metabolic state in which humans with MetS spend
most of the day, it is important to know whether dietary
treatment can reduce this inflammatory response, particularly
given the implications of the postprandial inflammatory
response in the development of MetS and CVD [18].

Few postprandial studies have been carried out in MetS
subjects, and therefore, research needs to be carried out into
the importance of fat quantity and quality as potential
factors which modulate the inflammatory state in MetS
patients. Thus, the aim of this study was to evaluate the
postprandial inflammatory response in adipose tissue after
the consumption of four diets with different quantities and
qualities of fat, by analyzing the expression of the inflam-
matory genes p65, IkBa, IkBf2, IL-6, MCP-1 and IL-1, in
adipose tissue of patients with MetS.

2 Materials and methods
2.1 Participants and recruitment

This study was conducted within the framework of the
LIPGENE study (Diet, genomics and MetS: an integrated
nutrition, agro-food, social, and economic analysis), a
Framework 6 Integrated Project funded by the European
Union. A total of 39 patients with MetS (25 females and 14
males) from the LIPGENE cohort were accepted to participate
in the postprandial study and successfully concluded the
dietary intervention and the post-intervention studies. All
participants gave written informed consent and underwent a
comprehensive medical history, physical examination, and
clinical chemistry analysis before enrollment. Clinical Trial
Registration Number: NCT00429195. This study was carried
out in the Lipid and Atherosclerosis Unit at the Reina Sofia
University Hospital, from February 2005 to April 2006. The
experimental protocol was approved by the local ethic
committee according to the Helsinki Declaration.

2.1.1 Design

Patients were randomly stratified to 1 of 4 dietary inter-
ventions for 12 wk. MetS was defined by published criteria
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[19], which conformed to the LIPGENE inclusion and
exclusion criteria [20]. Post-intervention high-fat meal was
administered providing the same amount of fat (0.7 g/kg
body weight), wherein the fatty acid composition reflected
that consumed within the intervention period. The inter-
vention study design and intervention protocol, which also
provides information about pre, mid, and post-intervention
food consumption and dietary compliance have been
described in detail by Shaw et al. [20]. Briefly, dietary intake
and compliance was assessed by a 3-day (2 weekdays and 1
weekend day) weighed food intake assessments at baseline,
wk 6, and wk 12. Dietary analysis program reflective of the
food choices were used (Dietsource version 2.0).

2.1.2 Randomization and intervention

Randomization was completed centrally according to age,
gender, and fasting plasma glucose concentration using the
Minimization Program for Allocating Patients to Clinical
Trials (Department of Clinical Epidemiology, London
Hospital Medical College, UK) randomization program. The
diets differed in the fat quantity and quality while remaining
isoenergetic. Two diets were designed to provide 38%
energy (E) from fat: a high-fat, saturated fatty acid-rich diet
(HSFA), which was designed to provide 16% E as SFA, and a
high monounsaturated fatty acid-rich diet (HMUFA)
designed to provide 20% E from MUFA. The other 2 diets
were low-fat, high-complex carbohydrate-rich diet (LFHCC
and LFHCC (n—3); 28% E from fat); the LFHCC (n—3) diet
included a 1.24g/day supplement of long-chain (n—3)
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polyunsaturated fatty acids (PUFA) (ratio of 1.4 eicosa-
pentaenoic acid (EPA):1 docosahexaenoic acid (DHA)) and
the LFHCC diet included a 1.2 g/day supplement of control
high-oleic sunflower seed oil capsules (placebo) (Table 1).
The intervention center performed a post-intervention (wk
12) postprandial challenge reflecting the fatty acid compo-
sition as that consumed on the assigned dietary period.
Patients arrived at the clinical center at 8:00 a.m. following a
12-h fast refrained from smoking during the fasting period
and abstained from alcohol intake during the preceding 7
days. In the laboratory and after cannulation, a fasting blood
sample was taken before the test meal, which then was
ingested within 20 min under supervision. The test meal,
which represents a fat overload providing the same amount
of fat (65%), allowed us to study the postprandial responses
after a fat challenge that may be influenced by the previous
dietary intervention because adaptive effect after a long-term
dietary intervention [21]. These test meals were prepared in
the center, reflected fatty acid composition of each subject’s
chronic dietary intervention (Table 2). Subsequent blood
samples were drawn at 4h. Test meals provided an equal
amount of fat (0.7 g/kg body weight), E content (40.2k]/kg
body weight), cholesterol (5mg/kg of body weight), fiber,
and vitamin A (62.9mmol vitamin A (retinol)/m?® body
surface area). The test meal provided 65% of E as fat, 10% as
protein, and 25% as carbohydrates. During the postprandial
assessment, participants rested and did not consume any
other food but were allowed to drink water. The composition
of the breakfasts was as follows: HSFA, 38% E from SFA,
based on butter, whole milk, white bread, and egg intake;
HMUFA, 43% E from MUFA, based on olive oil, skimmed

Table 1. Composition of diet at the end of intervention period, alongside dietary targets

HSFA HMUFA LFHCC LFHCC n-3
Mean+SEM Mean+SEM Mean+SEM Mean+SEM
Objective
% E from fat 38 38 28 28
% E from SFA 16 8 8 8
% E from MUFA 12 20 1 1
% E from PUFA 6 6 6 6
Total EPA and DHA (g/day) 1.24
Post-intervention
N 8 9 12 10
Energy (MJ/day) 8.33+0.57 7.1940.61 9.95+0.94 9.95+0.91
% E from fat 40.99+0.91° 40.80+1.14° 26.72+0.69° 26.1540.75°
% E from SFA 17.69+0.46° 9.37+0.68° 6.62+0.35° 6.87+0.25°
% E from MUFA 13.274+0.63° 21.26+0.56° 11.1240.262 10.43+0.342
% E from PUFA 6.70+0.39° 5.7140.282° 5.21+0.31%¢ 4.7140.34°
% E from CHO 37.21+1.778 40.07 +1.38? 49.94+1.26° 53.95+ 1.54°
% E from complex CHO 36.11+0.49° 38.91+0.82° 48.15+0.94° 52.79+0.52°
% E from protein 20.034+1.28 19.1240.81 22.74+1.10 19.08+0.97
Total EPA and DHA (g/day) 0.3840.122 0.4740.222 0.58+0.08? 2.08+0.16°

HSFA, SFA-rich diet; HMUFA, MUFA-rich diet; LFHCC, Low fat, high-complex carbohydrate diet with placebo; LFHCC n—3, Low fat, high-
complex carbohydrate diet supplemented with 1.24 g/day long-chain n—3 PUFA; % E, percentage energy; CHO, carbohydrate. Differences
between diets groups were assessed by ANOVA for repeated measured. Values are mean +SEM. Mean in a row with superscripts without

a common letter differ significantly, p<0.05.
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Table 2. Meal composition of the fat challenge conducted post-intervention

HSFA meal HMUFA meal LFHCC meal LFHCC n—3 meal
Objective
% E from fat 65 65 65 65
% E from SFA 38 12 21 21
% E from MUFA 21 43 28 28
% E from PUFA 6 10 16 16
% E from CHO 25 25 25 25
% E from complex CHO 25 25 25 25
% E from protein 10 10 10 10
Energy (kJ/kg body weight) 40.2 40.2 40.2 40.2
Meal composition of the fat challenge conducted post-intervention
N 8 9 12 10
% E from fat 66.13 64.83 66.44 66.49
% E from SFA 40.31 12.83 18.79 18.79
% E from MUFA 21.86 43.72 28.47 26.77
% E from oleic acid (18:1) 19.85 42.60 27.37% 25.67
% E from PUFA 4.46 8.28 19.18 20.93
% E from LA (18:2) 3.27 7.53 16.35 16.35
% E from ALA (18:3) 1.01 0.48 2.62 2.62
% E from EPA 0.02 0.00 0.01 1.159
% E from DHA 0.00 0.00 0.00 0.61
% E from CHO 24.20 24.07 22.76 22.76
% E from complex CHO 24.20 24.07 22.76 22.76
% E from protein 9.64 11.06 12.32 12.32
Energy (kJ/kg body weight) 42.27 42.72 42.67 42.69

% E, percentage energy; CHO, carbohydrate; ALA, a-linolenic acid; LA, linoleic acid; EPA, eicosapentaenoic acid; DHA, docosahexaenoic

acid.

a) These values include the amount of EPA and DHA administered as diet supplement (1.24 g/day of LC (n—3) PUFA (ratio 1.4 EPA:1 DHA)).
b) This value include the amount of oleic acid administered as placebo (1.2 g of high-oleic sunflower seed oil).

milk, white bread, eggs, yolk eggs, and tomatoe intake;
LFHCC with placebo capsules, 16% E as PUFA; LFHCC
with LC (n—3) PUFA, 16% E as PUFA (1.24g/day of LC
(n—3) PUFA (ratio 1.4 EPA:1 DHA)). Meals after LFHCC
diets were based on butter, olive oil, skimmed milk, white
bread, eggs, yolk eggs, and walnuts.

2.2 Measurements

Blood was collected in tubes containing EDTA to give a final
concentration of 0.1% EDTA. In each center, plasma was
separated from red cells by centrifugation at 1500 x g for
15 min at 4°C. Analytes determined in frozen samples were
analyzed centrally by laboratory investigators of the Lipid
and Atherosclerosis Unit at the Reina Sofia University
Hospital who were unaware of the interventions. Lipid
variables were assessed with a DDPPII Hitachi modular
analyzer (Roche) using specific reagents (Boehringer-
Mannheim). Plasma TG and cholesterol concentrations
were assayed by enzymatic procedures [22, 23]. HDL-c was
measured by precipitation of a plasma aliquot with dextran
sulphate-Mg”*, as described by Warnick et al. [24]. LDL-c
was calculated by using the following formula; plasma
cholesterol-(HDL-C+large TRL-C+small TRL-C). Plasma

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

glucose was measured by the glucose oxidase method.
Plasma insulin concentrations were measured by micro-
particle enzyme immunoassay (Abbott Diagnostics,
Matsudo-shi, Japan) (CV: 2.5-6%).

Monitoring for adverse effects. Volunteers were visited
each 2wk for study. Clinical investigators assessed adverse
events by using physical examinations and administering a
checklist with diet-related symptoms and gave advice on
how to remediate them.

2.3 Plasma molecule immunoassay

Plasma concentration of MCP-1 and IL-6 were determined
in duplicate with commercially available enzyme-linked
immunosorbent assay kits (R&D Systems) according to the
manufacturer’s guidelines. The average values of intra-assay
CV for these plasma molecular immunoassay were 0.079 for
IL-6, and 0.057 for MCP-1.

2.4 Subcutaneous adipose tissue sample collection

Subcutaneous adipose tissue samples were obtained from
the superficial abdominal subcutaneous adipose tissue
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lateral to the navel with instrument Bard® Magnum
(ref. MG1522), needles Bard® Magnum Core (ref. MN1410).
To the study of postprandial adipocyte function the samples
were timed at 0 and 4 h of administration of the fatty meal.
Immediately after extraction, samples were stored in
Eppendorf with RNA later until RNA extraction.

2.5 RNA isolation from adipose tissue

Adipose tissue was homogenized by Ultra-Turrax T25 (IKA
Labortechnik). After removal of lipids from the top of the
tube, RNA was isolated with a commercial kit RiboPure kit
(Ambion) that is designed for rapid purification of RNA and
high quality. RNA is collected from the aqueous phase by
binding to a glass fiber filter. The quantification of RNA is
made wusing the spectrophotometer v3.5.2 Nanodrop
ND-1000 spectrophotometer (Nanodrop Technology®,
Cambridge, UK).

2.6 Gene expression by reverse transcription
polymerase chain reaction

The reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR) was conducted in two steps. The reverse tran-
scription was performed using the commercial kit Message
BOOSTER c¢DNA Synthesis Kit for qPCR (Epicentre),
according to the manufacturer’ instructions. Briefly, it was
amplified to 500 pg of total RNA and then converted into
cDNA that is ready for quantitative PCR, which was stored
at —20°C until real-time PCR performing. The PCR reac-
tions were carried out using the iQ SYBR Green kit (BioRad)
and the Mx3005 (Stratagene)/iQ5 iCycler (Bio-RAD thermal
cycler system). Each reaction was performed on 1 pL of 1:20
v/v dilution of the first cDNA strand, synthesized in the
previous step. The reaction was incubated at 96°C for 3 min,
followed by 40 cycles of 30s at 96°C, 30s at 62°C, 20s at
72°C and 10s at 80°C where fluorescence was measured to
avoid primer—dimer and background signals. Primers used
were commercial kit in a final volume of 20 pL with 10 pmol
of each primer. Primers used were:

P65-FWD (5-CCGGGATGGCTTCTATGAGG-3'), P65-
REV (5-GGGGTTGTTGTTGGTCTGGATG-3'); IxBa—FWD
(5'-CACTCCATCCTGAAGGCTACCAAC-3), IxkBa-REV
(5-ACACTTCAACAGGAGTGACACCAG-3'); IkBp 2-FWD
(5-GCCAGGAGCAGGGGAACTTG-3'), IkBB2-REV (5'-GC
GGCTGCTGTGAACCACAA-3); IL-6-FWD (5-CACCTC
TTCAGAACGAATTGACAAAC-3'), IL-6-REV (5'-CTCATT-
GAATCCAGATTGGAAAC-3); MCP-1 FWD (5-CAGCA
GCAAGTGTCCCAAAGAAG-3’), MCP1-REV (5-GGAAA
GCTAGGGGAAAATAAGT-3); IL1B-FWD (5-CAGGG
ACAGGATATGGAGCAA-3), IL1B-REV (5-GCAGACTC
AAATTCCAGCTTGTTA-3"); CLN3-FWD (5-CGGCCACC
TGCATCTCTGA-3), CLN3-REV (5-GGGGTGGGCCTGG
GTGTCT-3)).

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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In order to select suitable housekeeping genes for the
accurate calibration of experimental variations in a
qRT-PCR analysis, we evaluated several reference genes
usually used in our group in other tissues (B-actin and
RPL13a) and two more found in expression studies of
human adipose tissue (CLN3 and COBRA1) [25].
We analyzed the expression of these four potential house-
keeping genes on 24 subjects (6 subjects per diet) in the
fasting and postprandial states. geNorm analysis showed an
M value of 0.071 for RPL13a, 0.062 for CLN3, 0.08 for
COBRA1 and 0.076 to PB-actin. We selected CLN3 as a
housekeeping gene to carry out our gene expression study
on the basis of its lower M value [26].

Primer efficiencies were: P65 (93.2), IxkBa (87.1), IkBf2
(111.6), IL-6 (112.4), MCP-1 (93.8), IL-1B (96.0), CLN3
(101.6). Specificity of PCR amplifications was verified by a
melting curve program (60-95°C with a heating rate of
0.5°C/s and a continuous fluorescence measurement).
Expression values were obtained as relative expression of the
target gene versus the constitutively expressed CLN3 gene
(relative expression — —(Ct, Target gene—Ct, Reference gene))_

2.7 Statistical analyses

SPSS statistical software, version 15.0 (SPSS, Chicago, IL,
USA) was used for statistical analysis. The normal distri-
bution of variables to characterize the postprandial response
was assessed using the Kolmogorov-Smirnov test. We
performed ANOVA for repeated measurements to deter-
mine the postprandial effect of the fat meal composition,
with dietary intervention as the inter-subject factor. The
global p-values indicate: P1: the effect of the diet and fat
meal composition ingested (between-subject effect); P2: the
time effect (within-subject effect) and P3: the interaction of
both factors (diet-by-time interaction). Posthoc statistical
analysis was completed using Bonferroni’s multiple
comparisons test, as previously published [27]. In the case of
IL-6 (only one time point), we performed a one-way ANOVA
in order to analyze statistical differences between diets, with
a probability of <0.05 being considered significant. Mini-
mal effect of diet intervention on gene expression able to be
detected was: p65, 0.055; IkBa, 2.2; IkBB2, 0.3; IL-6, 2.9;
MCP-1, 65; IL-1B, 3.7. A study of the relationship among
parameters was also carried out using Pearson’s linear
correlation coefficient. All the data presented are expressed
as mean+ SEM.

3 Results

3.1 Baseline characteristics

No significant differences were observed in the baseline
characteristics of the 39 subjects with MetS participating in

the dietary intervention (Table 3). However, the total
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Table 3. Baseline characteristics of subjects with the MetS assigned to each diet

HSFA (n=8) HMUFA (n=9) LFHCC (n=12) LFHCC n-3 (n=10) p
Age (years) 57.8+3.1 57.1+2.3 56.5+2 54.8+2.1 0.839
BMI (kg/m?) 36+1.2 34.5+1.2 35.7+1 35+1.2 0.817
Waist circumference 111.7+3.1 104+2 109+3.1 108.3+3.3 0.420
TC (mg/dL) 204+19 192.2+11.1 206.8+14.9 196.94+10 0.877
TG total (mg/dL) 226.7+65.2 159.1+20.9 161.5+17.5 158.1+20.3 0.422
LDL-c (mg/dL) 129.7+13 135.94+9.6 148.2+12.1 140.44+-8.8 0.693
HDL-c (mg/dL) 41+4.5 44.4+3.3 43.4+3.6 41.4+2.9 0.906
Glucose (mg/dL) 117.7+6.2 120.3+7.1 106.1+3.2 125.1+13.5 0.371
Insulin (mU/mL) 15.3+1.3 11.5+1.3 12.6+1.4 13.3+1.7 0.400

Values presented are the mean+SEM of each diet group. Abbreviations: HSFA, SFA-rich diet; HMUFA, MUFA-rich diet; LFHCC, Low fat,
high-complex carbohydrate diet with placebo; LFHCC n—3, Low-fat, high-complex carbohydrate diet with 1.24 g/day long-chain n—3 PUFA
diet; BMI, body mass index; TC, total cholesterol; TG, triglycerides; LDL-c, low-density lipoprotein-cholesterol; HDL-c, high-density
lipoprotein-cholesterol. p-Values correspond to ANOVA statistical analyses.

Table 4. Preintervention (0 wk) and post-intervention (12 wk) gene expression of inflammatory genes at fasting state

HSFA (n=8) HMUFA (n=9) LFHCC (n=12) LFHCC n-3 (n=10) P1 P2 P3

p65 0wk 0.014+0.005 0.013+0.005 0.044+0.017 0.022+0.007 0.361 0.063 0.239
12wk 0.018+0.009 0.010+0.001 0.008+0.002 0.016+0.001

lkBa 0wk 0.866+0.128 0.960+0.301 0.777+0.131 0.935+0.153 0.385 0.922 0.964
12wk 0.643+0.142 1.138+0.354 0.806+0.079 0.913+0.124

IkBp2 0wk 0.275+0.043 0.284+0.051 0.182+0.063 0.345+0.101 0.288 0.752 0.786
12wk 0.226+0.027 0.289+0.081 0.228+0.056 0.260+0.066

MCP1 0wk 0.977+0.206 1.036+0.185 1.361+0.287 1.413+0.320 0.438 0.124 0.168
12wk 1.262+0.237 2.751+0.833 1.228+0.167 1.482+0.423

IL-1B 0wk 0.063+0.024 0.187+0.049 0.111+0.036 0.136+0.055 0.036 0.045 0.855
12wk 0.163+0.061 0.224+0.074 0.140+0.034 0.194+0.067

Mean+SEM of relative expression in adipose tissue. HSFA, SFA-rich diet; HMUFA, MUFA-rich diet; LFHCC, Low-fat, high-complex
carbohydrate diet with placebo; LFHCC n—3, Low-fat, high-complex carbohydrate diet with 1.24 g/day long-chain n—3 PUFA diet. p-Value

correspond to ANOVA for repeated measured: P1: diet effect; P2: time effect; P3: diet-by-time interaction. *P<0.05.

triglyceride level was higher in the HSFA group than the
other three groups, although the difference did not reach
statistical significance.

3.2 Diet intake and adipose tissue inflammation

To evaluate the postprandial inflammatory response in
adipose tissue after the administration of the four diets (pre
and post-intervention gene expression in the fasting state, is
shown in Table 4), we administered a meal after the dietary
intervention reflecting the fatty acid composition of the
original diet to study the effect of the diet, as studied in the
postprandial period.

We studied the expression of the inflammation regula-
tory gene, p65 (sub-unit of the NF-kB transcription factor),
and two sub-units of the NF-kB inhibitor (IxBo and IxkBB2
genes) in the fasting state and 4 h after the meal. We found
that p65 gene expression is induced in the postprandial state
(p=0.003). However, we also found that the increase did
not differ as a function of the treatment. Posthoc statistical
analysis showed that p65 gene expression statistically
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increased after the intake of low-fat high-carbohydrate
LFHCC (p = 0.044) and LFHCC n—3 (p = 0.038) diets, and
tended to increase after the intake of an HMUFA diet
(p=0.072), as studied in the postprandial period.

When we analyzed the postprandial expression of the
NF-«kB inhibitors, we showed that IxBo gene expression was
significantly induced in the postprandial state (p<0.001),
irrespective of the diet consumed. In contrast, no significant
changes were observed in IkBB2 mRNA levels in the
postprandial state, although there was a trend towards a
postprandial increase after consumption of the four diets
(Fig. 1).

We have also studied the gene expression of three pro-
inflammatory cytokines (interleukin (IL)-6, MCP-1 (mono-
cyte chemoattractant protein-1), and IL-1B). MCP-1 plays a
critical role at multiple stages in atherosclerosis, and is
associated with the initiation of the fatty streak and the
promotion of plaque instability. Similarly, IL-6 and IL-1B
have also been implicated in the atherosclerotic process and
other CVD risk factors, such as obesity, dyslipidemia, and
insulin resistance [28, 29]. In our study, the gene expression
of MCP-1 and IL1B in adipose tissue was induced
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(p<0.001), irrespective of the diet consumed, as studied in
the postprandial period.

In the case of IL-6, transcripts were only detected in the
postprandial period and no significant differences among
diets were found. Similarly, MCP-1 and IL1B gene expres-
sion was extremely low in the fasting compared with the
postprandial state.

We also measured IL-6 plasma levels before and after a
meal. We found a significant postprandial increase in the
plasma IL-6 level after consumption of the four meals

P1=0.769
P2=0.003
P3=0.759
A 0.05 B 4.00
P: 0.560 P: 0.072 P:0.044 P:0.038
_ 004 _
% % 3.00
< 0.03 -
< <
g Z 200
S 0.02 €
3 3
% oot 2 100
0.00 + 0.00
HSFA HMUFA LFHCC LFHCC n-3
O Fasting @ Postprandial
P1=0.758
P2=0.101
P3=0.747
C P:0.145 P: 0.986 P:0.370 P:0.335 D
0.40 3.00
© 2.50
8 E
< 0.30 @ 2.00
Z <
T
E 0201 g 150
= £ 1.00
(<=} © .
s} i 4
= 0-10 ~ 0.50
0.00 T T T 0.00
HSFA HMUFA LFHCC LFHCC n-3
O Fasting @ Postprandial
P1=0.820
P2 <0.001
E P3=0.800 F
100.00 P: 0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001 7.50
T 80.00 5 6.00
2 8
< 60.00 < 450
o
€ o
~ 40.00 € 3.00
o =
2 2000 = 150
0.00 1 0.00
HSFA HMUFA  LFHCC LFHCC n-3

O Fasting @ Postprandial

1765

(p<0.001); this postprandial increase did not differ between
diets. Posthoc statistical analysis showed that the circulating
IL-6 levels increased after the intake of low-fat high-carbo-
hydrate LFHCC (p = 0.001) and LFHCC n—3 (p = 0.015)
diets, and tended to increase after the intake of HSFA
(p=0.066) and HMUFA (p = 0.059) diets, as studied in the
postprandial period. However, no changes existed in MCP-1
plasma levels, despite the induction of MCP-1 gene
expression observed in adipose tissue in the postprandial
state (Fig. 2).
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P2<0.001
P3=0.841

P: 0.006 P:0.014 P<0.001 P:0.001
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Figure 1. Postprandial p65 (A), IxBa (B), IkBp2 (C), IL-6 (D), MCP-1 (E) and IL1B (F) gene expression changes in adipose tissue in MetS
patients after dietary intervention. Mean (+SEM) of relative expression in AT, n=39. Fasting: Post-intervention, 12-h fasting. Post-
prandial: Post-intervention, 4 h after the administration of the fatty meal with a fat composition similar to that consumed in each of the
HSFA, HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n—3) diets. ANOVA for repeated measured, global p-values: P1: diet effect; P2: time effect; P3: diet-by-
time interaction. P: p-values from Bonferroni’s multiple comparison test.
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Table 5. Lipid concentrations in postprandial state

o Fasting m Postprandial

p-values from Bonferroni’'s multiple
comparison test.

TC TG HDL-c LDL-c Glucose Insulin
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mU/mL)
Oh
HSFA 198.66+ 15.65 182.01+445.00 41.28+3.94 126.92+7.70 108.96+4.26 13.33+2.23
HMUFA 188.71+10.24 135.00+14.37 43.28+2.93 126.83+8.70 113.40+4.64 12.424+1.07
LFHCC 185.924+12.16 128.56+17.55 41.28+3.01 127.96+10.17 106.06+4.52 12.13+1.85
LFHCC-n-3 188.88+9.96 145.96+13.48 39.08+2.21 130.80+9.17 109.96+4.50 14.52+1.81
4h
HSFA 203.08+12.40 349.61+79.14 41.31+3.87 123.26+6.41 98.90+2.90 14.70+1.77
HMUFA 190.204+-11.15 259.64+44.63 41.524+2.65 123.71+9.83 91.46+3.11 15.41+2.89
LFHCC 193.34+15.03 236.13+31.134 39.85+3.12 132.05+12.54 91.07+7.45 14.63+2.85
LFHCC-n-3 194.094+11.82 235.14+26.14 37.60+2.75 130.75+9.83 87.20+3.14 12.73+2.24
Global analysis p-values
Diet effect 0.860 0.259 0.816 0.970 0.715 0.996
Time effect 0.003% <0.001® 0.007% 0.976 <0.001® 0.196
Diet-by-time effect 0.175 0.112 0.835 0.156 0.412 0.288

Values presented are the mean+SEM of each diet group. HSFA, SFA-rich diet; HMUFA, MUFA-rich diet; LFHCC, Low-fat, high-complex
carbohydrate diet with placebo; LFHCC n—3, Low fat, high-complex carbohydrate diet supplemented with 1.24 g/day long-chain n—3
PUFA; TC, total cholesterol; TG, triglycerides; HDL-c, high-density lipoprotein-cholesterol; LDL-c, low-density lipoprotein-cholesterol.

p-Value correspond to ANOVA for repeated measured.
a) p< 0.05.

3.3 Correlations between postprandial gene
expression in adipose tissue and lipid,
lipoprotein parameters, and the HOMA index

We analyzed the relationship between the expression of the
inflammatory genes (mRNA levels for p65, IxBa, IkBf2,
IL-6, MCP-1, and IL-1B), and lipid concentrations in the
postprandial state and the HOMA index (Table 5). There
was a negative correlation between the postprandial mRNA
levels of p65 (4h after a meal) with the plasma HDL-c
concentration 4h after a meal (r —0.377; p=0.018; r*
0.142), and a positive correlation with the TG level 4 h after a
meal (2 0.406; p=0.010; *: 0.164) and the HOMA index
(r:0.353; p=0.028; :0.125; Fig. 3).

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Additionally, there was a positive correlation between the
P65 gene expression increment (postprandial value minus
fasting value) with the HOMA index (r:0.327; p=0.042;
7”1 0.107). There was also a positive correlation between the
p65 gene expression AUC and the TG AUC (r: 0.394;
p=0.013; r* 0.155), total cholesterol AUC (r: 0.334;
p=0.038; 7 0.111), and LDL-c AUC (r: 0.344; p=0.034;
: 0.118).

4 Discussion

We did not observe any relevant dietary effect between the
pre and post-intervention inflammatory status in the fasting
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Figure 3. Correlations between postprandial p65 mRNA expres-
sion and (A) triglycerides (mmol/L) (r=0.406, p<0.010) and
(B) HDL-c (mmol/L) (r=-0.377, p<0.018) and (C) HOMA index
(r=0.353, p<0.028) in the MetS patients, 4 h after the adminis-
tration of the fatty meal with a fat composition similar to that
consumed in each of the HSFA, HMUFA, LFHCC, or LFHCC (n—-3)
diets. n=39, r- Pearson’s linear correlation coefficient.

state. Post-intervention, we administered four high-fat
meals providing the same amount of fat (65%); the fatty acid
composition reflected that consumed within the interven-
tion period in terms of fat quality. After a high-fat meal
intake, which represents a fat challenge, we studied the
postprandial responses on a model of the postprandial
phase that may be influenced by the previous dietary
intervention because of the adaptive effect after a long-term
dietary intervention.

Our study showed that in the postprandial state there was
an induction of adipose tissue inflammatory genes (p65,
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MCP-1, IL-6, and IL-1p) in patients with MetS and when this
pattern was established, the induction of adipose tissue
inflammatory genes was not affected by the quantity and
quality of the fat included in the diet consumed, as studied
during the postprandial period.

Obesity is associated with different degrees of adipose
tissue dysfunction and chronic low-grade inflammation
characterized by macrophage infiltration in adipose tissue
and the expression of inflammatory genes [30]. However,
this inflammatory state of the adipose tissue can be modu-
lated by diet. More specifically, there is evidence that
consumption of an SFA-rich diet induces a pro-inflamma-
tory gene expression profile in obese people, whereas
consumption of a HMUFA diet leads to an anti-inflamma-
tory profile, which is evident in biological samples taken
during the fasting state [17].

Several studies have shown differences between
consumption of SFA- and MUFA-rich diets in terms of the
activation of peripheral blood mononuclear cells (PBMC),
and the degree of low-grade inflammation in obesity [6]. In
some studies, it has been shown that MUFA-rich diets
reduce the postprandial inflammatory response when
compared with SFA-rich diets [31-33].

However, our study did not document such an anti-
inflammatory effect by an HMUFA diet in the expression of
several inflammatory genes in adipose tissues during the
postprandial period.

A HSFA diet tended to raise plasma IL-6 levels, and an
HMUFA diet tended to raise both NF-kB p65 sub-unit gene
expression and plasma IL-6 levels, as studied during the
postprandial period. In this same area, a previous study has
shown a similar effect of fat-rich diets (HMUFA and SFA-
rich diets) on adipose tissue gene expression of adiponectin
when compared with a CHO-rich diet. That study showed
that postprandial adiponectin gene expression was lower
after a CHO-rich breakfast than an MUFA- or SFA-rich
breakfast in insulin-resistant patients [34].

Blackburn et al. [35] showed that IL-6 plasma levels
increased 8h after the consumption of a high-fat meal in
people with abdominal obesity. Other study have shown that
IL-6 plasma levels increased 6 h after consuming a high-fat
test meal containing a high or low ratio of satur-
ated:unsaturated fatty acids in slim people [36]. Thus, the
discrepancies between the IL-6 data observed between
these studies and the current study could be explained by
the timing of the blood sampling; specifically, the
earlier sampling (4 h after the ingestion of a meal) may not
have allowed sufficient time to observe the increase in the
IL-6 level after the consumption of HSFA and HMUFA
diets.

The current study has shown a postprandial increase in
the expression of the inflammatory cytokines, MCP-1 and
IL1B, in adipose tissue irrespective of the quantity and
quality of dietary fat. Moreover, the expression of the
inflammatory cytokine, MCP-1 gene, increased during the
postprandial phase in adipose tissue, but not in plasma.
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This observation could be explained given that the synthesis
and secretion processes do not occur concomitantly and/or
to the occurrence of additional regulatory mechanisms
acting on the secretory pathway [37]. This is relevant from a
pathophysiologic point of view because postprandial MCP-1
release in adipose tissues may facilitate macrophage
recruitment and activation, which promotes macrophage-
dependent inflammatory responses and the development of
atherosclerosis [38].

We observed an inverse relationship between the
expression of the NF-kB transcription factor, sub-unit p65,
in adipose tissue and the HDL-c plasma concentration.
Given that HDL-c has been shown to inhibit monocyte
chemotaxis/adhesion, as well as to reduce vascular macro-
phage content in inflammatory conditions [39], the negative
correlation found between HDL-c and NF-kB observed in
the current study strongly supports the view that an
increase in the inflammatory response in adipose tissue
occurs when the protective effect of HDL-c diminishes. In
line with this notion, it has been shown in vitro that HDL-c
mediates suppression of NF-kB activity in endothelial
cells [40]. Our study has also shown that the expression of
NF-xB transcription factor sub-unit p65 in adipose
tissue is also related to other lipid parameters. Specifically, a
positive correlation was found between the p65 and TG
plasma concentration. Taken together, these findings
suggest that NF-kB transcription factor sub-unit p65 gene
expression in adipose tissue is related to the lipid plasma
composition.

Growing evidence links inflammation to the pathogene-
sis of insulin resistance [41] and there is evidence that the
over-expression of NF-kB is enough to impair insulin
sensitivity in skeletal muscle cells [42]. Thus, the fact that
our study showed a positive relationship between the gene
expression of NF-kB transcription factor sub-unit p65 in
adipose tissue and the HOMA index supports the link
between inflammation and insulin resistance.

One of the limitations of our study was that the propor-
tion of fat between diet on dietary intervention and test
meals was not the same. This mismatch is due to the fact
that the percentage of fat is different between long-term
diets, but the same in test meals. To study the postprandial
state after the dietary intervention, we decided administer a
fat challenge with the same amount of fat, which did not
correspond to the previous diets (two high-fat and two low-
fat diets). To perform postprandial studies requires a fat
overload standardized the among fat administered by body
weight [21, 43]. Thus, we administered a high-fat meal
enriched in SFA after a HSFA diet, a high-fat meal enriched
in MUFA after an HMUFA diet, and we administered a
high-fat meal with the same fatty acid proportion consumed
within the low-fat diet intervention period. In addition,
different amounts of fat on the fat challenge could affect the
results in the following two ways: fat amount determines the
postprandial response and the possible differences observed
could have been due to fat quantity, but not to fat quality;
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and we were studying adipose tissue, an organ that func-
tions as a fat store. However, the fat quantity effect (low-fat
long-term dietary intervention) was studied comparing the
pre and post-intervention inflammatory status in the fasting
state, and this could have an effect on the postprandial
response because of the adaptive effect after the long-term
intervention. In addition, in future studies, it will be inter-
esting to analyze the effect of meals with the same macro-
nutrient composition to that consumed in the habitual diet
on the postprandial adipose tissue response. Another
limitation, concerning the sample size, is that our study was
able to detect gene expression changes of double or one half,
which is sufficient to discern a relevant biological effect, but
a smaller effect, could not have been detected. Of note, our
study represents the first approach to the diet effect on
adipose tissue during the postprandial state in MetS patients
and represents a starting point on elucidating diet interac-
tion on adipocyte function.

In conclusion, our results suggest that an exacerbated
adipose tissue postprandial inflammatory response occurs
in individuals with MetS, which seems to be independent of
the quality and quantity of the dietary fat. This finding is
important because the postprandial state is probably the
most common metabolic state that humans experience
during the day, and thus makes a substantial contribution to
the environmental factors which increases cardiometabolic
risk.

Further research is needed to extend our knowledge
about the effect of the type of diet on postprandial inflam-
matory events in adipose tissue, the specific cellular and
molecular alterations, and the elucidation of nutritionally
based therapeutic strategies for the MetS.
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siendo poco probable que la obesidad acttie como un factor pro-
tector y por ello se produzca una disminucion de ingresos, por
tanto concluimos que en el HURS no se codifica la obesidad ade-
cuadamente. Discusion La recogida de este diagndstico en la his-
toria, asi como su codificacion favorece los estudios clinicos, epi-
demioldgicos de morbimortalidad. La mera existencia
de informacién sobre un determinado proceso gen
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Introduccion: Se han identificado algunos grupos de alimentos
que estan asociados a la aparicion de alergias. Es el caso
de crustaceos, huevos, pescado, cacahuetes, soja, leche, o
sulfitos utilizados como aditivos, para los que es obligatorio su
mencién en el etiquetado. Aunque los aditivos alimentarios
pueden provo- car reacciones adversas, a menudo, resulta
dificil evitarlos, porque no siempre se mencionan en el
etiquetado. La declaracion en el etiquetado es obligatoria
cuando los alérgenos estén pre- sentes en el producto final
como resultado de su incorporacion como ingredientes,
ingredientes de un ingrediente compuesto, aditivos y/o aromas,
soportes o diluyentes de un aditvo o aroma y como
coadyuvantes tecnoldgicos, utilizados en la elaboracion del
alimento. Hay programas que comprueban la presencia de
alérgenos y estimulan a que estos figuren en el etiquetado de
acuerdo con el Real Decreto 2220/2004, de 26 de noviembre. Ma-
terial y métodos: En el Distrito Sanitario Almeria se han realizado
una serie de tomas de muestras para comprobar la presencia de
alérgenos no contemplados en el etiquetado de los alimentos.
Esta recogida de muestras se ha realizado seglin el programa an-
ual de Control de Alérgenos en los productos alimenticios de la
Secretaria General de Salud Publica de Andalucia. Se han analiza-
do un total de 10 muestras. Se han investigado los siguientes
alérgenos: Proteinas de soja (5 muestras), proteinas de leche (2
muestras) y B-lactoglobulina-caseina (3 muestras). Los alimentos
seleccionados para la toma de muestras han sido: morcilla
y chorizo para la investigacién del alérgeno proteinas de
leche, chorizo, morcilla y rosquillas para la investigacion de B-
lactoglob- ulina y caseina y helado, hamburguesa,
rosquillas, zumo de naranja y de pifia para la investigacion del
alérgeno proteinas de soja. Resultados: De las diez muestras
analizadas, un de ellas, ha sido positiva en la presencia de
proteinas de leche. La muestra positiva corresponde al alimento
chorizo. Este alimento presenta en su composicion, proteinas de
leche, sin embargo, esto no esta indicado en el etiquetado del
producto. Conclusiones: Cada vez se utilizan mas aditivos en la
elaboraciéon de alimentos. La proce- dencia de las materias
primas que se utilizan en la elaboracién de alimentos puede ser
de cualquier lugar del mundo, por lo que el control de
ingredientes en el producto final puede ser complica- do. El
muestreo sistematico de alérgenos no declarados en los al-
imentos, puede mejorar los controles de las industrias alimenta-
rias y el etiquetado de sus productos, reduciendo la incidencia de
alergias de origen alimentario.
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DIETARY FAT DIFFERENTIALLY INFLUENCES
ADIPOKINES GENE EXPRESSION IN ADIPOSE
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Introduction: It has been proposed that the quantity and quality
of dietary fat influences adipose tissue function. The aim of this
study was to investigate the effect of the quantity and quality of
dietary fat on the postprandial gene expression pattern
of adipokines and two proteins related to lipid metabolism in
adi- pose tissue from Metabolic Syndrome patients. Methods: A
ran- domized, controlled trial conducted within the LIPGENE
study randomly assigned MetS patients to 1 of 4 diets: high-SFA
[HSFA;

38% energy (E) from fat, 16% E as SFA], high-monounsaturated
fatty acid [HMUFA; 38% E from fat, 20% E as MUFA], and two
low-fat, high-complex carbohydrate [LFHCC; 28% E from fat] di-
ets supplemented with 1.24 g/d of long-chain n-3 PUFA or
a placebo for 12 week each. A fat challenge with the same fat
com- position as the diets was conducted postintervention. The
gene expressions of adiponectin, resistin, RBP-4, PAI-1, perilipin
and vimentin were measured post-intervention in adipose tissue.
Re- sults: The long-term consumption of a HMUFA diet induced a
sig- nificant postprandial decrease in adiponectin and perilipin
gene expression (p= 0.008 and p=0.014, respectively) and
RBP-4 tended to decrease. In contrast, the postprandial
expression of the resistin and vimentin genes was not affected by
any of the di- ets tested. PAI-1 transcripts were only detectable in
the postpran- dial state, but no significant differences were
found among the diets. Conclusion: In conclusion, the quantity
and quality of di- etary fat induces a differentially postprandial
gene expression of adipokines in adipose tissue in patients with
metabolic syndrome.

EFECTO COMPARATIVO DE DIFERENTES
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Introduccion El aceite de oliva ha sido tradicionalmente el alimen-
to principal que garantizaba el aporte de la grasa monoinsatura-
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Tumor necrosis factor-alpha up-regulates chemerin
secretion and mRNA expression in 3T3-L1 adipocytes
Costa AGV'? Prieto-Hontoria PL', Lorente-Cebrian S?,
Bressan J3, Martinez JA! and Moreno-Aliaga MJ*
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2Department of Zootecny, Federal University of Espirito Santo,
Alegre, Brazil; *Department of Nutrition and Health, Federal
University of Vigcosa, Vigosa, Brazil

Introduction: Chemerin is an adipokine that has been associated
with some features of metabolic syndrome. Also, it has been sug-
gested that obesity-linked low-grade chronic inflammation could reg-
ulate chemerin production. The aim of this study was to examine
the effects of TNF-a on chemerin secretion and gene expression,

as well as the signalling pathways involved in 3T3-L1 adipocytes.
Methods: Mature 3T3-L1 adipocytes were serum-starved for 3 hours
before experimental period. Then, the cells were incubated during
24 hours with or without TNF-a (5 ng/ml). In some experiments,
adipocytes were pre-incubated for 1 hour with the AMPK activator
(AICAR) or with some protein kinase inhibitors: PI3K (LY294002),
AMPK (Compound C), JNK (SP600125), MAPK (PD98059) and
PKA (H89). Changes in chemerin mRNA expression were assayed
using real-time RT-PCR and the amount of chemerin secreted into
the media was measured by a specific ELISA kit.

Results: TNF-a treatment increased the total amount of chemerin
secreted to the media (64.3%, P < 0.05) and up-regulated stimulated
chemerin mRNA levels (P < 0.01). Moreover, treatment of control
adipocytes with LY 294002, H89 and AICAR inhibited both the secre-
tion and mRNA expression of chemerin. However, only pre-incuba-
tion with LY294002 and H89 was able to reverse the
stimulatory effect of TNF-a on chemerin gene expression and secretion
to media. Conclusion: These results support the ability of TNF-a to
positively regulate chemerin secretion and mRNA expression in
adipocytes. Moreover, the PI3K and PKA pathways are likely to be
involved in the effects of TNF-a on chemerin production.
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Introduction: Adipose tissue (AT) dysfunction is one of the main fea-
tures in the metabolic syndrome (MetS), which is especially impor-
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tant during the postprandial state. The aim was study the effect of
four diets with different quantity and quality of fat on postprandial
inflammatory response in AT.

Methods: A randomized, controlled trial conducted within the
LIP-GENE study randomly assigned MetS patients (39) to 1 of 4
diets: high-SFA [HSFA; 38% energy (E) from fat, 16% E as SFA],
high- monounsaturated fatty acid (HMUFA; 38% E from fat,20%
E as MUFA), and 2 low-fat, high-complex carbohydrate (LFHCC;
28% E from fat] diets supplemented with 1.24 g/d of long-chain n-
3PUFA or placebo for 12 week each. A fat challenge with the same
fat com- position as the diets was conducted post intervention.
Expression of the inflammatory genes, p65, IkkBa, 1kBb2, IL-6, MCP-1
and ILb1, were measured post-intervention at postprandial state.
Results: We found a postprandial increase in NF-kB p65 subunit
gene expression after the consumption of the four diets, which was
nevertheless only statistically significant after the consumption of
LFHCC (P =0.044) and LFHCC n-3 (P = 0.038) diets. Furthermore,
we observed that IKBa (P < 0.001), MCP-1 (P <0.001) and ILbl
(P <0.001) gene expression was induced at postprandial state
regardless of quantity and quality of fat in the diets. In adittion, IL-6
transcripts were only detected in postprandial state.

Conclusions: Our results suggest that an exacerbated postprandial
inflammatory response occurs in individuals with MetS, which is
independent of the fat quantity and quality in the diet.
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Transcriptional control of obesity-induced
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Introduction: Obesity has become a global epidemic and is one the
most significant public health challenges of the 21st century. In
recent years, more and more evidence emerged that inflammation is
the crucial physiological process in obesity complications. Studies
form our group have reported how deregulation of adipose tissue
secretory functions contributes to obesity complications. However,
the precise molecular mechanisms that integrate the inflammatory
response with metabolic homeostasis at the cellular and systemic
level remain unclear. Based on previous implications we investigated
here the role of a co-repressor complex (NCORs/GPS2) as a tran-
scriptional  key component of obesity-induced  inflammation in
human adipose tissue.

Methods: Gene expression and protein recruitment onto inflamma-
tory gene promoters of co-repressor complex components were ana-
lyzed in human adipose tissue. In addition, sSiRNA experiments have
been performed in human pre-adipocytes to characterize the biologi-
cal function of the complex.

Results: Important core components of the co-repressor complex are
differentially regulated in adipose tissue (AT) of non-obese versus
obese subjects. Expression level of the co-repressor complex is
asso- ciated with the AT inflammatory status of obese subjects.
siRNA experiments reveal the importance of the complex in the
control  of adipose cell inflammation. Taken together, the data
suggest that tar- geting the co-repressor complex could be an
alternative  strategy to control inflammatory processes linked to
obesity.

Discussion: Our study extends the knowledge of anti-inflammatory
mechanisms directed by the co-repressor complex and implies alter-
native strategies for the treatment of obesity complications.

T4:P.004
Withdrawn

Journal Compilation #2011 The International Association for the Study of Obesity. obesity reviews 12 (Suppl. 1) (2011) 63-279






