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Resumen

Introduccién: Las lipoproteinas ricas en triglicéridos (LRT)
postprandiales son predictivas del desarrollo de enfermedad
cardiovascular. La obesidad esta asociada a un aumento de la
magnitud de la lipemia postprandial. Las citoquinas producidas
en el tejido adiposo, adipocinas, juegan un importante papel
en el desarrollo de resistencia a la insulina, diabetes y
enfermedad cardiovascular.

Objetivo: Evaluar la influencia que tiene el indice de masa
corporal (IMC) en el efecto de la ingesta aguda de diferentes
tipos de grasa sobre la respuesta lipémica postprandial, asi
como comparar los efectos de esta ingesta en la respuesta
postprandial de adipocinas y moléculas solubles de adhesién.

Disefio y Metodologia: 21 hombres jovenes y sanos,
siguiendo un disefio randomizado cruzado, consumieron 3
desayunos ricos en grasa (1 gr/Kg de peso corporal, 65%
grasa): desayuno rico en aceite de oliva (38% &cidos grasos
monoinsaturados-MONO-), desayuno rico en mantequilla
(35% acidos grasos saturados —SAT-) y desayuno rico en
nueces (16% acidos grasos poliinsaturados-POLI- y 4% acido
a-linolénico). Tras la ingesta, se realizaron extracciones
durante 11 horas. Posteriormente, se determinaron los niveles
de colesterol (Col) y triglicéridos (TG) en plasma, LRT grandes
y pequefias y apoB48, apoB100 vy retinil palmitato (RP) en LRT
grandes y pequefias. También se determinaron en plasma las
concentraciones de adiponectina, leptina, resistina, acidos
grasos libres (AGL), molécula de adhesion intercelular 1
(ICAM-1) y molécula de adhesiéon vascular 1 (VCAM-1).

Resultados: Los sujetos con mayor IMC (HW; IMC mayor que
la mediana, 26.18 Kg/m?, n=11) presentaron un incremento
del area bajo la curva (IABC) para TG en LRT grandes y
pequefias mayor que los sujetos con menor IMC (LW; IMC
<26.18 Kg/m?), con una tendencia similar para TG
plasmaticos. Ademas, los sujetos del grupo HW mostraron
concentraciones mas elevadas de Col y TG en LRT pequefias
en diferentes puntos de la lipemia postprandial tras la ingesta
de desayunos ricos en mantequilla o nueces que tras la
ingesta del desayuno rico en aceite de oliva. Por otro lado,
tras el desayuno rico en nueces, el ABC de adiponectina fue
mayor que con los otros desayunos, con concentraciones
significativamente mayores a las 3 y 6 horas que tras el
desayuno rico en mantequilla, y a las 6 horas comparada con
el desayuno rico en aceite de oliva, con una tendencia similar
a las 3 horas.



Resumen

Conclusiones: Los voluntarios en el grupo con mayor IMC
presentaron una mayor respuesta postprandial y se benefician
del aporte de grasa en forma de MONO, como el aceite de
oliva, al disminuir en mayor medida que los otros tipos de
grasas estudiadas sus niveles de LRT postprandiales. Por otro
lado, hemos hallado un perfil beneficioso en la respuesta
postprandial tras una comida rica en POLI de origen vegetal, a
expensas de nueces, con una mayor respuesta de
adiponectina. Estos hallazgos pueden estar involucrados en el
menor riesgo de enfermedad cardiovascular asociado con el
consumo de modelos de alimentacién ricos en acidos grasos
insaturados frente a los ricos en grasas saturadas.
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Introduccion

I.- LIPEMIA POSTPRANDIAL

Las decisiones de la practica clinica, generalmente, se

establecen sobre mediciones de parametros analiticos
realizadas en el periodo de ayuno. Sin embargo, la mayor
parte del tiempo, las personas de los paises desarrollados, se
encuentran en un estado postprandial y no de ayuno. En los
patrones occidentales de alimentacidon, se consumen tres o
mas comidas al dia, que contienen entre 20 y 70 gramos (gr.)
de grasa cada una, que son consumidas antes de que los
triglicéridos (TG) resultantes de la ingesta anterior hayan
vuelto a sus valores basales!. Por consiguiente, los humanos
viven la mayor parte del tiempo en un estado postprandial con
una fluctuacion constante del grado de lipemia a lo largo del
dia. Este estado representa un condicidon dindmica, con un
rapido remodelado de lipoproteinas, comparado con el

relativamente estable estado del ayuno.

1.- METABOLISMO LIPOPROTEICO POSTPRANDIAL
1.1. CATABOLISMO DE QUILOMICRONES Y
REMANENTES DE QUILOMICRONES

Las lipoproteinas ricas en TG (LRT) constituyen una
poblacion heterogénea formada por los quilomicrones (QM),
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), que forman parte
de las LRT grandes y los remanentes de ambos, incluidas en
las LRT pequenias.

Los QM se sintetizan en el epitelio intestinal, se
secretan a la linfa y desde ahi pasan a la circulacion general a
través del conducto toracico. Una vez en el torrente
circulatorio, los QM sufren varias modificaciones necesarias

para su catabolismo y aclaramiento plasmatico: interaccion
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Introduccién

con las lipoproteinas de alta densidad (HDL) para adquirir
apolipoproteinas C (apoC) y E (apoE) , interaccién con la
lipoproteinlipasa (LPL) para ser hidrolizados y transformados
en remanentes y transferencia de lipidos y lipoproteinas a las
HDL.

La interaccidn inicial de los QM nacientes con las HDL
los provee de apoC y E. La apoC-I inhibe a la lipasa hepatica
(LH) y la captacion de remanentes por el higado. La apoC-II
favorece la hidrdlisis de los TG por la LPL, de la que es
cofactor. La apoC-III inhibe la activacién de la LPL por la C-II,
e impide la captacidon de LRT por sus receptores especificos.
Por otra parte, la apoE, una de las lipoproteinas mas
importantes de los QM vy las VLDL, actia como ligando para la
captacion hepatica de remanentes, permitiendo su
aclaramiento plasmatico.

La interacciéon de los QM con la LPL anclada en el
endotelio vascular favorece la hidrdlisis de los TG, liberandose
acidos grasos (AG) para su transformacion progresiva en
remanentes. Estos AG libres (AGL) son almacenados como TG
en el tejido adiposo, o bien son utilizados como fuente de
energia en el muasculo y otros tejidos. Los lipidos y proteinas
que los QM parcialmente hidrolizados pierden de la superficie
se incorporan a las HDL. Los QM, ya transformados en
remanentes, son captados por el higado y otros o6rganos,
como la médula ésea.

Los remanentes de QM son captados preferentemente
por el higado, mientras que los QM nacientes lo son por la
médula 6sea, siendo el grado de hidrdlisis lo que determina el
porcentaje a captar por cada dérgano. Estudios realizados en
conejos han observado que tras la administracién de QM
marcados y anticuerpos anti-LPL se produce un descenso en la

captacion hepatica, pero no en la medular, demostrando que
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Introduccion

la LPL es necesaria para la captacion hepatica, y que son los
remanentes los aclarados a este nivel. EL tratamiento de los
QM con LH acelera su aclaramiento por el higado?.

Por otra parte, algunos estudios demuestran que el
aclaramiento de los remanentes puede ser independiente de la
composicidn y contenido de las apoproteinas, como demuestra
el hecho de que los ratones deficientes en apoE sean capaces
de aclarar eficazmente los lipidos provenientes de la
alimentacién®. La adicién de un exceso de apoE a los QM
acelera el aclaramiento de estas particulas del plasma en
conejos, favoreciendo el descenso de las lipoproteinas
postprandiales. La disponibilidad de apoE limita la captacién
hepatica (necesaria para el aclaramiento de los remanentes),
pero no la medular (que es la responsable del aclaramiento de
los QM nacientes). La apoC-I inhibe la captacién hepatica de
remanentes de QM en ratas por un mecanismo inhibitorio
sobre la apoE, y la hiperexpresion de apoC-III produce una

hipertrigliceridemia en ratas por idéntico mecanismo.

1.2. ACLARAMIENTO HEPATICO DE LOS REMANENTES
DE QM

Los mecanismos implicados en el aclaramiento hepatico
de remanentes tiene lugar, en su practica totalidad, en el
espacio de Disse. Esta es la zona de intercambio entre el
hepatocito y la sangre y comunicado con el sinusoide hepatico
a través de unas fenestraciones endoteliales, siendo su
tamafio el determinante de la entrada en el espacio de Disse
de los QM pequeiios y sus remanentes, pero no de los QM de
mayor tamafio. A este nivel se sitlan las enzimas LPL y LH,
los proteoglicanos, y receptores de tipo lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y proteina relacionada con el receptor de LDL

(LRP), que colaboran en la internalizacidon de los remanentes.
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Introduccién

Los QM sufren lipdlisis en la circulacion general gracias
a la LPL. Durante este proceso pierden apoC, pero adquieren
apoE. La proporcién de apoC y E y el tamano de la particula
son los dos mecanismos principales para evitar un
aclaramiento hepatico prematuro. Una vez en este lugar, la
particula puede unirse directamente al receptor de LDL, siendo
esta via la de mayor afinidad y mas rapida endocitosis. No
esta bien definido si existe una captacion directa por la via del
LRP, y aun asi debe ser limitada, quizas porque las particulas
necesitan una serie de modificaciones previas antes de poder
actuar como ligandos para este receptor. Existen otros
receptores de LRT cuya importancia en humanos permanece
aun por elucidar. En la Tabla 1 se recogen los diferentes

receptores implicados en la captacion hepatica de LRT.

Receptor Ligando ‘ Reconocimiento
LDL LDL, Remanentes apoB, apoE
LRP QM, VLDL apoE, LPL, LH

VLDL VLDL, IDL ApoE
LSR VLDL, QM, LDL apoE, apoB
MBP VLDL No conocido

Tabla 1: Receptores implicados en la captacién hepatica de LRT. LDL:
lipoproteina de baja densidad, apo: apolipoproteina, LRP: proteina relacionada
con el receptor de LDL, QM: quilomicrones, VLDL: Ipoproteina de muy baja
densidad, IDL: lipoproteina de densidad intermedia, LPL: lipoproteinlipasa, LH:
lipasa hepatica, LSR: receptor estimulado por lipdlisis, MBP:proteina ligadora de
membrana

Si los receptores de LDL estan disminuidos en nlimero,
saturados o ausentes, los remanentes quedan secuestrados en
el espacio de Disse, debido a las interacciones entre la apoE y
los proteiglicanos anclados en dicho espacio y de la apoB con
la LH, respectivamente. Estas particulas secuestradas pueden

ser captadas por endocitosis mediada por receptor, pero si
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Introduccion

adquieren suficiente apoE en el espacio de Disse, pueden
actuar como ligandos para la LRP y ser internalizados en el
hepatocito.

La LPL establece uniones de alta afinidad con los
proteoglicanos y el LRP, favoreciendo el reconocimiento de
apoE y la captacién del remanente por el receptor. La LH
interviene en el procesamiento hepatico de los remanentes

hidrolizando los TG y fosfolipidos que transportan.

1.3. CONTRIBUCION DE QM Y VLDL A LA TRIGLICERIDE-
MIA POSTPRANDIAL

Este hecho fue demostrado por primera vez por
Zilversmit y colaboradores (cols.), que objetivaron como, tras
una comida rica en grasa, se producia un incremento en los
niveles de LRT portadoras de apoB48 y apoB100,
representados por los QM (secrecion intestinal) y las VLDL
(secrecion hepética), respectivamente®.

El aumento de VLDL postprandial puede deberse, por
una parte, a un incremento en su produccién y, por otra, al
retraso en su catabolismo. Lo primero se ha observado en el
elevado aporte de lipidos procedentes de la alimentacion,
vehiculizados por el sistema porta o los remanentes de QM® ,
y en la capacidad del intestino humano para sintetizar
apoB100. Lo segundo se debe a la preferencia de la LPL por
los QM como sustrato. Este hecho fue demostrado por Karpe
al observar que, tras administrar una emulsion lipidica con
similar composicién a los QM se producia un incremento lineal

e inmediato de las VLDLS.
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1.4 LIPOPROTEINAS RICAS EN ESTERES DE
COLESTEROL (HDL Y LDL)

La magnitud de los TG postprandiales, a través de su
efecto sobre la proteina de transporte de ésteres de colesterol
(CETP) determina el grado de alteracion del perfil lipidico que
se produce durante el estado postprandial.

La CETP cataliza la transferencia de ésteres de
colesterol y TG entre las lipoproteinas, determinando el
enriquecimiento en ésteres de colesterol por parte de los QM y
VLDL. El acimulo de estas dos particulas durante el estado
postprandial podria ser explicado por la resistencia de los
ésteres de colesterol transferidos a la accion de la LPL. Sin
embargo, cuando estos ésteres son transferidos a las HDL y
LDL, si son susceptibles de ser hidrolizados por la LH, lo que
determina una disminucién en su tamafio’.

La LDL postprandial es aterogénica, debido a su
reducido tamafio, su mayor susceptibilidad a ser oxidada, y el
acumulo de ésteres de colesterol.

El descenso en el catabolismo de las LRT condiciona la
aparicion de un perfil lipidico aterogénico y caracterizado por
acumulacion de QM, VLDL, lipoproteinas de densidad
intermedia (IDL) ricas en ésteres de colesterol, reduccién de
los niveles de HDL en plasma, enriquecimiento de HDL en TG

y predominio de HDL y LDL de pequefio tamafio®.

1.5. EFECTOS DE LAS LRT
La aterogenicidad potencial de los TG postprandiales y
las LRT fue propuesta por Zilversmit en 1979% en el articulo

I”

“aterosclerosis: un fendmeno postprandial” por el que la
hidrolisis de QM por la LPL conllevaba la internalizacién de
remanentes de QM ricos en ésteres de colesterol por las

células musculares lisas arteriales.
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Los estudios disefiados para establecer Ia
aterogenicidad directa de las LRT postprandiales tuvieron
como objeto observar su interaccion con el endotelio arterial,
determinando la habilidad de las LRT postprandiales para
penetrar la capa endotelial hacia el espacio subintimal, y
evaluando la interaccion de las LRT con los monocitos-
macréfagos y otros componentes de la lesién aterosclerédtica
en desarrollo. En estudios de cultivos celulares, los
remanentes postprandiales son directamente citotdxicos para
las células endoteliales®. Las HDL las protege de este efecto.
Los productos de lipdlisis de las LRT, incluyendo los AGL
pueden empeorar la funcién endotelial, dado que la presencia
de AGL realza la recaptacion de LDL, sugiriendo una aumento
de la permeabilidad®®.

Las LRT postprandiales afectan adversamente al
endotelio mediando cambios en el tono vascular. Después del
consumo de una comida rica en grasa, se observd una
correlaciéon entre los TG postprandiales y la reduccion en la
dilatacion dependiente de flujo en la arteria braquial'’.
Ademas, las concentraciones de remanentes en sujetos sanos
se correlacionaron de forma inversa con el flujo sanguineo
coronario en ayunas'’. Se ha propuesto que el efecto de las
LRT sobre el tono endotelial estd mediado en parte por la
dismunicidon en la produccién de éxido nitrico (NO), bien por
las LRT per sé o por las LDL oxidadas asociadas al
postprandio. En un modelo de célula endotelial de vena
umbilical humana®, la incubacién con particulas remanentes,
pero no VLDL o LDL, indujo una elevacién en la expresién de
ICAM-1, VCAM-1 vy factor tisular, asi como de CD11a, CD18,
CD49d e interleucina (IL)-1b*3, lo que pone de relieve el papel
de las lipoproteinas remanentes en el inicio de la inflamacion

vascular.
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Dado que la presencia de disfuncion endotelial es un
marcador precoz de aterosclerosis, las evidencias orientan
hacia el papel de las LRT en el inicio de la misma. Sin
embargo, para perpetuar la progresion de la enfermedad, las
LRT necesitan penetrar y permanecer en el espacio intimal de
la pared arterial. El flujo de lipoproteinas al endotelio aumenta
en proporcion directa a las concentraciones de LRT en el
plasma y disminuye a medida que el tamafio de las particulas
se hace mayor!®. Este proceso incluye la formacién de
vesiculas en la luz de las células endoteliales, que migran a la
superficie basolateral de las células endoteliales, donde su
contenido es expulsado por exocitosis al espacio subendotelial.
En estas vesiculas se transportan lipoproteinas de hasta 70
nm de diametro, lo que excluye la posibilidad de transportar
LRT sin hidrolizar, como QM (75 a 1200 nm). Sin embargo,
QM mas pequefios y remanentes de VLDL (40 a 70 nm)
podrian penetrar la pared arterial por este mecanismo.

Estudios animales aportan evidencias sobre la afluencia
y retenciéon selectiva de remanentes de QM y VLDL. En
ratones hipercolesterolémicos, un método isotépico dual
demostrd el aflujo de VLDL, IDL y LDL radiomarcadas sobre
intimas arteriales sanas y lesionadas. Hubo una relacidon
inversa entre el didmetro de las lipoproteinas y la pérdida
fraccional de la intima arterial. Fue mas probable que fueran
atrapadas en la intima arterial las VLDL, remanentes de VLDL,
IDL y las LDL que particulas mas pequefias como las HDL'.
Se ha comunicado la presencia de particulas del tamano de las
VIDL o IDL en la intima humana y en la placa
aterosclerética'®. Las muestras tomadas de placas contenian
VLDL e IDL con una composicion lipidica similar a las
lipoproteinas plasmaticas correspondientes, sugiriendo que las

LRT pueden entrar y ser retenidas en la placa aterosclerdtica.
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La incubacion de macréofagos con QM y VLDL grandes
provenientes de sujetos con hipertrigliceridemia resultdé en la
transformacion hacia células que remedan las células
espumosas de las lesiones aterosclerdticas'’. Ademas, tras la
incubaciéon con LRT durante 4 horas, se han observado
incrementos en el contenido de los macrofagos en TG vy
ésteres de colesterol. La hidrdlisis de los remanentes de LRT
fue citotdxica para los macrdofagos, aunque este efecto podria
ser inhibido por la adicién de HDL a la capa media®.

En el postprandio tiene lugar un marcado intercambio
de lipidos entre las lipoproteinas circulantes, cuya intensidad
estd determinada por el tiempo de permanencia de las
particulas en la circulacién®®. Las LDL y HDL enriquecidas con
TG resultantes sufren lipélisis por accién de la LH, dando lugar
a particulas pequefias y densas. Aunque los remanentes de
QM, de origen exdgeno, probablemente tienen un papel en
este proceso, el principal responsable es el incremento en la
secrecion de VLDL procedente de la sintesis enddgena®’. Este
punto es importante, porque las dietas muy ricas en hidratos
de carbono (HC) incrementan la tasa de sintesis de VLDL,
mientras que las dietas con mas grasa producen un mayor
aumento postprandial de TG. Aun no se ha demostrado que la
reduccion de la lipemia postprandial per sé conduzca a un
incremento de HDL o a la reduccion de LDL densas. Tampoco
parece existir ningun efecto sobre el tamafio de las LDL de las
dietas con alto contenido en AG monoinsaturados (MONO)
comparadas con dietas ricas en AG saturados (SAT)?*!?2, El
incremento en el tamafio de las LDL observado tras el
consumo elevado de AG poliinsaturados (POLI) n-3 en
hipertrigliceridemia puede atribuirse a la reduccion de la
sintesis de VLDL®.
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Karpe®* demostrd que los niveles de LRT vy la actividad
de la LPL justifica el 50% de la variabilidad en el tamafo de
las LDL. Este no se afecta por la ingesta de una comida rica en
grasa, pero es bien conocido que los niveles elevados de TG
tanto basales como postprandiales se relacionan con la
presencia de LDL pequefias y densas?’. La gran aterogenicidad
de estas particulas se explica por diversos mecanismos, y
estudios prospectivos confirman su poder predictivo de
enfermedad coronaria, estando presentes en la mitad de los
pacientes con enfermedad coronaria y niveles basales de LDL
normales®. En un grupo de hombres joévenes que habian
sufrido un infarto agudo de miocardio (IAM), los niveles de
apoB48 se correlacionaron con los niveles plasmaticos de LDL
pequefias y densas®*. En sujetos diabéticos se han descrito

LDL postprandiales muy susceptibles a la oxidacién?®.

1.6 ASOCIACION DE LIPEMIA POSTPRANDIAL Y
ENFERMEDAD VASCULAR

La sugerencia de una relacién entre clases especificas
de lipoproteinas (incluyendo VLDL e IDL) y la enfermedad
coronaria fue propuesta hace mas de 60 afos por Gofman y
cols?’. Numerosos estudios clinicos han mostrado que el
retraso en la eliminacion de las LRT postprandiales esta
asociado con la arteriosclerosis. Existe también asociacion
entre la respuesta lipémica postprandial y una progresiéon de
la aterosclerosis en pacientes con enfermedad coronaria
preexistente.

Se han publicado revisiones con diversos estudios
clinicos donde se asocia a la lipemia postprandial con un factor
de riesgo cardiometabdlico mas por el aumento de TG y LRT
postprandiales®®. Varias cohortes de seguimiento han

mostrado la relacidén entre los niveles de TG postprandiales y
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la presencia de enfermedad cardiovascular. En el seguimiento
de una cohorte de mujeres sanas del The Women s Health
Study?®®, mientras los valores basales de TG solo mostraron
una ligera independiencia de los factores de riesgo vascular
clasicos, los niveles de TG postprandiales mostraron una
fuerte  asociacion con la incidencia de eventos
cardiovasculares. Por otro lado, una cohorte danesa, The
Copenhaguen City Heart Study°, que siguié a 7587 mujeres y
6394 hombres de 20 a 93 afos durante una media de 26
afnos, observd que los niveles elevados de TG postprandiales
se asociaron con un incremento del riesgo de IAM,
enfermedad coronaria y muerte. Ademas, en un subestudio de
la misma cohorte, se describid una asociacion con el ictus
isquémico>?.

En algunos estudios, el engrosamiento de la intima-
media carotidea se usa como marcador subrogado de
aterosclerosis. Hamsten y cols mostraron que varias
mediciones postprandiales (TG a las 2 horas, LRT a las 6 horas

de una ingesta) se correlacionaron con el grosor carotideo?.

2.- FACTORES MODIFICADORES DE LA MAGNITUD
DE LA LIPEMIA POSTPRANDIAL
2.1. CANTIDAD Y CALIDAD DE LA GRASA

La cantidad de grasa requerida para producir un
aumento significativo de los TG plasmaticos es de unos 40 6
50 gr de grasa. Se han realizado estudios de respuesta a
distintas dosis de grasa en sujetos sanos>*, observandose que
una dosis muy baja (5 gr) o baja (15 gr) de grasa no aumenta
significativamente los TG en situacidon postprandial, dosis
moderadas (30-50 gr) incrementan los TG postprandiales en

forma dosis-dependiente y muy altas (=80 gr, 1-1.5 gr/ Kg de
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peso) incrementan exageradamente los TG postprandiales,
pero sin relacion con la dosis, de forma mas duradera (8-12
horas) que una comida con concentracion moderada de grasa
(alrededor de 6 horas). Dado que una comida normal contiene
de 20 a 40 gr de grasa, un patrén normal de 3 6 4 comidas al
dia mantiene la concentracion de TG por encima de
concentraciones de ayuno, realzando la lipemia postprandial,
la mayor parte del dia®*3°.

Si se analiza el efecto aislado de una comida, un amplio
numero de estudios han intentado comparar los efectos que el
aporte de diferentes tipos de grasa tiene sobre la magnitud de
la lipemia postprandial®®. Los AG de cadena media o corta
tienen efectos limitados sobre los TG postprandiales, dado que
entran en la circulacion portal, en lugar de la secrecién de QM
a la circulacion general. Las grasas lacteas contienen
cantidades significativas de dichos AG. Esto explicaria que los
estudios que han usado lacteos como fuente de SAT, en
general, han evidenciado una respuesta de TG postprandiales
menor que otros SAT u otros tipos de grasa®’.

Otros trabajos compararon comidas que contenian AG
de cadena larga. La mayoria de ellos han mostrado que las
comidas enriquecidas con SAT (acidos palmitico y estearico),
MONO (acido oleico esencialmente) o POLI n-6 (normalmente
acido linoleico) no obtienen generalmente respuestas lipidicas
postprandiales diferentes®®, Sin embargo, algunos estudios
obtuvieron respuesta aumentada®® o reducida®® tras la toma
de grasa saturada en forma de mantequilla. Una hipédtesis que
se postula es que la posicion del AG dentro de la LRT influye
sobre la accién de las lipasas digestivas y la propia estructura
de la particula®!.

Diferentes comparaciones del efecto de aceites

enriquecidos en POLI n-6 con aceites de oliva ricos en MONO

34



Introduccion

mostraron magnitudes menor*? o comparables*®** de lipemia
postprandial. Los POLI n-3 pueden disminuir la respuesta de
TG postprandiales si estd presente en la cantidad suficiente
dentro de la comida**, lo que representa niveles mayores a los
normalmente consumidos por la mayoria de personas, no
encontrandose el efecto cuando se administran a bajas dosis
dentro de una comida rica en grasa®.

La medida mas habitualmente utilizada para
determinar la magnitud de la lipemia postprandial ha sido los
TG postprandiales, pero también encontramos estudios que
han medido otras respuestas como la apoB48 intestinal u
otras apoproteinas como las apoE o C-III*,

La dieta habitual de un individuo también puede influir
sobre la respuesta lipémica postprandial®’. La dieta habitual
rica en MONO o en POLI n-3 tiende a mitigar la respuesta
lipémica postprandial al compararla con la que se produce con
la dieta habitual rica en SAT*’. Comparandolo con una dieta
rica en SAT, un incremento en la ingesta habitual de MONO,
se tradujo en una marcada reduccion en la produccién de
apoB48 postprandial, aunque sin diferencias en la lipemia
postprandial, lo que indica que las dietas con MONO conllevan
una produccidon de QM de un tamafio mayor*®. Esto sugiere
una ventaja en el procesamiento postprandial de los TG de la
dieta.

Esta bien documentado que las dietas ricas en POLI n-3
de cadena larga pueden disminuir la lipemia postprandial,
aunque para ello son necesarias dosis elevadas (2.7-4 gr
diarios), no observandose cuando la ingesta diarias es
menor*®. Disponemos de una fuerte evidencia que indica que
la reducciéon de la lipemia postprandial tras la suplementacion
con n-3 se debe a un descenso en la sintesis/secrecion de QM

y VLDL°. Por el contrario, hay escasa evidencia que apoye la
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hipétesis de que este hecho pueda deberse a un aumento del
aclaramiento de TG asociado a un incremento de la actividad
de la LPL enddgena. En varios estudios, la actividad de la LPL
aumenta por la suplementacién con 3 6 4 gr diarios de POLI
n-3°!. Khan y cols. observaron el mismo efecto tanto con
acido eicosapentanoico purificado (20:5 n-3, EPA) como con
acido docosahexanoico (22:6 n-3, DHA)®2. En contraste, el
consumo de una dieta rica en acido alfa-linolénico (18:3 n-3)
con ingesta de entre 4.5 y 9.5 gr al dia en forma de margarina
durante 6 meses, no tuvo efecto sobre la lipemia

postprandial®®

. Parece que la diferencia entre el acido alfa-
linolénico y el EPA o DHA podria estribar en la facultad de
éstos de actuar como ligando para el receptor activado de
proliferacion de los peroxisomas (PPAR)-alfa®*, que es un
conocido inductor de la expresion de la LPL e inhibidor de la
sintesis de VLDL.

Todos los estudios que han evaluado el impacto del
tipo habitual de grasa consumida sobre la respuesta
postprandial a una ingesta aguda han mostrado que, en
cuanto a los TG postpandiales, el orden de dicha respuesta es:
la de SAT es la mayor de todas, seguida de la de MONO, que
es de igual magnitud que la de n-6 y, a su vez, son mayores
que la provocada por n-3.

No solo con la sustitucion de AG en la dieta, sino
también con el cambio global de patrén alimentario hacia una
dieta mediterrdnea, eficaz en la prevencién primaria de
eventos vasculares®, se ha observado un efecto beneficioso a

nivel postprandial tras la ingesta durante 1°® 6 3°” meses.

2.2, OTROS COMPONENTES NUTRICIONALES
Estudios clinicos apoyan el hecho de que dietas ricas en

HC altamente digeribles pueden llevar a un aumento de TG
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plasmaticos como resultado de la acumulacion de remanentes
de QM y VLDL hepatico debido a cambios en la secrecidon y/o
aclaramiento de las lipoproteinas®®. También se ha mostrado
que la cantidad o naturaleza de los HC en una comida pueden
alterar el metabolismo lipidico postprandial. Asi, la adicién de
sucrosa®® o fructosa® incrementa los TG postprandiales, no
siendo significativo cuando es en forma de glucosa® o con
alimentos ricos en almidén (pan blanco, pasta..). Estos
Gltimos retrasan y aumentan el acumulo de particulas de
apoB48 de origen intestinal motivadas por la
hiperinsulinemia®. En sujetos con resistencia a la insulina, la
ingesta de una comida con alto indice glucémico frente a otra
con bajo indice glucémico aumenta la elevaciéon postprandial
de la insulinemia y la acumulacion de LRT que contienen
apoB100 y apoB48, mediado por el incremento de los TG
postprandiales®3,

La adicidon de varias fuentes de fibra a comidas en una
cantidad entre 4 y 10 gr por comida puede reducir
moderadamente los TG o QM postprandiales®. Las fibras
viscosas solubles, como el psilio, han mostrado efecto en la
reduccién de los TG y apoB48 postprandiales®®.

Disponemos de evidencias que indican que la lipemia
postprandial se reduce cuando se afaden proteinas a una
comida rica en grasa®®, siendo este efecto variable segln el

tipo de proteina afiadida®’.

2.3. FACTORES FISIOLOGICOS y GENETICOS

Varios  estudios han demostrado  diferencias
significativas atribuibles al sexo en los TG postprandiales, con
niveles mayores en hombres®® y mujeres en la menopausia®®.
Esto podria deberse a que el estradiol promueve el

aclaramiento rapido de remanentes de QM a través de sus
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efectos permisivos sobre el receptor de LDL, y al incremento
de la actividad de la LPL, que puede ser debido a que aumenta
la produccién de NO. Este es un potente vasodilatador que
aumentaria el area de superficie del endotelio capaz de
expresar la LPL en la fase postprandial. Por el contrario, la
terapia hormonal sustitutiva se asocia con un incremento en
los TG, en paralelo con una disminucién en los niveles de
colesterol en remanentes’®. Estos resultados sugieren que los
estrogenos podrian inducir un desplazamiento del patrén de
distribucion de LRT, con un descenso en sus fracciones mas
aterogénicas.

Los estudios que han demostrado diferencias

7472 "y sus resultados

atribuibles al grupo étnico son multiples
pueden estar parcialmente debidos al realce en la expresion,
actividad y disponibilidad intravascular de la LPL. Ademas,
parece que las diferencias raciales en la expresion y funcion
de la LPL son atenuadas por la presencia de obesidad’’.
También se ha descrito variabilidad en la respuesta

postprandial asociada a polimorfismos genéticos, es decir, a la

existencia de multiples alelos de un mismo gen. Estos genes
pueden codificar:

- Enzimas (LPL™®, LH"®)

- Proteinas de transporte (Proteina de unidon de
acidos grasos intestinales-FABP-27%-, Proteina de
transporte de acidos grasos —~FATPs’’-)

- Apolipoproteinas (ApoA-1’%, ApoA-I11"°, ApoA-IV&,
apoC-III1%, apoE®?, ApoA-V®3, apoB®, apoC-1%°)

- Receptores (proteina de transferencia de TG

microsomal —~MTP-8¢, Receptor Scavenger®).
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2.4. FACTORES HIGIENICO-DIETETICOS

Valorando la influencia del horario de comidas, las

comidas nocturnas han mostrado un pico de TG mas tardio y
un retorno mas prolongado a las concentraciones basales que
puede deberse a un vaciamiento gastrico enlentecido por la

noche®®, El ejercicio aerdbico reduce significativamente la

lipemia postprandial®® e incrementa la actividad de la LPL y
por tanto del aclaramiento de TG*. La respuesta postprandial
a una sobrecarga oral de grasa es menor y las tasas de
aclaramiento de LRT son mayores en individuos entrenados
frente a no entrenados®’.

En cuanto al tabaco, se ha observado una respuesta de
TG un 50% mayor en fumadores habituales®®, y un aumento
fundamentalmente de las LRT de origen intestinal, ya que los
fumadores tenian respuestas de retinilpalmitato y apoB48
postprandiales mayores que los no fumadores®>.

En lo que respecta al alcohol, el etanol consumido en
una comida incrementa la sintesis de AGL, eleva los TG
plasmaticos® y los presentes en las VLDL, por reduccién de su
aclaramiento. La adicién de 47.5 gr de etanol a una comida
)95

rica en grasa (54% de energia)”> puede producir un aumento

de hasta un 60% en la concentracién pico de TG.

2.5. OBESIDAD, RESISTENCIA A INSULINA Y DIABETES
MELLITUS TIPO 2

La obesidad, especialmente la adiposidad central, esta
asociada con varias alteraciones metabodlicas, incluyendo la
hipertrigliceridemia e hiperinsulinemia, las cuales predecirian
una respuesta postprandial exagerada. Sin embargo, incluso
en ausencia de estas condiciones asociadas, los sujetos
obesos pueden tener TG postprandiales hasta tres veces

mayores que los individuos no obesos®®. La correlacidn
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siginificativa entre la actividad de la LPL y la respuesta de TG
postprandiales se ha observado en los sujetos sin obesidad®’,
lo que sugiere una relacidén diferente entre la actividad de la
LPL y las lipoproteinas en la obesidad. Una pérdida de 10 Kg
de peso condujo a una reduccién en el tamano de los QM,
pero no en el nimero de particulas®®.

Los defectos metabdlicos asociados a la resistencia a la
insulina incluyen un deterioro en el metabolismo de los AGL,
menor aclaramiento de los remanentes de QM vy un
incremento en la secrecion hepatica de las particulas de
VLDL*®. En andlisis de regresién multiple, el indice HOMA
(Homeostasis Model Assesment), medidor de la resistencia a
la insulina, estuvo fuertemente relacionado con los niveles de
colesterol en las particulas remanentes!®. El grado de
sensibilidad a la insulina fue un determinante de la lipemia
postprandial en sujetos sanos!®l. El mecanismo probable de
esta relacion es la falta de supresién de la produccion hepatica
de VLDL vy liberacion de AG por el tejido adiposo, que son
suprimidas por la hiperinsulinemia aguda en sujetos sanos,
mecanismo defectuoso en pacientes con diabetes mellitus tipo
2 (DM). El incremento resultante en la secrecion de VLDL estd
asociado con un tiempo de permanencia prolongado en la
circulacion, debido a la competencia con los QM intestinales
por el mecanismo comun de eliminaciéon. Tanto en ayunas
como a nivel postprandial, los niveles de colesterol en las
particulas remanentes se encuentran elevados en sujetos con
DM, Las mujeres con DM tienen una mayor proporcién de
particulas de LDL pequefias y densas!’, y tienen niveles
plasmaticos mayores de colesterol en particulas remanentes
que los hombres'®®. Ambos pardmetros contribuyen al perfil

lipoproteico aterogénico observado en DM.
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II.- OBESIDAD

A nivel global, el exceso de peso corporal es el sexto
factor de riesgo mas importante para el desarrollo de
enfermedades. Se calcula que 1.100 millones de adultos y un
10% de todos los nifios del mundo estan dentro del rango de

d'%4. La Organizacién Mundial de la Salud

sobrepeso/obesida
(OMS) describe la obesidad como uno de los problemas de
salud publicos mas impudicamente visibles y descuidados, que
amenaza con desbordar tanto a los paises mas desarrollados
como a los que estan en vias de desarrollo. Hipocrates (siglos
V-IV a.C.) escribi6 que “La corpulencia no es solo una
enfermedad en si misma, sino la precursora de otras”.

La etiologia de la obesidad es multiple e incluye
influencias prenatales por habitos maternos como el
tabaquismo'®®, efecto preventivo de la lactancia materna'®®,
edad de inicio de la obesidad'®’como predictor de la obesidad

en edad adulta, edad (mas propensas las mujeres

108) 9
’

postmenopausicas baja actividad fisica'® u otros habitos

sedentarios como ver la televisién!'®, suefio inadecuado!!!,

alimentacidn (sobrealimentacién'!?, pérdida de control de la

ingesta'’®>, consumo de comida rapida''®, consumo

116)
’

nocturno''®, porcentaje alto en grasas habitos tdxicos

como tras el abandono del tabaco!!’, trastornos
neuroendocrinos'®,  trastornos  genéticos!!®,  factores
socioeconémicos o étnicos'®® o el uso de farmacos!?

(neurolépticos, antidepresivos, insulina, glucocorticoides...) .
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1.- METODOS DE MEDIDA DE LA COMPOSICION
CORPORAL
1.1. METODOS ANTROPOMETRICOS

Incluyen aquellos destinados a establecer de forma
indirecta la cantidad de masa grasa total y la clasificacion de
los individuos segln su peso (indice de masa corporal —-IMC-,
indice ponderal o medicidén de pliegues), y aquellos destinados
a estimar la distribucidon de la masa grasa entre los diferentes
compartimentos (indice cintura-cadera -ICC- y circunferencia

abdominal).

1.1.1 INDICE DE MASA CORPORAL (IMC)
El IMC es la medida de eleccién y mas frecuentemente
empleada, y se obtiene segun la siguiente férmula, siendo el

peso calculado en kilogramos y la altura en metros:
IMC= Indice de Quetelet=Peso (Kg)/Altura (m)?

Presenta los siguientes inconvenientes: no es aplicable
en nifios; no distingue si la sobrecarga ponderal es debido a
masa grasa o magra (algunos individuos muy musculosos
pueden ser considerados obesos sin serlo, aunque para la
poblacién general las variaciones de peso entre individuos de
una misma talla son debidas principalmente a la masa grasa);
y no aporta informacién alguna sobre la distribucién de la
grasa en los distintos compartimentos corporales.

A pesar de esto, el calculo de IMC ha sido establecido
como la medida basica en la evaluacion inicial del sobrepeso y
como indicador de adiposidad corporal en los estudios

epidemiolégicos realizados en la poblacién adulta entre 20 y
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69 afios. Se tiende a aceptar como punto de corte para definir
la obesidad valores para el IMC>30 Kg/m?, aunque también se
han definido valores superiores al percentii 85 de Ia
distribucion de referencia. Como ejemplos, la clasificacion de
la OMS!?? (Tabla 2), y de la Sociedad Espafiola de Estudio de
la Obesidad (SEEDO) en su consenso de 2007'2* (Tabla 3).

Grado de obesidad IMC (Kg/m?)

Infrapeso <18.5
Normopeso 18.5-24.9
Sobrepeso 25-29.9
Obesidad I 30-34.9
I1 35-39.9
Obesidad extrema I1I >40

Tabla 2: Definicidén y clasificacidn de la OMS de sobrepeso y
obesidad segun el IMC. IMC: indice de masa corporal

IMC (Kg/m?)

Peso insuficiente <18.5
Normopeso 18.5-24.9
Sobrepeso grado I 25-26.9
Sobrepeso grado II (preobesidad) 27-29.9
Obesidad tipo I 30-34.9
Obesidad tipo II 35-39.9
Obesidad tipo III (mdrbida) 40-49.9
Obesidad tipo IV (extrema) >50

Tabla 3: Definicién y clasificacidn del consenso SEEDO-2007
de sobrepeso y obesidad segun el IMC. IMC: indice de masa corporal

Existen diferencias en estas dos clasificaciones. Por una
parte, el consenso de la SEEDO divide el sobrepeso en dos
categorias, calificando al sobrepeso de grado II como

preobesidad. Una segunda diferencia es la introduccion de un
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grado de obesidad extrema u obesidad grado IV para aquellos
pacientes con un IMC > 50 kg/m2 y que son tributarios de
indicaciones especiales en la eleccidon del procedimiento de
cirugia bariatrica aconsejable.

A favor de este indice se encuentra su mayor
aplicabilidad, realizdndose practicamente de rutina en
cualquier acto médico. Es el indice utilizado por la mayoria de
estudio epidemiologicos y el recomendado por diversas
sociedades médicas y organizaciones de salud internacional
para el uso clinico, dada su reproducibilidad, facilidad de
utilizacién y capacidad de reflejar la adiposidad en la mayoria
de la poblacidon, hecho por el que ha sido el parametro
utilizado para estudiar y confirmar la relacion entre la
obesidad y diversos objetivos principales de morbimortalidad

en gran cantidad de estudios (Tabla 4)

Objetivo principal

Cualquier causa Adams'®®
Jee124
MORTALIDAD g ¢ Cardiovascular Ajani'?®
Cancer Calle'?’

Enf.Cardiovascular/HTA | Wilson!2®
MORBILIDAD | Enfermedad coronaria | Li'**°
Insuficiencia cardiaca Kenchaiah®3°
Ictus Kurth!3!
Tabla 4: Estudios que relacionan positivamente el IMC y diversos

objetivos principales de morbimortalidad. Enf: enfermedad; HTA:
hipertension arterial
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1.1.2 OTRAS MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

El indice cintura-cadera (ICC) es el parametro mas

atractivo para la evaluacion de la obesidad abdominal. Su
resultado tiene una muy buena correlacidén con la cantidad de
grasa visceral, es de muy facil obtencidon y reproducible en el
tiempo.

Se calcula con la formula:

ICC: Perimetro de cintura(cm)/Perimetro de cadera(cm)

Para su obtencion se necesita una cinta métrica
ajustada milimétricamente, el paciente debe estar de pie y
con los brazos relajados a ambos lados del cuerpo. El
perimetro de la cintura es la circunferencia minima entre el
reborde costal y la cresta iliaca; el perimetro de la cadera es
la circunferencia maxima entre la cintura y los muslos. Se ha
establecido como factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedades asociadas a la obesidad cuando el indice resulta
mayor de 0.9 en mujeres y mayor de 1.0 en varones.Permite
clasificar anatdmicamente la obesidad segun la distribucion de
la grasa (Tabla 5).

Cada vez hay mas evidencias que demuestran que la

determinacion aislada de la circunferencia de la cintura tiene

un valor similar al ICC. Se debe determinar con una cinta
métrica flexible, milimetrada, con el paciente en
bipedestacion, sin ropa y relajado. Se debe localizar el borde
superior de las cresta iliacas y por encima de este punto
rodear la cintura con la cinta métrica de manera paralela al
suelo, asegurando que esté ajustada, pero sin comprimir la
piel. La lectura se realizara al final de una espiracion normal.

En la raza europea se considera factor de riesgo cuando es
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mayor de 82 cm en mujeres y mas de 95 cm en varones
(siendo el riesgo muy elevado cuando es mayor de 88 cm en
mujeres y 102 cm en varones). Es cada vez mas utilizado, y
ha tomado un valor preponderante en los criterios
diagnosticos de sindrome metabdlico segun el ATP-III y la

Federacion Internacional de Diabetes, por encima del IMC.

OBESIDAD CENTRAL ABDOMINOVISCERAL o VISCEROPORTAL

(ANDROIDE)

Acumulo de grasa en region abdominal, torax y cara

ICC: >1.0 en varones

>0.9 en mujeres
Mayor riesgo de enfermedad asociadas: insulinorresistencia
Subtipos: Subcutanea o Visceral (TAC o RM)

OBESIDAD PERIFERICA GLUTEO-FEMORAL (GINECOIDE)

Acumulo de grasa en caderas y gliteos
ICC: <1.0 en varones
<0.8 en mujeres

Menor riesgo de enfermedades asociadas

Tabla 5: Clasificacién de la obesidad segun la distribuciéon anatémica

de la grasa. ICC: indice cintura-cadera; TAC: tomografia axial computerizada;
RM: resonancia magnética

El indice ponderal también se denomina indice de

Rohrer. Se calcula mediante la divisidén del peso (expresado en
Kg) y la altura (en metros). Se usa principalmente para las
desviaciones de talla extremas.

La utilidad de la medicion de los plieques cutdaneos

deriva de que la grasa subcutanea representa el 50% de la
grasa total del organismo. Para realizar la medicién de usa el
calibrador o caliper, y su resultado se obtiene en milimetros.
En cada zona se realizan tres mediciones y se hace la media

aritmética, siendo esta el resultado final para cada pliegue. Se
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consideraria obesidad cuando la medicion es superior al
percentil 85 en las tablas de referencia.
Los pliegues cutaneos mas usados son:
- Tricipital: Punto medio entre olécranon y acromion
- Bicipital: Cara anterior del brazo a la misma altura
que el pliegue tricipital. Ambos en brazo no
dominante.
- Subescapular: 1 cm bajo el angulo inferior de la
escapula con los brazos relajados.
- Suprailiaco: 2 cm por encima de la cresta iliaca

izquierda, en la linea media.

Dentro de las distintas clasificaciones vy criterios
diagnosticos para el diagndstico de Sindrome Metabdlico,
varia el papel que se le concede a la obesidad o adiposidad
excesiva y la medida antropométricas usada en cada una de
ellas. Por ejemplo:

La OMS la considera un criterio auxiliar y puede ser
satisfecha por una obesidad global y determinada por
el IMC (>30 en ambos sexos) o el ICC (> 0.9 en
hombres, >0.85 en mujeres)

El panel de expertos ATP-III equipara en importancia a

todos los criterios diagndsticos, entre ellos la

adiposidad, exclusivamente medida por la
circunferencia de la cadera (> 102 cm en hombres,
>88 cm en mujeres)!*?

La Federacién Internacional de Diabetes (IFD)

considera la adiposidad imprescindible para el

diagndstico, medida por la circunferencia de la cadera

(94 cm en hombres europeos y 80 cm en mujeres

europeas, con valores especifico de corte para otras

etnias), aunque indicando que si el IMC es superior a
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30, se puede asumir obesidad central y no es necesario

la medicacién de la circunferencia de la cadera'®3.

Pese a esto, no es obvio a priori que la circunferencia
de la cadera sea un predictor superior de los efectos adversos
de la adiposidad excesiva, aunque sea considerado el criterio
diagndstico esencial para la version de sindrome metabdlico
de la IFD. El peso y la altura son medidas de rutina que son
facilmente cuantificadas, en contraste a la circunferencia de la
cadera, que no esta tan extendida ni estandarizada. Ademas,
el IMC ha sido ampliamente usado para definir el estado de
obesidad y la clasificacion de peso normal, sobrepeso y
obesidad esta basado en el uso de IMC.

Por ejemplo, en el estudio NHANRES III, las mediciones
obtenidas de 15000 participantes indicaron que el coeficiente
de correlacién entre el IMC y la circunferencia de la cadera fue
superior a 0.9, independiente de la edad, sexo o raza. Por eso,
no es sorprendente que posteriormente se haya descrito una
correlacion entre el grado de adiposidad y resistencia a la
insulina similar (r=0.6), independientemente del parametro

d134

usado para determinar el grado de obesida , con una alta

correlacion entre ambos (r=0.9).

1.2. OTROS METODOS NO ANTROPOMETRICOS DE
MEDIDA DE LA COMPOSICION CORPORAL

Otros métodos de uso clinico menos frecuente quedan

reflejados en la Tabla 6.
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CONDUCTANCIA ELECTRICA

Impedancia Corporal
Conductividad Eléctrica Corporal (TOBEC)
ABSORCIOMETRIA

Absorciometria de foton Gnico (SPA)
Absorciometria de doble foton (DPA)
Absorciometria de Rayos X de doble energia (DEXA)
DIAGNOSTICO POR IMAGEN

Ecografia

Tomografia axial computerizada (TAC)

Resonancia Magnética (RM)

OTROS METODOS

Densitometria por inmersion

Agua corporal total

Potasio corporal total

Analisis de activacion de neutrones
Espectofotometria o interactancia por infrarrojos

Captacion de gases inertes liposolubles

Tabla 6: Métodos no antropométricos de medida de la composicion
corporal

2.- LA GRASA COMO UN ORGANO ENDOCRINO

Hasta fechas recientes, el papel de la grasa en el
desarrollo de la obesidad y sus consecuencias ha sido
considerado pasivo; los adipocitos se describian basicamente
como células de almacenamiento de grasa. Ahora sabemos,
sin embargo, que los adipocitos son un componente vital del
control metabdlico y los 6rganos endocrinos. Este hecho fue
inicialmente comprobado en modelos de ratones alterados

genéticamente, de manera que carecian del tejido adiposo
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blanco, condicionando una diabetes lipoatrofica severa:
resistencia a la insulina, hiperglucemia, hiperlipemia e higado
graso'®. El trasplante de tejido adiposo desde ratones sanos a
lipoatroficos, llevd a la correccion de la hiperglucemia,
descenso de las concentraciones de insulina, mejora de la
sensibilidad a la insulina, descenso de TG séricos, de la
glucogenogénesis hepatica y del depdsito de grasa en musculo
e higado. En otras palabras, la introduccion de adipocitos en
dichos ratones transformé el fenotipo descrito, siendo, por
tanto, la ausencia de adipocitos metabdlicamente perjudicial.

La adiposidad central, una de las -caracteristicas
principales del sindrome de resistencia a la insulina y/o
sindrome metabdlico, es la base de la hipotesis que establece
que el aumento de la adiposidad, particularmente en los
depositos viscerales, conlleva a un mayor flujo de AGL a los
tejidos y la inhibicion de la accién de la insulina en tejidos
sensibles a la misma. La alta disponibilidad de AGL reduce el
uso muscular de glucosa, estimula fuertemente la produccion
hepatica de glucosa y VLDL y potencia la secrecién de insulina
estimulada por la glucosa.

El depdsito de grasa ectdpica’*® es una causa
importante de resistencia a la insulina en humanos. En la
mayoria de las personas obesas, los lipidos se dirigen hacia el
musculo esquelético, higado y, probablemente, las células
beta, y el grado de infiltracion lipidica se correlaciona
estrechamente con la resistencia a la insulina. Ademas, el
tamafio de la célula grasa estd asociado con la resistencia a la
insulina y la DM. Estas observaciones apoyan a la lipodistrofia
adquirida como hipétesis de unidon entre la adiposidad y la
resistencia a la insulina.

El tejido adiposo ha sido tradicionalmente considerado

como un 6rgano de almacenamiento de energia. Sin embargo,
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en las Ultimas décadas ha emergido como un o6rgano
endocrino'®”.  Produce multitud de péptidos bioactivos,
conocidos como citoquinas, que influyen en la funcién de los
adipocitos de modo autocrino y paracrino, ademas de afectar
a diversas vias metabolicas a través del torrente circulatorio.
El concepto de tejido adiposo blanco como drgano endocrino
se establecié en 1995, con el descubrimiento de la leptina y
sus funciones bioldgicas!®®. Al ser el tejido adiposo el mas
extenso del cuerpo humano, la cantidad total de adipoquinas
tiene gran impacto en la funcion corporal, integrando un
sistema de comunicacién con otros tejidos y drganos, como
musculo esquelético, corteza adrenal, cerebro y sistema
nervioso simpatico, que participa en el apetito y en el balance
energético, inmunidad, sensibilidad a la insulina,
angiogénesis, presién sanguinea, metabolismo lipidico y

homeostasis.

2.1. LEPTINA

La leptina es sintetizada en los adipocitos y liberada en
respuesta a cambios en la grasa corporal. Esta codificada por
el gen Ob, nombre proviniente del inglés “Obesity Mice”.
Circula parcialmente wunido a proteinas plasmaticas,
introduciéndose en el sistema nervioso central por dos
mecanismos: en la eminencia media, por difusién a través de
las uniones capilares y en el plexo coroideo, por transporte
asociado a un receptor saturable. En el hipotdlamo, la leptina
se une a receptores que estimulan péptidos anorexigenos
como la propiomelanocortina e inhiben péptidos orexigenos
como el neuropéptido Y**°.

La leptina reduce los niveles lipidicos intracelulares en
el musculo esquelético, higado y células pancreaticas beta,

debido a la mejora en la sensibilidad a la insulina. La accion
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dominante de la leptina es actuar como una “sefal de
hambre". La leptina decrece rapidamente durante el ayuno y
produce un aumento en los glucocorticoides y un descenso en
la tirosina, hormonas sexuales y hormona del crecimiento.
Ademads, el caracteristico descenso en la termogénesis
durante el ayuno y la hiperfagia consecuente estd mediado,al
menos en parte, a través de un descenso en la leptina. Por
consiguiente, la deficiencia de leptina se percibe como un
estado de inanicion no mitigado, que lleva a respuestas
compensadoras, como la hiperfagia, descenso en la tasa
metabdlica y cambios en los niveles hormonales, dirigido a
restaurar el balance energético'*°,

La administracion de leptina recombinante subcutanea
dos veces al dia consiguié un descenso de la ingesta caldrica
diaria asi como de la tasa de metabolismo y basal en nifios

con obesidad severa y sin leptina funcional**

y en sujetos con
DM vy lipodistrofial*®>. Ademdas en estos Ultimos se vid una
reduccion de la hemoglobina glicosilada, de los TG, del
volumen hepatico y la suspension o reduccidon de Ia
medicacion antidiabética.

El concepto de resistencia a la leptina se introdujo tras
observar niveles aumentados de leptina en individuos
obesos'*® que no eran deficitarios de leptina. En general, las
concentraciones de leptina estan altamente relacionadas con
el IMC. La base molecular de la resistencia a la leptina aun no
ha sido establecida, aparte de las mutaciones en el receptor
de la leptina'**. Estas pueden condicionar familias de obesos
morbidos, hiperfagicos, con un desarrollo sexual fallido y sin
respuesta a tests con TRH y hormonas del crecimiento, lo que
sugiere un papel crucial de la leptina en la regulacion

neuroendocrinal#®.
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En el estudio WOSCOPS (the West of Scotland
Coronary Prevention Study) se mostrd por primera vez que la
leptina podria ser un factor de riesgo independiente de
enfermedad coronaria, al encontrase en condiciones basales
mas elevada en sujetos con eventos coronarios'*®. Los
ensayos in vitro e in vivo revelan que la leptina tiene actividad
angiogénica'®’ y contribuye a la trombosis arterial a través del
receptor plaquetario de leptina'*®. También estimula la
produccion de radicales de oxigeno como resultado de la

activacién monocitaria in vitro*4°.

2.2. ADIPONECTINA

También llamada Adipo Q o proteina adipocitica
relacionada con el complemento (Acrp 30), a causa de su
homologia con el factor del complemento Clg. Estad casi
exclusivamente expresada en el tejido blanco adiposo. Las
concentraciones de adiponectina circulante son altas (500-
30000 microgramos/l), lo que supone un 0.01% del total de
proteinas plasmaticas. Estd presente en el suero como un
trimero, hexdmero o isoforma de alto peso molecular*®®. La
isoforma de alto peso molecular activa la proteinquinasa
activada por AMP (AMPK) en hepatocitos®®!. En el musculo,
ésta solo se activa por los trimeros, mientras que los
hexameros y la isoforma de alto peso molecular activan el
factor nuclear de transcripcion Kp (NF-KB)'®2. Estos diferentes
patrones de expresion de los dos receptores de adiponectina
segln el tejido pueden contribuir a estas actividades
divergentes®>3,

La adiponectina tiene también propiedades
antiaterogénicas, mostradas in vitro a través de la inhibicion
de la adhesién de monocitos a las células endoteliales y de la

transformacion de los macréfagos en células espumosas
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(gracias a la regulacién de los receptores scavengers*>®) y de
la activacion de las células endoteliales (gracias a la menor
produccion de moléculas de adhesion y la inhibicién del factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el NF-Kp®®).

La IL-6 y el TNF-a son potentes inhibidores de la
expresion y secrecion de adiponectina, lo que se ha observado
tanto en biopsias de tejido adiposo blanco como en cultivos de
células adiposas'®®. Por el contrario, sus niveles plasmaticos y
expresion génica en el tejido adiposo blanco se ven elevados
por la pérdida de peso, la restriccion caldrica y farmacos como
las tiazolidinedionas, via receptor nuclear PPAR-gamma®®’.

Se ha descrito que, en ratones lipoatréficos a los que
se administré6 una combinaciéon de adiponectina y leptina a
dosis fisioldgicas, la resistencia a la insulina revirtid
completamente, mientas que con adiponectina o leptina sola
sélo lo hizo parcialmente!®®, Esto sugiere que ambas trabajan
juntas para sensibilizar los tejidos periféricos a la insulina. Sin
embargo, la adiponectina mejora la resistencia a la insulina
pero no la obesidad en ratones homozigotos para el gen Ob
(ob/ob) deficientes en leptina!®3, por lo que la adiponectina y
la leptina parecen tener funciones distintas aunque
solapadas.

Se han clonado dos receptores para la adiponectina,
adipo-R1 y adipo-R2, que se expresan predominantemente en
musculo e higado. La sensibilizaciéon a la insulina ligada a la
accion de la adiponectina esta mediada, al menos en parte,
por la activacion de AMPK en el musculo esquelético y el
higado, que incrementa la oxidacién de los AG y reduce la
produccién hepatica de glucosa'®. Al contrario que la mayoria
de adipocinas, la expresién y la concentracion sérica de
adiponectina se encuentran disminuidas en los obesos y los

estados de resistencia a la insulina.
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La elevacién en plasma de adiponectina estd asociado
con un riesgo reducido de IAM en hombres!®. En pacientes
con DM, los niveles elevados de adiponectina se relacionan
con un descenso moderado del riesgo de enfermedad
coronaria, lo cual estd mediado a través del efecto de la

adiponectina sobre las HDL!®!

. Por el contrario, en los indios
americanos, poblacion con riesgo especial de obesidad y DM,
la adiponectina no se correlaciona con la incidencia de

enfermedad coronaria®?. En estudios observacionales!®3164

se
ha descrito que niveles altos de adiponectina disminuyen la

probabilidad de desarrollar DM.

2.3. RESISTINA

La resistina humana es una proteina dimérica que
contiene 108 aminoacidos. También es conocida como FIZZ3 o
factor secretor especifico del adipocito. Tiene otros
homélogos, como la FIZZ1 o resistina-like oo (RELM-a), que fue
la primera descrita en lavados broncoalveolares por Holcomb y
cols.;'% y la FIZZ2 o RELM-B, que se localiza en el epitelio de
la cripta intestinal®®.

En modelos de roedores, la obesidad estd asociada con
elevaciones de las concentraciones de resistina circulante!®’.
La resistina incrementa la glucosa en sangre y las
concentraciones de insulina y empeora la respuesta
hipoglucémica a la infusidn de insulina®®. En ratones obesos,
los anticuerpos antirresistina descienden la glucosa plasmatica

y mejoran la sensibilidad a la insulina®®.

En humanos, este
papel todavia es controvertido. Al ser la resistina
primariamente producida en monocitos de sangre periférica y
estar sus niveles correlacionados con los de IL-6'7°, existe

controversia sobre su papel inflamatorio!’*172,
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Dos genes situados en el cromosoma 19 codifican la
resistina en humanos'’?. Algunos estudios de casos vy
controles han demostrado que las variaciones genéticas en el
gen de la resistina estdn asociadas con la resistencia a la
insulina y la obesidad en los humanos!’*'”®, Otros muestran
que la muy escasa expresion de ARN mensajero (ARNm) de
resistina en adipocitos humanos aislados no se correlaciona
consistentemente con la resistencia a la insulina, por lo que el
papel de la resistina humana en la resistencia a la insulina no
estd claro'’’'’8, Se ha comunicado una mayor expresiéon de
ARNmM de resistina en depdsitos de grasa abdominal que en el
muslo'’®, pero no se han observado diferencias en su
expresidon entre adipocitos de individuos normales, resistentes

a la insulina o con DM189/18%,

2.4. OTRAS ADIPOCINAS

La IL-6 es una citoquina circulante como una proteina
glicosilada secretada por muchos tipos celulares, que incluyen
células inmunes, fibroblastos, celulas endoteliales, musculo
esquelético y tejido adiposo, en este ultimo en un 10%. La
grasa del epiplon produce tres veces mas IL-6 que la grasa del
tejido adiposo subcutaneo, asi como las células aisladas
tomadas de dichos tejidos'®2. La pérdida de peso reduce
significativamente los niveles de IL-6 en suero y tejido
adiposo'®. Las concentraciones de IL-6 se correlacionan
positivamente con la obesidad humana y la resistencia a la
insulina, y los niveles elevados de IL-6 son predictivos de DM
e IAM®* La administracion de IL-6 en voluntarios sanos
incrementd la glucosa de forma dosis-dependiente,
probablemente por inducciéon de resistencia a la insulina, que
podria estar mediado en parte por la supresion de la citoquina

sefalizadora 3 (Cytokine signalling 3- SOCS-3), el incremento
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de AGL circulantes del tejido adiposo, y la reducciéon en la
secrecién de adiponectina®®>:186,

El TNF-a fue el primer producto secretado por el tejido
adiposo propuesto como vinculo metabdlico entre la obesidad
y la resistencia a la insulina'®” y, de hecho, la neutralizacién
del TNF-o mejora la resistencia a la insulina en ratas
obesas'®®, La produccidn de TNF-a desde la grasa alrededor de
la arteriola, que inhibe la sintesis de NO,!®° sugiere una
homologia entre la grasa periarteriolar vasoactiva y la
visceral, lo que explicaria relaciones entre grasa visceral,
resistencia a la insulina y enfermedad vascular. El ARNm de
TNF-o en el tejido adiposo se correlaciona con el IMC,
porcentaje de grasa corporal e hiperinsulinemia, produciendo
la pérdida de peso una disminucién de los niveles de TNF-a!%°.
El efecto del TNF-a sobre el incremento de la liberacién de
AGL por los adipocitos y la sintesis reducida de adiponectina
podrian explicar su vinculacién con la resistencia a la insulina.
Se observé un mayor riesgo de eventos coronarios entre las
personas con los niveles mas altos de TNF-atanto en el

)191

estudio CARE (Colesterol And Recurrent Events trial)***, en el

Health ABC'°? y en los varones participantes en el Health
Professionals Follow-Up Study y el Nurses "Health Study'®.
Otros citoquinas conocidas son:

ASP (proteina estimuladora de la acilacién): estimula

el depodsito de TG en las células adiposas a través de
la reesterificacion de AG y la inhibicion de Ia
lipolisis*®*, encontrdndose elevada en obesos!®® y
pacientes coronarios.

PAI-1 (inhibidor de la activacién del plasmindgeno):

Sintetizado en higado y tejido adiposo, regula la

formacion de trombos mediante la inhibicion del
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activador del plasminogeno tisular. Las
concentraciones séricas se elevan con la adiposidad
visceral, disminuyendo con la restriccion caldrica,
ejercicio, pérdida de peso y el tratamiento con
metformina’*°. En The Insulin  Resistance
Atherosclerosis Study, el PAI-1 aparecid6 como un
marcador inflamatorio precoz de DM, siendo sus
niveles mayores en aquellos que evolucionaron de
resistentes a la insulina a diabéticos,
independientemente de la sensibilidad a la insulina y
el IMC'’.

Angiotensindgeno: La produccion aumentada de

angiotensinégeno podria también contribuir a
aumentar la masa adipocitica, debido a que la
angiotensina II actita localmente como un factor
tréfico para la formacion de nuevas células grasas'®®.
11-Hidrosteroide Deshidrogenada (11-HSD): es un

enzima que cataliza la interconversion de cortisol

activo y cortisona inerte. Al no detectarse diferencias
en su actividad entre obesos con DM y obesos no
diabéticos, se sugiere que la disregulacion de la
actividad de la 11-HSD se asocia mas cercanamente
con la obesidad que con el fenotipo diabético'®®.
Aromatasa: Transforma Ila androstenodiona en
estrona. La producciéon de estréogenos en la grasa
aumenta con el peso corporal y la edad. Los
estrogenos derivados del tejido adiposo conducen la
grasa al tejido subcutaneo y mamas, donde los
andrégenos promueven la acumulacion central o
visceral de grasa®®°.

Visfatina: es una adipocina descubierta en la grasa

visceral humana. Ejerce acciones insulinmiméticas en
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células cultivadas y desciende los niveles de glucosa
plasmatica en ratones a través de la activacién del

receptor de la insulina®®!.

203.

Quemerina®®?, Orosomucoide nuevas adipocinas

asociadas con los valores de IMC.

3.- TEJIDO ADIPOSO E INFLAMACION

A medida que los adipocitos se hipertrofian en un
contexto de obesidad, el tejido adiposo sufre alteraciones
celulares y moleculares que afectan al metabolismo sistémico.
Los AGL circulantes y el glicerol provenientes de los adipocitos
aumentan en las personas obesas respecto a las delgadas®®*,
lo que promueve resistencia a la insulina en tejidos periféricos
como el musculo esquelético’®®. El aumento de AGL se
potencia por la alteracion en la expresiéon de perilipinas,
deficitaria en los individuos obesos?°®. Las perilipinas son
fosfoproteinas que se encuentran en la superficie de los
depositos de triacilglicerol y actian evitando que las lipasas
hidrolicen los TG para facilitar la produccién de AGL?"’.

Como se observo en mujeres premenopausicas obesas
(IMC medio 37.2 Kg/m?), el tejido adiposo muestra una
expresibn mayor de proteinas proinflamatorias, con
concentraciones basales aumentadas de TNF-a, IL-6, P-
selectina, ICAM-1, VCAM-1, asi como una peor respuesta
vascular a L-arginina, el precursor natural del NO. En estas
mismas mujeres, una pérdida del 10% de peso corporal
produjo un descenso de las concentraciones de citoquinas y
moléculas de adhesidén, asi como la mejora en la respuesta
vascular®®®,

El numero de macrofagos en el tejido adiposo también

d209,210

se incrementa con la obesida , fagocitando adipocitos
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moribundos, que estdan aumentados en la obesidad. Estos
macréfagos son responsables de gran parte de la produccidon
de citoquinas en el tejido adiposo del obeso?!!.

Este estado inflamatorio de bajo grado, asi como los
cambios en la expresion de adipocinas (aumento de niveles de
resistina y leptina y disminuciéon de los de adiponectina),
afectan a la homeostasis glucémica, funcidon endotelial
vascular y el sistema de la coagulacion, acelerando Ia
aterosclerosis. Por ello, se propone como el puente de union
entre sindrome metabdlico, obesidad y resistencia a la
insulina con la enfermedad cardiovascular. De hecho, la
aterosclerosis estd reconocida actualmente como un proceso
inflamatorio de la pared arterial. Los monocitos se adhieren al
endotelio y migran al espacio subendotelial, donde se
convierten en células espumosas cargadas con lipoproteinas
oxidadas. La produccion por parte de las células espumosas de
metaloproteasas lleva a la ruptura de la capa fibrosa de la
placa aterosclerdtica y posteriormente de la placa en si?*2.

En este proceso inflamatorio, las adipocinas juegan
multiples papeles. El TNF-a aumenta la actividad del NF-KB,
con los consecuentes cambios inflamatorios en el tejido
vascular. Estos incluyen la expresiéon aumentada de ICAM-1 y
VCAM-1%13, facilitando la adhesién monocitaria a la pared del
vaso, mayor produccion de MCP-1 (proteina quimio-atrayente
de monocitos) y M-CSF (factor estimulante de colonias de
macrofagos) de las células endoteliales y musculares lisas
vasculares®® y la expresidn del macréfago de sintasa de NO,

ILs o dismutasa superoxido®®.

La leptina, especialmente en
presencia de niveles elevados de glucosa, estimula al
macrofago a acumular colesterol?’®. La IL-6 incrementa la

actividad inflamatoria per sé y mediante el aumento de la IL-1
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y el TNF-o*'. Ademas, la IL-6 estimula la produccion hepatica
de PCR, predictor de aterosclerosis®'®. Por otra parte, aumenta
la resistencia a la insulina disminuyendo los niveles de
visfatina.

Las concentraciones de PAI-1, reguladas por NF-KB,
estan anormalmente altas en la hiperglucemia, la obesidad y
la hipertrigliceridemia®!®, debido a la expresiéon aumentada del
gen del PAI-1%2%°, Inhibe la degradacién del tapén de fibrina,
favoreciendo la formacién de trombos sobre las placas
aterosclerdticas rotas®?!. En humanos, los niveles de PAI-1
circulantes se correlacionan con eventos aterosclerdticos y
mortalidad, y algunos estudios sugieren que el PAI-1 es un
factor de riesgo independiente para enfermedad coronaria®?2.

La angiotensina II estimula la expresién de ICAM,
VCAM, MCP-1 y M-CSF en la pared de celulas vasculares®?,
Reduce la biodisponibilidad del NO con pérdida de la capacidad
vasodilatadora y el aumento de la adhesion plaquetaria a la
pared vascular®®*,

En humanos, la disfuncion endotelial es indicativa de
los estados preclinicos de aterosclerosis y prondstica de

225226 E|  aumento de

futuros eventos cardiovasculares
adipocinas proinflamatorias puede contribuir al desarrollo de
disfuncién endotelial, siendo particularmente interesante el
papel de la resistina. Los estudios in vitro muestran que la
resistina activa la célula endotelial, dado que al incubarse con
resistina humana recombinante, produce mads endotelina vy
VCAM-1%?7, La resistina humana recombinante también induce
mas expresion de ARNm de VCAM, ICAM y pentraxina-3 de
células endoteliales, expresando un patrén bioquimico de
disfuncidon endotelial?*®. Ademds, la resistina induce la

proliferacién de células musculares lisas adrticas®?°.
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Por ende, la reduccién de la masa del tejido adiposo
prevendran del sindrome metabdlico y del desarrollo de

aterosclerosis.
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III.- SINDROME METABOLICO, TEJIDO ADIPOSO Y
LIPEMIA POSTPRANDIAL

En un reciente metaanalisis, el sindrome metabdlico se
ha asociado con un incremento de los eventos
cardiovasculares y de la mortalidad por todas las causas®*°. No
sélo los TG aumentados en ayunas®*!, componente del
sindrome metabolico, es factor de riesgo independiente para
la enfermedad vascular, sino también las LRT derivadas de la
ingesta durante la fase postprandial?%233,

Jackson y cols. han demostrado la relacion entre la
presencia de un mayor nimero de componentes del sindrome
metabdlico y la extensién de la lipemia postprandial®>*, lo que
determina la relevancia de mitigar el efecto de la fase
postprandial, sobre todo en estos sujetos®3>.

Se ha observado que tanto la cantidad como la
composicion en grasa de la dieta influyen en alteraciones
presentes en el estado postprandial, como la disfuncién
endotelial®®®, el estrés oxidativo®®*” y los estados
proinflamatorios?*® y procoagulantes?*°.

En los siguientes apartados, analizaremos los trabajos
mas relevantes que han estudiado la respuesta postprandial a
una sobrecarga grasa de las principales adipocinas vy
moléculas solubles de adhesiéon implicadas en dichas
alteraciones postprandiales, y los escasos estudios que han

comparado distintos tipos de grasa.
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1.- RESPUESTA POSTPRANDIAL DE ADIPOCINAS A
UNA SOBRECARGA GRASA
1.1. ADIPONECTINA

Tanto los estudios realizados con una sobrecarga con
bajo o medio contenido en grasa (Tabla 7), como aquellos
que utilizaron una sobrecarga con alto contenido en grasa
(Tabla 8), no mostraron una respuesta constante en la
variacion postprandial de adiponectina, con aumento,

disminucidn o sin cambio respecto al basal.

30 DM .
Esposito?** 158/159 16-19 gr (2.2 gr AGS) 4
30 S 153/159 =
245 7S 38/4% . ) _
Hotta 6DM 47/20 NE (varias comidas) 22 =
Imbeault?*® 15 3 SP 23.3 gr 1 =
13 Ob ?
English?*’ 24.6 gr 3
11S -
Karlsson?*® 1(1(())2M CE (770 Kcal) 3 =
9.84 gr (20%: 6% AGS;
8% AGM; 6%AGP)
. 2% 11 RI 18.7 gr (38%: 9% AGS; _
Paniagua (42/79) 23%AGM; 6%AGP) 2 =
18.7 gr (38%: 23% AGS;
9%AGM; 6%AGP)
Shimabukoro?*° 12S 64/62 17.36 gr 4 =
Yamauchi®* 33S 123/219 35gr 4 =
i - 340b2343/119 _
Gil-Campos 20S 133/79 15.52 gr 3 =
7S
Caixas®* _70b 25gr 6 =
7 SPW L (4h)

Tabla 7: Variaciéon postprandial de adiponectina en estudios con
moderado, bajo o no especificado contenido de grasa. DM: Diabetes
Mellitus tipo 2; S: Sanos; NASH: Esteatohepatitis no alcohdlica; SM:
Sindrome metabdlico; SP: Sobrepeso; Ob: Obesos; ObM: Obesos mérbidos;
RI: Resistencia a la insulina; SPW: Sindrome de Prader-Willi. NE: No
estandarizada; CE: Comida estandar; AGS: Acidos grasos saturados; AGM:
Acidos grasos monoinsaturados; AGP: Acidos grasos poliinsaturados
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30 DM 0
.. 244 156 /159 52 gr
Esposito 30S (20.4 gr AGS) 4 .
153/159
25 NASH {(8y
78.3 gr
Musso25 23;2/;9 (55.6% AGS, 29.6% 10 ()
232/20 AGM, 14.8% AGP) T (6h)
Rubin252 2502';"4/ 23 58 gr (65% AGS) 4 !
Peake?®3 5 42/SFSDM 80 gr (40 gr AGS) 6 =
30 gr/m?
Ozeki%>* 621/559 (64.3% AGS, 29.3% 8 =
AGM, 3.5% AGP)
Shimabukoro?*° 6522 30 gr/m? 4 =
o,
Poppittzso 18 4S 59.1 gr (70.5%AGS) 6 —

59.1 gr (54.4% AGS)

Tabla 8: Variacion postprandial de adiponectina en estudios con alto
contenido de grasa. DM:Diabetes Mellitus tipo 2;S:Sanos; NASH:
Esteatohepatitis no a]Icohc')Iica; SM: Sindrome metabdlico; AGS: Acidos grasos
saturados; AGM: Acidos grasos monoinsaturados; AGP: Acidos grasos
poliinsaturados

Los trabajos han sido muy variables en cuanto a la
poblacidon participante, el contenido en grasa de la comida
ingerida o las horas de seguimiento postprandial.

La hiperinsulinemia aguda ha sido asociada con las
concentraciones plasmaticas de adiponectina®®®>, dada la
capacidad de la insulina para suprimir la expresion génica de
la adiponectina®*®*. Sin embargo, esta relacion no se ha
observado en varios de los estudios publicados, incluso en los
gue la comida utilizada tenia muy bajo contenido en HC o
carecia de ellos, de manera que se previniera el aumento
postprandial de glucosa e insulina. Esto sugiere que la insulina
no juega un papel relevante en el control de la adiponectina,
al menos en situacion postprandial.

De forma interesante, algun estudio también ha

mostrado la relacion entre los niveles de adiponectina basal y
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la respuesta lipémica postprandial®®!, tanto de TG plasmaticos
totales, como del metabolismo de las LRT, al haberse
observado que la adiponectina puede regular hasta en un 25%
la actividad de la LPL**®, y ser un importante regulador del
catabolismo de la apoB de VLDL, independientemente de otras

adipocinas o los indices de resistencia a la insulina®”.

1.2. RESISTINA

9.84 gr (20%: 6%;
AGS 8% AGM: 6%AGP)

 ag 11RI  18.7 gr (38%: 9% AGS _
Paniagua 43/79  23%AGM 6%AGP) 3 =
18.7 gr (38%: 23%
AGS 9%AGM 6%AGP)
241 33S
Yamauchi 1237210 35 gr 4 d
Gruendel?°8 19 &S 23.2gr 5 0

Tabla 9: Variacién postpradial de resistina en estudios con sobrecarga
grasa moderada. RI: Resistencia a la insulina; S: Sanos; AGS: Acidos grasos
saturados; AGM: Acidos grasos monoinsaturados; AGP: Acidos grasos
poliinsaturados

Los escasos estudios que han analizado la resistina a
nivel postprandial en humanos han empleado una cantidad
moderada de grasa, ninguno un alto contenido (Tabla 9).

La variabilidad en la respuesta se puede explicar por
la escasa uniformidad de los estudios en cuanto al contenido
calorico, la cantidad de grasa o incluso la poblacion
participante. Aunque los estudios de Yamaouchi y Gruendel
estan realizados en poblacién sana y delgada, difieren en 3
puntos de IMC (23 vs 20.4 Kg/m? respectivamente). La
resistina en humanos estd producida en monocitos vy
macréfagos (a diferencia de los ratones, donde es producida

en los adipocitos). A medida que aumenta el peso y el IMC,
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los macréfagos infiltran el tejido adiposo?®®, y podrian variar

en su respuesta respecto a los monocitos circulantes.

1.3. LEPTINA

Los resultados de estudios realizados con sobrecargas
con alto contenido en grasa (Tabla 10) asi como con
moderado o bajo contenido (Tabla 11) y su variacion
respecto al basal se presentan en las siguientes tablas.

En general, se ha observado mayor respuesta en
distintos sentidos cuando se ha usado un alto contenido en
grasa, siendo la respuesta mas neutra cuando el contenido

graso era moderado o bajo.

Imbeault?%* 1248S 60 gr/m? 8 T
124 Ob l
59.1 gr (70.5%AGS; B
114265 25.1%AGM/P)
Fofpiplie 189S 591 gr (54.4% AGS;  © .
42.5 AGM/P)
Giacco?® 16 3S 55.35 gr (50%AGS) 8 =
Romon?®7 80b9115 70 gr 9 =
Joannic?®® 12 3S 66.6 gr 8 0
112269 J (2h, NS)
Dallongeville 184S 1 gr/Kg 10 26,8y 10 h
11 4S =
Romon?®° 70.71 gr 9
11 ¢S (94.5%AGS) T(5y9h)
426?2% 84 gr (35 gr AGS 30 1 (6h)
Guerci?®! 6o gr AGM 15 gr AGP) 8
43,129 =
Monteleone?%? 14 9S 101.41 gr 3 =
63 150b B
Tentolouris 155 © 52 gr 3 =

Tabla 10: Variacidon postprandial de leptina en estudios con alto
conteljido de grasa. S: Sanos; Ob: O,besos,; AGS: Acidos grasos saturados;
AGM: Acidos grasos monoinsaturados; AGP: Acidos grasos poliinsaturados
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-
9.84 gr (20%: 6%AGS;
8% AGM; 6%AGP)

. G 11 RI 18.7 gr (38%: 9% AGS 0
Paniagua 43/79  23% AGM; 6% AGP) e v (11%)
18.7 gr (38%: 23% o
AGS; 9%AGM; 6%AGP) v (36%)
Lopes®”? 70b 6S & 2.6-3-3 gr 4 =
Clapham?”? 1005 = 14.8 gr 3 =
o7 | 28s, 295 ) _
Considine 300b 32-35gr 8 =
Monteleone?®? 14 ¢S 15.57 gr 3 =
Panarotto?”> 10?579 18-25 gr 2 112-15%)

Tabla 11: Variacion postprandial de leptina en estudios con bajo o
moderado contenido de grasa. RI: Resistencia a la insulina; S: Sanos; Ob:
Obesos; SP: Sobrepeso; AGS: Acidos grasos saturados; AGM: Acidos grasos
monoinsaturados; AGP: Acidos grasos poliinsaturados

En otro estudio realizado en mujeres delgadas, donde
a lo largo de 24 horas se les administraron 3 comidas ricas en
grasa (60% de la energia) o 3 comidas ricas en HC, se
observo un aumento de los niveles de leptina desde las 8
horas de la mafiana, mucho menos acusado en el subgrupo
con comidas ricas en grasa. Los autores sugirieron que esto es
debido a una disminucién del metabolismo de la glucosa
mediado por insulina en el tejido adiposo, y que esta
disminucién postprandial de leptina tras un bolo de grasa
podria ser aterogénica’’*. Tampoco se ha demostrado
evidencia de asociaciéon entre la respuesta de leptina en el
postprandio y el nivel de saciedad o hambre tras la ingesta®®.
Finalmente, debido al ritmo circadiano de la leptina, se ha
comparado la respuesta de la leptina entre una misma comida
grasa administrada por la mafiana (7 a.m.) y por la noche (22

p.m.), sin hallarse diferencias entre ellas®®!
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2.- RESPUESTA POSTPRANDIAL DE MOLECULAS DE
ADHESION SOLUBLES A UNA SOBRECARGA GRASA

59-104 gr 1AGS)
Peairs®’® 4%29 59-104 gr (1AGM) 6(1,V) =

59-104 gr (1AGP)
1 gr/Kg 35% AGS

22% AGM: 4%AGP T (9h)
i 1~283 1 gr/Kg 22% AGS _
Bellido 835 38% AGM 4%AGP 9 (1) =
1 gr/Kg 20%AGS -
24%AGM 16%AGP =
i 66\ 219 13.8 gr
Davis®®* : 3 (D) =
Ob DM 41.6 gr
Rubin?”> 304 S 58 gr (65% AGS) 6 (1,V) =
276 1 gr/Kg _
Dekker Lo s + ratio AGP/AGs & (V) =
50 20.4 gr AGS 0
104,109 17 2.2 gr AGS
S 50 20.4 gr AGS+Vt =
77 17 2.2 gr AGS+Vt
Nappo 50 20.4 gr AGS 4 (LV) 2
108,109 17 2.2 gr AGS
DM 50 20.4 gr AGS+Vt _
17 2.2 gr AGS+Vt
122{,89 1 (1-3 h)
Ceriello?”® 224 80 75 gr 4 (1,V)
o T (1-4 h)
Aljada®®® 9s 51 gr 3 (D) =
Marchesii®! 7?’59 65 gr 8 (I,V) 1(2,4,6 h)
76.8-79.2 gr T(menos
282 28TG 14  (AGM/AGS 5.43) horas)
Pacheco sd 76.8-79.2 gr 8 (LV)

(AGM/AGS 2.42)
Tabla 12: Variacion postprandial de moléculas de adhesidn solubles
en estudios con sobrecarga grasa. S: Sanos; Ob: Obesos; SP: Sobrepeso;
DM: Diabetes mellitus tipo 2; TG: Hipertrigliceridémicos; AGS: Acidos grasos
saturados; AGM: Acidos grasos monoinsaturados; AGP: Acidos grasos
poliinsaturados; Vt: Adicién de vitamina Cy E; I: ICAM-1; V: VCAM-1

La mayoria de los estudios publicados que han
evaluado la respuesta postprandial de ICAM-1 y/o VCAM-1 tras
una sobrecarga aguda de grasa (Tabla 12) han mostrado un

aumento de sus concentraciones a nivel postprandial, al igual
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que se habia descrito anteriormente con otros factores

proinflamatorios como IL-6°%> 0 TNF-0.2%®,
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Hipotesis y objetivos

La lipemia postprandial se caracteriza por un aumento
de los triglicéridos totales y de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos de origen intestinal y hepatico. Las particulas
postprandiales remanentes de quilomicrones, procedentes de
la absorcion intestinal, desempefian un papel importante en la
patogenia de la arteriosclerosis y el desarrollo de enfermedad
macrovascular.

En los sujetos obesos, durante el postprandio, se
produce un aumento de los triglicéridos circulantes y una
disminucion de la capacidad para remover las particulas
remanentes.

Esta alteracion es mas evidente con la obesidad
visceral y el acimulo de grasa a nivel abdominal, dado que el
tejido adiposo es un dérgano endocrino capaz de sintetizar y
liberar numerosas hormonas que actuan como verdaderas
sefiales de informacidn entre las areas periféricas y el cerebro,
controlando la homeostasis energética: leptina, resistina,
citoquinas proinflamatorias (interleucinas 6 y 8), adiponectina.

Los estudios realizados con comidas ricas en grasa de
distintos tipos sin influencia de la dieta habitual no han
mostrado resultados consistentes al analizar el efecto que
tienen sobre la magnitud de la lipemia postprandial.

Nuestra hipotesis es que el indice de masa corporal
reflejo del grado de obesidad, al estar relacionado con la
magnitud de la lipemia postprandial, interacciona con el tipo
de acido graso administrado, produciéndose un efecto

beneficioso con la ingesta de una comida rica en acidos grasos
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monoinsaturados en aquellos sujetos con una lipemia

postprandial mas exacerbada.

OBJETIVO PRINCIPAL

Estudiar si el grado de obesidad, determinado por el
indice de masa corporal, influye en la magnitud de la lipemia
postprandial en respuesta a diferentes modelos de
alimentacién, con el objetivo Ultimo de establecer si existe una
interaccion entre el peso y la respuesta postprandial en

funcidn del tipo de grasa.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1.- Determinar si la respuesta postprandial, tras la
ingesta de una sobrecarga grasa con distintos tipos de acidos
grasos, modifica los niveles plasmaticos de adiponectina,

leptina, resistina y acidos grasos libres.
2.- Analizar si el tipo de acido graso ingerido modifica

la expresion de moléculas de adhesion, ICAM-1 y VCAM-1, en

adultos sin evidencias de enfermedad cardiovascular.
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1.-Poblacion

La poblacion participante consistio en 21 voluntarios
sanos de sexo masculino y de edades comprendidas entre 18
y 30 afios. A esta poblacion se le realizd un analisis del
genotipo de la apolipoproteina E con objeto de seleccionar
aquellos que presentaron el genotipo mas comun en la
poblacion general (E3E3) y eliminar la influencia que dicha
variacidon genética induce sobre la respuesta lipémica
postprandial, los niveles plasmaticos de colesterol y el grado
de respuesta lipidica a dietas con alto contenido graso. Dicho
grupo, tras una dieta de estabilizacion de 4 semanas de
duracion, fueron sometidos a tres estudios de lipemia

postprandial.

1.1.- Criterios de inclusion:
Edad entre 18 y 30 anos
Varones sanos portadores del genotipo de apoE3/E3
IMC inferior a 30 Kg/m?
Cifras de colesterol plasmatico inferiores a 200 mg.dL™
Cifras de TG menores de 200 mg.dL™

1.2.- Criterios de exclusion

Mostrar evidencia de enfermedad cronica

Actividad fisica significativamente superior a la normalidad
Ingesta de alcohol superior a 20 gr/dia

Ingesta de farmacos que afecten al metabolismo lipidico,

anticoagulantes y antiagregantes plaquetarios
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1.3.- Cdalculo del tamafio muestral. El calculo del tamafo

muestral se realizd en base a las siguientes asunciones
tomadas de nuestros estudios previos:
- Variable principal del estudio: Incremento postprandial
maximo de TG
- Desviacién estandar de la variable principal del estudio: 30
mg/dl
- Diferencia minima esperada: 40 mg/dL (H0=235 mg/dL;
H1=275 mg/dL; r=0.75)
- Riesgo alfa= 0.05
- Potencia (1-B)= 0.90

En base a estas premisas, se precisan al menos un

total de 19 voluntarios estudiados.

2.- Diseiio del estudio

Todos los voluntarios, después de una dieta de
estabilizacion tipo occidental rica en grasa saturada (38% de
grasa con: 16% de SAT, 16% MONO, 6% POLI, 15% de
proteinas y 47% HC) de 4 semanas de duracion, fueron
sometidos a tres estudios de lipemia postprandial similares a
los realizados en nuestros estudios previos®®’, y que se
llevaron a cabo con la misma cantidad de grasa en el
desayuno administrado (1 gr de grasa/Kg de peso corporal y 7
mg de colesterol/Kg de peso), pero con una composicion
diferente y siguiendo un proceso aleatorizado y cruzado en
cuanto al orden de administracién de los desayunos ricos en

grasa (Figura 1).
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La composicion en grasa de los desayunos para el
estudio de la lipemia postprandial fue el siguiente:

1. Desayuno rico en grasa saturada a expensas de
mantequilla. (35% SAT, 22% MONO, 4% POLI, 0.7% a&cido
linolénico).

2. Desayuno rico en grasa monoinsaturada a expensas
de aceite de oliva virgen (22% SAT, 38% MONO, 4% POLI,
0.7% acido linolénico)

3. Desayuno rico en acidos grasos poliinsaturados a
expensas de fuentes vegetales con nueces (Junglans regia L).
(20% SAT, 24% MONO, 16% POLI, 4% acido linolénico)

El estudio se disend acorde a una distribucion de
cuadrados latinos, por lo se administraron de forma
aleatorizada y cruzada a todos los voluntarios los tres tipos de
desayuno rico en grasa en tres tiempos diferentes separados
entre si dos semanas. Para ello, de forma aleatorizada, se
dividieron los voluntarios en tres grupos (A-C), que
participaron en los tres estudios de lipemia postprandial con
cada uno de los tres tipos de desayuno rico en grasa de

acuerdo al siguiente esquema:

GRUPOA GRUPOB GRUPO C

ENTRADA (tiempo 0)

TIEMPO 1 (semana 4) MANTEQ OLIVA NUECES
TIEMPO 2 (semana 5) OLIVA NUECES MANTEQ
TIEMPO 3 (semana 6) NUECES MANTEQ OLIVA
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Todos los participantes en el estudio en cada uno de los
tiempos indicados tomaron parte, tras 12 horas de ayunas, en
la realizacion del estudio de lipemia postprandial, para lo que
se les administrd en el tiempo 0 un desayuno rico en grasa de
composicidon acorde a los tres tipos de comidas, consistente
entre la mitad y dos tercios de las calorias diarias ingeridas
habitualmente por el individuo y compuesta de 1 gr de grasa,
7 mg de colesterol y 40 equivalentes de retinol por Kg de peso
corporal, con la siguiente distribucion calérica: 60% de grasa,
15% de proteinas y 25% de HC. A lo largo de las 11 horas
siguientes, los voluntarios no realizaron actividad fisica ni
consumieron ninguna comida o bebida, excepto agua. Para el
estudio de la lipemia postprandial, se llevaron a cabo
extracciones de sangre venosa en tubos conteniendo 1 mg/mL
de EDTA eneltiempoOyalasli, 2, 3,4,5, 6,85y 11 horas

tras la administracion del desayuno rico en grasa.

80



Disefio y Metodologia

Dieta estabilizacion

tipo occidental Hpemia Lipemia gy Lipemia
4 semanas 7 dias  Postprandial 7 dias  postprandial 7 dias  postprandial

38%grasa(16% SAT)

15%proteinas,

47%hidratos de carbono 1 gr grasa/kg de peso

7 mg de colesterol/Kg de peso
40 equivalentes de retinol/kg de peso

Desayuno graso basado en aceite de oliva: 22% SAT,

g4 38% MONO, 4% POLT, 0.7% dc.linolénico
VAL

Desayuno graso basado en mantequilla: 35% SAT,
22%MONO, 4% POLI, 0.7% dc. linolénico

> Desayuno graso basado en nueces (Junglans regia L.):
s 20% SAT, 24% MONO, 16% POLI, 4% dc. linolénico

Aleatorizacion por Distribucion calérica: 60% grasa, 15% proteinas,

cuadrados latinos 25% hidratos de carbono.

Figura 1: Administracién randomizada de las comidas grasas

3.- Métodos

3.1. Estudio de la lipemia postprandial

3.1.1. Determinacion de lipidos plasmaticos
Las determinaciones de colesterol y TG en plasma y
fracciones lipoproteicas se realizaron por métodos

288,289 Como control de calidad se

colorimétricos-enzimaticos
uso6 el C-fas (Roche). Los niveles plasmaticos de las apoA-I y
apoB se determinaron por turbidimetria®®°. El HDL-Colesterol
fue medido analizando el sobrenadante obtenido después de
la precipitacion de una alicuota de con sulfato de dextrano y

Mg?*, como fue descrito por Warnick y cols.?°.
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3.1.2. Aislamiento de las LRT

La sangre se recogio en tubos con EDTA para conseguir
una concentraciéon final de 0.1% EDTA. El plasma fue
separado por centrifugacion (1500 G, 15 minutos, 4°C). La
fraccion de QM de las LRT (LRT grandes) se aislé a partir de 4
mL de plasma recubierto por 0,15 moles de NaCl/L, 1 mmol
EDTA/L (pH 7.4, densidad<1,006 kg/L) por ultracentrifugacion
(36200 G, 30 min, 49C) en un rotor Beckman tipo 50
(Beckman Instruments, Fullerton, CA). Los QM, contenidos en
la capa superior, se eliminaron por aspiracion después de
cortar los tubos, y el infranadante se centrifugd a una
densidad de 1.019 kg/L durante 24 horas a 183000 G en el
mismo rotor. La fraccion sin QM de las LRT (LRT pequeiias)
fue retirada de la parte superior del tubo. Todas las
operaciones se realizaron bajo luz tenue. Las LRT grandes y
pequefias fueron almacenadas a -70°C hasta la determinacion

del retinil palmitato (RP).

3.1.3 Determinacion de RP

El contenido de RP en las LRT grandes y pequeiias fue
determinado mediante cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC) utilizando un método descrito previamente por
Ruotolo?®?. Brevemente, diferentes volimenes de las diversas
fracciones (100pl de las LRT grandes y 100-500pl de las LRT
pequefias) se colocaron en tubos de vidrio de 13x100 mm. El
volumen total en cada tubo se ajusta, segun sea necesario, a
500ul con el uso de una solucién isoténica de cloruro sdédico.

El retinil acetato (40 ng en 200ul de tampdn fase movil) se
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afiadié a cada tubo, como un estandar interno. Se afadieron
500 ul de metanol, seguidos de 500 uyl de tampdn fase movil,
para un volumen total de 1.7 ml. El tampon fase movil fue
preparado en fresco diariamente mediante la combinacion de
90 mL de hexano, 15 mL de cloruro de n-butilo, 5 mL de
acetonitrilo, y 0.01 mL de acido acético (82:13:5 en volumen
con 0.01 ml de acido acético). Los tubos fueron mezclados a
fondo después de cada paso. La mezcla final se centrifugd a
350G durante 15 min a temperatura ambiente, la capa
superior se elimind cuidadosamente por aspiracion y se
colocaron en viales individuales autoinyectadores. El
autoinyector se programo para proporcionar 100 pL/ inyeccion
y una nueva muestra cada 10 minutos en una columna de
silice preenvasada personalizada Supelcosil LC-SI (5 mm, 25
cm X 4,6 mm de diametro interior) proporcionado por Supelco
Inc. (Bellefonte, PA). El flujo se mantuvo constante a una
velocidad de 2 mL/min, y los picos se detectaron a 330 nm.
Los picos de RP vy retinil acetato se identificardn por
comparacion de los tiempos de retencidon de un estandar
purificado de ambos (Sigma, St Louis, MO, USA). La
concentracion de RP en cada muestra se expresa como la
relacion del area bajo el pico de RP al area bajo el pico de
retinil acetato. Todos los procedimientos se realizaron

protegiendo las muestras de la exposicion a la luz.
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3.1.4. Determinacion de apoB48 y apoB100

apoB-48 y apoB-100 se determinaron por electroforesis
en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sddico
(SDS-PAGE) como ha sido descrito previamente por Karpe y
Hamsten?%. La separacion electroforética se realiz6 utilizando
un gel de gradiente de poliacrilamida 3-20% con un aparato
de electroforesis vertical Hoeffer Mighty Small II (Hoeffer
Pharmacia Biotech, San Francisco, CA). Los geles fueron
escaneados con un escaner de densitometro de video (TDI,
Madrid, Espafia) conectado a un ordenador personal para
integrar sefales. La intensidad de fondo se calcul6é después de
escanear un carril vacio. El coeficiente de variacion para el
SDS-PAGE fue de 7.3% para la apoB48 y 5.1% para la
apoB100.

3.2. Determinacién de Leptina

Las concentraciones plasmaticas postprandiales de
leptina se determinaron en los tiempos 0, 3, 6 y 8.5 horas tras
la ingesta aguda de grasa. Se determind por ELISA (analisis
por inmunoadsorcion con enzimas ligados) mediante un kit

comercial, Leptin ELISA (DRG Instruments GmgH).

3.3. Determinacién de Adiponectina

Los niveles plasmaticos postprandiales de adiponectina
se cuantificaron en los tiempos 0, 3, 6 y 8.5 horas tras la
ingesta aguda de grasa. Se determind por ELISA mediante un
kit comercial, Human adiponectin/Acrp30 inmunoassay (R&D

Systems, Inc).
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3.4. Determinacién de Resistina

Los niveles plasmaticos postprandiales de resistina
fueron evaluadas en los tiempos 0, 3, 6 y 8.5 horas tras la
ingesta aguda de grasa. Se determind por ELISA mediante un

kit comercial, Human resistin ELISA kit (Linco Research, Inc).

3.5. Determinacién de AGL

Los niveles plasmaticos postprandiales de AGL se
determinaron en los tiempos 0, 3, 6 y 8.5 horas tras la ingesta
aguda de grasa. Se determiné por ensayo colorimétrico
enzimatico mediante un kit comercial, Free fatty acids, Half-
micro test (Roche Diagnostic GMBH).

3.6. Determinacién de Moléculas Solubles de Adhesidn

Los niveles plasmaticos de VCAM-1 e ICAM-1 se
determinaron en los tiempos 0, 3 y 8.5 horas tras la ingesta
aguda de grasa. Se determind por ELISA mediante un kit
comercial, Human sVCAM-1 Inmunoassay y Human sICAM-1

Inmunoassay (R&D Systems), respectivamente.

3.7. Determinacién de genotipo de apoE

Se realizé la amplificacion mediante reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) de una region del acido
desoxirribonucleico (ADN) de 266 bp del cuarto exdn del gen
de la apoE. Se emplearon 0.5 mcg de ADN gendmico, 1.5

mmol/L de CI2Mg, 1 micromol/L de cada oligonucledtido
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cebador (E1 5 -GAACAACTGACCCCGGTGGCGGGAG-3" y E2
5" -TCGCGGGCCCCGGCCTGGTACACTGCCA-3"), 2.5 u DE Taq

polimerasa (Promega, Madison USA), 200 micromol/l de
nucledtidos y dimetilsulfoxido al 10% (Merck, Darmstadt,
Alemania) en un volumen final de 50 puL. EI ADN se
desnaturalizé a 95°C durante 5 minutos, seguidos de 30 ciclos
de desnaturalizacion (96°C, 1 minuto), amplificacion (63°C,
1,5 minutos) y extension (72°C, 2 minutos). Se extrajeron
20uL de producto de la PCR, digeridos con 10 U de la enzima
de restriccion Cfo-I (Promega, Madison, WI, USA) en un
volumen total de 35 uL. EI ADN fue separado por electroforesis
en gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 8% a 150V
durante 2 horas. La estimacion del tamano de los fragmentos
obtenidos se realizard por comparacién con el marcador X174
DNA/HAE-III. Las bandas obtenidas se visualizaron mediante

tincion con sales de plata.

4.- Analisis estadistico

En el estudio estadistico de los datos se utilizd el
programa SPSS® versiéon 14.0 para Windows®. En todas las
pruebas estadisticas se consideraron significativos los valores
de p inferiores a 0.05. Se utilizaron los siguientes parametros
estadisticos:

- Para contrastar la normalidad de la distribucion de las

variables: test de Kolmogorov-Smirnov. A aquellos
parametros que no siguieron una distribucion normal (TG, TG
en LRT grandes y TG en LRT pequefnas) se les realizd una

transformacion logaritmica para su analisis estadistico.
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- Para el andlisis descriptivo de variables cualitativas:

frecuencias y porcentajes; de variables cuantitativas: media

aritmética y error estandar de la media (EE).

- Para la comparacién de medias aritméticas entre muestras

apareadas: analisis de la varianza (ANOVA) para medidas
repetidas. Cuando se observaron diferencias significativas se
realizd el test de Bonferroni en comparacion post-hoc para
identificar las diferencias existentes entre cada grupo. En
funcion del uso del ABC o los valores absolutos y que se
incluyeran en el analisis todos los sujetos o divididos segun el
IMC se usaron dos distintos factores intra-sujeto: tiempo (con
varios niveles segun el parametro correspondiente a cada una
de las determinaciones en los tiempos de la lipemia
postprandial) y grasa de la comida (con 3 niveles:
mantequilla, oliva y nueces) vy 1 factor inter-sujeto: IMC (2
niveles: grupo con menor peso- LW- y grupo con mayor peso-
HW-)

- Se calculd el coeficiente de correlacion lineal r de Pearson
para relacionar las distintas variables.

- Para determinar la respuesta postprandial, se determiné el
area bajo la curva (ABC) o area creada entre la concentracion
frente al tiempo y la linea trazada paralelamente al eje
horizontal pasando por la concentracién en el tiempo cero. Fue
calculada mediante el método trapezoidal en un programa de
ordenador. El incremento del area bajo la curva (iABC) se
calcul6 restando al ABC las concentraciones basales
multiplicado por el tiempo maximo de extraccion (660

minutos).
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1.-CARACTERISTICAS BASALES

Resultados

En la tabla 13 se muestran las caracteristicas basales de

los participantes en el estudio (21 hombres), antes de cada

desayuno rico en grasa, sin diferencias en ningln parametro.

Col
TG
HDL-C
Apo A-I

Apo B

Col-LRT
grandes
TG-LRT
grandes
Col-LRT
pequeias
TG-LRT
pequeias

Glucosa
Insulina

HOMA

MANTEQUILLA

145.27+4.98

75.34+9.74

47.21+2.16

116.37+£3.24

65.80+2.58

4.82+0.44

10.34+3.62

7.14+1.34

30.14+7.10

87.20+1.83

8.32+1.77

1.82+0.48

OLIVA NUECES
147.90+£5.72 146.00+5.41
73.33£7.79  77.61+£9.12
47.96+1.67 47.88+1.71
117.15+£2.85 118.23+2.85
67.23+2.85 65.48+2.62

4.52+0.38 4.72+0.34
10.10+2.24 9.90+2.06
6.04+0.90 7.28+1.32
26.20+4.06  28.92+5.20
84.72+3.08 88.97+1.91
7.94+2.17 8.13+1.34
1.84+0.47 2.12+1.28

P

0.938

0.944

0.953

0.907

0.886

0.866

0.829

0.724

0.943

0.485

0.990

0.902

Tabla 13: Caracteristicas basales de los participantes antes de cada

sobrecarga. Datos expresados en X+EE (MediatError estandar). Unidades en

mg/dL, salvo

insulina  (mU/L).
colesterol en liporproteinas de alta densidad;

Col:

colesterol;

TG:

apo:

triglicéridos;

apolipoproteina;

HDL-c:
LRT:

lipoproteinas ricas en triglicéridos; HOMA: Homeostasis model assessment ratio
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2.- AI‘!I’\LISIS, DE LA LIPEMIA POSTPRANDIAL EN
FUNCION DEL INDICE DE MASA CORPORAL

2.1. CARACTERISTICAS BASALES

Se divididé la muestra segun la mediana del IMC (26.18) en
dos grupos: grupo con menor peso con IMC<26.18 (grupo LW) con
10 voluntarios y grupo con mayor peso con IMC>26.18 (grupo HW)
que incluyé 11 voluntarios de la poblacién.

GRUPO LW GRUPO HW P
Col 142.76+3.11 149.69+5.09 0,261
TG 58.88+3.95 103.93+10.36 0.001
HDL-C 51.96+1.34 43.79+1.29 0.001
Apo A-I 121.21+£2.37 113.64+2.28 0.025
Apo B 61.73+1.80 70,21+2.21 0.005
Col-LRT grandes 4,22+0.30 5.10+0.32 0.050
TG-LRT grandes 7.34+1.38 12.80+2.66 0.043
Col-LRT pequeiias 5.16+0.48 8.34+1.18 0.021
TG-LRT pequefas 18.54+1.34 37.54+5.54 0.005
Glucosa 83.52+2.02 90.44+1.64 0.013
Insulina 5.89+0.88 9.38+1.41 0.090
Indice HOMA 1.30+0.20 2.43£0.45 0.048

Tabla 14: Caracteristicas basales de los participantes en cada

grupo de IMC (indice de masa corporal). Datos expresados en

X+EE (MediatError estandar).
colesterol;
liporproteinas de alta
ricas en

(muU/L). Col:

lipoproteinas

densidad;
triglicéridos;

Unidades en mg/dL,
TG: triglicéridos;
apo:
HOMA:

HDL-c:

apolipoproteina;
Homeostasis

assessment ratio; LW: IMC<26.18; HW:IMC>26.18
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El grupo HW presentd concentraciones basales mayores
de TG totales y en LRT grandes y pequefias, Col en LRT
grandes y pequefias y apoB, asi como menores
concentraciones de HDL-Col y ApoAl que el grupo LW.
Ademas, los voluntarios del grupo LW presentaron menores
niveles de glucosa plasmatica en ayunas y un menor indice
HOMA comparado con los voluntarios del grupo HW (Tabla
14).

2.2. INCREMENTO DEL AREA BAJO LA CURVA (IABC)

Se observd un efecto del IMC independiente del
desayuno consumido en los TG en LRT grandes y pequefias y
apoB100 en LRT pequefas, con una tendencia similar para los
TG en plasma, de manera que las concentraciones
postprandiales de estas particulas fueron mayores en el grupo
HW.

Plasma GRUPO LW GRUPO HW
Col Mantequilla -17874+5134 -27255+5134
P1:0.549 Oliva -18067+6138 -28182+6138

p2:0.288 Nueces -13242+5366 -29031+5366
P3:0.850

TG Mantequilla 18869+9653 43039+9210
P1:0.084 Oliva 16649+5313 30730+5048
P2:0.220 Nueces 17003+9299 29844+6022
P3:0.309

Tabla 15: JABC en plasma segun desayuno consumido y
grupo de IMC. Datos expresados en X EE (Media Error estandar),
mg/dl- min. Col: colesterol; TG: triglicéridos LW: menor peso. HW:
mayor peso. P1: Efecto del IMC. P2: Efecto de la grasa del desayuno.
P3: Efecto de la interacciéon IMC-grasa.
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LRT grandes GRUPO LW GRUPO HW
Col Mantequilla ~ 2394+540 2895+540
P1:0.690 Oliva 1969+425 23941425
P2:0.068 Nueces 1814+386 1396+386
P3:0.502
TG Mantequilla 15409+4251% 30110+4251
P1: 0.007 Oliva 15940+4782 27719+4782
P2:0.590 Nueces 14701+£3365 22937+3365
P3:0.725
apoB 48 Mantequilla 411+£95 369+91
P1:0.991 Oliva 253+71 284+68
P2:0.263 Nueces 302+78 315+74
P3:0.878
apoB 100 Mantequilla 6895+1242 5698+1184
o ol Oliva 4603+933 4414+890
. . :I: :E
530,313 Nueces 3816+1202 5807+1146
RP Mantequilla 1000+381 1694+363
P1:0.156 Oliva 991+281 14824268
P2:0.024 Nueces 616+217 884+207
P3:0.633
Tabla 16: ABC en LRT grandes seguin desayuno

consumido vy grupo de IMC. Datos expresados en X+EE
(MediatError estandar), Col y TG (mg/dL- min), ApoB-48 and

ApoB 100 (mg/L- min); RP (ng/mL-s). Col: colesterol; LRT:
lipoproteinas ricas en triglicéridos; TG: triglicéridos; apo:
apolipoproteina; RP: retinilpalmitato; LW: menor peso. HW:

mayor peso. Pl: Efecto del IMC. P2: Efecto de la grasa del
desayuno. P3: Efecto de la interaccion IMC-grasa. ? Diferencia
estadisticamente significativa comparada con el mismo desayuno
en el otro grupo de IMC

Cuando se analizé el efecto del IMC en la lipemia

postprandial tras cada desayuno consumido, se encontré que

el iABC fue mayor en el grupo HW que en el grupo LW para TG
en LRT grandes (p=0,039), TG en LRT pequefas (p=0,047) y
apoB100 en LRT pequefias (p=0,005) tras el desayuno rico en

mantequilla; Col en LRT pequeifas, TG en LRT pequefas
(p=0,021) y apoB100 en LRT pequefas (p=0,010) tras el

desayuno rico en nueces.
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LRT pequeias GRUPO LW GRUPO HW
Col Mantequilla 2007+656 3938+656
P1:0.106 Oliva 29344849 2664+811
P2:0.662 Nueces 1776+849° 4787+811
P3:0.016
TG Mantequilla ~ 7882+3454 12 19926+3277 1
P1:0.035 Oliva 7970+2834 1 11601+27452
P2:0.003 Nueces 10981+460512 25416+44281
P3:0.058
apoB 48 Mantequilla 239+67 225+64
P1:0.303 Oliva 111+42 159+40
P2:0.046 Nueces 227+129 447+123
P3:0.315
apoB 100 Mantequilla 1874+1392° 6488+1327
P1: 0.004 Oliva 1458+1261 4653+1202
P2:0.347 Nueces 2502+1197° 6766+1141
P3:0.800
RP Mantequilla 330157 605+157
P1:0.367 Oliva 423+121 429+121
pP2:0.766 Nueces 325+117 486+117
P3:0.305

Tabla 17: iABC en LRT pequefias segun desayuno consumido y
grupo de IMC. Datos expresados en X+EE (Media+Error estandar), Col
y TG (mg/dL- min), ApoB-48 and ApoB 100 (mg/L- min); RP (ng/mL:-s).
Col: colesterol; TG: triglicéridos; apo: apolipoproteina; RP:
retinilpalmitato; LW: menor peso. HW: mayor peso. P1: Efecto del IMC.
P2: Efecto de la grasa del desayuno. P3: Efecto de la interaccién IMC-
grasa. ? Diferencia estadisticamente significativa comparada con el
mismo desayuno en el otro grupo de IMC. Medias en una columna con
distintos nimeros en el superindice son significativamente diferentes
estadisticamente, P<0.05 (test post-hoc de Bonferroni para
comparaciones multiples).

Se observo un efecto de la interaccién entre el IMC y el

desayuno consumido para el iABC de Col en LRT pequefias y

una tendencia similar en TG en LRT pequefias.

De esta

manera, en el grupo HW se observd una menor respuesta

postprandial en TG en LRT pequefias tras el consumo de

desayuno rico en aceite de oliva comparado con el consumo

del desayuno rico en mantequilla (p=0,027) o en nueces

(p=0,004). Por el contrario, no hubo diferencias entre las

distintas comidas en el grupo LW para ninguno de estos dos

parametros (Tablas 15, 16 y 17).



Resultados

2.3. CURVAS DE LIPEMIA POSTPRANDIAL

Se analizaron las diferencias entre las distintas
sobrecargas para cada grupo de IMC. No se encontrd ninguna
diferencia en ninguno de los grupos para Col plasmatico,
apoB48 en LRT grandes y pequefias, apoB100 en LRT grandes
y pequeiias asi como RP en LRT grandes y pequeiias.

En el grupo LW no hubo diferencias en los TG
plasmaticos entre los distintos desayunos en ninguno de los
tiempos estudiados, mientras que en el grupo HW, a las 5
horas, el desayuno rico en aceite de oliva produjo menores
niveles de TG circulantes que el rico en mantequilla
(p=0,001), asi como a las 5 y a las 8.5 horas, comparado con
el desayuno rico en nueces (p=0.005 y p=0.049,
respectivamente) (Figura 2).

En cuanto al Col en LRT grandes, el desayuno rico en
nueces produjo menores concentraciones a las 4 horas que el
rico en mantequilla (p=0.025) en el grupo HW, sin
encontrarse diferencias entre las comidas en el grupo LW
(Figura 3).
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Figura 2: Concentracién de triglicéridos plasmaticos (mg/dL) en cada
tiempo y desayuno rico en grasa para cada grupo de IMC. a: p<0,05
entre oliva y mantequilla. b: p<0,05 entre oliva y nueces. P1: Efecto del
tiempo. P2:Efecto del IMC. P3:Efecto de la grasa del desayuno. P4: Efecto de la
interaccion tiempo-IMC-grasa. LW:menor peso. HW: mayor peso.

Cuando se analizaron las curvas postprandiales de los
TG en LRT grandes, se observo diferencias entre las grasas
utilizadas en ambos grupos de IMC. De esta manera, en el
grupo LW, inicialmente se observaron mayores niveles a las 2
horas tras la sobrecarga con aceite de oliva que con
mantequilla o nueces (p=0.036 y p=0.013, respectivamente).
Sin embargo, posteriormente los niveles fueron menores tras
el desayuno rico en aceite de oliva a las 6 horas comparado
con el desayuno rico en mantequilla (p=0.008) y a las 5
(p=0.023) ,6 (p=0.001) y 8.5 horas (p=0.001) al compararlo
con el desayuno rico en nueces. En el grupo HW, se observod

que el desayuno rico en aceite de oliva produjo menores
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niveles que el rico en nueces a las 5 y 8.5 horas (p=0.014 y
p=0.015, respectivamente) y que el desayuno rico en

mantequilla a las 5 horas (p=0.006) (Figura 4).
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Figura 3: Concentracién de colesterol en LRT grandes (mg/dl) en cada
tiempo y desayuno rico en grasa para cada grupo de IMC. c: p<0,05
entre mantequilla y nueces. P1: Efecto del tiempo. P2:Efecto del IMC. P3:Efecto
de la grasa del desayuno. P4: Efecto de la interaccién tiempo-IMC-grasa.
LW:menor peso. HW: mayor peso.
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Figura 4: Concentracién de triglicéridos en LRT grandes (mg/dl) en
cada tiempo y desayuno rico en grasa para cada grupo de IMC. a:
p<0,05 entre oliva y mantequilla. b: p<0,05 entre oliva y nueces. P1: Efecto
del tiempo. P2:Efecto del IMC. P3:Efecto de la grasa del desayuno. P4: Efecto
de la interaccidn tiempo-IMC-grasa. LW:menor peso. HW: mayor peso.

En las LRT pequefias se observaron diferencias en el
grupo HW entre los desayunos tanto en Col como en TG, sin
que se objetivaran diferencias entre las 3 sobrecargas para
ninguno de los puntos postprandiales en el grupo LW. En
cuanto al Col en LRT pequefias, hubo menores niveles tras el
desayuno rico en aceite de oliva a las 6, 8.5 y 11 horas
(p=0.016, p=0.003 y p=0.016, respectivamente) que con el
desayuno rico en nueces, y a las 8.5 horas (p=0.003) al
compararla con el desayuno rico en mantequilla. Ademas, la
concentracion a las 11 horas tras el desayuno rico en nueces
fue también mayor que tras el desayuno rico en mantequilla
(p=0.032) (Figura 5).

99



Resultados

El desayuno rico en aceite de oliva produjo
concentraciones menores de TG en LRT pequefias respecto a
los desayunos ricos en mantequilla y nueces en distintos
puntos en el postprandio. En concreto, respecto a la comida
con mantequilla fue menor a las 6 (p=0.003), 8.5 (p=0.022) y
11 horas (p=0.045), y respecto a la comida con nueces fue
menor a las 4 (p=0.027), 5 (p=0.001), 6 (p=0.001), 8.5
(p=0.001) y 11 horas (p=0.045) (Figura 6).
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Figura 5: Concentracién de colesterol en LRT pequefias (mg/dl) en
cada tiempo y desayuno rico en grasa para cada grupo de IMC. a:
p<0,05 entre oliva y mantequilla. b: p<0,05 entre oliva y nueces. P1: Efecto
del tiempo. P2:Efecto del IMC. P3:Efecto de la grasa del desayuno. P4: Efecto
de la interaccion tiempo-IMC-grasa. LW:menor peso. HW: mayor peso.
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Figura 6: Concentracion de TG en LRT pequefias (mg/dl) en cada
tiempo y desayuno rico en grasa para cada grupo de IMC. a: p<0,05
entre oliva y mantequilla. b: p<0,05 entre oliva y nueces. P1: Efecto del
tiempo. P2:Efecto del IMC. P3:Efecto de la grasa del desayuno. P4: Efecto de la
interaccion tiempo-IMC-grasa. LW:menor peso. HW: mayor peso.

2.4. CORRELACIONES DEL IMC CON EL ABC DE LIPEMIA
POSTPRANDIAL

En la Tabla 18 se presenta el estudio de la correlacion
lineal entre el IMC de los participantes y el ABC de
lipoproteinas y apolipoproteinas analizando todos los
desayunos en global como una sobrecarga grasa

independientemente del tipo de AG empleado en el desayuno.
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grandes

r: 0.301 r: 0.260

. 0.017 p=0.043 '\° NS NS
LRT pequeias ApoB48 ApoB100
r: 0.275
IMC NS p=0.029 NS NS NS

Tabla 18: Correlacién del IMC con ABC de parametros lipidicos en
plasma, LRT grandes y LRT pequefias de forma global tras un
desayuno rico en grasa independientemente del tipo de grasa. IMC:
indice de masa corporal; Col: colesterol; TG: triglicéridos; LRT: Lipoproteinas
ricas en TG; r: coeficiente de correlacion de Pearson. NS: no significativo
estadisticamente

3.- ANALISIS DE LAS ADIPOCINAS POSTPRANDIALES
TRAS UNA SOBRECARGA GRASA
3.1. AREA BAJO LA CURVA

Cuando analizamos el ABC de las adipocinas, se
evidencié un efecto de la grasa en los niveles plasmaticos de
adiponectina (p=0.001), con una mayor ABC postprandial tras
el desayuno rico en nueces que tras el rico en aceite de oliva
(p=0.015) o mantequilla (p=0.013). No se observaron

diferencias entre las distintas grasas utilizadas en la

respuesta postprandial de leptina, resistina o AGL (Tabla 19).

Mantequilla Oliva Nueces
Adipo 47896+7568' 46592+6719' 159845+8696° 0.001
Resistina 5002+333 4809281 5106+349 0.220
Leptina 11537+958 12365+891  12900+1253 0.286
AGL 208+11 210+15 183+14 0.112

Tabla 19: ABC de adipocinas segun desayuno consumido. Datos
expresados en X+EE (MediatError estandar), Adiponectina (ng/mL-h), Resistina
y Leptina (ng/mL- min), AGL (mmol/L-min). P:efecto de la grasa (ANOVA para
medidas repetidas). Medias en una fila con distintos nimeros en el superindice
son significativamente diferentes estadisticamente, P<0.05 (test post-hoc de
Bonferroni para comparaciones multiples). Adipo: adiponectina; AGL: acidos
grasos libres.
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0 c] 6 8.5

Adipo M 6272+1091 5379+8761 5608+949 1 5544+949
P1:0.084 O 5608+874 5655+1008%2 556948221 4721£721
P2:0.002 N 6814+874 6731+954 2 7703+£12242 6597+1042
P3:0.269
Resistina M 10.52+0.82  9.70+0.64 9.69+0.65 9.47+0.68
P1:0.045 O 9.52+0.63 9.12+0.53 9.52+0.58 9.85+0.55
P2:0.267 N 11.07+1.30  9.87+0.65 9.74+0.60 9.66+0.50
P3:0.257
Leptina M 23.06£2.10 23.02+2.12 21.83+1.75 22.75+1.87
P1:0.210 O 25.31+2.09 23.52+1.93 25.11+1.88 22.03+2.24
P2:0.224 N 26.26+2.38 24.80+3.28 25.98+3.20 22.97+2.07
P3:0.824

AGL M  0.3840.04  0.25+0.02° 0.53+0.047 0.56+0.037
P1:0.001 o (.34+0.04  0.2940.03 0.52£0.05 0.56+0.07
P2:0.115 N  0.38+0.04  0.24+0.037 0.43+0.04 0.46+0.03
P3:0.287

Tabla 20: Concentraciones de adipocinas en cada tiempo
postprandial segun desayuno consumido. Datos expresados en X+EE
(MediatError estandar), Adiponectina, Resistina y Leptina (ng/mL), AGL
(mmol/L). Pl:efecto del tiempo. P2: efecto de la grasa del desayuno. P3:
efecto de la interaccidon tiempo-grasa del desayuno. (ANOVA para medidas
repetidas). a Diferencia estadisticamente significativa respecto al basal en
cada desayuno rico en grasa. Medias en una columna con distintos numeros
en el superindice son significativamente diferentes estadisticamente, P<0.05
(test post-hoc de Bonferroni para comparaciones multiples). Adipo:
adiponectina; AGL: acidos grasos libres; M:mantequilla; O:oliva; N:nueces

3.2. DIFERENCIA EN LOS PUNTOS POSTPRANDIALES
ENTRE LOS DESAYUNOS RICOS EN GRASA

Se observd un efecto del desayuno consumido en las
concentraciones de adiponectina (p=0.002) (Tabla 20),
mostrando en el analisis post-hoc, independientemente del
tiempo, niveles mayores tras el desayuno con nueces que tras
el de mantequilla (6961+1037 vs. 5701+923 ng/mL, p=0.012)
0 aceite de oliva (6961+1037 vs. 5388+744 ng/mL, p=0.025).
Los niveles de adiponectina tras el desayuno rico en nueces
las 3 y 6 horas (p=0.011, p=0.046,

respectivamente) que tras el rico en mantequilla, y mayor a

fueron mayores a

las 6 horas (p=0.036) que tras el desayuno rico en aceite de
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oliva, con una tendencia similar a las 3 horas (p=0.056)
(Figura 7).
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Figura 7: Concentracidon postprandial de adiponectina (ng/mL) en
cada tiempo y desayuno rico en dgrasa. a: p<0.05 entre oliva y
mantequilla. b: p<0.05 entre oliva y nueces. P1: Efecto del tiempo. P2:Efecto
de la grasa del desayuno. P3:Efecto de la interaccién tiempo-grasa del
desayuno.

No observamos diferencias entre las diferentes comidas
grasas en ninguno de los puntos postprandiales en los niveles
de AGL (Tabla 20, Figura 8) , resistina (Tabla 20, Figura
9) o leptina (Tabla 20, Figura 10).
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Figura 8: Concentracion postprandial de AGL (mmol/L) en cada
tiempo y desayuno rico en grasa. a: Cambio estadisticamente significativo
respecto al basal tras el desayuno rico en mantequilla, p<0.05. b: Cambio
estadisticamente significativo respecto al basal tras el desayuno rico en nueces,
p<0.05. P1: Efecto del tiempo. P2:Efecto de la grasa del desayuno. P3:Efecto
de la interaccion tiempo-grasa del desayuno. AGL: acidos grasos libres.

3.3. DIFERENCIAS RESPECTO AL BASAL TRAS LA
INGESTA DE DESAYUNOS RICOS EN GRASA

Se evidenci6 un efecto del tiempo en las
concentraciones de resistina (p=0.045) y AGL (p=0.001), con
una tendencia similar con los niveles de adiponectina
(p=0.084) (Tabla 20). Se observé un descenso de los niveles
de AGL a las 3 horas respecto al basal tras la comida con
nueces (p=0.001) y mantequilla (p=0.013), y un aumento a
las 6 y 8.5 horas tras la comida con mantequilla (p=0.008 y

p=0.004, respectivamente) (Figura 8).
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No hubo diferencias respecto al basal para adiponectina
(Tabla 20, Figura 7), resistina (Tabla 20, Figura 9) y
leptina (Tabla 20, Figura 10)para ninguno de los desayunos.
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Figuras 9 y 10: Concentraciéon postprandial de Resistina (ng/mL) y
Leptina (ng/mL) en cada tiempo y desayuno rico en grasa. P1: Efecto
del tiempo. P2:Efecto de la grasa del desayuno. P3:Efecto de la interaccion
tiempo-grasa del desayuno. AGL: acidos grasos libres
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4.- ANALISIS DE LAS MOLECULAS SOLUBLES DE
ADHESION TRAS UNA SOBRECARGA GRASA

4.1. AREA BAJO LA CURVA

No se encontraron diferencias en el ABC entre los tres
desayunos ricos en grasa para el ICAM-1 o el VCAM-1 (Tabla
21)

Mantequilla Oliva Nueces P

ICAM 131855+6637 129094+7342 132052+7592 0.731

VCAM 347346+22294 343231+20355 332311+19267 0.492
Tabla 21: ABC de moléculas solubles de adhesidén segun el desayuno
consumido. Datos expresados en X+EE (Media+Error estandar), ICAM-1 y
VCAM-1 (ng/mL-min). P:efecto de la grasa del desayuno (Anova para medidas
repetidas). ICAM: Molécula de adhesion intercelular; VCAM: Molécula de
adhesion vascular

4.2. CURVAS POSTPRANDIALES

No hubo diferencias entre las comidas grasas en ninguno de
los puntos postprandiales estudiados ni se observé cambio respecto
al basal en ninguno de los puntos para ninguno de los desayunos
para el ICAM-1 (Tabla 22, Figura 11) o el VCAM-1 (Tabla 22,
Figura 12).

ICAM-1 Mantequilla 256+14 257+13 262+15

g;;g:;’,ég Oliva 254414  260+15  243+16
P3:0.380 Nueces 274£16 258+18 253+14
VCAM-1 Mantequilla 707+59 664+44 693+50
PLLE2 Oliva 634442 694+48  662+37
P2:0.289

P3:0.402 Nueces 652+36 660+42 639+42

Tabla 22: Concentraciones de moléculas solubles de adhesién en
cada tiempo postprandial segun el desayuno consumido. Datos
expresados en X+EE (MediatError estandar), Adiponectina, Resistina y Leptina
(ng/mL), AGL (mmol/L). Pl:efecto del tiempo. P2: efecto de la grasa del
desayuno. P3: efecto de la interaccién tiempo-grasa del desayuno. (ANOVA
para medidas repetidas). ICAM: Molécula de adhesion intercelular; VCAM:
Molécula de adhesién vascular
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Figuras 11 y 12: Concentracién postprandial de ICAM-1 y VCAM-1
(ng/mL) en cada tiempo y desayuno rico en grasa. P1: Efecto del
tiempo. P2:Efecto de la grasa del desayuno. P3:Efecto de la interaccion
tiempo-grasa. ICAM: Molécula de adhesion intercelular; VCAM: Molécula de
adhesion vascular
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Discusion

Nuestros datos muestran que los sujetos en el grupo
con mayor IMC presentan una respuesta lipémica postprandial
mayor que los sujetos en el grupo con menor IMC, de forma
que presentan a lo largo del postprandio un iABC mayor de TG
en LRT grandes y TG en LRT pequefias, y una tendencia
similar en TG plasmaticos, independientemente del desayuno
rico en grasa consumido. Este efecto estd asociado a un
aumento de particulas que contienen apoB100 de origen
hepatico. Ademas, en estos sujetos con mayor IMC
observamos una respuesta postprandial diferencial segin el
tipo de grasa, de forma que la ingesta de un comida rica en
aceite de oliva indujo una menor respuesta postprandial que
los desayunos ricos en mantequilla o en nueces, con un menor
iIABC en TG y Col en LRT pequefias, mientras que no hubo
diferencias entre los tres desayunos en los voluntarios del
grupo con menor IMC.

Se ha publicado que en las personas con mayor IMC, el
ABC de TG a lo largo del dia estd aumentado respecto a los
sujetos delgados®**, siendo el IMC predictor independiente de
la magnitud de dicho &rea®®*. Nuestros hallazgos son
consistentes con este hecho, que es debido al aumento de la
lipélisis, menor actividad de la LPL y menor capacidad para
remover las particulas remanentes a medida que el IMC
aumenta?®®. Metodoldgicamente, otros estudios han empleado
el perimetro de la cintura, como mas exacto indicador de la
distribucién androide de la grasa®®’. Se ha demostrado la
asociacion entre la medida de la cintura y los TG basales con
la hipertrigliceridemia postprandial, condicion que se

denomina como fenotipo de “cintura hipertrigliceridémica”.
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Discusion

Dado que tanto el IMC como el indice cintura-cadera se han
demostrado como predictores de grasa subcutanea vy

visceral®°®

, hosotros hemos utilizado el IMC como indicador del
grado de obesidad, por su mas sencillo y extendido uso en la
practica habitual.

En cuanto a las LRT postrandiales, su aumento en
personas con sobrepeso se relaciona con el receptor de LDL,
menos expresado en sus células mononucleares®*®, hecho que
se corrige con la pérdida de peso, describiéndose en un
estudio una mejoria de hasta en un 27% con la disminucion
de 10 kilogramos de peso®®. Por otro lado, la produccion
aumentada de VLDL en los sujetos con sobrepeso compite por
el receptor de LDL hepatico y diminuye la captacion a dicho
nivel de las LRT postprandiales pequefias®®®. Los pacientes
con sobrepeso presentan un cierto grado de resistencia a la
insulina, tal como se observa en los sujetos del grupo de
mayor IMC de nuestro estudio, que presentan un mayor indice
HOMA que los sujetos con menor IMC, que puede inducir un
aumento de la produccién de LRT de origen hepatico y un
descenso de su aclaramiento plasmatico®’!, tal y como hemos
observado en nuestro estudio, con mayores niveles de
particulas de origen hepatico que contienen apoB100 en las
horas tardias del postprandio tras un desayuno rico en grasa.
Ademas, existen evidencias de que este aumento de las LRT
postprandiales puede inducir disfuncion de la célula B
pancreatica, indicando que los cambios en las lipoproteinas
plasmaticas presentes en el sindrome metabdlico asociado a la
obesidad no son sodlo una consecuencia, sino también una

causa de dicha enfermedad3°?393,
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Ademas, el grado de obesidad también puede
determinar una diferente respuesta lipémica postprandial ante
diferentes tipos de grasa en la dieta. Asi, en nuestro estudio,
en los sujetos con mayor IMC, la ingesta aguda de un
desayuno rico en aceite de oliva virgen produjo un menor
IABC, asi como menores concentraciones en distintas horas
postprandiales de colesterol y TG en LRT pequefias que con
los desayunos ricos en mantequilla y en nueces. Es posible
que el consumo de aceite de oliva virgen y de grasa
monoinsaturada produzca LRT con una mayor afinidad por el
receptor hepatico involucrado en su captacion (LRP),
induciendo un aclaramiento mas rapido y eficiente de las
mismas comparado con los de los otros tipos de grasas
estudiadas. Varios son los mecanismos que podrian justificar
esta respuesta. In vitro, se observd que los hepatocitos de
rata internalizaban mejor las particulas remanentes al ser
alimentados con aceite de pescado que con aceite de oliva3®*,
pero faltan estudios en humanos que estudien el efecto de las
distintas grasas sobre la expresion del receptor de LDL y la
internalizacion de las particulas remanentes. Se ha
demostrado que la insulina induce la captacién hepatica de los

1305

remanentes de Qm por el LRP , habiendo sido descrito

previamente que el consumo de una dieta rica en MONO

mejoraba la sensibilidad a la insulina°®.

Rivellese demostré
que el consumo de una dieta rica en MONO modifica enzimas
lipoliticas del tejido adiposo en pacientes con DM,
incrementando la actividad tanto de la LPL como de la lipasa
hormono-sensible*’. Ademads, Zheng y cols. observaron que la

ingesta de MONO activa vias catabolicas rapidas para el
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metabolismo de LRT que contienen apoE y apoC-III y suprime
el metabolismo mas lento de las VLDL e IDLs, que no
contienen estas apolipoproteinas®®’. Por otro lado, el consumo
de aceite de oliva virgen determina la ingesta de otros
componentes minoritarios con importantes efectos bioldgicos.
En particular, experimentos in vitro han mostrado los efectos
anti-aterogénicos de estos componentes minoritarios del
aceite de oliva cuando forman parte de las LRT*%. Uno de
estos componentes son los compuestos fendlicos, en los que
el aceite administrado a nuestros voluntarios es rico.
Recientemente se ha demostrado que estos compuestos
fendlicos, presentes en otras sustancias como el vino®® o el té

verde31°

son capaces de inducir un aumento en la actividad y
expresion del gen del receptor para las LDL. Aunque no esta
estudiado especificamente en los polifenoles del aceite de
oliva, esta circunstancia podria explicar la metabolizacion mas
rapida de las LRT pequefias observada en nuestro trabajo.

Escasos estudios han medido el impacto de diferentes
tipos de grasa en la respuesta postprandial atendiendo a los
niveles de las particulas remanentes ricas en TG. Thomsen y
cols. realizaron dos trabajos en los que midieron los TG
presentes en la fraccion pobre en QM, equiparable a las LRT
pequefias medidas en nuestro estudio, observando que no
habia diferencias entre la sobrecarga grasa con mantequilla y
aceite de oliva en sujetos con sobrepeso y también
diabéticos®'!, mientras que el consumo de aceite de oliva fue
ventajoso en sujetos sanos y delgados>!2.

La medida mas comun en los distintos trabajos que han

comparado el impacto de la ingesta de grasas en el
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postprandio ha sido la respuesta de los TG postprandiales.
También hemos encontrado que con el desayuno rico en
aceite de oliva existe un pico precoz de TG a las dos horas
comparado con las otras comidas. Este es significativo en los
sujetos mas delgados, y tiende a ser mayor pero sin
significacion en los de mas IMC. Posteriormente, el
aclaramiento es mas rapido con el aceite de oliva. Esto
concuerda con hallazgos previos publicados por el grupo de
Zampelas®®3,

En general, se ha observado una menor respuesta
postprandial con las dietas muy pobres en grasa y las ricas en
POLI n-33%, y de forma intermedia con los POLI n-6 y
MONO®!®>, En cuanto a la grasa saturada, los estudios
obtuvieron respuestas aumentadas®!? , pero paraddjicamente
también disminuidas®® tras la toma de grasa saturada en
forma de mantequilla. Comparaciones del efecto de aceites
enriquecidos en POLI n-6 con aceites de oliva ricos en MONO

43316 5 menores 3!7 de lipemia

mostraron magnitudes iguales
postprandial. En cuanto a los POLI n-3, se ha descrito que si
pueden disminuir la respuesta postprandial de TG plasmaticos,
pero precisan estar en cantidad suficiente dentro de la
comida, niveles normalmente superiores a los consumidos por
la mayoria de las personas. Estos trabajos, ademas de usar
POLI n-3 de origen marino, estan basados en la interaccién
entre la ingesta aguda y crénica de dichas grasas. Por
ejemplo, en un estudio que evaluaba SAT, POLI y control con
MONO, Park no encontré diferencias en la respuesta
postprandial tras una sobrecarga grasa (1 gr/Kg de peso) en

los voluntarios a los que se le habia administrado 4 gr al dia
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de aceite de oliva durante 4 semanas frente a los dos AG de
origen marino, DHA y/o EPA, a la misma dosis durante el
mismo periodo de tiempo®!. Rivellese ha observado que la
sustitucién de SAT por MONO tiene efecto beneficioso sobre la
lipemia postprandial en TG y LRT, y que la suplementacion con
POLI omega-3 mejora los parametros postprandiales
independientemente de la dieta’. En estos, el efecto
beneficioso del aceite de oliva pudo estar atenuado por la
escasa proporcion del aporte total energético que se realizaba
en forma de MONO (menos del 2%), insuficiente para hablar
de dieta mediterranea. Ademas, los AG omega-3 se
administraron en forma de cdpsulas de aceite de origen
marino ricos en DHA y/o EPA, en cantidad superior a 4 gr al
dia, lo que supondria el consumo diario de dos platos de
pescado graso (salmoén, sardina, arenque...), por encima de la
ingesta recomendable a la poblacidn general.

El efecto comparativo a nivel postprandial entre la
ingesta aguda de MONO y POLI n-3 de origen vegetal no esta
estudiado. Por una parte, el consumo de acido a-linolénico se
ha demostrado efectivo en la prevencidon secundaria de
eventos vasculares y mortalidad tras un IAM>'%; por otra, los
pacientes con enfermedad macrovascular presentan niveles
superiores de TG postprandiales®® y las LRT pequefias de
origen intestinal predicen de manera independiente el
desarrollo de enfermedad cardiovascular®?®, Por todo ello, en
nuestro trabajo hemos utilizado nueces, ricas en POLI n-3 de
origen vegetal, para el estudio de su repercusiéon postprandial
tras una sobrecarga grasa. Hemos proporcionado a los

voluntarios alimentos naturales (mantequilla, aceite de oliva y
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nueces, como ejemplo de grasas SAT, MONO y POLI omega-3,
respectivamente) como un planteamiento dietético mas
practico y exportable para la poblacion general que los
suplementos. Ademads, se ha demostrado que no solo es
importante el tipo de grasa que se administre, sino también su
estructura fisica, para su influencia sobre la magnitud de la
lipemia postprandial®?!.

En una segunda parte del estudio, estudiamos el efecto
de los tres desayunos ricos en grasa sobre las concentraciones
postprandiales de adipocinas (adiponectina, leptina vy
resistina), asi como de AGL.

Nuestro estudio muestra que tras un desayuno rico en
POLI de origen vegetal a expensas de nueces se origind un
ABC postprandial mayor de adiponectina, asi como mayores
niveles a las 3 y 6 horas tras la ingesta, que tras las
sobrecarga rica en SAT o MONO, a expensas de desayunos
ricos en mantequilla y aceite de oliva.

La relacién entre los distintos tipos de AG de la dieta y
la expresion y niveles de adiponectina ha sido documentada
en ayunas. En modelos animales, la adicién a la dieta de
diferentes cantidades de POLI incrementd los niveles de
adiponectina plasmatica y la expresion de su ARNm en el
tejido adiposo®?2. En humanos sanos, la ingesta de SAT se ha
correlacionado de forma negativa con los niveles de
adiponectina circulante, mientras que los POLI omega-3 se

323 En cuanto a los

asociaron de forma positiva con ésta
MONO, un estudio mostré un aumento en las concentraciones
de adiponectina tras el consumo diario de 6.5 mL de aceite de

oliva durante 1 afio en pacientes con esteatosis hepatica no
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alcohdlica, pero este aceite estaba enriquecido con POLI n-
3324, Ya en este grupo de pacientes, la ingesta de POLI predijo

231 Especificamente, la

los niveles de adiponectina circulante
ingesta de nueces, alimento natural con el que realizamos
nuestro trabajo y que es fuente de acido a-linolénico, POLI n-
3, present6 una correlacién directa con los niveles en ayunas
de adiponectina en mujeres diabéticas®*®, encontrédndose en
otro trabajo reciente un aumento de sus niveles circulantes en
pocos dias de ingesta en pacientes obesos con sindrome
metabdlico®?®. El desayuno rico en nueces de nuestro estudio
tenia un 12% mas de POLI y un 3.3% mas de acido a-
linolénico como contenido en grasa respecto a los desayunos
ricos en aceite de oliva y mantequilla, lo que significa de 3.5 a
4.7 gr de acido a-linolénico y de 17.5 a 23.5 gr de POLI segln
el peso de los voluntarios.

A nivel postprandial esta relacion entre asociacion
entre tipo de AG y concentraciones de adiponectina ha sido
escasamente estudiada y, por lo tanto, no establecida como
en ayunas. Se han publicado dos trabajos que comparan
directamente dos comidas grasas de idéntica cantidad pero
diferente composicion. En uno de ellos, Poppitt estudio el
efecto de una comida rica en grasa (71% de la energia, 59.1
gr) durante las primeras 6 horas tras la ingesta en 18 varones
sanos, no encontrando diferencias en la respuesta entre una
comida con alto contenido en SAT (71 vs. 29% de
insaturados) con otra con bajo contenido en SAT (55% vs.
45%)%*°, En un trabajo de nuestro grupo, la ingesta de 2
desayunos de contenido moderado en grasa (38% de la

energia, 18.7 gr) de idéntica composicién a la dieta consumida
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durante 1 mes (rica en SAT- 23% SAT, 9% MONO, 6% POLI
vs. rica en MONO (9% SAT, 23% MONO, 6% POLI), no
produjo diferencias en los niveles postprandiales de
adiponectina a los 180 minutos tras los desayunos, aunque en
este estudio la poblacion eran 11 pacientes con resistencia a
la insulina y no fue estudiada la suplementacion con AG POLI
n_3249.

Nuestros datos no muestran diferencias entre los 3
desayunos en la respuesta postprandial de leptina. Poppitt
también compard la respuesta de leptina en un estudio de
disefio similar en poblacién y comidas empleadas, previo al
descrito anteriormente, observandose descenso de la leptina
tras ambas comidas, sin diferencias entre ellas®®®. El estudio
referido de Paniagua®*® también mostrd descenso de la leptina
tras la comidas rica en SAT (36%) y rica en MONO (11%), sin
diferencias entre ellas en ninguno de los puntos
postprandiales.

Tampoco encontramos diferencia entre los 3 desayunos
en la respuesta postprandial de resistina. El Unico estudio
previo que lo habia investigado, el de Paniagua, tampoco
mostré diferencias entre sus dos comidas utilizadas.

La ingesta aguda de grasa modifica la sensibilidad a la
insulina en el postprandio, habiéndose encontrado diferencias

segun el tipo de AG de la comida®®®

, siendo las variaciones
genéticas de adiponectina uno de los factores implicados en
esta respuesta®?’. Por otro lado, tras una comida rica en grasa
se han descrito aumentos postprandiales de citoquinas
inflamatorias, como el TNF-00?” o la IL-6%%°, que estan

implicadas en la regulacién de la adiponectina, disminuyendo
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las concentraciones de ésta. En nuestro grupo observamos,
ademads, como la expresion del ARNm de estas citoquinas
inflamatorias en células mononucleares era menor tras la
ingesta de grasas insaturadas que tras saturada®®®. Sin
embargo, la respuesta postprandial de las adipocinas a
sobrecargas con medio y alto contenido graso no ha quedado
establecida de forma tan evidente, con resultados muy
dispares, posiblemente por la variabilidad en el contenido en
grasa, el tipo de AG predominante, la poblacion con la que se
lleva a cabo el estudio y horas del postprandio estudiadas.

En nuestro trabajo no hemos encontrado que ninguna
de las tres sobrecargas grasas administradas como desayuno
modifique los niveles postprandiales respecto al basal de las
adipocinas determinadas (leptina, resistina o adiponectina).
Aquellos estudios que han determinado la leptina en el
postprandio tras una sobrecarga con alto contenido graso han
descrito su ausencia de cambios respecto al basal, como es el
caso de nuestro estudio, tanto en sujetos delgados como

263267 mientras que en otros estudios se observéd un

264,268

obesos

o descenso?°0:261

aumento respecto al basal. En cuanto a
la adiponectina, los estudios con una comida con alto
contenido en grasa normalmente han mostrado un descenso
de los niveles en el postprandio, ya sea en trabajos realizados
en voluntarios sanos o diabéticos’***, con sindrome

metabdlico®>?

o en pacientes con NASH, viéndose en este
Gltimo trabajo también un aumento postprandial de la
adiponectina en pacientes sanos?*'. También se han publicado
estudios donde no se han evidenciado modificaciones de la

adiponectina sobre la situacidn basal en distintas poblaciones,
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pacientes sanos®40:2°0:2>4

como ha ocurrido en nuestro estudio,
0 sanos con antecedentes familiares de DM?°3, Por ultimo, no
se han publicado trabajos que analicen el cambio postprandial
de resistina tras una sobrecarga con alto contenido en grasa.
Los tres estudios que hemos encontrado, se han realizado con
contenido moderado de grasa, habiéndose observado en

258 5 disminucion?*! respecto al basal,

pacientes sanos aumento
y ausencia de cambio respecto al basal en una poblacion de
personas con resistencia a la insulina, tanto con una comida
rica en MONO como en SAT?*%,

Otra de las determinaciones que realizamos en nuestro
trabajo fue la respuesta postprandial de AGL tras las distintas
comidas grasas utilizadas. Aunque estadisticamente no se
hayan observado diferencias en el ABC de las mismas o en los
distintos puntos postprandiales analizados, se puede observar
que las curvas son distintas para los 3 desayunos. De esta
manera, la sobrecarga con mantequilla produce un aumento
en las horas finales del postprandio, a las 6 y 8.5 horas
respecto al basal, produciendo una mayor respuesta que los
otros desayunos, hecho que ya habia sido reflejado en
estudios previos donde las respuestas postprandiales han sido
mayores con SAT y menores con las comidas ricas en
POLI**3?8, Esto sugiere que el tipo de AG de la dieta influye en
la segunda fase de respuesta postprandial de los AGL y que
este mayor aumento de AGL en la comida rica en SAT puede
deberse a una continua hidroélisis activa de LRT ricas en SAT
y/0 una menor recaptacion de AGL ricos en SAT por el tejido
adiposo, otros tejidos periféricos o el higado. En la parte

ascendente de la respuesta de los AGL, hemos observado en
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nuestro trabajo una curva similar con los desayunos ricos en
aceite de oliva y en mantequilla, como ya se habia descrito en
el trabajo de Robertson y cols. hasta la sexta hora

postprandial®%®

0 en un trabajo de nuestro grupo en la tercera
hora®*®. Ademds, en nuestro trabajo hubo un descenso
significativo a las 3 horas con los desayunos ricos en
mantequilla y en nueces, no asi con el de aceite de oliva. Esto
concuerda con resultados previos de Roche y cols.?*°, donde
una comida rica en MONO mostré una menor supresion de
AGL en las primeras horas postprandiales. Coiffier y cols.>3!,
mostraron que los TG ricos en AG insaturados son hidrolizados
mas rapidamente que aquellos que contienen SAT. Por
consiguiente, esta diferencia en la composicion grasa de la
comida podria estar asociada a una mayor tasa de hidrdlisis
de QM en la fase precoz postprandial que podria explicar las
mayores concentraciones de AGL, asi como picos precoces de
hipertrigliceridemia respecto a otras grasas, descritos en otros
trabajos®'®. Se ha propuesto que la adiponectina juega un
papel significativo en la modulacion de las concentraciones
circulantes de AGL33*?, mecanismo que podria explicar, al
menos en parte, nuestros hallazgos.

Por ultimo, también analizamos la respuesta de las
moléculas solubles de adhesiéon ICAM-1 y VCAM-1. No
encontramos que ninguno de los tres desayunos modificase
los niveles de ninguno de los parametros respecto al basal.
En la Tabla 12 en el apartado de Introduccion, se resumen los
estudios que han mostrado tanto un aumento como
persistencia de sus niveles respecto al basal, ninguno de ellos

ha descrito disminucién. Por otro lado, no observamos
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diferencias entre los tres desayunos en el ABC ni en los
distintos puntos postprandiales analizados. Tres estudios
previamente habian analizado diferencias entre tipos de grasa
tras una sobrecarga con alto contenido en grasa. Peairs?®’®
dirigié un estudio con pacientes obesos y una sobrecarga rica
en grasa entre 59 y 104 gr en funcion del peso, ricas en SAT,
MONO o POLI. Aunque el ICAM-1 no cambid tras ninguna de
las comidas, permanecié mas bajo tras la sobrecarga rica en
MONO (p = 0.031) y el ABC de ICAM-1 fue mayor tras la
comida rica en SAT que tras la rica en MONO (p =0.051). En

282 se estudid, en personas con

el estudio de Pacheco y cols.
hipertrigliceridemia y sanos, la diferencia entre sobrecargas
con alto contenido en grasa (76.79 gr) con distinto ratio
MONO/SAT, obtenido a partir de aceite de oliva refinado (ratio
5.43) o de girasol rico en palmitico (ratio 2.42). Aunque
mayor en el grupo con hipertrigliceridemia, en ambos grupos,
tras ambas comidas, hubo un aumento postprandial de los
niveles de ICAM-1 y VCAM-1, que disminuyeron mas
rapidamente tras la comida rica en aceite de oliva. En otro
estudio de nuestro grupo con similar disefio al nuestro, pero
con menor nimero de participantes (8), Bellido®®® observé un
aumento de ICAM-1 respecto al basal a las 9 horas tras la
ingesta de una comida rica en SAT a expensas de mantequilla,
tiempo en el que sus niveles eran mayores que tras las
comidas ricas en MONO o POLI, a expensas de aceite de oliva
0 nueces, respectivamente.

Nuestro estudio tiene una poblacidon cuidadosamente
caracterizada. El disefio reproduce condiciones reales, con

alimentos naturales y desayunos caseros reflejo de la practica
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real. También tiene algunas limitaciones, como el no haber
medido el porcentaje de diferentes POLI presentes en cada
desayuno (EPA, DHA...)), por lo que no podemos asegurar que
la diferencia con el desayuno rico en nueces sea debido al
mayor contenido en acido linolénico o al resto de POLI.
Tampoco determinamos otros componentes presentes en las
nueces o el aceite de oliva como los componentes fendlicos,
que podrian ser responsables de los efectos encontrados.

En conclusidon, los sujetos con mayor IMC presentan
una mayor respuesta postprandial y se benefician del aporte
de grasa en forma de MONO, como el aceite de oliva, para
mejorar el metabolismo lipoproteico, al disminuir en mayor
medida que los otros tipos de grasas estudiadas sus niveles de
LRT postprandiales. Por otro lado, hemos hallado un perfil
beneficioso en la respuesta postprandial tras una comida rica
en POLI de origen vegetal, a expensas de nueces, con una
mayor respuesta de adiponectina y una menor en AGL. Estos
hallazgos pueden estar involucrados en el menor riesgo de
enfermedad cardiovascular asociado al consumo de modelos
de alimentacién ricos en AG insaturados frente a los ricos en
grasas saturadas, aunque nuevos estudios deben proponer
evidencias sobre los mecanismos a través de los cuales

ejercen sus efectos beneficiosos.
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Conclusiones

CONCLUSION PRINCIPAL:

En los participantes con mayor indice de masa
corporal, se observa que el consumo de desayunos ricos en
mantequilla o en nueces produce un mayor area bajo la curva
postprandial, con concentraciones mayores de colesterol y
triglicéridos en las lipoproteinas ricas en triglicéridos
pequefias, comparado con la ingesta de un desayuno rico en
aceite de oliva. Sin embargo, en el grupo de voluntarios con
menor indice de masa corporal no se observan diferencias en

la respuesta postprandial entre los tres desayunos estudiados.

CONCLUSIONES SECUNDARIAS:

19) El consumo de un desayuno rico en nueces produce un
mayor area bajo la curva postprandial de adiponectina, con
concentraciones mayores a las 3 y 6 horas comparados con la
ingesta de los desayunos ricos en aceite de oliva o
mantequilla.

29) El consumo de un desayuno rico en nueces produce una
menor respuesta de acidos grasos libres, con un descenso de
las concentraciones 3 horas después de la ingesta y sin
aumento respecto a los valores basales a las 6 y 8 horas,
hecho que si se observa tras el desayuno rico en mantequilla.

39) No se ha observado un efecto diferencial del tipo de grasa
consumida ni cambios respecto al basal en la respuesta
postprandial de leptina, resistina y las moléculas solubles de

adhesion (ICAM-1 y VCAM-1) tras un desayuno rico en grasa.
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Abreviaturas

ABC= Area bajo la curva

ADN= Acido desoxirribonucleico

AG= Acidos grasos

AGL=Acidos grasos libres

AMP= Adenosin monofosfato

AMPK= Proteinquinasa activada por AMP

ApoAl= Apolipoproteina Al

ApoB= Apolipoproteina B

ApoE= Apolipoproteina E

ARNm= Acido ribonucleico mensajero

CETP= Proteina de transporte de ésteres de colesterol
Col= Colesterol

Col-LRT grandes= Colesterol en LRT grandes

Col-LRT pequenas= Colesterol en LRT pequefias
cols.= Colaboradores

DHA= Acido docosahexanoico

DM= Diabetes mellitus tipo 2

EE= Error estandar de la media

ELISA= Andlisis por inmunoadsorcidn con enzimas
ligados

EPA= Acido eicosapentanoico

gr= Gramos

HC= Hidratos de carbono

HDL= Lipoproteina de alta densidad

HOMA= Homeostatic Model Assessment

HW= (High weight) Grupo de participantes con
IMC>26,18

iABC= Incremento del area bajo la curva

IAM= Infarto agudo de miocardio
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e ICAM= Molécula de adhesién intercelular

e ICC= indice cintura-cadera

e IDL= Lipoproteina de densidad intermedia

e IL= Interleucina

e IMC= Indice de masa corporal

¢ Kg= Kilogramos

e LDL= Lipoproteina de baja densidad

e LDLc= Colesterol en lipoproteina de baja densidad

e LH=Lipasa hepatica

e LPL=Liporotein lipasa

e LRP= Proteina relacionada con el receptor de LDL
hepatico

e LRT=Lipoproteinas ricas en triglicéridos

e W= (Low weight) Grupo de participantes con
IMC<26.18

e MCP-1= Pproteina quimio-atrayente de monocitos

e MONO= Acidos grasos monoinsaturados

e M-CSF= Factor estimulante de colonias de macréfagos

e NASH= Esteatohepatitis no alcohdlica

e NF-xp= Factor nuclear de transcripcion «xf

e n-3= Acidos grasos poliinsaturados omega-3

e n-6= Acidos grasos poliinsaturados omega-6

e NO= Oxido nitrico

e OMS= Organizacién Mundial de la Salud

e POLI= Acidos grasos poliinsaturados

e PPAR= Receptores activados de proliferacién de los
peroxisomas

e QM= Quilomicrones

¢ RP= Retinil Palmitato
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SAT= Acidos grasos saturados

TG= Triglicéridos

TG-LRT grandes= Triglicéridos en LRT grandes
TG-LRT pequefas= Triglicéridos en LRT pequefnas
TNF-a= Factor de necrosis tumoral alfa

VCAM= Molécula de adhesion vascular

VLDL= Lipoproteinas de muy baja densidad
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significant differences were observed between the three types of meals in the postprandial

response of LW subjects.

Conclusion: HW subjects present a greater postprandial response than LW subjects, and they
benefit from the consumption of monounsaturated fatty acids from olive oil, to lower their
levels of TRL particles during the postprandial state.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

Introduction

The postprandial state is the period between the ingestion
of food and the post-absorptive state, and is the habitual
metabolic state of most people in western societies in the
course of the day. The most characteristic elements of this
phase include a rise in total triglycerides (TG) and TG-rich
lipoproteins (TRL) of intestinal and hepatic origin. The
relationship between these lipoproteins and atherosclerosis
is a process that depends on the magnitude and duration of
the postprandial state [1]. It has been shown that patients
suffering from macrovascular disease present higher levels
of postprandial TG [2] and remnant particles of intestinal
origin that independently predict the development of
cardiovascular disease [3]. There is wide variability in the
postprandial lipemic response, and it is influenced by
physiological, pathological, dietary and genetic factors
[4—6]. Previous studies have shown that the postprandial
response is greater in obese subjects [7,8] due to their
lower clearance of chylomicron remnants [9], a difference
that even attenuates those attributable to gender or race.
Where diet is concerned, a diminished postprandial
response has been observed with extremely low-fat diets
and diets enriched in n-3 polyunsaturated fats [10], with an
intermediate response in n-6 [11] and monounsaturated
fats [12]. In addition, in spite of the benefit found in the
consumption of n-3 fatty acids from vegetable origin, rich
in a-linolenic acid [13], its effect on the postprandial
lipoprotein metabolism is not well known.

Given that we do not know much about the interaction
between overweight and dietary fat on the postprandial
lipemic response, we decided to determine the influence of
different types of fat on postprandial lipemia, and the role
played by the degree of overweight in the modulation of
this response.

Methods

Subjects

Twenty-one men, aged 23+1.5 (range 18-30), were
included in this study. All of them gave informed consent
and underwent a comprehensive medical history, physical
examination, and clinical chemistry analysis before enrol-
ment. Subjects showed no signs of any chronic disease, and
none had unusually high levels of physical activity. None of
the subjects were taking medication or vitamins known to
affect plasma lipids. One of the inclusion criteria was
having BMI lower than 30 kg/m?. The 21 subjects were
divided into two groups on the basis of their position vis-a-
vis the median BMI of the group (26.18): lower-weight (LW)
subjects (BMI lower than the median) and higher-weight

(HW) subjects (BMI higher than the median). The study
protocol was approved by the Human Investigation Review
Committee of the Reina Sofia University Hospital.

Study design

Each subject, after 4 week on a typical Western-style
stabilization basal diet rich in saturated fat (38% fat: 16%
SFA, 16% MUFA and 6% PUFA; 15% protein and 47% carbo-
hydrates), underwent three postprandial lipemia trials, in
which they consumed meals with the same fat content
(1¢g fat/kg body wt, 7mg cholesterol/kg, and 40 retinol
equivalents/kg body wt) but with different fatty acid
compositions following a random administration order.
After fasting for 12 h, at time 0, the subjects were provided
a fat meal consisting of 50—66% of their daily normal intake
of calories. The meals provided 60% fat, 15% protein, and
25% carbohydrates. The fat composition of the foods used
in the postprandial lipemia studies was as follows: fat food
based on extra virgin olive oil (olive oil meal: 22% saturated
fatty acids (SFA), 38% monounsaturated fatty acids (MUFA),
4% polyunsaturated fatty acids (PUFA) and 0.7% a-linolenic
acid), fat food based on butter (butter meal: 35% SFA, 22%
MUFA, 4% PUFA, and 0.7% a-linolenic acid), and fat food
based on walnuts (Junglans regia L.) (walnuts meal: 20%
SFA, 24% MUFA, 16% PUFA, and 4% a-linolenic acid). The
meals were administered according to a Latin-square
design, so that all subjects received in random sequence
the three diets on three different occasions separated by
one week. Throughout the 11-h duration of the study, the
subjects neither performed physical activity nor consumed
anything but water. Venous blood samples were collected
in tubes containing 1 mg/mL EDTAO, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8.5 and
11 h after fat food intake at each time point.

Lipoprotein separations

Blood was collected in tubes containing EDTA to give a final
concentration of 0.1% EDTA. Plasma was separated by
centrifugation at 1500¢ for 15 min at 4 °C. The chylomicron
fraction of TRL (large TRL) was isolated from 4 mL plasma
overlain by 0.15 mol NaCl/L, 1 mmol EDTA/L (pH 7.4, den-
sity < 1.006 kg/L) by a single ultracentrifugal spin (36,200¢
for 30 min at 4 °C) in a type 50 rotor (Beckman Instruments,
Fullerton, CA). Chylomicrons, contained in the top layer,
were removed by aspiration after cutting the tubes, and
the infranatant was centrifuged at a density of 1.019 kg/L
for 24 h at 183,000x g in the same rotor. The non-chylomi-
cron fraction of TRL (small TRL) was removed from the top
of the tube. All operations were done in subdued light.
Large- and small TRL fractions were stored at —70 °C until
assayed for retinyl palmitate (RP).
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Lipid analysis

Cholesterol (C) and TG in plasma and lipoprotein fractions
were assayed by enzymatic procedures. Apo A-lI and Apo B
were determined by turbidimetry. HDL-C was measured by
analyzing the supernatant fluid obtained after precipitation
of a plasma aliquot with dextran sulphate and Mg?*.

RP assay

The RP content of large- and small TRL fractions was
assayed using a method previously described [14]. Briefly,
different volumes of the various fractions (100 ul for
chylomicrons and 100—500 ul for remnants) were placed in
13 x 100 mm glass tubes. The total volume in each tube was
adjusted, as needed, to 500 ul with use of isotonic sodium
chloride solution. Retinyl acetate (40 ng in 200 ul mobile
phase buffer) was added to each tube as an internal stan-
dard. Five hundred milliliters of methanol were added,
followed by 500 ul of the mobile phase buffer, for a total
vol of 1.7 ml. The mobile phase buffer was prepared fresh
on a daily basis by combining 90 ml hexane, 15 ml n-butyl
chloride, 5 ml acetonitrile, and 0.01 ml acetic acid (82:13:5
by volume with 0.01 ml of acetic acid). The tubes were
thoroughly mixed after each step. The final mixture was
centrifuged at 350x g for 15 min at room temperature, and
the upper layer was carefully removed by aspiration and
placed into individual autosampler vials. The autoinjector
was programmed to deliver 100 ul/injection and a new
sample every 10 min in a custom prepackaged silica column
SupelcoSil LC-SI (5 mm, 25cm x 4.6 mm inner diameter)
provided by Supelco Inc. (Bellefonte, PA). The flow was
maintained at a constant rate of 2 ml/min, and the peaks
were detected at 330 nm. The peaks of RP and retinyl
acetate were identified by comparing retention time with
a purified standard (Sigma, St. Louis, MO). The RP
concentration in each sample was expressed as the ratio of
the area under the RP peak to the area under the retinyl
acetate peak. All operations were performed in subdued
light.

Determination of Apo B 48 and Apo B 100

Apo B 48 and Apo B 100 were determined by sodium dodecyl
sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) as
described by Karpe and Hamsten [15]. Electrophoretic
separation was performed using a 3—20% gradient poly-
acrylamide gel with a vertical Hoeffer Mighty Small I
electrophoresis apparatus (Hoeffer Pharmacia Biotech, San
Francisco, CA). Gels were scanned with a video densitom-
eter scanner (TDI, Madrid, Spain) connected to a personal
computer to integrate signals. Background intensity was
calculated after scanning an empty lane. The coefficient of
variation for the SDS-PAGE was 7.3% for Apo B 48 and 5.1%
for Apo B 100.

Statistical analysis

Several variables were calculated in order to characterize
the postprandial responses of plasma TG, large TRL and
small TRL particles to the test meal. The area under the

curve (AUC) is defined as the area between the plasma
concentration-versus time curve and a line drawn parallel
to the horizontal axis. This area was calculated by
a computer program using the trapezoidal rule. The incre-
mental area under the curve (iAUC) was calculated as AUC
substracting baseline concentrations by maximal time of
extraction (660 min). When using AUC or iAUC, data were
tested for statistical significance by analysis of variance
(ANOVA) for repeated measures test, with 1 within-subject
factor: fat meal (3 levels: butter, olive oil, walnuts) and 1
between-subjects factor: BMI (HW/LW). When using abso-
lute values, data were tested for statistical significance by
ANOVA for repeated measures test, with 2 within-subject
factor: time (9 levels corresponding with each time of blood
sample during postprandial lipemia) and meal (3 levels:
butter, olive oil, walnuts), and 1 between-subjects factor:
BMI (HW/LW). When statistical significance was found,
Bonferroni’s post-hoc multiples comparisons test was used
to identify group differences. P values <0.05 were consid-
ered to be significant. All data presented in the text and
tables are expressed as means =+ SE. SPSS 14.0 for Windows
(SPSS Inc, Chicago, IL) was used for the statistical
comparison.

Results

We did not find any differences in the fasting values of the
variables according to each meal consumed (Table 1). HW
subjects showed higher plasma concentrations of TG, large
and small TRL-TG, large and small TRL-C and Apo B, and
lower concentrations of HDL-C and Apo A1 than the LW
group in fasting status, irrespectively of the type of fat
consumed. LW subjects presented a lower fasting plasma
glucose concentrations and a lower homeostasis model
assessment ratio (HOMA-R) as compared to the HW
subjects (Table 2). Irrespective of the type of meal
consumed, HW subjects presented higher iAUC for post-
prandial large TRL-TG, small TRL-TG, small TRL Apo B 100,
and a similar trend for plasma TG (P = 0.084). When
analyzing the specific effects of BMI on the postprandial
lipemia after each dietary fat model, iAUC was higher in
HW group than LW group for large TRL-TG, small TRL-TG
and Apo B 100 after the butter meal and for small TRL-C,
small TRL-TG and small TRL Apo B 100 after the walnuts
meal (Table 3). We observed an interaction between BMI
and type of meal consumed in the iAUC of small TRL-C and
a similar trend for small TRL-TG (P = 0.057). In HW
subjects, consumption of the butter or walnut-enriched
meals produced higher iAUC for small TRL-TG compared
with the intake of the olive oil-enriched meal. In contrast,
no significant differences during the postprandial response
were observed in LW subjects (Table 3). HW subjects pre-
sented higher postprandial concentrations of small TRL-C
and small TRL-TG after they consumed the walnut or
butter enriched meals than after an olive oil-enriched meal
in different timepoints of the postprandial lipemia (Figs. 1
and 2). Statistical analysis for AUC showed similar results
than iAUC, and additional significance was achieved for
BMI effect on plasma TG and interaction between BMI and
type of meal consumed effect on small TRL-TG (Data not
shown).
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Table 1  Baseline lipid, lipoprotein and apolipoprotein concentrations according to each meal consumed?.
Butter (n = 21) Olive oil (n = 21) Walnuts (n = 21) PP

C (mmol/L) 3.76 £0.13 3.83£0.15 3.78 £0.14 0.938
TG (mmol/L) 0.85+0.11 0.83+0.09 0.88 +0.10 0.944
HDL-C (mmol/L) 1.22 +0.05 1.24+0.04 1.24+0.04 0.953
APO A-l (g/L) 1.16 +0.03 1.17 +0.03 1.18 +£0.03 0.907
APO B (g/L) 0.66 +0.03 0.67 +0.03 0.65+0.03 0.886
Large TRL-C (mmol/L) 0.12 +0.01 0.12 +0.01 0.12 +0.01 0.866
Large TRL-TG (mmol/L) 0.12 +£0.04 0.11+0.03 0.11 £0.02 0.829
Small TRL-C (mmol/L) 0.19+£0.03 0.16 +0.02 0.19 £0.03 0.724
Small TRL-TG (mmol/L) 0.34+0.08 0.30+0.05 0.33 +0.06 0.943
Glucose (mmol/L) 4.84+0.10 4.70+0.17 4.94+0.11 0.485
Insulin (pmol/L) 57.78 +12.29 55.14 +15.07 56.45 +9.30 0.990
HOMA-R 1.82+0.48 1.84 +0.47 2.12+1.28 0.902

@ Mean + SE. C, cholesterol, TG, triglycerides, TRL, triglycerides-rich lipoproteins. Homa-R, homeostasis model assessment ratio.

b One-way ANOVA.

Discussion

Our data demonstrate that in HW subjects, the consumption
of the olive oil-enriched meal induced a lower postprandial
response compared with butter or walnuts-enriched meals,
while no significant differences were observed between the
three types of meals in the postprandial response of LW
subjects. Moreover, HW subjects present a greater post-
prandial lipemic response than LW subjects, in that they
presented higher iAUC for large TRL-TG and small TRL-TG,
and a similar trend for plasma TG, irrespective of the quality
of fat consumed. Interestingly this effect is associated with
anincrease in the number of particles containing Apo B 100 of
hepatic origin.

It has been published that in overweight persons, the
AUC of TG in the course of the day rises more than in the
normal subjects and weight loss decreases the magnitude
of the postprandial response [16], and that BMI is an inde-
pendent predictor of this response [17]. Our findings are
consistent with this effect, due to the lower level of

activity of lipoprotein lipase (LPL) and the diminished
ability to remove remnant particles as BMI increases [18].
The effects of BMI on postprandial TG may be modulated by
fasting lipids. When we performed the iAUC (which sets out
the fasting lipids), we observed a trend to significance
(P = 0.084), which was achieved for AUC (which includes
fasting lipids). Previous evidences indicate that overweight
patients present an increase of insulin resistance which
might lead to an increase in the production of TRL of
hepatic origin and a lower rate of clearance in plasma [19].
In concordance with this, we observed that HW subjects
presented a higher HOMA-R than LW subjects, with higher
levels of TRL particles from hepatic origin containing Apo B
100 during the later postprandial period after the fat
overload consumption. Moreover, there is evidence sup-
porting that this increase in postprandial TRL can lead to
dysfunction of pancreatic beta cells, suggesting that
changes in plasma lipoproteins observed in metabolic
syndrome associated with obesity are not merely a conse-
quence but also a cause of this illness [20]. Furthermore,

Table 2  Baseline lipid, lipoprotein and apolipoprotein concentrations according to each group of weight before the fatty test
meal®.
LW group (n = 10) HW group (n = 11) PP

C (mmol/L) 3.70 +0.08 3.88+0.13 0.261
TG (mmol/L) 0.66 +0.04 1.17 £0.12 0.001
HDL-C (mmol/L) 1.34+0.03 1.13+0.03 0.001
APO A-l (g/L) 1.21 +0.02 1.14 +0.02 0.025
APO B (g/L) 0.62 +0.02 0.70 +0.02 0.005
Large TRL-C (mmol/L) 0.11+0.01 0.13+0.01 0.050
Large TRL-TG (mmol/L) 0.08 +0.02 0.14+0.03 0.043
Small TRL-C (mmol/L) 0.13 +0.01 0.22 +0.03 0.021
Small TRL-TG (mmol/L) 0.21 +0.02 0.42 +0.06 0.005
Glucose (mmol/L) 4.63+0.11 5.02 +0.09 0.013
Insulin (pmol/L) 40.90 + 6.11 65.14+9.79 0.090
HOMA-R 1.30+0.20 2.43 4+ 0.45 0.048

@ Mean + SE. C, cholesterol, TG, triglycerides, TRL, triglycerides-rich lipoproteins. Homa-R, homeostasis model assessment ratio. LW,

lower-weight weight group. HW, higher-weight group.
b One-way ANOVA.
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Table 3
mass index group?®.

Incremental area under the postprandial curve (iAUC) for lipids and lipoproteins according to fat consumed and body

LW group (n = 10) HW group (n = 11) P>

Butter Olive Oil Walnuts Butter Olive Oil Walnuts P1 P2 P3
C —463+133 —468+159 —343+139 —706+133 —730+£159 —752+139 0.549 0.288 0.850
TG 213+ 109 188 + 60 192 + 105 486 +104 347 +57 337+68  0.084 0.220 0.309
Large TRL-C 62+ 14 51 + 11 47 +10 75+ 14 62 + 11 3610  0.690 0.068 0.502
Small TRL-C 52 + 17 76 +22 46+22 ¢ 102 +17 69 + 21 124+21  0.106 0.662 0.016
Large TRL-TG 174 + 48° 180 = 54 166 -+ 38 340 + 48 313+ 54 259 +38  0.007 0.590 0.725
Small TRL-TG 89 +39"¢ 90+32" 124+52"° 225+ 37 131 & 312 287 +50" 0.035 0.003 0.058
Large TRL-RP 1000 + 381 991 + 281 616 £217 1694 +363 1482+268 884207 0.156 0.024 0.633
Small TRL-RP 330+ 157 423 +121 325+ 117 605+157 429 + 121 486 +117 0.367 0.766 0.305
Large TRL-Apo B 48 411 +95 253 + 71 302 +78 369 + 91 284 + 68 3154+74  0.991 0.263 0.878
Small TRL-Apo B 48 239 + 67 111 £ 42 227 + 129 225 + 64 159 -+ 40 447 +£123 0.303 0.046 0.315

Large TRL-Apo B 100 6895 +1 242 4603 + 933

3816 £1 202 5698 +£1 184 4414+ 890

5807 +£1 146 0.841 0.205 0.313

Small TRL-Apo B 100 187441 392° 1458 +£1 261 2502 +1 197° 6488 +1 327 4653 +1 202 6766 +1 141 0.004 0.347 0.800

@ TG, triglycerides. C, cholesterol; TRL, triglycerides-rich lipoproteins; RP, retinyl palmitate; LW, lower-weight; HW, higher-weight;
BMI, Body mass index. Data expressed by mean + SE C and TG (mmol/L min); Apo B 48 and Apo B 100 (mg/L min); RP (ng/mls).

b Global analysis: data tested by repeated measures ANOVA with 1 within-subject factor (diet) and 1 between-subjects factor: BMI,
with interaction. P1: BMI effect. P2: diet effect. P3: BMI x diet interaction effect. Means within a row with different superscript numbers
are significantly different, P < 0.05 (multiple-comparisons Bonferroni post-hoc test).

¢ Significantly different from the intervention with the same meal in HW group.

the degree of obesity may also produce a different post-
prandial lipemic response to different types of dietary fat.
In our study, in the HW subjects group, the acute intake of
an olive oil-enriched meal produced lower postprandial
concentrations in different timepoints of the postprandial
lipemia of small TRL-C and small TRL-TG than the butter or
walnut-enriched meals. It is possible that the consumption

e Butter - @ - Olive oil —y—— Walnuts
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= 040 4
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0123456 85 11 0123456 85 11
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Figure 1  Postprandial cholesterol response in small triglyc-

erides-rich lipoproteins (TRL) in lower-weight (LW) group
(n = 10) and higher-weight (HW) group (n = 11) according to
each test meal consumed. Data are presented as mean =+ SE
(mmol/L). ANOVA for repeated measures: Time effect:
P =0.0001. Diet effect: P=0.118. BMI effect: P = 0.135.
Time by BMI interaction: P = 0.02. (a) Significant statistical
difference between olive oil and walnuts meals, p < 0.05. (b)
Significant statistical difference between olive oil and butter
meals, p <0.05. (c) Significant statistical difference between
walnuts and butter meals, p < 0.05.

of virgin olive oil and monounsaturated fats produces TRL
particles that have greater affinity for the hepatic receptor
(LRP) that is involved in their metabolism, inducing a more
rapid and efficient clearance of these TRL than do the other
types of fat studied here. Recently, it has been shown that
insulin induces the chylomicron remnants uptake to the
liver by LRP1 [21], while we have previously described that
the consumption of a MUFA-rich diet improved the insulin
sensitivity [22]. In addition, Rivellese demonstrated that
the consumption of a MUFA-rich diet modifies lipolytic
enzymes in adipose tissue in type 2 diabetic patients, by
increasing LPL and hormone-sensitive lipase activities [23].
Furthermore, Zheng et al. observed that the MUFA intake
activates synthetic and rapid catabolic pathways for TRL
metabolism that involve Apo E and Apo C-Ill and suppresses
the metabolism of more slowly metabolized VLDLs and IDLs,
which do not contain these apolipoproteins [24].

Only a few studies have measured the impact of
different types of fat on the postprandial response, with
particular attention to remnant TG-rich particles. Thomsen
et al. performed two studies in which they measure TG
found in the chylomicron-poor fraction, comparable to the
small TRL measured in our study, observing that there was
no difference between the fat overload provided by butter
or olive oil in overweight diabetic subjects [25], while
consuming olive oil was beneficial in slim, healthy subjects
[26]. The most frequent measure employed in studies that
have compared the postprandial impact of fat consumption
has been the response of postprandial TG. Most of these
studies have shown that meals enriched with SFA, MUFA or
n-6 PUFA have failed to find markedly different post-
prandial lipid responses. However, some studies did observe
increased [26] or diminished [27] responses following the
consumption of fat in the form of butter as compared with
olive oil. Nevertheless, some studies that compared the
effects of oils enriched with n-6 PUFA with olive oils rich in
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Figure 2 Postprandial triglycerides response in small

triglycerides-rich lipoproteins (TRL) in lower-weight (LW) group
(n = 10) and higher-weight (HW) group (n = 11) according to
each test meal consumed. Data are presented as mean + SE
(mmol/L). ANOVA for repeated measures: Time effect:
P =0.0001. Diet effect: P=0.016. BMI effect: P = 0.081.
Time by diet interaction: P = 0.003. (a) Significant statistical
difference between olive oil and walnuts meals, p < 0.05. (b)
Significant statistical difference between olive oil and butter
meals, p <0.05. (c) Significant statistical difference between
walnuts and butter meals, p < 0.05.

MUFA, observed equivalent [1,28] or reduced [29] post-
prandial lipemic responses with PUFA fat. Where long-chain
n-3 PUFA are concerned, it has been shown that these are
capable of reducing the postprandial TG response if they
are present in sufficient quantity in the meal [30], although
levels consumed were much higher than those usually
consumed in the regular diet. The comparative post-
prandial effects between the acute ingestion of MUFA and
n-3 PUFA of vegetable origin have yet to be studied; all
published studies to date being based on the interaction
between the acute and chronic ingestion of these fats
[31,32]. In these studies, the beneficial effects of olive oil
may have been reduced as a result of the low proportion of
the total contribution of energy made in the form of MUFA
(less than 2%), which was not sufficient to allow enable it to
be categorized as a Mediterranean diet [33]. Moreover,
long-chain n-3 fatty acids were administered in the form of
capsules of oil of marine origin, rich in docohexanoic acid
(DHA) and/or eicosapentanoic acid (EPA), in quantities well
above 4 g per day, a figure that is much higher than normal
consumption and would involve the daily consumption of
two servings of fatty fish (salmon, sardines, herring, etc.),
which is above the usual level of consumption for the
general population [34].

In conclusion, HW subjects presented a greater post-
prandial response, and they benefited by the consumption
of MUFA derived from olive oil as a way of improving their
postprandial lipoprotein metabolism, in that this type of fat
reduced the postprandial levels of TRL to a greater extent
than the other types of fat. This finding may be related to
the lower risk of cardiovascular disease that is associated
with the consumption of a Mediterranean dietary model
enriched in virgin olive oil.
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Article history: A deficit in adiponectin plays an important causal role in insulin resistance and metabolic
Received 12 November 2012 syndrome. We hypothesized that as seen during the fasting state, the intake of a walnut-
Revised 26 August 2013 enriched meal increased postprandial adiponectin. Twenty-one healthy white men
Accepted 28 August 2013 followed a 4-week baseline diet and then consumed 3 fat-loaded meals that included 1 g
fat/kg body weight (65% fat) according to a randomized crossover design: olive oil-enriched
Keywords: meal (22% saturated fatty acids [SFA], 38% monounsaturated fatty acids [MUFA], 4%
Human polyunsaturated fatty acids [PUFA]), butter-enriched meal (35% SFA, 22% MUFA, 4% PUFA),
Adiponectin and walnut-enriched meal (20% SFA, 24% MUFA, 16% PUFA, and 4% a-linolenic acid). Leptin,
Free fatty acids resistin, adiponectin, and free fatty acids were determined at 0, 3, 6, and 8.5 hours after the
N-3 fatty acids fat load. After the walnut-enriched meal, plasma adiponectin concentrations were higher at
PUFA 3 and 6 hours (P = .011, P = .046, respectively) compared with the butter-enriched meal and
Walnuts higher at 6 hours compared with the olive oil-enriched meal (P = .036). Free fatty acid levels
Postprandial state decreased from baseline at 3 hours after the walnut-enriched meal (P = .001). No differences

were observed between the 3 meals for leptin and resistin responses. Our data confirmed a
beneficial profile in the postprandial response to walnuts, source of omega-3 PUFA with an
increased postprandial adiponectin and lower postprandial free fatty acid responses. These
findings suggest that the postprandial state is important for understanding the possible
cardioprotective effects associated with omega-3 PUFA dietary fat.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction function in an autocrine and paracrine manner but also

participate in more than one pathway through the circulatory
Adipose tissue produces a multitude of bioactive peptides, system of the blood. The concept of adipose tissue as an
known as “adipokines” that not only affect the adipocyte endocrine organ originated in 1995 with the discovery of leptin
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and the extent of their biological functions [1]. For instance,
high levels of adiponectin have been associated with less
likelihood of developing insulin resistance, type 2 diabetes
mellitus [2], and coronary heart disease [3]. In addition,
plasma levels of resistin have been predictive of coronary
atherosclerosis in asymptomatic patients with family history
of coronary heart disease [4].

Several candidate genes may affect primary insulin action,
and particularly, the interaction with dietary fat is an
important modulator of glucose metabolism and insulin
resistance [5,6]. In this context, previous data indicate that
after a fatty meal, a rise has been noted in inflammatory
cytokines such as tumor necrosis factor o (TNF-a) or interleu-
kin 6 (IL-6), which are involved in the regulation of adiponec-
tin, by decreasing its concentrations. Moreover, chronic
consumption of saturated fatty acids (SFAs) has been inverse-
ly correlated with fasting adiponectin [7,8]. Interestingly, 1
study showed an improvement in plasma adiponectin con-
centrations after the daily consumption of 6.5 mL of olive oil
for 1 year, but this was enriched with omega-3 (n-3)
polyunsaturated fatty acids (PUFA) [9]. Furthermore, an
increase in circulating concentrations of adiponectin can be
observed with chronic consumption of walnuts [10,11], a
source of n-3 PUFA of vegetable origin, being associated with a
lower risk of developing cardiovascular disease [12,13].
However, the postprandial response to an overload with
high fat content has not been well established, with highly
variable results, and no evidence exists about the effect of
different quality of fats on it.

Postprandial metabolism is the physiological state of
humans in modern society and has become more important
because it has been demonstrated that the postprandial phase
is associated with increased inflammation and oxidation,
which influences vascular function through a continuous
aggression to the endothelium by atherogenic lipoprotein. In
this context, adipokines play a main role in the inflammatory
processes. On the other hand, dietary fat is probably the most
important environmental factor that modulates postprandial
lipemia and changes in postprandial metabolism take place
every time we eat a meal. Based on that, we hypothesized that
the acute intake of a walnut-enriched meal improves the
postprandial adipokines response as previously observed
during the fasting state. On this basis, we conducted a very
well-controlled study including healthy white volunteers who
were given 3 meals based on natural foods (butter, olive oil,
and walnuts) with the same fat content, but with different
fatty acid composition, to evaluate differences in the response
of several postprandial adipokines levels.

2. Methods and materials
2.1. Subjects

Twenty-one males, aged 23 = 1.5 (range, 18-30) years, were
included in this study. All of them gave informed consent and
underwent a comprehensive medical history, physical exam-
ination, and clinical chemistry analysis before enrollment.
Subjects showed no signs of any chronic disease, and none
had unusually high levels of physical activity. None of the

subjects were taking medication or vitamins known to affect
plasma lipids. One of the inclusion criteria was having a body
mass index lower than 30 kg/m? The study protocol was
approved by the Human Investigation Review Committee of
the Reina Sofia University Hospital.

2.2.  Study design

Each subject, after 4 weeks on a typical Western-style
stabilization basal diet rich in saturated fat (38% fat: 16%
SFAs, 16% monounsaturated fatty acids [MUFA], and 6% PUFA,;
15% protein and 47% carbohydrates), underwent 3 postpran-
dial lipemia trials, in which they consumed meals with the
same fat content (1 g fat/kg body weight, 7 mg cholesterol/kg,
and 40 retinol equivalents/kg body weight) but with different
fatty acid compositions, following a random administration
order. After fasting for 12 hours, at time 0, the subjects were
provided with a fatty meal consisting of 50% to 66% of their
normal daily intake of calories. The meals provided 60% fat,
15% protein, and 25% carbohydrates. The fat composition of
the foods used in the postprandial lipemia studies was as
follows: fatty food based on extra virgin olive oil (olive oil-
enriched meal: 22% SFA, 38% MUFA, 4% PUFA, and 0.7% o-
linolenic acid), fatty food based on butter (butter-enriched
meal: 35% SFA, 22% MUFA, 4% PUFA, and 0.7% o-linolenic
acid), and fatty food based on walnuts (Junglans regia L.)
(walnut-enriched meal: 20% SFA, 24% MUFA, 16% PUFA, and
4% o-linolenic acid). The meals were administered according
to a Latin-square design, so that all subjects received in
random sequence the 3 diets on 3 different occasions
separated by 1 week. Throughout the 8.5-hour duration of
the study, the subjects neither performed physical activity nor
consumed anything but water. Venous blood samples were
collected in tubes containing 1 mg/mL EDTA 0, 3, 6, and 8.5
hours after fat food intake at each time point.

2.3. Lipoprotein separations

Blood was collected in tubes containing EDTA to give a final
concentration of 0.1% EDTA. Plasma was separated by
centrifugation at 1500¢ for 15 minutes at 4°C. The chylomicron
fraction of triglyceride (TG)-rich lipoproteins (TRL) (large TRL)
was isolated from 4-mL plasma overlain by 0.15 mol NaCl/L, 1
mmol EDTA/L (pH 7.4, density <1.006 kg/L) by a single
ultracentrifugal spin (36200g for 30 minutes at 4°C) in a type
50 rotor (Beckman Instruments, Fullerton, CA). Chylomicrons,
contained in the top layer, were removed by aspiration after
cutting the tubes, and the infranatant was centrifuged at a
density of 1.019 kg/L for 24 hours at 1830009 in the same rotor.
The nonchylomicron fraction of TRL (small TRL) was removed
from the top of the tube. All operations were done in subdued
light. Large and small TRL fractions were stored at -70°C.

2.4. Lipid and insulin analysis

Cholesterol (C) and TG in plasma and lipoprotein fractions
were assayed by enzymatic procedures [14,15]. Apolipoprotein
A-I and Apolipoprotein B were determined by turbidimetry
[16]. High-density lipoprotein C was measured by analyzing
the supernatant fluid obtained after precipitation of a plasma
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aliquot with dextran sulfate and Mg2+ [17]. Assays for insulin
were performed in the hospital’s biochemical laboratory by a
chemiluminescent microparticle immunoassay (Architect
Insulin Assay; Abbott, Wiesbaden, Germany).

2.5. Determination of adipokines

Leptin was determined by a commercial enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) (Leptin ELISA; DRG Instruments
GmbH, Marburg, Germany). Adiponectin was quantified by a
commercial ELISA (Human adiponectin/Acrp30 inmunoassay;
R&D Systems, Inc, Minneapolis, MN, USA). Resistin was
assessed by a commercial ELISA (Human resistin ELISA kit;
Linco Research, Inc, St. Charles, MO, USA). Free fatty acids
(FFAs) were determined with a commercial kit for chromo-
genic assay (Free Fatty Acids, Half-Micro Test; Roche Diag-
nostic GmbH, Penzberg, Germany).

2.6. Statistical analyses

Power calculations were done to estimate sample size re-
quirements. These calculations were based on the literature
for total adiponectin in healthy subjects [18]. A sample size of
8 subjects was estimated to give 80% power to detect a 13%
postprandial change at 6 hours in total adiponectin (7.0 + 1.8
ug/mLto 6.1 + 1.8 ug/mL). Twenty-one subjects were recruited.

All data presented in the text and tables are expressed as
means + SE. SPSS 18.0 for Windows (SPSS, Inc, Chicago, IL) was
used for the statistical comparison. The area under the curve
(AUC) is defined as the area between the plasma concentration—
vs-time curve and a line drawn. When using AUC, data were
tested for statistical significance by analysis of variance
(ANOVA) for a repeated measures test, with 1 within-subject
factor: fatty meal (3 levels: butter, olive oil, walnuts). When
using absolute values, data were tested for statistical signifi-
cance by ANOVA for a repeated measures test, with 2 within-
subject factor: time (9 levels corresponding with each time of
blood sample during postprandial lipemia) and meal (3 levels:
butter, olive oil, walnuts). When statistical significance was
found, Bonferroni’s post hoc multiples comparisons test was
used to identify group differences. The significance of the

correlations was examined by using the Pearson correlation
coefficient test (r). P < .05 was considered to be significant.

3. Results

We did not find any differences in the fasting values of the
variables according to each meal consumed (Table 1). The
intake of the walnut-enriched meal induced a higher post-
prandial AUC of adiponectin compared with the olive oil- or
butter-enriched (P = .015 and P = .013, respectively) meals. No
differences were observed in the postrandial AUC of leptin,
resistin, and FFA (Table 2). When we analyzed the time points
during the postprandial period, the consumption of a walnut-
enriched meal induced higher plasma adiponectin concen-
trations at 3 and 6 hours (P = .011, P = .046, respectively)
compared with the butter-enriched meal and higher at 6 hours
(P =.036) than did the olive oil-enriched meal, a similar trend at 3
hours (P = .056) (Fig. A). There was a decrease in FFA levels at 3
hours from baseline after the walnut- and butter-enriched meals
(P = .001 and P = .013, respectively). Subsequently, a significant
increase in FFA levels from baseline was found at 6 and 8.5
hours after the butter-enriched meal (P = .008 and P = .004,
respectively) ( Fig. B). No changes from baseline and no
differences between the different fatty test meals in any of the
different time points were observed in leptin and resistin
postprandial responses (Fig. C and D). Postprandial insulin
concentrations were not correlated with postprandial adiponec-
tin (r = -0.006, P = .957), leptin (r = -0.075, P = .483), or resistin (r =
0.122, P = .275) concentrations, but with FFA concentrations (r = —
0.355, P = .001). Postprandial FFA concentrations were not
correlated with postprandial adiponectin concentrations (r =
0.004, P = .957). Body mass index was not significantly correlated
with the AUC of adiponectin either after the different fat loads
(butter-enriched [r =-0.215, P =.362], olive oil-enriched [r =-0.171,
P = 471], or walnut-enriched meals [r = -0.220, P = .352]).

4, Discussion

Our study shows that the consumption of a walnut-enriched
meal resulted in a higher postprandial adiponectin response

Table 1 - Baseline lipid, lipoprotein, and apolipoprotein concentrations according to each meal consumed

Butter Olive oil Walnuts P
Cholesterol (mmol/L) 3.76 + 0.13 3.83 +0.15 3.78 +0.14 938
TG (mmol/L) 0.85 +0.11 0.83 + 0.09 0.88 + 0.10 944
HDL-C (mmol/L) 1.22 + 0.05 1.24 + 0.04 1.24 + 0.04 953
APO A-I (g/L) 0.12 + 0.003 0.12 + 0.003 0.12 + 0.003 .907
APO B (g/L) 0.07 = 0.003 0.07 + 0.003 0.07 + 0.003 .886
Large-TRL C (mmol/L) 0.06 + 0.005 0.06 + 0.004 0.06 + 0.004 .866
Large-TRL TG (mmol/L) 0.06 + 0.02 0.06 + 0.01 0.06 + 0.01 .829
Small-TRL C (mmol/L) 0.09 + 0.02 0.08 + 0.01 0.09 + 0.02 724
Small-TRL TG (mmol/L) 0.17 + 0.04 0.15 + 0.02 0.16 + 0.03 943
Glucose (mmol/L) 4.84 + 0.10 4.70 £ 0.17 494 +0.11 485
Insulin (pmol/L) 57.78 + 12.29 55.14 + 15.07 56.45 + 9.30 .990
HOMA-R 1.82 + 0.48 1.84 + 0.47 2.12 +1.28 .902

Values are expressed as means + SE. n = 21 per each meal. Data are tested by 1-way ANOVA. Abbreviations: HOMA-R, Homeostasis model

assessment ratio; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol.
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Table 2 — Area under the postprandial curve according to each meal consumed

Butter Olive oil Walnuts P
Adiponectin (ng/mL - h) 47896 + 75687 46592 + 6719° 59845 + 8696° .001
Resistin (ng/mL - min) 5002 + 333 4809 + 281 5106 + 349 .220
Leptin (ng/mL - min) 11537 + 958 12365 + 891 12900 + 1253 .286
FFA (mmol/L - min) 208 + 11 210 + 15 183 + 14 112

Data are expressed as means + SE. n = 21 per each meal. Data are tested by repeated-measures ANOVA with 1 within-subject factor (meal).
Means within a row with different superscript letters are significantly different; P < .05 (multiple-comparisons Bonferroni post hoc test).

compared with the intake of butter- and olive oil-enriched
meals. We found that the intake of a walnut-enriched meal
induced higher plasma adiponectin concentrations at 180 and
360 minutes compared with the butter-enriched meal and
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higher at 360 minutes than did the olive oil-enriched meal.
During the fasting state, the intake of walnuts showed a direct
correlation with fasting levels of adiponectin in diabetic
women [11]. In another recent study, an increase in circulating
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Fig. - Postprandial adiponectin (1A), FFA (B), leptin (C), and resistin (D) responses according to each test meal consumed. n = 21
per each meal. Data are presented as means * SE, adiponectin, leptin, resistin (ng/mL), and free fatty acids (mmol/L). Analysis of
variance for repeated measures: adiponectin: time effect: P = .084, meal effect: P =.002, time-by-meal interaction effect: P = .269;
FFA: time effect: P =.001, meal effect: P =.115, time-by-meal interaction effect: P =.287; leptin: time effect: P =.210, meal effect: P
= .224, time-by-meal interaction effect: P = .824; resistin: time effect: P = .045, meal effect: P = .267, time-by-meal interaction
effect: P = .257. (a) Statistically significant difference between walnut- and butter-enriched meals, P < .05. (b) Statistically
significant difference between walnut- and olive oil-enriched meals, P < .05. (c) Statistically significant change from baseline
after butter-enriched meal, P < .05. (d) Statistically significant change from baseline after walnut-enriched meal, P < .05.
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levels was observed within a few days of intake in obese
patients with metabolic syndrome [10]. This association had
not been previously studied postprandially.

The PUFA content may be the mechanism involved in this
response. The relationship between the different types of
dietary fatty acids and the expression of adiponectin levels
has been well documented in the fasting but not in the
postprandial state. In healthy humans, SFA intake was
correlated negatively with circulating adiponectin levels,
whereas n-3 PUFA was positively associated [7]. The walnut-
enriched meal had 12% more PUFA and 3.3% more a-linolenic
acid (ALA) as fat content than the butter- or olive oil-enriched
meals, which means a range from 3.5 to 4.7 g of ALA and 17.5
to 23.7 g of PUFA per meal according to volunteer’s weight.

Two previous studies compared the effect of different
amount of fat composition on the adiponectin postprandial
response. In one of them, after a high-fat meal (71% of energy),
no difference between a high-SFA meal (71% saturated vs 29%
unsaturated) and a low-SFA meal (55% vs 45%) was found [19]. In
the same context, in a previous study, the intake of 3 breakfasts
with different fat content (rich in SFA, MUFA, and carbohydrates,
respectively) showed no differences in postprandial adiponectin
levels at 180 minutes after the overload [20], although in this
study, n-3 PUFA supplementation was not studied.

In our study, we did not find significant correlation between
adiponectin and insulin concentrations during the postpran-
dial state. This postprandial association has neither been found
after an overload of fat in healthy or diabetic volunteers [18] or
in overweight volunteers before and after an energy restriction
[21]. However, Rubin et al [22] observed a negative correlation
between adiponectin and insulin concentrations in patients
with abdominal obesity with and without metabolic syndrome.
Specifically, the degree of insulin resistance and basal adipo-
nectinemia [homeostasis model assesment ratio, (HOMA-R),
4.6; insulin, 16.2 mU/L; adiponectin, 4071 ng/mL] in this study
was higher than in our study (HOMA-R, 1.9; insulin, 8.1 mU/L;
adiponectin, 6231 ng/mL). The degree of insulin resistance and
chronic hyperinsulinemia are the most important predictors of
fasting adiponectin levels [23,24], but this is not clear during the
postprandial state. The daily profile of plasma adiponectin
levels revealed, in a study performed by Hotta et al [25], that it
was not affected by food intake, in contrast with increased
plasma insulin levels, suggesting that insulin does not have an
acute effect on the plasma adiponectin level. This finding
suggests that a prolonged hyperinsulinemic state, not only an
acute change of insulin, is required to lower circulating
adiponectin levels.

It has been suggested that adiponectin plays a significant
role in modulating circulating levels of FFA [26]. Besides,
postprandial adiponectin response has been inversely corre-
lated with the magnitude of postprandial FFA increase [27].
Insulin may be involved in this relationship, as it is correlated
with FFA like we have seen in our study, mediated by different
pathways, as previously described in literature [28,29]. How-
ever, in our study, we did not find correlation between
adiponectin and FFA, and the lack of correlation between
plasma adiponectin and insulin could explain this result.

Although statistically significant differences have been
observed in neither AUC nor different time points of the
postprandial curve, the postprandial FFA response differed

between the fatty meals used, being lower after the walnuts
meal. This has been already reflected in previous studies
where postprandial responses have been higher with SFA- and
lower with PUFA-rich foods [30,31]. We have seen, in our work,
a similar curve to the rising part of the FFA response with olive
oil- and butter-enriched meals, as seen previously in the work
of Robertson et al [32] during the sixth postprandial hour or in
the work by our group at the third hour [20]. Furthermore, in
this study, there was a significant decrease at 3 hours after
butter- and walnut-enriched meals, but not with the olive oil-
enriched meal. This is consistent with previous results of
Roche et al [33], where a MUFA-rich meal showed a lower
suppression of the FFA response during the first few hours
after meals. This suggests that the type of fatty acids in the diet
influences the FFA postprandial response.

Finally, no differences among the 3 test meals in the
postprandial response of leptin and resistin were observed.
Previously, in a study comparing 2 high-fat meals with
different saturated/unsaturated fat ratios (70:30 vs 55:45) in
healthy subjects, there was no difference in response between
meals, with a significant decrease in leptin after both meals
[34]. In addition, no differences between different types of fat
were observed in the postprandial response of resistin [20].

Our study includes a very carefully characterized popula-
tion. Moreover, our design has the strength of reproducing
real-life conditions with home-prepared foods, reflecting
usual practice. On the other hand, our present study does
have some limitations. We could not measure the percentage
of PUFA content of each meal (%docosahexaenoic, eicosapen-
taenoic, docosapentaenoic acids...). For this reason, we could
not accurately determine whether the benefit found in the
adiponectin response is due to higher ALA content or the rest
of PUFA content in the walnut-enriched meal. Consequently,
we should be very cautious when interpreting our results.
Walnuts contain a wide array of nutrients such as dietary
fiber, arginine-rich protein, and other compounds with
biological activity such as flavonoids, other polyphenols, and
sterols, which may also be responsible for this effect. We did
not find this response to be associated to insulin or FFA
concentrations. Other determinations, which may be missing,
plasma TNF-o and IL-6, TNF-o and IL-6 messenger RNA in
peripheral blood mononuclear cells, adiponectin gene, and
receptor variants, would help to clarify these results.

In conclusion, our data confirm the research hypothesis as
we found a beneficial profile in the postprandial response
after a walnut-enriched meal with a higher adiponectin
response compared with the butter- or olive oil-enriched
meals. The PUFA and specifically ALA content may be the
mechanism involved in this response. These findings would
suggest that the postprandial state is important for under-
standing the possible cardioprotective effects associated with
n-3 PUFA dietary fat. Future studies will provide further
insight into the mechanisms through which dietary walnuts
exert their beneficial actions.
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