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|. RESUMEN

Introduccién: La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) cursa con aterosclerosis acelerada. Los
fendmenos involucrados en este proceso no estan completamente establecidos.

Hipotesis de trabajo: La ingesta de una dieta mediterranea puede inducir un menor grado de
estrés oxidativo asociados a una disminucion en la expresidon postprandial del sistema de la
proteina desacoplante tipo 2 (UCP2).

Objetivo principal: Estudiar en pacientes obesos con resistencia a la insulina el efecto de tres
modelos de dietas isocalo6ricas sobre la expresion génica de UCP2 en el tejido adiposo periférico
en el estado postprandial.

Objetivos secundarios: Determinar el efecto basal y postprandial de cada modelo de
alimentacién sobre marcadores plasmaticos de estrés oxidativo, el perfil lipidico e hidrocarbonado
y la funcion endotelial microvascular.

Poblacion, diseno y metodologia: Participaron once voluntarios con resistencia a la insulina y
obesidad central y antecedentes familiares de DM2. Los sujetos realizaron tres dietas isocaléricas
de 28 dias: una rica en grasa saturada (SAT), una rica en grasa monoinsaturada (MONO) y otra
rica en hidratos de carbono (HC). Al final de cada periodo, tras un desayuno de sobrecarga, se
determiné la expresion postprandial de UCP2 en el tejido adiposo periférico, la vasodilatacion
dependiente del endotelio (VDE) basal y tras 150 minutos de la ingesta. Ademas, se midieron los
niveles del perfil lipidico, LDL oxidada (LDL-ox) y nitrotirosina (NT) tanto en situacién basal como
postprandial.

Resultados: La expresion postprandial de acido ribonucléico mensajero (ARNm) de UCP2 en el
tejido adiposo periférico era mayor tras la dieta rica en HC. Las concentraciones postprandiales
de glucosa e insulina incrementaron tras la comida alta en HC mientras que los acidos grasos
libres (AGLs) aumentaron tras las dietas altas en grasas. Los niveles de colesterol total,
triglicéridos y colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) no cambiaron durante las tres
fases de dieta; mientras que el colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) disminuyé
tras la dieta alta en HC. La concentracion postprandrial de LDL-ox disminuy®é tras la ingestion de la
dieta MONO, vy los niveles séricos de NT incrementaron tras la ingesta de una dieta rica en HC.
La VDE postprandial medida con laser-doppler fue mayor tras el consumo agudo de una dieta rica
en aceite de oliva.

Conclusiones: En personas con sobrepeso y resistencia a la insulina, la ingesta aguda de un
desayuno rico en aceite de oliva virgen se asocia a una menor expresion postprandial de UCP2 en
el tejido adiposo periférico, mayores niveles de HDL y menores de LDL-ox y NT y una mejoria de
la VDE.

Conflicto de intereses: Este trabajo carece de conflicto de intereses con ninguna companfia u
organizacién que haya colaborado en la investagacién. Ha sido financiada con las becas
concedidas por la Secretaria General de Calidad y Eficiencia, Junta de Andalucia, Exp. 78/02,
240/04 y 462/06, el CIBER 6/03/0047, la Fundacién Espafiola de Aterosclerosis (Beca Astra
Zeneca 2003), la Fundacion Avenzoar de Sevilla (2004) y la Fundacién del Colegio de Médicos de
Cérdoba (2004).
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II. INTRODUCCION

1. IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA DE LA DIABETES Y LA OBESIDAD

La DM2 es una enfermedad multifactorial que cursa con hiperglucemia y diversas alteraciones
metabdlicas, constituyendo una causa principal de morbimortalidad en los paises occidentales. En
estos paises, la incidencia continia incrementandose por lo que estd alcanzando cifras
endémicas. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se calcula que el numero
aproximado de casos de diabetes para el afio 2.030 sera de 366 millones en el mundo de los que
casi 48 millones corresponderan a Europa y unos 3,75 millones perteneceran a nuestro pais. Si
nos situamos en el afio 2.002, la prevalencia total de diabéticos menores de 20 afios en Estados
Unidos (EEUU) fue de 210.000, que supone un 0,26% de la poblacién en este grupo etario,
aumentando a un 8,7% en sujetos de entre 20 y 60 afios y a un 18,3% en aquellos mayores de 60
afios. Si se realiza un analisis en funcién de las caracteristicas raciales, se aprecia una mayor
incidencia entre los indios americanos, nativos de Alaska y Hawai, asiaticos y personas de raza

negra no hispanos.

La importancia de estos datos epidemiolégicos radica en la mayor morbimortalidad de los
pacientes diabéticos frente a aquellos que no lo son. De este modo, en el afio 2.000, la diabetes
supuso la sexta causa de muerte de la poblacién, estimandose que existe el doble de riesgo de
muerte entre los pacientes diabéticos. Si analizamos los datos de este mismo afio en EEUU con
respecto a la morbilidad, encontramos que el riesgo de morir por un evento cardiaco o un ictus es
de 2-4 veces mayor entre los sujetos diabéticos y que estos presentan altas tasas de
complicaciones como ceguera, neuropatia, coexistencia de hipertension arterial  (HTA),

amputaciones, complicaciones durante el embarazo, etc.

En cuanto a la incidencia de la enfermedad destaca el incremento del numero de nuevos casos de
diabetes tipo 2 en nifios, por lo que esta siendo objeto de activa investigacidn en los ultimos afios.
Datos epidemiologicos aportados por la Universidad de Chicago, a partir de una base de datos
realizada desde 1985, encontraron que se estad produciendo un aumento en el diagnéstico de
diabetes mellitus no tipo 1 en niflos y que es mas frecuente en nifios obesos, de raza negra no
hispanos y con antecedentes familiares de primer grado de diabetes®. En otro trabajo se relaciona
la obesidad con la resistencia insulinica e incluso se llega a plantear la necesidad de un método
de cribaje en nifios obesos con pruebas de tolerancia oral a la glucosa®. Por estos motivos, se han
intentado establecer una serie de marcadores y/o de factores de riesgo pronésticos para el
desarrollo de DM2 de forma precoz como los descritos por Gungor y colaboradores, que proponen
como posibles marcadores la obesidad, la existencia de antecedentes familiares de DM2, el

pertenecer a minorias étnicas, el padecer un sindrome de ovario poliquistico o presentar acantosis
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nigricans y tener antecedentes maternos de DM2 o de diabetes gestacional®. Todos estos
hallazgos unidos a la existencia de altas tasas de agregacion en una misma familia, supone que el
tratamiento de la DM2 en jovenes debe afrontarse desde el nucleo familiar, acordando un cambio
en el estilo de vida de la familia de forma mantenida®. La agregacion familiar ha sido estudiada en
multiples trabajos, y parece estar debida a un desequilibrio entre la sensibilidad y la secrecion
insulinica con una heredabilidad estimada del 70%°, que se pone de manifiesto de forma precoz

en sujetos con historia familiar de DM2, fundamentalmente desde la pubertad.

En estados de prediabetes, como la intolerancia a la glucosa, se duplica el riesgo de desarrollar
arteriosclerosis, mientras que los diabéticos tienen un riesgo de tres a cuatro veces superior al de

la poblacién normal’, como se ha observado en el estudio Framingham, a finales de los afios 708,

Cuando se inicia la resistencia insulinica, se produce un incremento de la secrecion de insulina
compensatorio con el fin de mantener las cifras de glucemia plasmatica dentro de los limites de
normalidad. Esta situacion perpetua la tolerancia a la glucosa durante un periodo de tiempo a
través de la compensacion de la célula B pero, en un porcentaje de casos, este mecanismo
compensatorio falla provocando un aumento de la concentracion de glucosa en el plasma, que

conlleva la aparicion de diabetes®.

Si la hiperinsulinemia es un factor independiente que incrementa el riesgo cardiovascular en
personas no diabéticas no se conoce suficientemente, pero suele predecir la aparicion de DM2 y
cursa con una tipica alteracién del perfil lipidico con elevadas concentraciones de colesterol
vehiculizado por lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), LDL pequefias y densas'®, un
descenso de los niveles de HDL'" e HTA'2. El sindrome de resistencia a la insulina, descrito como
sindrome X por Reaven en 1988, se caracteriza por una serie de alteraciones metabdlicas y
hemostaticas entre las que se incluyen una alteracion de la tolerancia a la glucosa,
hiperinsulimemia, HTA, dislipemia, la existencia de un estado protrombético-hipofibrinolitico,

estrés oxidativo y disfuncion endotelial™ ™.

Sin embargo, en los estadios mas precoces de la resistencia a la insulina se evidencia una
disfuncién endotelial que finalmente evolucionara a una arteriosclerosis franca generalizada™
responsable de la apariciébn de la macroangiopatia diabética con afectacién vascular coronaria,
cerebrovascular y periférica causantes de la morbimortalidad cardiovascular de los pacientes
diabéticos'®. Pero la resistencia a la insulina esta intimamente relacionada con la obesidad"’.
Igualmente, se ha demostrado que la obesidad se asocia de forma independiente a la existencia
de una alteracion de la funcién endotelial y a un engrosamiento de la pared vascular'® . Este
hallazgo ha provocado el desarrollo de diferentes estudios, entre los que destaca el realizado por
Woo y colaboradores®, en el que se estudia la reversibilidad de estas alteraciones tras someter a

pacientes obesos o con sobrepeso a una modificacion de su dieta habitual, acompafiada o no de
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ejercicio fisico observando que la disfuncién endotelial asociada a la obesidad revierte
parcialmente tras un periodo de 6 semanas de dieta, mejorando aun mas si ésta se acompana de
ejercicio de forma mantenida. Estos parametros llegan casi a normalizarse cuando el periodo de
intervencion se prolonga durante 1 afio, incluyendo la VDE vy el grosor intima-media (GIM). Por lo
tanto, las medidas de educacién sanitaria promoviendo habitos de vida saludables puede

conllevar beneficios clinicos disminuyendo el riesgo de futuros eventos cardiovasculares?'.

2. EFECTOS BENEFICIOSOS DE LA DIETA MEDITERRANEA

Las enfermedades degenerativas cronicas, también llamadas por la OMS enfermedades no
transmisibles y relacionadas con los habitos dietéticos y nutricionales estdn aumentando su
incidencia en el mundo debido al proceso de globalizacién al que estamos sometidos en los
ultimos afos. Este hecho conlleva la adquision de nuevos habitos higiénico-dietéticos, adoptando
una alimentacién caracterizada por un aumento del consumo de grasa SAT, que generalmente se
acompafa de una menor ingesta de fibra, frutas y verduras, una reduccién en la actividad fisica y
un incremento del consumo de tabaco que, finalmente, llevan al desarrollo de sobrepeso y
obesidad. La consecuencia de este proceso son una mayor prevalencia de enfermedades
cronicas relacionadas con la dieta como la DM2, enfermedades cardiovasculares, la HTA, los

accidentes vasculares cerebrales y determinados canceres.

Los datos de prevalencia de estas enfermedades secundarias a los cambios dietéticos, previsibles
para el afio 2020, son poco halaglenos, calculandose que estaran involucradas en casi el 75% de
las muertes y en el 71%, 75% y 70% de las muertes por cardiopatia isquémica, ictus y diabetes
respectivamente®’. Es mas, el Proyecto Eurodiet puso de manifiesto que, en los paises del sur de
Europa en los que clasicamente se consumia una dieta mediterranea rica en aceite de oliva, el
porcentaje de grasas SAT ingerido era superponible al de los paises nérdicos?. Por este motivo,
en la mayoria de los paises europeos se estan realizando recomendaciones sobre la reducciéon
del consumo de grasas, fundamentalmente de las saturadas, ya que éstas se han asociado

clasicamente con desarrollo de obesidad, resistencia insulinica e hiperinsulinemia24.

2.1. El aceite de oliva: composicion y efectos biolégicos

El conocimiento de las cualidades saludables del consumo de aceite de oliva, dentro de una dieta
mediterranea, eran conocidas ya desde la antigua Grecia y tuvieron gran repercusién en la
medicina arabica. Sin embargo, no ha sido hasta el siglo XX cuando todas estas ideas han
comenzado a tener una base cientifica®. En la ultima década ha crecido el interés por la dieta
mediterranea debido al conocimiento de sus efectos beneficiosos, no sélo desde el punto de vista

cardiovascular, sino también a otros niveles. Ademas, al ser una dieta con un alto contenido en
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grasas le aporta un interés gastronémico especial, al aumentar su palatabilidad, explicando de
este modo su gran difusién y aceptacién. Su caracteristica fundamental radica en que la mayor
parte de su contenido graso procede del aceite de oliva, rico en MONO, especialmente acido
oleico. El aceite de oliva esta compuesto de dos fracciones fundamentales, desde el punto de
vista cuantitativo. La mayor parte la constituyen los compuestos saponificables gliceridicos, como
los triglicéridos (TG) que constituyen el 98-99%. Entre ellos destaca la abundancia de acido oléico
que constituye del 60-84% del total de acidos grasos de los TG, mientras que el acido linoleico
so6lo supone del 3-21% de su composicion. Pero de forma afiadida, el aceite de oliva posee una
serie de microcomponentes no grasos que representan del 1-2% y, que le aportan un gran interés
biologico del que carecen el resto de aceites vegetales, con composicidn grasa similar, como el de
girasol, soja y colza. Entre estos micronutrientes cabe destacar los hidrocarburos (escualeno,
carotenoides y clorofila), los tocoferoles (alfa, beta y gamma tocoferol), los aromatizantes, los
estenoles y esteroles y los compuestos fendlicos. Estos ultimos pueden ser acidos fendlicos
simples (hidroxitirosol, tirosol, cafeico, cumarico, galico y vainilico), secoiroides (oleuropeina y

ligstrésido), flavonoides (apigenina, luteolina) y lignanos (pinoresinol y 1-acetopinoresinol).

El primer estudio multicéntrico, realizado para establecer las posibles consecuencias de la ingesta
de diferentes dietas, fue el estudio de los Siete Paises. En él se siguieron 11579 varones sanos en
siete paises durante 15 afios y se demostré que la mortalidad total estaba intimamente
relacionada con la ingesta de grasa SAT e inversamente con la toma de grasa MONO, sin
encontrarse relacion con la toma de acidos grasos poliinsaturados (POLI), proteinas, HC ni
alcohol. Ademas, establecieron que existia una intima relacién entre el consumo de grasa SAT,
las cifras plasmaticas de colesterol y el riesgo de padecer una enfermedad coronaria?®®. De forma
inversa, la ingesta mantenida de MONO, fundamentalmente aportados en forma de aceite de
oliva, ha demostrado ser muy beneficiosa. Tras este primer trabajo se han llevado a cabo otros
entre los que se destacan el Lyon Diet Heart Study?” que demostré por primera vez los efectos
beneficiosos de la dieta mediterranea en pacientes que habian sufrido un infarto agudo de

miocardio y los realizados por Trichopoulou y colaboradores?®*°

que han demostrado en poblacién
general y en pacientes postinfartados una reduccién en la mortalidad tanto por enfermedad
coronaria como por cancer en personas que consumian de forma mantenida una dieta

mediterranea.

Efectos del aceite de oliva sobre los factores de riesgo cardiovascular

Los efectos saludables del consumo del aceite de oliva son multiples y afectan a varios
mecanismos de vital importancia en el area cardiovascular, ademas de la mejoria del control

lipidico y otros factores metabélicos®'. La ingesta de una dieta mediterranea, basada en el aceite
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de oliva, mejora el metabolismo lipoproteico postprandrial al inducir cifras mas bajas de
triglicéridos y de LDL y mas elevadas de HDL®* *. Este efecto es patente tanto al comparar el
consumo de una dieta rica en MONO frente a una pobre en grasa y con alto contenido en HC
como al compararlo frente a una dieta alta en grasa SAT*. Este hecho es caracteristico de las
grasas MONO, no siendo exclusivo del aceite de oliva sino de todos los aceites ricos en acido
oleico®. Ademas, se sabe que la lipemia postprandial depende, en gran medida, del tipo de grasa
ingerida. De este modo, el consumo de una dieta rica en aceite de oliva genera la sintesis de
quilomicrones de mayor tamafio® que entran mas rapidamente a la circulacién y que, por tanto,
son aclarados con mayor rapidez. Esta caracteristica supondria un menor potencial aterogénico
para este tipo de grasas®. Pero ademas, el aceite de oliva virgen parece poseer beneficios
afiadidos mediados por los micronutrientes que incorpora, fundamentalmente los polifenoles.
Estos compuestos podrian reducir de forma adicional la actividad de la hidroxi-metil-glutaril
Coenzima A (HMG-CoA) reductasa, modificando los parametros lipidicos plasmaticos, por lo que

se apunta como una nueva diana terapéutica hipolipemiante®.

La dieta mediterranea ha mostrado ser eficaz en la disminucion de la presién arterial, tanto en
sujetos sanos como hipertensos, al compararla con dietas ricas en SAT y pobres en grasas™®. Este
efecto también se ha observado en enfermos con sindrome metabdlico, en los que se comprobé
una reduccién mantenida de las cifras de presion arterial sistélica y diastolica tras consumir una

dieta mediterranea*® *’

. La duda que se plantea es si este efecto beneficioso sobre la tension
arterial es tan sélo atribuible a la grasa MONO, es decir, al consumo de acido oleico, o del aceite
de oliva virgen por su accion a través de los micronutrientes que contiene. Tras varios trabajos con
resultados discordantes, un estudio llevado a cabo con 40 pacientes con cardiopatia isquémica
estable, a los que se les administraba aceite de oliva con distinta cantidad de componentes
fendlicos, ha demostrado que el consumo de aceite de oliva virgen, alto en polifenoles, disminuye
la presion arterial sistolica y los parametros oxidativos*'. Al evaluar la respuesta de pacientes con
DM2, otro de los factores de riesgo cardiovascular clasico, al consumir una dieta rica en MONO,
los resultados no son concluyentes no confirmandose siempre diferencias en el control glucémico

42, 43 Los

ni en el perfil lipidico de pacientes con DM2 o con alto riesgo para desarrollarla
resultados de nuestro grupo sugieren un mejor control glucémico en sujetos sanos tras el
consumo de una dieta de tipo mediterranea® **. Ademas, en el estudio realizado por Vessby y
colaboradores, se observé como al sustituir los acidos grasos saturados de la dieta por MONO
mejora la sensibilidad insulinica en personas sanas*. En personas con resistencia a la insulina, el
consumo de una dieta isocal6rica rica en MONO frente a una con un alto contenido en HC y otra
rica en SAT incrementa la captacion periférica de glucosa mejorando la respuesta a la insulina*.

Por tanto, se acepta que el consumo de grasa SAT incrementa la resistencia a la insulina mientras
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que la ingesta de grasa MONO aumenta la sensibilidad a la insulina, siendo este efecto

dependiente del grado de sensibilidad o resistencia insulinica de la persona®’.

El aceite de oliva y el fendmeno arteriosclerotico: efecto sobre la funcion

endotelial y el estrés oxidativo

El aceite de oliva virgen podria participar en la modulacion de distintas vias implicadas en el
desarrollo del fendbmeno arteriosclerético. La ingesta de una dieta de alta energia genera un
ambiente inflamatorio asociada a una mayor produccién de especies reactivas del oxigeno
(EROs). Estas, a través de la activacién del complemento, favorecen el desarrollo de disfuncién
endotelial, la adhesidn de leucocitos al endotelio y su internalizacion a través de la capa endotelial
hasta el espacio subendotelial iniciando, de este modo, el desarrollo de la arteriosclerosis*®. Sin
embargo, las grasas MONO parecen tener un efecto antioxidante, protegiendo a las células
endoteliales de estos fendmenos. De forma directa, protege de la oxidacién a las moléculas de
LDL* y el aceite de oliva, a través de sus micronutrientes, fundamentalmente los compuestos
fenodlicos, atentan el ambiente prooxidativo fundamentalmente durante la fase postprandial®® °'.
Ademas, parecen mejorar fenémenos inflamatorios como la migracién de linfocitos y macréfagos
mediada por citoquinas, reducir la expresion de moléculas de adhesion y mejoran la VDE®?. Asi
mismo, aumentan la biodisponibilidad de éxido nitrico (NO) y modifican la activacién de genes
implicados en la inflamacion mediados, probablemente, a través del factor nuclear kB (NF-kB) u
otros factores de transcripcidon. Ademas, la ingesta de aceite de oliva genera un ambiente
antitrombotico disminuyendo la agregacion plaquetaria y las concentraciones plasmaticas de
factor de von Willenbrand, plasminégeno, factor VII°* ** factor tisular y factor inhibidor de la

activacion del plasmindgeno (PAI-1)%°.
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Figura 1. Modelo de los mecanismos de accion del acido oléico y de los micronutrientes del aceite
de oliva virgen.

0,., anién supedxido; SOD, ; H,O,, peroxido de hidrégeno, NO, 6xido nitrico; ROS, Especies reactivas de oxigeno; NFkB, factor
nuclear kB; IkBa, subunidad inhibidora kB; OONQO’, peroxinitrito; PLA,, fosfolipasa A,; AA, acido araquidonico; PGE2, prostaglandina
E,; LTB4, leucotrieno B4; TXB2, tromboxano B,; COX, ciclooxigenasa; LOX, 5-lipooxigenasa; VCAM-1, molécula de adhesion vascular
celular; ICAM-1, molécula de adhesion intracelular; TNFa, factor de necrosis tumoral a, IL-1pB, interleukina 1.

Imagen tomada de Perona, JS, Cabello-Moruno, R and Ruiz-Gutierrez, V. The role of virgin olive oil components in the modulation of
endothelial function. J Nutr Biochem 2006;17:429-45.

El ser humano se encuentra en un estado postabsortivo la mayor parte de su vida, de ahi el
interés que despierta el estudio de los fendmenos que acontecen en este periodo y su papel en el
desarrollo de las enfermedades cardiovasculares®. Con esta finalidad, se han realizado multiples
estudios, centrados fundamentalmente en el efecto a corto plazo de la ingesta de una dieta grasa
sobre el arbol vascular periférico. El problema es que los resultados obtenidos a este respecto son
dispares. De este modo, si analizamos los datos obtenidos por Raitakari y colaboradores®,
concordantes con otros autores, apoyan la hipétesis de que la ingesta de una dieta grasa,
independientemente de su composicién lipidica, no conlleva alteraciones de la VDE en sujetos
sanos. En contraposicion, otros investigadores, defienden el deterioro agudo de la funcion
endotelial tras una ingesta grasa, secundaria a la hipertrigliceridemia que se produce®” °®
observandose, incluso, un aumento postprandrial de los neutréfilos y de determinadas citoquinas
proinflamatorias circulantes como la interleukina 8 (IL-8) que podria explicar, al menos

parcialmente, el efecto proinflamatorio de la ingesta grasa.

Por tanto, seria légico pensar que la ingesta prolongada de una dieta pobre en grasas SAT y
basada en el consumo de hidratos de carbono complejos, aceite de oliva, frutas, verduras y fibra,
se asociaria a una reduccion de los niveles postprandiales de AGLs, una menor resistencia

insulinica y una disminucion de las cifras de LDL, mejorando asi la VDE®.

Otros efectos beneficiosos del aceite de oliva

Los efectos beneficiosos del aceite de oliva traspasan el ambito cardiovascular, pudiendo estar
relacionados con el envejecimiento al preservar la funciébn mitocondrial y su cadena de electrones,
reduciendo la produccion de radicales libres y de este modo, protegiendo al acido
desoxirribonucleico (ADN) de la oxidacién®. Ademas, previene la aparicién y el desarrollo de los
canceres asociados al estilo de vida, fundamentalmente los de origen gastrointestinal y hormono-
dependientes, como el cancer de mama y de prostata, al prevenir la oxidaciéon del ADN por las
EROs, evitar la aparicibn de cambios en las en las membranas celulares y modular la expresion
génica®" %, Igualmente, se ha comprobado que algunos de los componentes menores del aceite
de oliva, como el escualeno, el a-tocoferol, los carotenoides, algunos esteroles, el eritrodiol y el
acido oleanoico y los componentes fendlicos, poseen efectos beneficiosos al presentar

propiedades antioxidantes, actividad quimioprotectora y capacidad de mejorar la funcién
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endotelial, al disminuir la expresiéon de moléculas de adhesidén e incrementar la biodisponibilidad

de NO y el aclaramiento de radicales libres intracelulares®.

2.2. Tipos de grasas de la dieta

Los lipidos alimentarios estan constituidos por multiples compuestos quimicos diferentes, que
comparten la insolubilidad en agua y la solubilidad en disolventes organicos. La ingesta de grasas
en la dieta se realiza fundamentalmente en forma de ftriglicéridos, que son ésteres de glicerol con
acidos grasos. Otros compuestos lipidicos alimentarios son los lipidos complejos (glicerolipidos y
esfingolipidos), cuya funcién no es sélo energética, sino que constituyen las membranas
biolégicas, modulan su actividad y originan los eicosanoides. Por ultimo, la tercera forma de grasa
dietética es el colesterol, que ademas de formar parte de las membranas celulares, es el precursor
de las hormonas esteroideas, acidos biliares y vitamina D. Los acidos grasos son los
constituyentes de los triglicéridos y de los lipidos complejos y pueden esterificar también el
colesterol. Estos se clasifican en funcion de la longitud de su cadena (corta 4-6 carbonos; media
8-12 carbonos; larga 14-20 carbonos; muy larga = 22 carbonos), del grado de saturacion, es decir,
de la presencia de dobles enlaces (sin dobles enlaces: SAT; un solo enlace: MONO o
monoenoicos; mas dobles enlaces: POLI o polienoicos) y de la disposicion espacial de los

hidrégenos (simple: trans; dobles enlaces: cis generalmente).

Tabla 1. Tipos de acidos grasos en la dieta y alimentos de los que proceden

TIPO DE ACIDOS
GRASOS

SAT MONO POLI

ACIDOS GRASOS
IMPLICADOS

(Nombre comun)

- Butirico (4:0)

- Caproico (6:0)

- Caprilico (8:0)

- Capricho (10:0)

- Ladrico (12:0)

- Miristico* (14:0)
- Palmitico* (16:0)
- Estearico (18:0)
- Araquidico (20:0)
- Behénico (22:0)
- Lignocérido (24:0)

ALIMENTOS QUE - Grasas animales

LOS CONTIENEN (ternera, cerdo, cordero,
mantequilla) ricas en ac.
palmitico.

- Grasas vegetales (aceite
de coco y de palma) ricas
en ac. laurico y palmitico.

- Palmitoleico (16:1)

- Oleico (18:1; cis)$

- Elaidico (18:1; trans)

- Gadoleico (20:1; 9cis)
- Gondoico (20:1; 11cis)
- Erdcico (22:1)

- Aceite de oliva
- Aceite de colza

- Aceites de girasol y cartamo
enriquecidos genéticamente
con ac. oleico

- w-6:
Linoleico (18:2)$0
y-linolénico (18:3)
Dihomo- y-linolénico (20:3)
Araquidénico (20:4) ¢
Adrénico (22:4)
Osmond (22:5)
- w-3:
a-linolénico (18:3)$0
Estearidénico (18:4)
Timnodénico  (eicosapentandico) (20:5)$
Clupanddonico (22:5)
Clupadénico o cervénico (docosahexaendico)
(22:6)%

- w-6: Aceites vegetales de semillas (maiz,
girasol, soja, germen de trigo, pepita de uva,
cacahuete y cartamo), margarina insaturada

- w-3: Acidos grasos de cadena larga
procedentes de plantas (aceites de colza y
soja) y aceites de pescado
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*Los ac. palmitico y miristico son los mas aterogénicos.
$ Acidos grasos mas abundantes
(x:y): x: numero de atomos de carbono; y: nimero de dobles enlaces.

¢ Acidos grasos esenciales

La composicién de acidos grasos que ingerimos tiene una gran repercusion funcional, ya que las
caracteristicas quimicas de cada uno de ellos les confieren determinadas propiedades. De este
modo, el grado de insaturacidén se relaciona con una mayor susceptibilidad a la oxidacion, ya que
ésta se produce sobre los dobles enlaces de los acidos grasos de los fosfolipidos por medio de las
EROs, adquiriendo un especial protagonismo en el desarrollo de numerosas enfermedades

crénicas, como la aterosclerosis y el envejecimiento®.

3. DISFUNCION MITOCONDRIAL

3.1. Metabolismo y control de la producciéon energética. Produccion de

especies reactivas del oxigeno y de nitrégeno en la mitocondria

La produccion de energia se genera a partir del catabolismo de las moléculas que contienen
atomos de carbono y de la hidrdlisis de la adenosina trifosfato (ATP). El catabolismo conlleva la
degradaciéon de los nutrientes ingeridos y de los principios inmediatos almacenados (glucosa,
acidos grasos y aminoacidos), transformandolos en moléculas mas pequefias como piruvato,
precursores del acetil coenzima A (acetil-CoA), substratos intermedios del ciclo del acido
tricarboxilico y coenzimas reducidas, como la nicotinamida adenina dinucleétido reducido (NADH)

y la flavina adenina dinucleétido (FADH,).

Las reacciones catabolicas pueden llevarse a cabo en distintos lugares. De este modo, en el
citoplasma se produce la glicolisis y el ciclo de la pentosa-fosfato, en la mitocondria la oxidaciéon
de los acidos grasos y la reoxidacion de las coenzimas reducidas, en los lisosomas la degradacion

de los oligosacaridos y de las proteinas y en los peroxisomas la de los acidos grasos.

La mitocondria posee multiples funciones, como la sintesis de urea, la gluconeogénesis y la
sintesis proteica, la produccién de radicales libres y la apoptosis, pero sobre entre todas ellas
destaca la respiracion celular y la oxidacion de las moléculas reducidas. La fosforilaciéon oxidativa
mitocondrial, consiste en la produccién de energia, en forma de ATP, a partir de los dinucle6tidos
reducidos transportadores de electrones (NADH y la FADH;) que constituyen el producto final de
las distintas rutas metabdlicas para la obtencion de energia como son el ciclo de los acidos

tricarboxilicos (también conocido como ciclo de Krebs), la beta-oxidacién de los acidos grasos y la
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oxidacién de los aminoacidos. De forma simultanea, a través de la glucolisis, se genera energia en
forma de ATP, a partir de las reacciones de oxidacion-reduccion® mediante la transferencia de la
energia almacenada en los enlaces de carbono de la glucosa al tercer enlace de fosfato de la
molécula de ATP®. Ambos mecanismos estan unidos a través de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial, que se inicia con la transferencia de los electrones de los enlaces de
carbono a la NADH y a la FADH,. Esta cadena esta situada en la membrana interna mitocondrial y
se encuentra acoplada a un sistema de bombeo de protones hacia el espacio intermembrana. Se
trata de una unidad multiproteica formada por cuatro complejos: el complejo | (NADH-coenzima Q
reductasa o NADH-deshidrogenasa), el complejo Il (succinato-coenzima Q reductasa), el complejo
lIl (coenzima Q-citocromo C reductasa) y el complejo IV (citocromo C oxidasa). Los electrones
transferidos son finalmente utilizados en el complejo IV para reducir el oxigeno a agua a partir de
la reaccion 2H" + 2e” + %0, — H,O, manteniendo de este modo una baja concentracion
intracelular de protones. Los complejos |, Il y IV son bombas de protones dependientes de
reacciones de oxidacion-reduccién, que utilizan la energia obtenida de los electrones para
bombear protones a través de la membrana interna mitocondrial, desde la matriz hacia el espacio
intermembrana, creando de este modo un gradiente electroquimico de protones de -170mV
aproximadamente®. Este gradiente de protones es utilizado por diferentes transportadores, entre
ellos la ATP sintetasa®. Estos protones entran nuevamente en la matriz de la mitocondria a través
de la ATP sintetasa que utiliza la energia almacenada procedente del gradiente electroquimico
para sintetizar ATP a partir de adenosina difosfato (ADP). La reentrada de protones al interior de
la mitocondria puede realizarse a través de una ruta alternativa que desacopla la sintesis de ATP
de la fosforilacién oxidativa, ya sea a través de las UCPs®” o sin mediacion proteica (fuga de

protones)®®

, reduciendo el gradiente de protones sin obtener energia. En condiciones normales
suele existir un desacoplamiento moderado que favorece las funciones fisiologicas al aumentar
discretamente la respiracion celular y con ello aumentar el metabolismo basal, evitar la formacion
de radicales libres, prevenir la formacion de un gradiente de protones excesivo que inhiba la
cadena respiratoria y provocar una pequefia liberaciéon de calor, que a largo plazo podria estar

relacionada con la regulacion del peso corporal®.

La cadena de transporte de electrones transfiere electrones desde un donador (NADH o FADH,) a
un aceptor final como es el oxigeno (O,) mediante una serie de reacciones de 6xido-reduccion.
Aunque el transporte de electrones ocurre con una alta eficiencia, un pequefio porcentaje de
electrones pueden fugarse de la cadena de transporte y al reaccionar con el O, forman un radical
libre téxico llamado superoxido (O2'). En los estudios realizados in vitro, parece que la mayoria de
la produccién de O, se lleva a cabo en el complejo | durante el transporte reverso de electrones.

Sin embargo, la mayor produccion de EROs se origina cuando se oxida el succinato presente en
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el complejo Il en ausencia de inhibidores de la cadena de transporte de electrones. Los aniones

superoxido producidos son liberados hacia el lado matricial de la membrana interna mitocondrial®.

Esta asimetria existente entre la produccion de O, y el transporte hacia delante y reverso de
electrones ha sido objeto de estudio por el grupo de trabajo de Brand et al. llegando a la
conclusion de que para que se produzcan altas tasas de sintesis de O,'se precisa un aporte
adecuado de electrones, un gradiente elevado de pH a través de la membrana y la existencia de
un transporte inverso de electrones. Esta situacién desciende de forma significativa cuando se

produce un desacoplamiento ligero al reducir tanto el potencial de membrana como el gradiente

de pH".
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Figura 2. Acoplamiento de la cadena de transporte de electrones a la sintesis de de ATP.

ADP, adenosina difosfato; ANC, transportador de nucléotidos de adenina; ATP, adenosina trifosfato; FADH,, flavina adenina
dinucleotido; NADH, nicotinamida adenina dinucleoétido reducido; O,.", anién supeoxido; Pi, fosfato inorganico.

Imagen tomada de Lowell, B.B. and Shulman, G.I. Mitochondrial dysfunction and type 2 diabetes. Science, 2005. 307(5708): p. 384-7.

3.2. Disfuncion mitocondrial, acidos grasos intracelulares y resistencia a la

insulina

Se sabe que los pacientes con DM2 presentan generalmente resistencia a la insulina, que se
inicia incluso 10 6 20 afios antes de que aparezca la hiperglucemia franca’' y que la existencia de
insulino-resistencia en personas con padres diabéticos es el mejor factor predictor de
enfermedad’?. Pero no todos los individuos con resistencia a la insulina desarrollan posteriormente
DM2. Este hecho parece ser debido al desarrollo de un fendmeno de adaptacion de la célula 8
para soportar el aumento de la demanda, por ejemplo, aumentando la masa de células 3. La masa
de células B depende de varios factores como la masa primaria conseguida, la tasa de replicaciéon

y el indice de apoptosis celular que parece ser el factor determinante”®.
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La resistencia a la insulina afecta fundamentalmente a érganos esenciales en el mantenimiento de
la homeostasis de la glucosa, como son el musculo esquelético, el tejido adiposo y el higado. Los
mecanismos celulares responsables que afectan la sensibilidad a la insulina en estos tejidos no
son totalmente conocidos; aunque, parece necesaria una integridad del metabolismo oxidativo
mitocondrial. Sin embargo, también se ha postulado que las adipoquinas circulantes, secretadas
por el tejido adiposo, podrian ser las moduladoras de la respuesta hepatica y muscular a la
insulina, jugando un papel fundamental tanto los acidos grasos como sus metabolitos
intracelulares [acil coenzima A (acil-CoA), diacilglicerol y ceramidas]’®. Existen diferentes hipotesis

que intentan explicarlo:

Ya en los afos 60, Randle demostroé que los acidos grasos causaban resistencia a la accion de la
insulina en el tejido muscular cardiaco de ratas™. Este modelo se explicaria aceptando que el
incremento de la oxidacién de los acidos grasos en el tejido muscular podria producir un aumento
del cociente acetil-CoA/CoA y NADH/NAD®, que inhibirian a las dos enzimas involucradas en la
glucolisis (piruvato deshidrogenasa y fosfofructo-kinasa). Esto conduciria a un aumento
intracelular de glucosa-6-fosfato, que inactivaria a la hexoquinasa y finalmente implicaria una

menor captacién de glucosa mediada por la insulina (figura 3).
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Figura 3. Esquema de los posibles lugares de interaccibn de los acidos grasos sobre el
metabolismo de la glucosa mediado por la insulina en el musculo segun la hipétesis de Randle y
colaboradores’®.

FFA, acidos grasos libres; gép, glucosa-6-fosfato; G-1-P, glucosa-1-fosfato; F-6-P, fructosa-6-fosfato; F-1,6-P, fructosa 1,6 bifosfato.

Imagen tomada de Roden, M., Price, T.B., Perseghin, G., Petersen, K.F., Rothman, D.L., Cline, G.W. and Shulman, G.I. Mechanism of
free fatty acid-induced insulin resistance in humans. J Clin Invest 1996;97:2859-65.

Sin embargo, posteriormente se ha observado que el acumulo de los acidos grasos produce
resistencia insulinica, al inhibir de forma directa la captacién de glucosa mediado por la insulina,
no interaccionando con la glucolisis’. Esta inhibicién podria estar producida por el acumulo
intracelular de acil-CoA vy diacilglicerol, que activaria multiples vias enzimaticas, produciendo

finalmente la disminucién de la captacion de glucosa en respuesta a la insulina (figura 4).
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Figura 4. Posibles mecanismos de produccion de resistencia insulinica a nivel muscular a partir
de la existencia de disfuncion mitocondrial.

AKT, protein-kinasa B; IRS-1, sustrato 1 del receptor de la insulina; PH, dominio homélogo a la plecstrina; PI 3-kinasa, fosfatidil inositol
3-kinasa; PIP2, fosfatidil inositol difosfato; PIP3, fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfato; PTB, dominio de unién a la fosfotirosina; SH2, dominio
homologo a la SRC.

Imagen tomada de Lowell, B.B. and Shulman, G.I. Mitochondrial dysfunction and type 2 diabetes. Science, 2005. 307(5708): p. 384-7.

En los ultimos estudios realizados parece evidente que la disfuncion de la mitocondria es
fundamental en el desarrollo de la resistencia a la insulina y posteriormente de la DM2, al producir

una disminucion tanto de la actividad oxidativa de acidos grasos como de la sintesis de ATP
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mitocondrial. Se han planteado varias hipotesis para explicar este hecho. En primer lugar, la
disfuncién mitocondrial puede estar relacionada con el envejecimiento’’. Ademas, se observa la
presencia precoz de disfuncion mitocondrial en sujetos hijos de padres diabéticos con resistencia
a la insulina. Finalmente, un incremento del contenido de acidos grasos en las células musculares
con resistencia insulinica se asocia con un descenso en la actividad mitocondrial’®. Por lo tanto, es
I6gico pensar que una predisposicidn genética asociada a un acumulo de acidos grasos a nivel
hepatico y/o muscular y al envejecimiento son condiciones que favorecen la aparicion de
disfuncién mitocondrial, la generacion de resistencia a la insulina y, finalmente, el desarrollo de
DM,

3.3. Proteinas desacoplantes

Desde el descubrimiento de las proteinas desacoplantes (UCPs) en los afios 90, se ha intentado
establecer las funciones de cada una de ellas. Parece que el sistema de UCPs se inicia con la
isoforma ancestral de proteina desacoplante 4 (UCP4) y que el resto podrian ser las formas
evolucionadas de ésta®, actuando todas ellas como canales de protones o transportadores®'. La
proteina desacoplante 1 (UCP1) difiere de las UCP2 y de la proteina desacoplante 3 (UCP3)
fundamentalmente, en su distribucion en los tejidos y en su accion (tabla 3): mientras la UCP1 lo
hace fundamentalmente en el tejido graso marrén, las UCP2 y UCP3 se expresan en multiples
tejidos, fundamentalmente en el tejido graso blanco y en el musculo esquelético

respectivamente®.

Tabla 2. Tipos de UCPs: distribucién en los tejidos y funciones fundamentales.

UCP1 UCP2 UCP3
Tejido en el que se | Tejido graso marrén Multiples tejidos, fundamentalmente tejido  Musculo esquelético y tejido
expresa graso blanco, tejidos inmunomoduladores  adiposo marrén
(bazo 'y macréfagos) y pancreas
endocrino
Activadores AGLs AGLs AGLs
Acido retinoico Acido retinoico Ayuno
Superoéxido Superéxido Superéxido
Ubiquinona Ubiquinona Ubiquinona
Hidroxinomenal Hidroxinomenal Hidroxinomenal
Inhibidores GDP, GTP, ADP, ATP GDP, ATP GDP, ATP
Accion bioquimica Transporte de protones Transporte de protones Transporte de protones
Exportacion de AGLs Exportacion de AGLs deprotonados Exportacion de AGLs
deprotonados deprotonados
Transporte de EROs
Transporte de EROs Transporte de EROs

26



Accion fisioldgica

Termogénesis adaptativa
inducida por frio y por la
dieta

Transporte de Glutation

Translocacion de AGLs peroxidados

Gasto energético basal

Adaptacién al aumento de la oxidacion de
los AGLs

Limitacion de la sintesis de EROs

Control de la produccion de NO

Translocacién de AGLs

peroxidados

Gasto energético basal

Adaptacién al aumento de la
oxidacion de los AGLs

Limitacion de la sintesis de

EROs

Hipertermia inducida por N-

Regulacion de los niveles de glutation Metil-D-aspartato

Proteccion frente a la arteriosclerosis
Inhibicién de la secreccion de insulina
Neuroproteccion

Actividad antiinflamatoria

Inhibicién de la adhesién de macréfagos
Regulacion de la apoptosis

Activacion de la oncogénesis

Tabla adaptada de Ricquier, D.Respiration uncoupling and metabolism in the control of energy expenditure. Proc Nutr Soc, 2005. 64
(1): p. 47-52.

Mientras la UCP1 cataliza la termogénesis adaptativa en el tejido graso marron de los mamiferos,
aumentando la conductancia de protones a través de la membrana mitocondrial interna®,
desacoplando la oxidacion del sustrato de la fosforilacion del ADP a ATP, produciendo un
consumo rapido de oxigeno y la generacion de calor, las otras UCPs no poseen esta funcién. En
el caso de UCP2 y UCP3, su desacoplamiento moderado atentda la produccién de EROs,
ejerciendo un efecto protector frente al dafio celular’® ®. Este fenémeno parece ser debido a que
tanto el O, como los lipidos peroxidados como el 4-hidroxinomenal, activan la reentrada de
protones mediada por UCP2, protegiendo a la célula frente al dafio oxidativo®> ®. Ademas,
podrian jugar un papel fisiolégico importante en la exportacion de acidos grasos®’ e hidroperéxidos
de acidos grasos® aunque no existen evidencias suficientes que lo demuestren. La hiperactividad
de la UCP2 en la célula B pancreatica se asocia a una disminucién de la secrecion de insulina
inducida por la glucosa®®, pudiendo estar implicada en el desarrollo de la diabetes mellitus. Por
ultimo, hay que afadir la posible participacion de ambas UCPs en la termogénesis en la obesidad,
diabetes, envejecimiento y en enfermedades degenerativas, neurolégicas, circulatorias e

inmunolégicas®.

Evaluacion de la funcionalidad del sistema UCPs

Con el fin de establecer las funciones especificas de cada tipo de UCP se han disefado diferentes

estudios.
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La sobreexpresion de UCPs en células de mamiferos puede dar informacion de la funcionalidad
aunque algunas veces puede deberse a artefactos. De este modo, los estudios realizados con
este disefio, fundamentalmente mediante la utilizacion de adenovirus para establecer la funcién de
la UCP2, no han sido determinantes. Mientras que en el trabajo realizado por Hong y
colaboradores se observd una inhibicién de la secrecién de insulina mediada por glucosa®, el
realizado por otros grupos con modelos que sobreexpresaban la UCP2 mostro el efecto opuesto,
detectandose un aumento de la secrecion de insulina estimulada por la glucosa®" %2. Por ltimo, en
el estudio publicado recientemente por el grupo de Produit-Zengaffinen y colaboradores en el que
producian una sobreexpresion de UCP2 en las células B-pancreaticas, no encontraron diferencias
significativas en la secrecion insulinica®. Dado que la cantidad de insulina es normal en los islotes
pancreaticos que sobreexpresan mRNA de UCP2, parece probable que esta proteina no esté
involucrada en la sintesis insulinica aunque pueda tener un papel importante en la regulacién de la

secrecion de la misma® %,

Si lo que se provoca es una disminucion de la expresion de UCPs en animales transgénicos tras
insertar un plasmido en la secuencia de ADN que codifica la UCP2, existe la ventaja de que no
estan sujetos a artefactos por sobreexpresién de las proteinas aunque con el inconveniente de
que puede existir una expresion compensadora de otros genes que podrian enmascarar la pérdida
de funcién. A modo de ejemplo, en el estudio realizado en ratones knock-out para el gen de la
UCP2, no se observé obesidad ni resistencia a la obesidad inducida por la dieta, demostrandose

ademas una regulacion de la temperatura corporal completamente normal®®.

Por ultimo, se ha intentando incorporar estas proteinas a los proteolisosomas con el fin de
estudiar las reacciones catalizadas por las nuevas UCPs. Estos estudios han demostrado que
tanto UCP2 como UCP3 pueden catalizar la conductividad de protones nucleétido-dependiente
pero sélo en presencia de acidos grasos y, probablemente también de generadores de radicales
libres como la ubiquinona®, que podria actuar como fuente de radicales para iniciar las vias
activadoras de los alquilantes®. La interpretacion de estos hallazgos es que las UCPs no catalizan
la transferencia de protones a menos que sean activadas por agentes alquilantes reactivos
aunque los enddgenos puedan producir activacién in vitro de la proteina en las mitocondrias de
tejido adiposo marrén. De este modo, estos estudios han demostrado que UCP2 y UCP3 son las
responsables de catalizar la red de conductividad de protones de la membrana interna
mitocondrial pero Unicamente cuando son inducidas por los activadores idéneos como el anién Oy

y el hidroxinonenal®.
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Mecanismos de accion del sistema UCPs

Se sabe que la UCP1 cataliza dos tipos de transporte a través de la membrana aunque estas
acciones son aplicables al resto de UCPs. Por una parte, incrementan la red de transferencia de
protones de la membrana mitocondrial interna pero parece que Unicamente cuando estan
presentes una serie de activadores. A este respecto existe discrepancia, desconociéndose con
exactitud si cuando éstos no existen, las UCPs pueden no ser funcionales. En contra de esta
teoria, existen multiples publicaciones que rechazan esta hipétesis, apoyando la activacién de
UCP2 y UCP3 en mitocondrias y células intactas’® % % En las mitocondrias del tejido graso
marron intacto, la UCP1 se activa cuando se eliminan tanto los acidos grasos como los
nucledtidos'®. Entre estos activadores destacan los AGLs, el O, la ubiquinona, el hidrocloruro 2-
aminopropano (AAPH), que es un generador de radicales basados en el carbono, algunos agentes
alquilantes reactivos como el hidroxinonenal y sus analogos como el cinamato, retinal, retinoato y
el receptor de retinoides selectivo para el acido retinoico (TTNPB)"® 8¢, El modelo de interaccién
entre estos activadores planteado por Brand y colaboradores propone que la ubiquinona, el
superoxido y el AAPH ejercen su accion indirectamente, generando radicales carboxilados sobre
las cadenas de &acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos de la membrana interna
mitocondrial. Estos radicales son oxidados rapidamente formando radicales lipidicos peroxidados

que catalizan la liberacién de hidroxinonenal que activaria directamente a las UCPs'".

Se han propuesto dos posibles mecanismos de activacién de la induccion de la conductancia de
protones mediada por O,". La activacion directa del trasporte de protones a través de la UCP2
inducida por O, o sus productos y la entrada del radical hidroperoxil acoplada a la exportacién del
anion O, catalizada por UCP. Este ultimo mecanismo requeriria la protonaciéon del O, en el medio
para formar hidroperoxil, la difusion de este radical hacia la matriz mitocondrial para ser
deprotonado y regenerar el O,, seguido del regreso del O, al medio desde la matriz
mitocondrial®*. Ademas, el hidroxinonenal puede modificar quimicamente multiples residuos de
aminoacidos en las proteinas como el grupo sulhidrilo de la cisteina entre otros. Por este motivo,
este compuesto posee una gran capacidad de toxicidad biolégica al poder inhibir de forma directa
la sintesis de ADN vy proteinas, inactivar diversas enzimas, modificar las moléculas de LDL y
modular la expresién génica. De forma afadida, el hidroxinonenal inhibe el transporte de ADP
mediado por la adeninasa nucle6tido traslocasa. Asi, este metabolito puede disminuir el potencial

de la membrana mitocondrial y por tanto, la sintesis de EROs'""

. Tanto el O, generado en el area
extramitocondrial como el producido en la matriz mitocondrial, ya sea en condiciones fisiolégicas o
no®®, puede activar a las UCPs produciendo un desacoplamiento mitocondrial moderado que
incrementa la conductancia de protones mitocondrial’®. Este anion, al iniciar la peroxidacion

lipidica, produce la liberacidbn de hidroxinonenal que activa directamente a las UCPs. Los
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retinoides, el cimemato y el TTNBP podrian actuar como analogos del hidroxinonenal, aunque
algunos de ellos pueden deber su efecto a su similitud con los acidos grasos’® 3 ®. De este
modo, al incrementarse las concentraciones plasmaticas de especies radicalicas, se ocasionan los
efectos citotoxicos asociados al estrés oxidativo, activan distintas vias de sefializacion y estimulan
a las UCPs que actuan contrarrestando estos efectos. Este mecanismo de retroalimentacion
negativa se origina para proteger a la célula del dafio inducido por las EROs y podria representar

la funciéon ancestral comun de todas las UCPs™.

DANO
— OXIDATIVO D E—
Peroxidacioén lipidica Sintesis mitocondrial
A aldehidos reactivos de EROs
] Desacoplamiento
. . moderado
[Actlvacmn UCPs J > A consumo O,

Y[G]
T

ACTIVADORES UCPs
AGLs e hiperglucemia
Anién superoxido
Ubiquinona
AAPH
Agentes alquilantes

Figura 5. Posible modelo de funcionamiento de la UCPs. Propuesto por Brand y colaboradores.

Figura adaptada de Brand, M. D., Affourtit, C., Esteves, T. C., Green, K., Lambert, A. J., Miwa, S., Pakay, J. L., Parker, N.Mitochondrial
superoxide: production, biological effects, and activation of uncoupling proteins. Free Radic Biol Med, 2004. 37(6): p. 755-67.

En cualquier caso, parece importante la presencia de acidos grasos o de sus analogos para la
activacion de la conductividad de protones en los proteolisosomas mediante las UCP2 y UCP3%:
 no asi para la activacién mitocondrial a través de los agentes alquilantes'. EI mecanismo por
el cual los acidos grasos podrian activar esta reaccion podria ser mas que por activacion directa,
por inhibicién de los nucleétidos segun el modelo propuesto para UCP1'%. La activacion directa se
realizaria utilizando el carboxilato de los enlaces de de los acidos grasos como grupo prostético'®
1%y la indirecta a través del transporte aniénico de acidos grasos y su posterior retorno a través

de la membrana interna mitocondrial en forma de &cido graso proténico'®.
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Finalmente, el segundo tipo de transporte consiste en la exportaciéon de acidos grasos anidnicos o
cloruro. Esta funcién la realizan, fundamentalmente, UCP2 y UCP3 que podrian exportar los AGLs
fuera de la mitocondria cuando predomina el aporte de los mismos o la oxidacién como ocurre en
el musculo esquelético durante el ayuno y tras la ingesta de dietas ricas en grasas. De este modo,
se consigue mantener una rapida oxidacién de AGLs en casos de sobrealimentacién mientras

que se elimina de la mitocondria el sustrato sobrante que no puede ser metabolizado'*.

uCP2

La UCP2 es una proteina integral de la membrana interna mitocondrial que fue descubierta en
1997'%. El gen de esta proteina se encuentra situado en el cromosoma 11, en una region

) y posee ocho exones'® que codifican una proteina de 309

relacionada a la obesidad (11913
aminoacidos con seis dominios transmembrana. El papel de la UCP2 no esta totalmente
establecido aunque parece que cuando se estimula su expresiéon permite el flujo de protones a
través de la membrana interna de la mitocondria desacoplando el metabolismo oxidativo de la
glucosa y de los acidos grasos de la produccién de ATP'® reduciendo, por tanto, la produccion de
ATP y aumentando el ratio ADP/ATP. De este modo, se ha comprobado que la activacion de esta
proteina tanto en modelos experimentales in vivo como in vitro, mediante hiperglucemia y la

exposicion a acidos grasos, produce una disfuncion de la célula g% '°

, ocurriendo lo contrario en
modelos con déficit genético de UCP2'"% """ Este hecho sugiere que la sobreproduccion de UCP2
contribuye al desarrollo de diabetes inducida por la obesidad®”. Este fenémeno, a nivel
pancreatico, se traduce en una inhibicién de la secrecién de insulina ya que reduce la apertura de
los canales de potasio ATP-dependientes de la membrana celular, evitando la despolarizacién de
la membrana que a su vez, no permite la apertura de los canales de calcio que estimulan, al
aumentar el calcio citosélico, la secrecion de insulina por la célula B''°. Por tanto, la UCP2 puede
desempefar un papel importante durante los periodos en los que existe una baja concentracién de
glucosa al favorecer la B-oxidacion de los AGLs, aumentando la produccién de 0,%. La UCP2 es
activada por éste, generandose un desacoplamiento discreto que asegura el correcto
funcionamiento de la célula 8 cuando existe falta de glucosa al atenuar la secrecién de insulina a

pesar de existir disponibilidad de sustratos adecuados para la produccién de ATP°.

Otra posible funcion de la UCP2 puede ser el estar relacionada con el gasto energético basal vy,
por lo tanto, con el desarrollo de obesidad en humanos al existir una correlacion positiva entre la
expresion de ARNm de UCP2 en el tejido adiposo periférico y el gasto calérico basal''?. Este
hecho ha sido estudiado en trabajos posteriores, hallandose polimorfismos del gen de la UCP2

que podrian aumentar la expresion de esta proteina en el tejido graso humano, disminuyendo
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ligeramente el riesgo de obesidad'® y por tanto, también de DM2 al ser uno de los principales

factores de riesgo para su desarrollo’*.

Finalmente, un papel fundamental de UCP2 parece ser la prevenciéon de la producciéon de EROs.
Esta accion la realizaria al disminuir el gradiente de protones al producir un desacoplamiento entre
la fosforilacion oxidativa y la sintesis de ATP, disminuyendo la produccion de EROs y ERNs v,
reduciendo por tanto, el estrés oxidativo’®. El anién superéxido es el activador principal de la
actividad de la UCP2%. El mecanismo por el cual produce esta accién no estd completamente

establecido aunque podria estar relacionado con la produccién de radicales libres'.

El problema basico al intentar estudiar esta proteina y su expresion en el ser humano es su amplia
distribucién tisular y su gran variabilidad inter e intrasujeto, fundamentalmente a nivel muscular. Su
accion fundamental en los distintos tejidos de sujetos sanos parece ser la de proteger frente al
dafio celular inducido por las EROs y las ERNs producidos durante la fosforilacion oxidativa
mitocondrial, no existiendo una relacién clara entre la expresion de ARNm de UCP2 y el control
del gasto energético basal y la termogénesis como ocurre con la UCP1'"®. Estudios en modelos
animales realizados para valorar el comportamiento de UCP2 en situacién basal y tras ayuno de
24 horas, han demostrado que su expresion aumenta de forma significativa a nivel muscular,
pulmonar y gastrico. En estos dos ultimos érganos, su papel podria ser el de proteger al
organismo del estrés oxidativo provocado por infecciones, alergenos o la polucién ya que ambos

érganos estan constantemente expuestos a téxicos y patégenos'"’.

Ademas, otras situaciones que provocan un aumento de la expresién de UCP2 son la ingesta de

118 119

dietas con alto contenido graso
|120

, situaciones de sepsis' ", la infusién de soluciones lipidicas de

, el hipertiroidismo'' y la diabetes inducida por estreptozotocina'®* '®. La

forma experimenta
expresion de UCP2 en estos casos varia segun el tejido analizado siendo los érganos
especialmente involucrados y, por tanto, objeto de mayor numero de estudios, el musculo
esquelético y el tejido adiposo blanco al estar intimamente relacionados con el metabolismo

energético.

En estudios realizados con ratones “knock-out” para UCP2 se ha comprobado un incremento de
los niveles de EROs en los macréfagos frente a los controles, mostrando un desarrollo acelerado
de la placa arteriosclerética concordante con el papel del dafio oxidativo en la patogénesis de la
enfermedad arteriosclerética’®*. Ademas, los macrofagos de ratones carentes del gen de la UCP2
mostraron altas concentraciones de EROs que se asocian con una mayor actividad citolitica que
se manifestaba clinicamente como la resistencia a la infeccién por Toxoplasma gondii en estos

animales®.
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Otras posible funcién de UCP2 estudiada en varios tipos de células tumorales y neuronas es servir
como proteina antiapoptética, aumentando ademas en las primeras la apetencia por la oxidacién
de los acidos grasos'® e inhibir la inflamacion'®, que podria jugar un papel importante en la

proteccién celular frente a las EROs.

Papel de otras proteinas desacoplantes

La UCP3 se expresa, fundamentalmente, en musculo esquelético y, en menor cuantia en el tejido
adiposo marrén y miocardio'. En ratones “knock-out” para UCP3, se produce un aumento del
acoplamiento mitocondrial y del potencial de la membrana mitocondrial durante la oxidacién no
fosforilativa en las células musculares incrementando el dafo oxidativo en las células
musculares'?® ademas de hipertermia inducida por N-metil-D-aspartato’?®. Por tanto, parece ser
que la funcién de UCP3 podria ser la de facilitar la salida de acidos grasos anionicos, reduciendo
de este modo la sintesis de EROs mitocondriales, la lipoperoxidacion y, por tanto, la lipotoxicidad
muscular. La disfuncion de UCP3 podria de este modo aumentar el riesgo de desarrollar DM2,
hecho que se apoya en el hallazgo de una reduccién de los niveles de UCP3 en el tejido muscular
del 50% en pacientes diabéticos'®. De forma inversa, la sobreexpresién de UCP3 en el tejido
muscular de ratones se ha relacionado con resistencia para desarrollar obesidad inducida por una

dieta rica en grasa™’.

La UCP4, a diferencia de otras UCPs, se expresa unicamente en el cerebro. Su funcién parece
ser la de intervenir en la fuga de protones mitocondrial en el tejido cerebral, pudiendo estar
involucrada en la termorregulacion adaptativa y en la produccién de calor tanto en la etapa fetal
como en la edad adulta. Ademas, puede estar implicada en la sefializacion del sistema nervioso,
en el fendmeno apoptdtico cerebral y en la regulacion de la sintesis de EROs por lo que una
alteracion en su expresidon podria relacionarse con la patogénesis de las enfermedades
degenerativas neuronales'*.

La proteina desacoplante 5 (UCPS5), también llamada BMCP1 (proteina transportadora

133

mitocondrial cerebral tipo 1) fue la ultima UCP descubierta’® por lo que adn tiene un papel poco

conocido. Se expresa fundamentalmente en el sistema nervioso de los mamiferos™® '3
fundamentalmente en las neuronas'® aunque también puede encontrarse en otros tejidos. Se
cree que interviene en las adaptaciones metabdlicas al modificarse su expresion dependiendo del
estado nutricional y de la temperatura™ y en la regulacion de la fosforilacion oxidativa

mitocondrial .
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Relacion entre la expresion del sistema UCPs y la dieta

Con respecto a la termogénesis adaptativa y al metabolismo lipidico, la unica UCP que parece
estar involucrada es la UCP1. En un estudio reciente, se ha demostrado que los nifios con un
determinado polimorfismo de UCP1 presentan menor termogénesis postprandrial en respuesta a
dietas grasas, indicando un posible papel de la UCP1 en la obesidad'®. Igualmente, la presencia
del polimorfismo ins/del del exdn 8 del gen de la UCP2 podria estar relacionado con el desarrollo
de obesidad infantil'®’. En el trabajo publicado por el grupo de Esterbauer se encontré una posible
implicacion del polimorfismo G/A en la regién promotora de UCP2 en humanos, muy comun en la
poblacién, con el riesgo de padecer obesidad'"®. Durante el ayuno, se aumenta la expresién tanto
de UCP2 como de UCP3. En esta situacion, a nivel del tejido muscular esquelético, se produce un
aumento de la utilizacion lipidica como fuente energética, permitiendo de este modo usar la
glucosa en aquellos tejidos con necesidad de la misma como el cerebro, indicando el posible
papel de la UCP2 en el manejo de los lipidos o en la particién de los sustratos. Igualmente, el
consumo de una dieta rica en grasa activa, en estado de ayuno, la expresion de ambas proteinas
en el musculo esquelético asi como en otros tejidos para proteger a la célula frente a la formacién
de EROs'®. Estudios en modelos animales han demostrado que la ingesta de una dieta rica en
grasa duplica la expresibn de ARNm de UCP2 en el tejido graso blanco de ratones con resistencia
a la obesidad, provocando tan sélo un leve incremento de su expresiéon en ratones propensos a la

obesidad'”’

. Este efecto se ha comprobado también en el tejido muscular de ratones con
tendencia a la obesidad pero no en animales resistentes a la misma sobre la expresién de UCP3
sin hallarse diferencias en la expresiéon de UCP2 en este tejido139. Ademas, en estudios in vivo
realizados tanto en modelos animales como en humanos, los niveles de ARNm de UCP2 se

106, 140

relacionaban con las concentraciones plasmaticas de acidos grasos en multiples tejidos y

podria interpretarse como una funcién protectora frente a las EROs producidas cuando existe una

alta tasa de oxidacion de acidos grasos y un incremento de la respiraciéon mitocondrial®

. Por tanto,
la UCP2 puede jugar un papel importante en el metabolismo lipidico y su accion podria explicar
algunas de las alteraciones que preceden al establecimiento de la DM2 como la posible
disregulacién del metabolismo lipidico a nivel muscular y graso'®, la alteracién de la secrecion

insulinica y una posible accion sobre el mantenimiento del peso corporal™’.

4. EL ENDOTELIO VASCULAR Y LA DISFUNCION ENDOTELIAL

La arteriosclerosis es un proceso cronico y generalizado del sistema vascular que se inicia en la
infancia y en la juventud'*?. El periodo preclinico de la enfermedad puede durar varias décadas,

tiempo durante el cual se producen, lentamente, cambios sobre las placas arterioscleréticas que
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pueden llegar a ocasionar sintomatologia por rotura de las mismas o si se ocasiona una estenosis
luminal. Todo este proceso se inicia por la existencia de una disfuncion del endotelio,

fundamentalmente debida a una reduccion de la biodisponibilidad de NO'**.

El endotelio vascular es un tejido dinamico que posee multiples funciones, incluyendo la
regulacién de la fluidez sanguinea, el crecimiento celular, el tono y la permeabilidad de la pared
vascular y la formacién de proteinas matriciales extravasculares que juegan un papel fundamental
en la regulaciéon de la vasculogénesis y angiogénesis, la adhesién y extravasacion de células
inflamatorias y la composicién del intersticio'**. Estos mecanismos de regulacién son debidos a la
capacidad endotelial de detectar y responder a una amplia variedad de estimulos internos y
externos a través de sistemas complejos de receptores celulares de membrana y de mecanismos

de transduccion de sefiales’*.

4.1. Activacion endotelial

La capacidad de vasodilatacién vascular ante un aumento de flujo sanguineo o un estimulo de
estiramiento se denomina VDE. Este fenémeno se produce en respuesta a fuerzas de rozamiento
0 a la activacién de los receptores presentes en la superficie endotelial por sustancias como la
insulina, la acetilcolina o la bradiquinina, que activan la transduccion de sefiales via proteina G vy,
al aumentar los niveles de calcio en el citosol, estimula a la 6xido nitrico sintetasa (NOS)
endotelial. El calcio entra en la célula a través de la activacion de los canales de potasio calcio-
dependientes que se abren, produciendo una hiperpolarizacién de la célula endotelial que conlleva
un aumento de la entrada de calcio a la célula y la liberacion de éste desde los depdsitos
intracelulares, formando un complejo con la calmodulina que se une, finalmente a la NOS. Este
incremento de la actividad de la NOS endotelial, induce la formacion de NO, citromodulina a partir

de arginina, O, y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido (NADPH).

La sintesis de NO se realiza a través de la conversion del aminoacido L-arginina en NO y L-
citrulina y esta catalizada por, al menos, tres isoformas de NOS que ademas, requiere de la
presencia de cofactores como NADPH, dinucleétido de flavina (FAD), mononucleétido de flavina
(FMN) y tetrahidropterina (BH4)"°. Una de ellas es la NOS inducible y su sintesis esta mediada
por citoquinas inflamatorias macrofagicas como la interleukina 1 (IL-1) o el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), ademas de otros muchos tipos celulares'’ y las otras dos se expresan de
forma constitutiva, una a nivel cerebral (NOS neuronal) y otra en las células endoteliales
vasculares (NOS endotelial)'*®. En estas células cumple dos funciones fundamentales: estimular la
vasodilatacién y eliminar las EROs que puedan causar dafio oxidativo a nivel tisular. Una vez
sintetizado y con una vida media de 3-20 segundos, el NO difunde localmente al espacio

subendotelial y a la luz vascular donde se comporta como un potente agente vasodilatador,
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antimitético, antiinflamatorio, antitrombético y antioxidante e inhibe la agregacién plaquetaria,

impidiendo asi la progresién del fenémeno arteriosclerético ™.

A pesar de que este parece ser el mecanismo fundamental de activacion endotelial, se ha
comprobado que existen otros mecanismos que aumentan la sintesis de NO ante estimulos
mecanicos ya que en ratones tratados genéticamente para carecer de NOS endotelial (ratones
Knockout para el gen de la NOS endotelial), se conserva la capacidad de VDE'™'. Entre ellos,
cabe destacar la fosforilacion de la NOS endotelial a través de la protein-kinasa
serotonina/treonina, Akt/PKB'*?, su miristilacién o palmitolizacién enzimatica o su interaccién con

caveolina®.

4.2. Disfuncion endotelial

La disfuncién endotelial parece subyacer en una amplia gama de enfermedades como la
aterosclerosis, la HTA, el fallo cardiaco y la DM y se considera un estado predictivo independiente
de eventos cardiovasculares'. Se ha demostrado que la alteracion de la VDE medida en la
arteria braquial tiene un valor pronéstico en pacientes con patologia coronaria conocida'®.
Igualmente, se ha objetivado que la existencia de disfuncién endotelial periférica es de valor
prondstico en pacientes hipertensos sin evidencia clinica de angor o enfermedad coronaria'® e,
incluso, que esta alteracion de la VDE de las arterias sistémicas puede ser objetivada en nifios y
sujetos jovenes con factores de riesgo para el desarrollo de arteriosclerosis antes de que
comiencen a desarrollarse las placas ateroscleréticas'®. Ademas, se sabe que esta disfuncion
puede ser parcialmente reversible con tratamiento como las estatinas y los inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina, L-arginina, antioxidantes y preparados hormonales'’ y que
su mejoria se relaciona con un mejor curso clinico’™® '*°. Por todo ello, se ha realizado un gran
esfuerzo en la busqueda de un método para evaluar la funcion del endotelio con el fin de poder
identificar a los sujetos de alto riesgo, evaluar a pacientes con dolor toracico, monitorizar el

tratamiento e, incluso, para efectuar una valoracion preoperatoria del riesgo cardiovascular'.

En la disfuncién endotelial existe un desequilibrio en la liberaciéon y/o accién del NO. Ademas,
existen alteraciones en la secrecién de agentes vasoconstrictores como la endotelina-1 y de otras
sustancias vasodilatadoras como el factor hiperpolarizante derivado del endotelio y la

prostaciclina'’.

Se ha comprobado que el endurecimiento de la pared arterial esta relacionado con la funcién
endotelial. Este efecto ha sido ampliamente demostrado en pacientes con DM2, afectando tanto a
vasos de pequefio como de gran calibre’®®. Esto puede ser debido a un efecto directo o indirecto
de la hiperglucemia'®?, incluyendo la formacion de radicales libres de oxigeno, que producirian un

incremento de la sintesis de colageno tipo IV en la pared arterial y un aumento de la resistencia a
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la degradacién de la matriz colagena. Ademas, parece que la acumulacién de laminina,
fibronectina y acido hialurénico a este nivel pueden tener un efecto importante’®. De este modo,
cuando disminuye la produccion de NO y aumenta la liberacion de endotelina-1 o angiotensina ll,

puede afectarse la distensibilidad vascular por un efecto vasoténico a nivel del musculo liso'®.

4.3. Resistencia a la insulina y disfuncién endotelial

La insulina ejerce efectos vasculares beneficiosos incrementando la expresién génica y la

actividad de NOS y, por tanto, su biodisponibilidad'®® '’

, estimulando la liberacion de NO vy la
vasodilatacién dependiente del endotelio’®® que, a su vez, favorece el transporte y la captacion de

glucosa en los tejidos sensibles a la insulina'®®.

La disfuncién endotelial asociada a la DM2 parece estar producida por tres mecanismos
basicamente: la existencia de un desacoplamiento tanto en la actividad de la NOS endotelial
como de la fosforilacidbn oxidativa a nivel mitocondrial y la activacion vascular de la NADPH
oxidasa. La activacion de estas tres vias origina un aumento de la produccion de O, y de
peroxinitrito (ONOO")'°.

La alteracion de la VDE asociada con el sindrome de resistencia a la insulina'®® y la obesidad
puede ser debida a la exposicién prolongada de las células endoteliales a los AGLs y a la glucosa

circulantes'® 179,

En el estudio realizado por Tack y colaboradores, se observé que la respuesta
vasodilatadora mediada por la insulina en sujetos obesos podria estar alterada
independientemente de la funcionalidad endotelial, produciendo una resistencia vascular a la
insulina en el endotelio'”". Por tanto, la disfuncion endotelial puede no sélo ser una consecuencia
de la resistencia a la insulina, sino también jugar un papel importante en su produccion, originando
una alteracion postprandrial en el incremento de flujo sanguineo en los tejidos sensibles a la
insulina como el musculo esquelético’. Ademas, se ha comprobado que en los pacientes con
resistencia insulinica existe un retraso en el transporte de insulina al espacio intersticial que
supone un paso limitante de la captacion de glucosa a nivel celular, que podria estar mediado por

los radicales libres de oxigeno sintetizado a nivel endotelial por aumento del estrés oxidativo®.

5. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo se ha relacionado con multiples patologias como la arteriosclerosis, la HTA, el
dafio por isquemia-reperfusion, la inflamacion, la fibrosis quistica, el cancer, la diabetes, la
enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer y el envejecimiento’. Este ultimo trata de
ser explicado mediante la teoria de los radicales libres que defiende que la pérdida progresiva de
la funcién celular a lo largo de los afios es debida a un dafio acumulativo de los componentes

celulares, siendo de vital importancia en este proceso el dafio oxidativo producido por las EROs.
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Incluso, se ha llegado a relacionar la esperanza de vida de una especie con la produccion
mitocondrial de O, 2. Igualmente, se ha comprobado que la ingesta de una dieta hipocalérica
produce un aumento de supervivencia en animales de experimentacion que se relaciona con

menores tasas de generacion de O, al disminuir el dafio oxidativo tisular'”>.

El estrés oxidativo se define como la existencia de un desequilibrio persistente entre la produccion
de especies moleculares de alta reactividad [fundamentalmente EROs y especies reactivas de
nitrégeno (ERNSs)] y las defensas antioxidantes produciendo, finalmente, un dafio tisular'’®. La
sintesis de EROs se debe a la generacién de O, al acoplarse un electrén a la molécula de O,, que
al reducirse mediante la reaccidén catalizada por la superoxido dismutasa, forma moléculas de
peroxido de hidréogeno (H,O,). Posteriormente, el H,O, puede transformarse en oxigeno y agua a
través de la glutation peroxidasa o escapar de este sistema antioxidante y convertirse en radicales
hidroxilo (OH™) que pueden iniciar las cascadas de peroxidacion lipidicas en las membranas

celulares’®.

Las EROs radicélicas son el O,, el hidroperoxilo (HO,), carbonato (COs), peroxilo (ROy) y
alcoxilo (RO"). Otras EROs no radicalicas son, ademas del H,O,, el HOCI, los hidroperédxidos de
4cidos grasos (FAOOH), los aldehidos reactivos y el oxigeno singlete ('0,). En las células
vasculares existen multiples fuentes productoras de EROs como el transporte mitocondrial de

electrones, la xantino oxidasa, la ciclooxigenasa (COX), la NOS y la NADPH oxidasa.

Si se induce una sintesis excesiva de NO durante la inflamacion como mecanismo defensivo, se
puede producir un dafio tisular. Esto es debido a que el O, reacciona con el NO formando ONOO®
que se puede transformar en su forma acida denominada acido peroxinitroso (ONOOH) que es
una especie reactiva muy inestable y, por tanto, con un alto poder oxidante. La participaciéon del
ONOO  en la inflamacién puede ponerse de manifiesto mediante la determinacion de NT (NO,-
Tyr)'"® 17® Esta molécula se genera a partir de la oxidacién de NO,™ por la mieloperoxidasa (MPO)
que origina la formacién de NO,' que a su vez es capar de nitrosilar a la tirosina. Por tanto, la
cuantificaciéon de NT es una medida indirecta de la presencia de ONOO'". Todas estas moléculas
con el NO, el diéxido de nitrogeno (NO,), el cation nitroso (NO*), el anién nitroxilo (NO), el 6xido
nitrico (N2O3), las N-nitrosaminas, los S-nitrosotioles y los acidos grasos nitrosados, se

denominan ERNs'"’.

La acumulacién de EROs y ERNs altera numerosas funciones celulares por oxidacion directa del
DNA, proteinas y lipidos asi como a través de los productos generados a partir de la oxidacién de
estos compuestos’®. Ademas, activan vias intracelulares proinflamatorias y proaterogénicas a
través del NF-kB, las hexosaminas, las kinasas Jun NH,-terminal/protein kinasas activadas por
estrés (JNK/SAPK)'"® |a protein kinasa C (PKC) y la kinasa de la proteina activada por mitdgeno

(KPAM) (conlleva la activacion de las isoformas 1 y 2 de las kinasas relacionadas con la
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sefalizacion extracelular (ERK1 y ERK2) que estimulan la proliferacion de las células musculares

lisas vasculares, la liberacién de factores de crecimiento y la migracién celular)'”

y la disminucion
de la sensibilidad a la insulina inactiva las sefales de la fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K) y de la
protein kinasa B (PKB)'*. La activaciéon de todas estas vias celulares se relaciona, ademas de
con el desarrollo de las complicaciones tardias de la diabetes, con la resistencia a la insulina y la

disfuncion de la célula B pancreatica'’®.

5.1. Via del factor NF-kB

La transcripcion del factor NF-kB es uno de los mecanismo de sefalizacion intracelular mas
estudiado y parece ser una de las vias de sefalizacion celular inicial, tras el aumento de la
sintesis de EROs, que activa el resto de las vias celulares en situaciéon de hiperglucemia'®. El
NF-kB esta regulado mediante la degradacion por fosforilaciéon de su subunidad inhibidora (IkB)
que es mediada por la kinasa B (IKK-B) en respuesta a multitud de estimulos que incluyen los
lipidos y las EROs. Cuando esto se produce, el NF-kB puede penetrar en el nucleo celular
induciendo la expresion génica''. El NF-kB juega un papel fundamental como mediador de la
respuesta inmune e inflamatoria, asi como en la apoptosis celular ya que regula la expresion de
un gran numero de genes, incluyendo algunos relacionados directamente con el desarrollo de
complicaciones de la diabetes como el factor de crecimiento vascular endotelial (FCVE) y los
receptores de los productos finales de la glicacion (RPFG) que, a su vez, ejercen un mecanismo

de retroalimentacion positivo'’®.

5.2. Via del JNK/SAPK

La JNK [también conocidas como protein-kinasas activadas por estrés (SAPK), protein-kinasa
activadora mitogénica p38 (p38 MAPK) y PKC] son miembros de la compleja superfamilia de las
protein-kinasas serina/treonina y son conocidas como las kinasas inducidas por estrés, siendo las
responsables de una amplia variedad de estimulos inductores de estrés tanto exdégenos (AGLs)
como endogenos (estrés oxidativo y TNF-a) en multiples tipos celulares, incluyendo las células 3
pancreaticas. En éstas se ha comprobado que la activacion de JNK produce una disminucion de la
expresion génica de insulina mediada por la existencia de estrés oxidativo y que, de forma
inversa, la supresién de esta via enzimatica puede proteger a la célula B frente a la oxidacion'®.
De este modo, se ha detectado que la via de JNK esta activada en la diabetes y puede estar
involucrada en la progresién de la resistencia insulinica'®®. En modelos animales con DM2 y
obesidad, homocigotos en una mutacién supresora del gen de la JNK1 se ha comprobado una
menor activacion de este grupo enzimatico en el tejido hepatico, muscular y adiposo que indicaria
cierta proteccion frente al desarrollo de resistencia insulinica inducida por la obesidad dietética'®.

Por tanto, un déficit de JNK confiere una resistencia parcial frente a la obesidad, la hiperglucemia
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y la hiperinsulinemia en modelos diabéticos tanto genéticos como dietéticos, pudiendo ser una

183

futura diana terapéutica en el tratamiento de la diabetes *°. Ademas, la ruta metabdlica p38 KPAM

parece estar relacionada con la regulacion de la expresion de las UCPs aunque su mecanismo de

accion es aun desconocido®.

DIABETES
Estrés oxidativo
A AGLs
TNF-a
Higado, grasa, musculo Célula B-pancreatica

RESISTENCIA A LA INSULINA DISFUNCION CELULA B

Figura 6. Mecanismo de accién de la via JNK. La DM aumenta el estrés oxidativo que produce
una activacion de las JNK en los diferentes tejidos provocando una mayor disfuncién de la célula
B-pancreética y el desarrollo de mayor resistencia insulinica.

Figura adaptada de Kaneto H, Nakatani Y, Kawamori D, Miyatsuka T and Matsuoka TA. Involvement of oxidative stress
and the JNK pathway in glucose toxicity. Rev Diabet Stud 2004;1:165-74

5.3. Via de la hexosamina

El flujo excesivo de glucosa y AGLs hacia el interior de distintos tipos de células origina la
activacion de la sintesis de hexosamina que contribuye a la resistencia insulinica'®. Todas estas
vias son sistemas de sefalizacion inducidas por estrés que pueden ser activadas tanto por la
presencia de hiperglucemia como por la presencia de EROs. La activacion mantenida de estas

enzimas se asocia a la aparicion de las complicaciones tardias de la diabetes'’®.

Las vias de sefalizacion insulinica mediadas por las kinasas de estrés presentan diferentes
dianas o substratos. Entre ellos destacan la del receptor de insulina (RI)/ substrato del receptor de
insulina (SRI) que pueden ser de dos tipos (SRI-1 y SRI-2). Cuando en los SRI se produce un

aumento de la fosforilacién de serina disminuye la de tirosina, originando una disminucién de la
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actividad de la PIK3 que produce, finalmente, una disminucién en la actividad insulinica'®’ ¢

Ademas, la hiperinsulinemia, a través de esta via, puede producir efectos proarterogénicos,
determinando un desequilibrio entre la PI3K y la actividad mitdbgena de los factores de crecimiento
inducida por la protein-kinasa, aumentando la expresién de moléculas de adhesién endotelial,
favoreciendo la adhesion de los monocitos al endotelio’™ y produciendo un descenso en la
actividad de la NOS endotelial'®. Estos datos han sido obtenidos tanto en modelos animales
como en humanos, demostrandose que, por ejemplo, los portadores del polimorfismo Arg®? del
gen que codifica el IRS-1 presentan mayores alteraciones de la funcién endotelial que los
pacientes que presentan otros polimorfismos'' y, que ésto, explicaria la existencia de mayor
evidencia angiografica de lesiones coronarias en estos pacientes'®?. Esto hecho unido a la accién
proinflamatoria de las citoquinas liberadas por el tejido graso (adipoquinas) ocasiona una
disminucion del NO endotelial que origina un aumento de producciéon endotelial de aniones O, y
una disminucion de la actividad de la NOS, induciendo un estado inflamatorio subclinico que
causa la aparicién y desarrollo de la aterogénesis y la formaciéon de trombos intravasculares,

responsables ultimos de los eventos macrovasculares'® "%

Esta situacién de sobreexposicion a los AGLs se repite diariamente durante la fase posabsortiva

provocando una alteracién de la funcién endotelial®®

. De esta manera, si mejoramos la resistencia
insulinica y el control glucémico postprandial, se mejorara la funcién endotelial’®®. Lo que aun no
esta bien establecido es si la resistencia a la insulina en ausencia de hiperglucemia se asocia a la
aparicién de complicaciones vasculares, sugiriendo su papel protagonista en la reduccién de la
vasorreactividad de los pequefios vasos'. En diversos estudios epidemiolégicos realizados en
sujetos sanos con resistencia insulinica sin hiperglucemia e, incluso en sujetos sanos con
antecedentes familiares de diabetes, se ha comprobado que existe un mayor riesgo de desarrollar
complicaciones vasculares debido a una alteracion de la VDE'™* ' E| estudio de Campia y
colaboradores demuestra que una hiperinsulinemia sistémica aguda, en un grupo de sujetos
normotensos no diabéticos, se asocia a una alteracion de la funcién endotelial, sobre todo, la
dependiente del endotelio, que es independiente del grado de sensibilidad a la insulina y del perfil
lipidico. Ademas, demuestran que una concentracion plasmatica de insulina similar a la
hiperinsulinemia fisiolégica durante la fase postprandial induce disfuncién endotelial. Esto parece
ser debido a que la hiperinsulinemia puede afectar a la funcién vascular a través de la activaciéon
de mecanismos sistémicos y el aumento de la actividad de la endotelina-1'®. Igualmente, en
pacientes sanos, una hiperinsulinemia aguda aumenta la actividad de endotelina-1, uno de los
agentes vasoconstrictores mas potentes que es sintetizado en la pared arterial, constituyendo un
regulador muy importante de la formacién de la neointima tras un dafio vascular y con actividad

mitdgena que puede inducir la aparicién de arteriosclerosis'®” "%,
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5.4. Estrés oxidativo, glucotoxicidad y disfuncién endotelial

La glucotoxicidad se describe como el deterioro progresivo de la funcién de la célula B pancreatica
y el incremento de la resistencia insulinica, debida a la existencia de una hiperglucemia mantenida
por una alteracion de la sintesis y la secrecion de insulina'®. El aumento de la concentracion
plasmatica de glucosa produce un aumento del estrés oxidativo mediante la activacion de
diferentes vias metabolicas®®. Entre ellas, destacan la propia oxidacion de la glucosa, la
formacién de productos de la glicosilacion avanzada y la activaciéon de la via del poliol que llevan a
la produccion de EROs en los diferentes tejidoszm, evidenciado a través del incremento de los
niveles ADN, proteinas y lipidos oxidados?®. Junto a la accién propiamente nociva de estas
moléculas, el aumento del estrés oxidativo activa una serie de respuestas celulares como la de la

PKC, la transcripcion del factor NF-kB y las kinasas JNK asociadas al estrés®%2.

La metabolizacion del exceso de glucosa intracelular se produce a través de diferentes rutas
metabdlicas como la de la aldosa reductasa, la fosforilacion oxidativa mitocondrial, la activacion de
las NADPH oxidasas vy la alteracion del cociente NADPH/NADP. De hecho, se cree que la mayoria
de las moléculas oxidantes inducidas por la glucosa derivan del exceso de produccion de O, por
la cadena de transporte de electrones mitocondrial®®’. Los productos de este proceso actuarian
como activadores del resto de vias como la activaciéon de la PKC, la produccion de hexosamina, la

activacion de la aldosa reductasa y la produccién de moléculas glicosiladas.

La activaciéon de la aldosa reductasa transforma la glucosa en sorbitol y éste, a su vez, es
metabolizado a fructosa mediante la accién de la enzima sorbitol deshidrogenasa. Estos tres
azucares, especialmente la fructosa y el sorbitol, producen la glicosilacién de proteinas, lipidos y
acidos nucleicos que, finalmente, inducen la formacién de radicales libres. Ademas, el acumulo de
sorbitol aumenta la presién oncoética, disminuye la concentracion de mioinositol y altera el
equilibrio redox intracelular?®®. Por otro lado, el aumento de la captacion de glucosa por la célula,
estimula a la PKC que, a su vez, activa a distintas enzimas prooxidativas como la peroxidasa y la
COX, induce la formacién de citoquinas proinflamatorias y de EROs e incrementa la actividad de
la via del poliol, que deplecciona a la célula de NADPH, disminuyendo la via redox del glutation,
que es uno de los mecanismos fundamentales de eliminacion de radicales libres. La activacion de
esta via induce, ademas, la activacion de la COX e incrementa los niveles citosélicos de NADH,
contribuyendo todo ello al desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa. Toda esta cascada
enziméatica conlleva una mayor formaciéon de O, en la cadena mitocondrial de transporte de
electrones. Otra accion de la glucosa es promover la oxidacion de la BH, por el ONOO'. Esta
molécula imprescindible para controlar la estrecha regulacion que existe sobre la produccién del
NO a partir de L-arginina y O,. Cuando disminuye la concentracién de BH,4, se produce una

alteraciéon de la funcién de la NOS endotelial que hace que ésta transfiera los electrones al O, en
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vez de a la L-arginina, produciéndose O, en vez de NO, generando de este modo mayor estrés
oxidativo®®. Igualmente, se ha comprobado que la hiperglucemia mantenida aumenta la
glicosilacion de proteinas plasmaticas que interaccionan con receptores especificos endoteliales,
aumentando la produccion de EROs?*®. Otros efectos de la hiperglucemia son la glicosilacién de
las lipoproteinas y la peroxidacion del colesterol LDL por el incremento de EROs como el O, el
H,O, y radicales OH*® y de ERNs como el ONOO™°. Por ultimo, la glucosa promueve la
isquemia, que causa una disminucién de la actividad mitocondrial y un aumento de formacion de
radicales libres por el dafio tras la reperfusion'®. Todos estos procesos confluyen originando un
desacoplamiento en la sintesis de NO, que aumenta la transferencia de electrones a moléculas de
O,, formandose una mayor cantidad de O, y de ONOO, que son compuestos con un enorme

poder oxidante'.

Los fenbmenos comentadoss previamente estan ampliamente descritos en situaciones de
alteraciones del metabolismo glucidico, ya sea en estados prediabéticos como en la diabetes
mellitus establecida. Igualmente, se han realizado distintos estudios para comprobar si en sujetos
sanos, tras una sobrecarga oral de glucosa (SOG), se producen alteraciones de la funcion
endotelial. Este es el caso del estudio realizado por Kawano y colaboradores, en el que
comprobaron que tras la administracién de una SOG se produce una reduccién de la VDE que se

acompafia de un aumento plasmatico de radicales libres de oxigeno®®.

6. LA DISLIPEMIA DIABETICA

La dislipemia asociada tipicamente a la DM2 se caracteriza por la presencia de una disminucion
de las cifras plasmaticas de HDL, hipertrigliceridemia por aumento de las particulas de
remanentes de quilomicrones y una modificacion en la estructura de las particulas de LDL
haciéndolas pequefias y densas, mas vulnerables a la oxidacién y con mayor capacidad para
penetrar en la intima y unirse a los proteoglicanos' '°. La etiologia de esta dislipoproteinemia es
multifactorial y parece estar relacionada con un mal control glucémico, la existencia de
hiperinsulinemia y de resistencia a la insulina y con una alteracién en la regulacion del

metabolismo de los 4cidos grasos y de las lipoproteinas'®.

6.1. Cambios especificos en la composicion de las lipoproteinas en la
diabetes tipo 2

1. Enriquecimiento de ésteres de colesterol de las VLDL y de triglicéridos de las LDL y HDL

por un aumento del “pool” circulante de VLDL y por el aumento del intercambio lipidico

mediado por la proteina transportadora de ésteres de colesterol (CEPT)?".
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2. Aumento de la actividad de la proteina transportadora de fosfolipidos que contribuye a la

hipertrigliceridemia y a cambios en la composicién de la HDL?®.

3. Aumento de la lipolisis de las moléculas de HDL y LDL ricas en triglicéridos debido a un
aumento de actividad de la lipasa pancreatica, conllevando la produccion de LDL

pequefas y densas.

4. Cambios en el tamafo de la HDL (disminucién de HDL2 y HDL3) por la disminucion
plasmatica de la apolipoproteina A-l (apoA-l) y de las HDL ricas en apoA-l y

apolipoproteina A-Il (apoA-11)*%.

5. Disminucién de la concentracion plasmatica de HDL que implica una reduccion del
transporte reverso de colesterol y una disminucién de los efectos antiaterogénicos de esta

lipoproteina™ 2%°.

6.2. Efectos especificos de cada una de las lipoproteinas sobre la funcion

endotelial

La dislipemia es uno de los factores mas importantes en el desarrollo de la disfunciéon endotelial
asociada a la DM2. Se han realizado multiples estudios sobre este tema, encontrandose una
correlacion significativa entre la alteracion de la VDE en las arterias del brazo y los cambios

lipidicos plasmaticos que se producen en esta patologia.

A continuacién, se procedera a describir el efecto de cada subfraccion lipidica sobre la funcion

endotelial.
1.LDL

Como se ha mencionado con anterioridad, las particulas de LDL pequefias y densas son
altamente susceptibles a la oxidacion, especialmente cuando estan glucosiladas o sujetas a un
ambiente de estrés oxidativo como ocurre en la diabetes tipo 2'°. La LDL nativa, por si misma,
puede alterar la funcion endotelial al aumentar la produccion y liberacion de dimetil-arginina
asimétrica que inhibe a la NOS endégena®''. Cuando la molécula de LDL se oxida (LDLox), puede
alterar la VDE'®, afectando distintos mecanismos como el descenso de la expresion génica de
NOS endotelial ?', la estimulacién de la PKC?", |a alteracion de sefial de la proteina G*™ y el

aumento de la sintesis de endotelina-12"®

y de la expresion de los receptores endoteliales de
angiotensina Il, alterando asi la sintesis de NO, la vasodilatacion y estimulando la actividad de la
NADPH oxidasa. Ademas, parece que en pacientes con DM2, la LDLox estimula la expresion de
citoquinas aterogénicas a nivel endotelial’’®. Ambas moléculas (LDL nativa y LDLox) pueden

|217

alterar la actividad de NOS endotelial al aumentar la expresion de caveolina-I='*, cuya funcién es

unirse a la NOS endotelial y evitar su activacibn mediante el complejo calcio-calmodulina. En los
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estudios realizado por Paniagua y colaboradores, se demostré la existencia de una relacion

inversa entre el incremento de los niveles de LDLox y la VDE medida en la arteria braquial'®.

2. VLDL y quilomicrones

Durante el periodo postprandrial se produce una alteracion de la funcién endotelial en el que
parece que subyacen dos mecanismos fundamentales?'® ?'°. El primero de ellos es el acimulo de
lipoproteinas remanentes (tanto VLDL como quilomicrones) que podrian causar la alteracion de la
activacion de la via arginina/NO mediada por el receptor acoplado a la proteina G**°. Ademas,
parece existir una asociacién significativa e independiente entre la concentraciéon de remanentes y
la alteracion de la VDE, comprobada en estudios realizados en humanos a nivel coronario?'. El
segundo mecanismo es debido al incremento del estrés oxidativo que producen estos remanentes
de lipoproteinas®?, tanto durante la fase postprandial inmediata como durante la tardia. En el
estudio realizado por Paniagua y colaboradores, se demostr6é la existencia de una asociacion
inversa entre el incremento de la produccion leucocitaria de superédxido y la VDE medida en la

arteria braquial®.

3. HDL

Las HDL son particulas con un alto contenido proteico (50 %) y relativamente ricas en fosfolipidos
(30 %). Generalmente, las HDL son divididas en dos subclases: HDL, y HDL; siendo las primeras
mas grandes y menos densas. La principal funcion reconocida de las HDL es el transporte reverso
de colesterol que se define como la ruta del colesterol desde las células periféricas como son las
células espumosas de la intima vascular hacia el higado. Para que este proceso se lleve a cabo,
es esencial que se produzca la unién de la particula de HDL a su receptor especifico, permitiendo
la internalizacién de la HDL en la célula. En el estudio realizado por Paniagua y colaboradores en
pacientes diabéticos, demuestran que tras un mejor control metabdlico de los diabéticos, la
reduccién de los niveles de insulinemia plasmatica se relacion6 inversamente con un incremento
de la capacidad de unién especifica de la HDL3, indicando una posible relaciéon de la resistencia a

la insulina con la disminucién de los niveles de HDL; observada en estos pacientes”.

Ademas, las particulas de HDL evitan la oxidacién de las LDL a través de la activaciéon plaquetaria
del factor acetil-hidrolasa y de la paraoxonasa (especialmente la isoenzina 1). Estas enzimas
asociadas al HDL hidrolizan los lipidos hidroperoxidados de las particulas de LDL. En la diabetes
mellitus tipo 2, existe una disminucion o alteracién de las moléculas de HDL que se asocia a un
descenso de la actividad de la paraoxonasa, aumentandose asi la oxidacién de las LDL?*?®. De
forma inversa, se ha demostrado que la HDL mejora la funcién endotelial al disminuir la expresion

de moléculas de adhesion endotelial estimuladas por la LDLox**. Asimismo, parece que en la
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diabetes se produce una disminucion de los niveles de apoA-l y del cociente de las particulas de

lipoproteina A (LpA) LpA-I:A-ll, que conlleva niveles bajos de colesterol HDL;?°.

4. Acidos grasos libres

En estudios in vitro se ha comprobado que niveles elevados de AGLs producen multiples efectos
adversos sobre la funcién mitocondrial, incluyendo el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa

y la produccién de EROs**

. Otros efectos afiadidos son la inhibicién de todas las grandes vias de
utilizacion de HC incluyendo la captacion de glucosa, la sintesis de glucogeno y la glucolisis tanto
oxidativa como no oxidativa??’. La razén de esta inhibicion sobre las distintas acciones de la
insulina parece estar producida por tres efectos diferentes de los acidos grasos: un defecto en la
oxidacién de los HC?®, aumentando la glucolisis no oxidativa, una alteracién del transporte y/o
fosforilacion de la glucosa y un defecto de la glucogeno-sintetasa muscular al acumularse en las
fibras musculares®”. Si el almacenamiento de triglicéridos se produce en la célula B pancreatica,
desencadena la produccion de apoptosis celular, la reduccién de la secrecidén insulinica v,

finalmente, el desarrollo de una diabetes franca®*.

En la DM2, la lipdlisis de lipoproteinas ricas en triglicéridos y el aumento de la liberacién de acidos
grasos no esterificados (AGNEs) por los adipocitos mediado por la activaciéon hormonal de la
lipasa, puede contribuir al dafio endotelial®®®. Su mecanismo de accién podria ser a través de la

230. 21 De este modo, también se

inhibiciéon de la NOS endotelial o de la produccién de EROs
explicaria la disfuncién endotelial que se produce en pacientes diabéticos tras la ingesta de una

comida grasa.

6.3. Metabolizacion postprandial de triglicéridos como posible mediadora de

la aparicion de resistencia insulinica y estrés oxidativo

Durante el periodo postprandial, se produce el almacenamiento de acidos grasos en distintos
tejidos constituyendo una fuente de liberacion retardada de AGLs. La concentracion de AGLs
plasméticos es la principal causa de la asociacion entre grasa e insulino-resistencia ya que éstos
ejercen acciones inhibitorias sobre la captacién de glucosa mediada por insulina tanto en
personas no diabéticas®*? como en pacientes con DM2. En personas sanas, la administracion de
AGLs causa un incremento del estrés oxidativo debido a un aumento en los niveles de
malondialdehido (molécula altamente téxica producida, en gran parte, por la oxidacién lipidica y
las EROs) y a una reduccién del cociente de glutation reducido/oxidado®®. Si los triglicéridos se
acumulan en el endotelio, el aumento de acidos grasos origina una alteracién mantenida de la

VDE, promoviendo por tanto, un dafio endotelial crénico®®. Ademas, las tasas de produccién de
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glucosa hepatica postabsortiva son mayores en pacientes con DM2 que en los controles aunque

la supresion de la produccién de glucosa hepatica parece ser normal'®® %7,

Cuando existe resistencia insulinica, tras la ingesta también se estimula la sintesis hepatica de
VLDL ricas en triglicéridos, especificamente las de gran tamafio llamadas VLDL1, lo que retrasa el
aclaramiento de quilomicrones por saturacién competitiva de la lipoprotein-lipasa (LPL) y por la
actividad de los receptores de VLDL y de remanentes de quilomicrones intrahepaticos. Esto
parece ser debido a un aumento en el intercambio de AGLs desde el tejido adiposo al higado,
aumentando el contenido graso hepatico, y a la disminucién del efecto inhibitorio que ejerce la
insulina sobre la secrecion hepatica de la apolipoproteina B (apoB)?°. En pacientes con obesidad
e insulino-resistencia, se estimula la produccién y liberacion de AGLs desde los adipocitos y éstos,
a su vez, inducen mayor resistencia a la insulina y mantienen una situaciéon de hiperglucemia. Su
mecanismo de accion parece ser multiple, produciendo una inhibicién de la NOS, y por tanto, una
disminucion de NO que produce una alteracién de la funcién endotelial y un aumento de los
radicales libres de oxigeno que se ve agravado por la mayor generacion de los mismos por un
incremento de la peroxidacion lipidica. Igualmente, la pérdida de glicosaminoglicanos inducida por
los radicales libres de oxigeno, puede ocasionar un descenso de la actividad capilar de la LPL
endotelial, contribuyendo a la aparicion del perfil lipidico caracteristico de los pacientes con

resistencia a la insulina y con DM2.
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lll. HIPOTESIS DE TRABAJO

La UCP2 es una proteina que se localiza en la membrana interna mitocondrial y esta acoplada a
la cadena de transporte de electrones y, por tanto, a la sintesis de energia. La mayoria de los
pacientes con resistencia a la insulina experimentan un deterioro paulatino del metabolismo
hidrocarbonato que conduce a un incremento del estrés oxidativo. Este ambiente prooxidante
induce la expresion de UCP2 como mecanismo contrarregulador cuya finalidad es proteger a la
célula de la oxidacion. Nuestra hipotesis es que dado que tanto los AGLs como las EROs vy las
ERNs son inductores de la expresiéon génica de UCP2, la ingesta de diferentes dietas con distinta
composicion grasa y de HC podria modificar el grado de estrés oxidativo y por tanto, de expresion

de dicha proteina.
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IV. OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

Estudiar la expresién génica de UCP2 en el tejido adiposo periférico en personas con
sobrepeso de distribucién central, resistencia a la insulina y antecedentes familiares de DM2 con
sobrepeso, tras la administracion de tres modelos de dieta en fase de mantenimiento de peso: una
mediterranea rica en aceite de oliva, otra rica en hidratos de carbono y una tercera rica en grasas

saturadas.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Comparar el efecto de cada modelo de dieta sobre la reactividad endotelial microvascular.

2. Determinar el efecto de los tres modelos de dieta sobre los niveles basales y postprandiales
de LDL-ox y nitrotirosina.

3. Analizar las modificaciones que se producen en el perfil lipidico y en el metabolismo

hidrocarbonato tras la ingesta de cada una de las dietas.
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V. DISENO Y METODOLOGIA

1. POBLACION

1.1. Proceso de seleccion de los participantes

Los pacientes fueron reclutados de registros de pacientes diabéticos de cinco centros de Atencion
Primaria del Distrito Cérdoba — Centro. Los participantes en este estudio debian tener sobrepeso
de distribuciéon abdominal, antecedentes familiares de DM2 y presentar resistencia a la insulina.
Se hizo una preseleccion de 59 personas a las que se les realizd una historia clinica completa,
medidas de peso, altura, perimetro de cintura, calculo del indice de masa corporal (IMC), TA 'y

realizaciéon de estudios bioquimicos.

Las pruebas de laboratorio incluian la determinacién de una hematimetria con férmula leucocitaria
y recuento, glucemia determinada mediante el método de la glucosa oxidasa, hemoglobina
glicosilada (HbA1.), urea, creatinina, sodio, potasio, cloro, calcio, fésforo, magnesio, proteinas
totales, aspartato aminotransferasa (AST), alanino aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina,
gammaglutamiltranspeptidasa (GGT), colesterol total y subclases (HDL y LDL), triglicéridos,
determinaciones hormonales de hormona estimulante del tiroides (TSH), tiroxina (T4 libre) e
insulinemia basal. Ademas, en la orina recogida en 24 horas se determinaron la microalbuminuria,

creatinina, urea e iones.

De los voluntarios seleccionados inicialmente, 27 fueron excluidos porque no cumplian los
criterios de seleccion (n=18) o por rechazar participar en el estudio (n=9). A los pacientes
restantes (n=22) se les realizé una prueba de SOG y se les extrajo una muestra sanguinea
mediante cateterizacién de la vena antecubital a los 0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos. Tras la
determinacion de los niveles plasmaticos de glucosa e insulina, se calculé el indice de sensibilidad
insulinica de Matsuda (I1SIm) y, finalmente, se seleccionaron 11 pacientes (4 hombres y 7 mujeres)
que presentaban un ISIm < 4 (indicador de resistencia a la insulina; a menos valor, mayor

resistencia)®*®.
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5 CENTROS DE ATENCION PRIMARIA

59 VOLUNTARIOS

CRIBAJE
- Peso, talla y perimetro de cintura
TA

- Estudio bioquimico basico

EXCLUIDOS 27 VOLUNTARIOSS 22 VOLUNTARIOS

No criterios de seleccion (n=18)
j SOG y calculo del indice de

Rechazaron participar (n=9)
Sensibilidad insulinica de

Matsuda (ISIm)

Figura 7. Proceso de seleccion de los participantes en el estudio

1.2. Criterios de inclusion

1.
2.

Edad comprendida entre los 35y 75 afos.

Uno o ambos padres con DM2 y obesidad, demostradas mediante los datos obtenidos de los
antecedentes familiares de la historia clinica (toma de tratamiento hipoglucemiante e IMC > 25
Kg/m?).

IMC > 25 Kg/m? con una distribucién centripeta de la grasa corporal (perimetro de cintura >
102 en hombres y > 88 en mujeres).

Historia de glucemia plasmatica basal < 125 mg/dl y HbA. < 6,5% sin tratamiento previo con
antidiabéticos orales ni insulina.

indice de sensibilidad a la insulina de Matsuda < 4. Este indice se calcula a partir de los
valores basales de glucosa e insulina y de valores medios de glucosa e insulina obtenidos tras
una SOG. ISIm = 10%/(Glucosa basal x Insulina basal) x (Glucosa plasmatica media x Insulina
plasmatica media).

En el caso de las mujeres, menopausia confirmada mediante cuantificacién de los niveles de
hormona foliculo-estimulante (FSH) >40 UI/L y ausencia de menstruaciéon durante un periodo

superior a 1 afio.
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1.3. Criterios de exclusion

1. Signos de complicaciones microvasculares (retinopatia, nefropatia y/o neuropatia) y
macrovasculares diabéticas.
Consumo de alcohol o tabaquismo.

3. Tratamiento con R-bloqueantes, diuréticos, esteroides o cualquier medicacion que pueda
alterar el metabolismo glucidico.

4. Enfermedad renal, hepatica, tiroidea o adrenal.

1.4. Calculo del tamano muestral

El calculo del tamafio muestral se realiz6 a partir de los resultados de trabajos previos descritos

en la bibliografia®’:

e Variable principal del estudio: Variacion de la expresion génica de UCP2 en tejido graso
periférico.
e Desviacion estandar de la variable principal del estudio: 30
e Diferencia minima esperada: 35% (Ho= 82,8 ; Hi= 53,82)
e Riesgo alfa = 0,05
e Potencia (1-) = 0,90
En base a estas premisas se precisan como minimo un total de 9 participantes.

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital

Universitario Reina Sofia.

2. DISENO DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES

Tras la seleccion inicial de los voluntarios y la obtencién del consentimiento informado, los 11
participantes, de forma aleatoria y en un disefio cruzado de cuadrados latinos de Williams,
siguieron tres periodos de dieta de 28 dias de duracién: una rica en grasa SAT con una
composicion del 47% HC, 15% proteinas y 38% grasas (23% SAT, 9% MONO, 6% POLI), otra
pobre en grasa y rica en HC consistente en un 65% HC, 15% proteinas y 20% grasas (6% SAT,
8% MONO y 6% POLI) y una tercera rica en MONO con un 47% HC, 15% proteinas y un 38%
grasas (9% SAT, 23% MONO y 6% POLI), Posteriormente, todos los pacientes fueron sometidos,
secuencialmente, a las otras dos dietas hasta completar un total de 12 semanas. La composicién

de cada una de las dietas se detalla en la tabla 3.
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Tabla 3: Composicién de las dietas

DIETA Grasas Proteinas Hidratos de carbono Fibra
SAT | 38% (23% SAT, 6% POLI, 9% MONO) 15% 47% 27 g/d
HC 20% (6% SAT, 6% POLI, 8% MONO) 15% 65% 32 g/d
MONO | 38% (9% SAT, 6% POLI, 23% MONO) 15% 47% 29 g/d

El disefio de las dietas experimentales se baso6 en la sustitucion de las grasas SAT por HC en la
dieta pobre en grasas mientras que en la dieta alta rica en grasas, los MONO sustituyeron a las

grasas SAT.

El total energético se determiné usando los factores de conversiéon de 16,74 KJ (4 Kcal) para el g
de proteina, 16,74 KJ (4 Kcal) para el g de hidratos de carbono y 37,66 KJ (9 Kcal) para el g de
grasa®. Las dietas fueron preparadas de acuerdo a las necesidades caléricas calculadas
mediante un estudio de calorimetria indirecta basal y la formula de Harris-Benedict y sumando la
actividad individual®®®. Durante los periodos de intervencion el peso medio de los participantes de

mantuvo sin cambios significativos.

El aceite de oliva constituyd la principal fuente de grasa monoinsaturada en la dieta alta en
MONO. La composiciéon de fibra dietética de las dietas enriquecidas en grasas SAT y MONO fue
de 27 y 29 g/d respectivamente, siendo el contenido medio de fibra de la dieta rica en HC de 32

g/d. A los pacientes se les permitié el consumo moderado de café, té y bebidas bajas en calorias.

Las composicion de las dietas experimentales se calculd usando el programa DIETSOURCE
v.1.2. (Novartis, Barcelona, Espafia). Todas ellas estaban constituidas por alimentos naturales y
su composicion se ajusté usando las unidades de las tablas de alimentos de United States
Department of Agriculture (USDA)*® y las tablas de composicion de alimentos espafiola para
alimentos locales®”. La ingesta energética se distribuyé entre el desayuno (22%), comida (33%),
merienda (12%) y cena (33%).

Todos los pacientes fueron controlados mediante monitorizacién e instrucciones telefénicas
semanalmente. El control y adherencia de los voluntarios a la dieta se realiz6 mediante el analisis
de la composicién en acidos grasos en el suero al final de cada uno de los periodos de

intervencion dietética mediante cromatografia de gas®>.

Al final de cada periodo dietético y tras 12 horas de ayuno, se administr6 a cada participante un

desayuno de 443 Kcal que debia ingerir en 10 minutos. La composicion del desayuno fue la
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siguiente, basada en la dieta que consumia cada individuo en cada periodo de intervencion

dietética:
o Desayuno rico en HC: 200 ml de leche desnatada, 50 g de pan y 75 mg de mermelada

e Desayuno rico en grasa MONO: 200 ml de leche desnatada, 50 g de pan y 27 cc de aceite
de oliva con un contenido del 72,5% de MONO.

o Desayuno rico en grasa SAT: 200 ml de leche entera, 50 g de pan y 25 g de mantequilla
con un 72% de SAT.

3. CALORIMETRIA INDIRECTA

La produccién de energia (PE) y el cociente respiratorio (QR) fueron estimados mediante
calorimetria indirecta continua usando un sistema de analisis computerizado de flujo gas a través
de una canula (Deltatrac; Datex, Helsinki, Finland). EIl sistema fue calibrado previamente con
mezclas de gases estandar, realizdndose comprobaciones de su correcta calibracion a lo largo de
la realizacion de las pruebas. El sistema usado posee una precision con una tasa de error menor
del 1% para la medicion de la tasa de consumo de oxigeno (VO,) o la produccion de diéxido de
carbono (FCO,). El gasto energético (GE) fue cuantificado tras un periodo de equilibrado de 10
min. El registro de la tasa de intercambio gaseoso fue realizado durante 30 minutos en estado
basal. Las tasas de desaparicién (TD, g/min) de glucosa, lipidos y proteinas fueron calculadas a
partir de las férmulas calorimétricas conociendo los valores de 17O, y ¥"CO, (L/min) y la excrecion
urinaria de nitrégeno (N, g/min) ?*'. La tasa de oxidacién de proteinas fue estimada a partir de la
excrecion de nitrbgeno urinario (1 g nitrbgeno = 6.25 g proteinas) en muestras de orina de 12

horas recogidas la noche previa a la realizacién del estudio.
Las ecuaciones usadas fueron las siguientes:
1. Oxidacién de Glucosa (g-kg™-d™) = [(4.55 x "CO,) — (3.21 x VO,) — (2.87 x N urinario)
2. Oxidacion de grasas (g-kg™+d™") = [(1.67 x V'O,) — (1.67 x VCO,) — (1.92 x N urinario)
Donde 1"CO, y 17O, estan expresados enL+kg”sd "' y el N urinario en gekg™'sd .
3. Oxidacion proteica (g-kg™-d™) = N urinario x 6.25

Donde el N urinario es equivalente a la excrecién de nitrdgeno expresado en g'kg'1-d'1, siendo 6.25

el factor de conversion de nitrégeno a proteinas.

En general, las ecuaciones usadas estan muy cercanas al calculo exacto de las tasas netas de
oxidacién de lipidos, glucosa y proteinas y del célculo de la sintesis neta de lipidos a partir de la
glucosa. Estas ecuaciones deben interpretarse de forma diferente si existe lipogénesis neta a

partir de HC. Cuando, por ejemplo, el QR no proteico es >1.0 o existe lipogénesis neta o la
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oxidacion lipidica tiene un valor negativo, la medicién de la estimacioén y el valor real de la
oxidacion de HC difieren en el equivalente de glucosa de la grasa sintetizada. En estas
circunstancias, la oxidacion real de HC es menor que el valor obtenido. También se sabe que la
lipogénesis puede ocurrir en algunos tejidos con un QR <1.0. En este caso, la tasa de oxidacion
de HC calculada representa el valor real, la cantidad de glucosa convertida en grasa durante la

lipogénesis y una contribucién desconocida pero despreciable de la gluconeogénesis*.

4. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

4.1. Extracciones sanguineas

Al final de cada uno de los periodos de intervencién dietética, tras 12 horas de ayuno, se
extrajeron 15 ml de sangre venosa empleando agujas Venoject® (Terumo™) en tubos conteniendo
1 mg.dL” de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y tubos con citrato sédico al 3,8%
(VacutainerT'V') en los tiempos -5, 0, 60, 120 y 180 minutos. La orina se almacen6 en botes de

plastico.

4.2. Determinaciones bioquimicas basicas

Inmediatamente después de la extraccion sanguinea, se procedio a la separacion del plasma
mediante centrifugaciéon a 3.000 revoluciones por minuto (10 min, 1.500 g, 4°C). Posteriormente,
las muestras de plasma y orina fueron alicuotadas, refrigeradas y congeladas posteriormente a -
30°C. Para reducir las variaciones interensayo entre determinaciones, todas ellas fueron
realizadas conjuntamente al finalizar el estudio. En el minuto 0 se determinaron hematimetria con
férmula leucocitaria y recuento, glucemia por el método de la glucosa-oxidasa, HbA; medida en
sangre fresca mediante cromatografia liquida de alta resolucion (Bio-Rad, Paris, France), urea,
creatinina, sodio, potasio, cloro, calcio, fésforo, magnesio, fosfatasa alcalina, GGT, y proteinas
totales. Para la determinacion de AST y ALT se us6 un autoanalizador Hitachi PA Hitachi P-800
(Roche Diagnostics, Tokyo, Japan) por métodos enzimaticos calorimétricos (Biosystem,
Barcelona, Spain; coeficiente de variacion intraensayo <6% y <2% respectivamente). El colesterol
total y los triglicéridos fueron determinados mediante técnicas enzimaticas colorimétricas con los
métodos CHOD-PAP y GPO-PAP (Boehringer, Mannheim, Germany) respectivamente, utilizando
un calibrador universal (Roche™, Basilea, Suiza) y controles ciegos (Vitro). Los valores de HDL
fueron determinados por precipitacibn de las proteinas que contenian ApoB con
fosfotungstato/magnesio y la fraccién de LDL calculado a partir de la férmula de Friedewald**. Las
concentraciones de Apo Al y Apo B100 se determinaron por métodos inmunoturbidimétricos
(Boehringer, Mannheim, Germany). Las determinaciones hormonales de TSH, T4 libre e

insulinemia basal fueron medidas mediante un método de inmunoensayo enzimatico de
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microparticulas (Abbott Diagnostics, Matsudo-shi, Japan; CV 2,5-6%). Ademas, en la orina

recogida en 24 horas se determinaron la microalbuminuria, creatinina, urea e iones.

4.3. Determinacion de los acidos grasos plasmaticos

Los composicion y cuantificacién de los acidos grasos de los fosfolipidos plasmaticos se realiz6 en
Instituto de la Grasa de Sevilla que pertenece al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
usando una técnica fluorimétrica®**. Tras 12 horas de ayuno, se procedié a la extracciéon de una
muestra sanguinea que fue colocada en tubos conteniendo EDTA. Las muestras fueron
centrifugadas y el plasma se almacend en alicuotas de 0,5 mL y fueron congeladas a -70 °C hasta
la realizacion del analisis del contenido de acidos grasos. Todos los lipidos plasmaticos se
extrajeron en 0,5 mL de metanol, se afiadi6 1 mL de cloroformo y posteriormente, el pool de
extractos disueltos fueron secados en una atmosfera de nitrégeno. Los fosfolipidos plasmaticos
fueron separados mediante cromatografia de capa gruesa unidimensional en una columna de 60 -
m (0.25 mm) SP-2380 (Supelco, Bellefonte, PA) y fueron medidos mediante un cromatégrafo de
gas Hewlett-Packard 5890 (Hewlett-Packard, Avondale, PA) equipado con un inyector automatico
(Agilent 6890 II), un detector de llama ionizada y el software CHEMSTATION y MUSTANG
(Hewlett-Packard) para el tratamiento de datos. El hidrégeno se utiliz6 como transportador de gas.
La cantidad relativa de cada acido graso (% total de acidos grasos) fue cuantificada integrando el
pico en el area bajo la curva (ABC) y dividiendo el resultado entre el area total de todos los acidos
grasos. La precision intraensayo presenté una variacion del 2% al 5%, dependiendo del tamafio

del pico a medir®® .

4.4. Cuantificacion de las particulas de LDL oxidada

Para la determinacién de los niveles de LDL-0x, se procedio a la extraccion de sangre venosa y se
anticoagulé con K;EDTA (2 mg/ml), conservandola en hielo. La concentracion circulante de LDL-
ox se cuantific6 mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) utilizando un
anticuerpo monoclonal murino (mAB-4E6-) comercializado (Oxidized LDL ELISA, Mecordia,
Upsala, Sweden; limite de deteccion < 1 mU/I; coeficiente de variacién intraensayo en nuestro
laboratorio: 5,5 - 6,2%). El anticuerpo monoclonal estad especificamente dirigido frente a un
epitopo de la apoB-100 de la superficie de la LDL que se produce al sustituir los aldehidos de la
apolipoproteina B-100 por, al menos, 60 residuos de lisina. Los aldehidos son liberados por las
células endoteliales sometidas a estrés oxidativo por peroxidacién lipidica o por las plaquetas
activadas que también pueden producir modificaciones oxidativas de la apolipoproteina B-100 en
ausencia de lipoperoxidacién. La especificidad de la prueba es excelente. Los valores de Csg
(concentracion necesaria para obtener una inhibicién del 50% de la fijacion del anticuerpo en la

ELISA) son 25 mg/dl de LDL nativa obtenida mediante ultracentrifugacion del plasma de
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voluntarios sanos y 0,025 mg/dl de LDL-ox con un minimo de 60 aldehidos sustituidos por lisina
por apolipoproteina B-100 obtenida mediante oxidacién inducida por cobre iénico de la misma
LDL. De este modo, una concentracion plasmatica de LDL de 160 mg/dl puede contribuir a la

obtencién de una concentracion de LDL-ox <0,2 mg/dI'®.

4.5. Cuantificacion de Nitrotirosina

La existencia de estrés oxidativo condiciona un aumento en la producciéon de O," y de NO que, al

reaccionar, producen ONOO?*°. Esta molécula es un potente oxidante capaz de inducir la

L246 |247

oxidaciéon de las LDL“™, causar disfuncién endotelial®™’ y producir la nitrosilacion de los residuos
de tirosina de las proteinas. Dada que la produccién de ONOO™ es dificil de medir, se ha
propuesto la determinaciéon de los niveles de nitrotirosina en las proteinas como marcador
indirecto de la produccién de ONOO 248 y, por tanto, de estrés oxidativo. Los niveles de
nitrotirosina plasmatica expresados en en pymol/l se determinaron con un kit comercial de ELISA
basado en el principio del sandwich con anticuerpos monoclonales (clon HM.11) segun el método

descrito por Ceriello y colaboradores®*®

(Nitrotyrosina Elisa Test Kit, HyCult Biotechnology B.V.,
Netherlands; limite de deteccion < 2nM, siendo el rango de concentraciones detectables de 2-

1500 nM).

5. ESTUDIO DE LA EXPRESION GENETICA EN EL TEJIDO ADIPOSO
PERIFERICO

Para la obtencién de las muestras de tejido adiposo periférico se empled una pistola Bard®
Magnum (ref. MG1522), con agujas Bard® Magnum Core (ref. MN1410), conservando
posteriormente las muestras obtenidas en solucion conservante de ARN (7020 RNA Later®,
Ambios, Austin, Texas, EEUU) a -80°C. Las muestras se tomaron del cuadrante superior externo
del gluteo de los participantes a los 180 minutos de la ingesta del desayuno con la proporcién de
nutrientes establecida en cada periodo de dieta. Para el protocolo de aislamiento de ARN del
tejido graso se utilizé 1 ml de TriReagent TM® (Sigma, St. Louis, MO) por cada 50-100 mg de
tejido y se homogeneizé con un Ultra-Turrax T25 (IKA-Labortechnik, Staufen, Germany). Se
centrifugd el homogeneizado durante 10 min a 12.000 x g a 4 °C y posteriormente se recogi6 el
sobrenadante al cual se le afiadieron 200 ml de cloroformo, mezclandolo y dejando la solucién
reposar durante 10 min. Transcurrido este tiempo, se centrifugé nuevamente a 12.000 g durante 5
min a 4 °C recogiendo el sobrenadante. A la fase acuosa obtenida se le afiadieron 0,5 ml de
isopropanol, mezclando suavemente y dejando reposar en hielo durante 10 min para

posteriormente centrifugar durante 8 min a 12.000 x g a 4 °C. Se retiré el sobrenadante y se lavo
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el precipitado de ARN con 1 ml de etanol al 75%, centrifugando posteriormente durante 5 min a
7.500 x g a 4 °C. El ARN obtenido se resuspendié en un volumen apropiado de agua estéril libre
de RNasa (W4502 Sigma-Aldrich) y se cuantificd con un espectrofotdbmetro Nanodrop® ND-1000
UV-Vis (NanoDrop Technologies, Wilmington, USA). Para la sintesis de ADN complementario
(cDNA) se emple6 el kit iScript™ cDNA synthesis (Bio-Rad Laboratories, California, USA)
partiendo de 100 fg a 1 yg de ARN molde. El cDNA obtenido se empledé como molde para la
reaccibn en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa en tiempo real utilizando el kit
Quantitect™ SYBR® Green PCR (Quiagen, California, USA) y un sistema termociclador de alta
velocidad LightCycler® (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland)*.

Para el estudio de la expresion de UCP2 se emplearon las siguientes secuencias de
oligonucleétidos como cebadores: 5'GCATCGGCCTGTATGATTCT3’ y
5 TTGGTATCTCCGACCACCTC3". Como control se utilizd la B-actina cuyos cebadores fueron:
5"GCCAGCTCACCATGGAT3  y 5’ CACGATGGAGGGGAAGAS' . Los productos de amplificaciéon
de dichos genes eran de 185 pares de bases (pb) y de 116 pb para UCP2 y B-actina,
respectivamente. Las secuencias de oligonucleotidos empleadas como cebadores se disefiaron el

programa computerizado RTPrimerDB® para Windows (http://medgen.ugent.be/rtprimerdby/). El

volumen total para la reaccion de PCR fue de 20 ul donde se afiadié 19,5 pmol de cada cebador
de UCP2 y 50 pmol de cada cebador de B-actina. El programa utilizado para la PCR fue de 45
ciclos a 94°C 15 seg, 60°C 20 seg y 75°C 20 seg seguidos de una extensioén final de 8 seg a 75°C.

Para comprobar si los productos finales de la amplificacion eran los esperados se cargd el
producto obtenido en un gel de agarosa al 2% empleando como control un marcador de ADN con

un rango de 100 a 2.000 pb (V-gene Biotechnology Limited, Zhejiang, China).

6. ESTUDIO DE LA FUNCION ENDOTELIAL

La evaluacion de la funcién del endotelio vascular se realizé midiendo la vasodilatacion
microvascular postisquemia con un laser-doppler lineal modelo Periflux 5000 (Perimed S.A.,
Stockholm, Sweden) de forma similar a lo descrito en nuestros estudios previos®. Para la
medicién se colocd al paciente en posicion supina en una habitacion a temperatura ambiente
mantenida (de 20°C a 22°C), con un manguito de presion arterial situado 5 cm sobre el codo (HG
Erkameter 300, Erka, Bad Tolz, Germany) y situando el transductor a la superficie palmar del
segundo dedo de la mano dominante. Tras un periodo de reposo inicial de 5 minutos, se midi6 el
flujo capilar durante 1 minuto (t). Seguidamente se indujo un periodo de isquemia distal mediante
el inflado del manguito hasta alcanzar una presién suprasistélica (de 200 a 220 mm Hg) durante 4
minutos, tras los cuales se desinflo, midiendo el flujo capilar durante 1 minuto (t;). Los datos
obtenidos del proceso se grabaron y se analizaron los valores del ABC de los tiempos to y t4

usando el software PeriSoft® para Windows. Estos datos se utilizaron para calcular el incremento
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de flujo sanguineo postisquemia mediante la formula: IRH = (ABCty — ABCty) x 100 ABCt,. Estos
calculos fueron realizados tanto con los valores obtenidos en condiciones basales como a los 150

minutos de la ingesta de cada uno de los desayunos.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron codificados, introducidos y analizados en el programa SPSS® version 11.0 para
Windows. Se us6 el programa estadistico MedCalc® para el calculo del tamafio muestral y de las
ABC el método trapezoidal ajustadas a los valores basales. La normalidad en la distribucion de los
datos fue contrastada por el test de Kolmogorov-Smirnov. Aquellos datos que no seguian una
distribucién normal fueron transformados logaritmicamente. En todas las pruebas estadisticas se

consideraron como significativos los valores de p inferiores a 0,05.

1. Anadlisis descriptivo: en el caso de las variables cualitativas se calcularon las frecuencias y
porcentajes. Las variables cuantitativas se expresaron como media aritmética + desviacion

tipica.

2. Comparacion de medias aritméticas: Se utilizd el analisis de la varianza (ANOVA) para
medidas repetidas, para determinar el efecto de los diferentes tipos de dieta consumidos en
cada una de las variables estudiadas. Cuando se observan diferencias significativas se utilizd
el Test de Tukey en comparacién post-hoc para identificar las diferencias existentes entre
cada grupo. Cuando no se cumplian los criterios de normalidad se utilizé la prueba de

Wilkoxon para comparar entre grupos.

Los resultados de la expresion de ARNm de UCP2 fueron sometidos a una transformacion

logaritmica con el fin de normalizarlos.

8. METODOS DE OBTENCION BIBLIOGRAFICA

Para la revision bibliografica se us6 el sistema MEDLARS (Medical Literature Analysis and
Retrieval System) a través de su servicio de informacién informatizado PubMed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi), utilizandose varias entradas o encabezamientos

MeSH (Medical Subjects Headings) del Index Medicus. También se ha empleado Ovid
Technologies que es un proveedor de informacién electrénica bibliografica El acceso a las bases

de datos en este servicio se realiza por medio del Ovid Web Gateway (http://gateway.ovid.com).
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VI. RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS BASALES

La media de edad de los participantes fue 62,3 + 9,4 afios (rango de 41 a 70). El valor basal de
IMC fue de 32,6 + 7,8 Kg/m? y el perimetro de cintura de 106,2 cm en hombres y de 112,8 cm en
mujeres. Ninguno de estos pardmetros cambi6é de forma significativa durante la realizacion del
estudio. Los pacientes presentaron una glucosa plasmatica basal de 98,55 + 9 mg/dL, una insulina
plasmatica basal de 12,6 + 3,83 Ul/mL y una HbAc plasmatica de 6,0 £ 0,5%. A las 2h de la
realizacion de la SOG, la glucosa plasmatica fue de 157,65 + 28,82 mg/dL y la insulina plasmatica
de 138,08 + 69,98 Ul/mL. El valor medio del ISIm fue de 2,9 + 0,9. El valor de la tensién arterial
media fue 103 + 3,7 mm Hg. En la tabla 4 se muestran las caracteristicas basales de los

participantes en el estudio.

Tabla 4. Caracteristicas basales de los participantes.

VARIABLE MEDIDAS BASALES
Sexo 4 hombres y 7 mujeres
Edad (afios) 62,3+9,4
IMC (kg.m?) 326+7,8
Perimetro de cintura (cm) Hombres  Mujeres
106,2 112,8
Hemoglobina glicosilada (%) 6,0£0,5
Glucosa plasmatica (mg.dL™)
En ayunas' 98,55+ 9
2 h tras la SOG 157,65 + 28,82
Insulina plasmatica (Ul.mL™)
En ayunas’ 12,6 + 3,83
2 h tras la SOG 138,08 + 69,98
ISIm? 2909
Tratamiento antihipertesivo 3 si; 8 no.

Presién arterial (mm Hg)

Sistolica 136 + 8,6
Diastolica 87 +5,8
Media® 103 + 3,7
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IMC: indice de masa corporal. SOG: sobrecarga oral de glucosa. ISIm: indice de sensibilidad a la insulina de
Matsuda. Los valores estan expresados en media + error estandar de la media (EEM) excepto la edad que
esta expresada en media £ desviacion estandar (DE)

' Media de dos determinaciones basales obtenidas en dos ocasiones. Para convertir la glucosa en mmol/L
multiplicar mg/dL por 0,0555; para convertir la insulina en pmol/L multiplicar por 6,945.

2 1SIm = 10* / (GOx 10) x (MPGxMSI). Valores con un rango entre 1,49 a 3,96 (a mayor valor, menor
resistencia a la insulina).

® Presion arterial media (PAM) = (Sistdlica — Diastolica)/3 + Diastolica.

2. RESULTADOS DE LA INTERVENCION DIETETICA

2.1. Gasto energético, ingesta dietética y peso corporal

El gasto calérico basal (GCB) inicial fue 93,01+ 5,02 kJ - kg™ -d™". Las dietas ofrecidas fueron
del 125% de la energia necesitada estimada [12477 + 994 kJ/d (SAT); 12470 + 978 kJ/d
(MONO); 12482 + 982 kJ/d (HC); p=0,9]. El valor energético ingerido medio consumido
durante la dieta rica en SAT fue de 9565 + 769 kJ/d, durante la dieta rica en MONO de
9586 + 743 kJ/d y durante la ingesta de la dieta rica en HC de 9526 + 716 kJ/d. Este valor
fue calculado a partir de la realizacién a los pacientes de dos cuestionarios de frecuencia de
toma de alimentos, no apreciandose diferencias significativas entre los distintos periodos
dietéticos (p=0,7) (Tabla 5).

Tabla 5. Gasto cal6rico, ingesta dietética y peso corporal.

VARIABLE SAT MONO HC p
Peso (kg) 83.2+5.7 83.65.8 81.846.0 0.36
RO R R -
LBl g d) 96.3315.6 91.546.0 89.14+3.9 0.18
DI Gl () 124774994 124704978 124824982 0.9
DIz e e (L) 9565769 95861743 9526716 0.7
Grasa total (%, g - kg -d") | 38% 1.64g 38% 164g 20% 0.86g 0.00
Grasa SAT (%, g/d) 23% 82g 9% 3249 6% 213 g 0.00
Grasa MONO (%, g/d) 9% 3229 23% 81.5¢g 8% 2859 0.00
Grasa POLI (%, g/d) 6% 2149 6% 219 6% 2109 0.00
HC (g - kg -d™) 47% 4.55 47% 452  65% 6.25 0.00
Proteinas (g - kg™’ -d”) 15% 1.45 15% 144  15% 145 0.7
Alcohol (g/sem) <10 <10 <10 0.4

GCB: Gasto calérico basal. SAT: saturada. MONO: monoinsaturada. POLI: poliinsaturada. HC: hidratos de
carbono.
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*Para convertir el valor de kJ a Kcal dividir entre 4,18. Las dietas ofrecidas contenian un 125% de la
energia necesaria estimada. La ingesta calérica fue calculada a partir de cuestionarios. Los datos estan
expresados en media + DE. El valor de p fue obtenido del andlisis de la varianza para medidas repetidas.

2.2. Calorimetria indirecta tras la intervencion dietética

El GCB permanecié estable a lo largo de la realizacion del estudio [93,01+ 5,02 kJ - kg™ -d™
(basal), 96,33 + 5,6 kJ - kg” -d”" (SAT), 91,5+ 6 kJ - kg™ -d”' (MONO), 89,14 + 3,9 kJ - kg™ -d™
(HC); p=0,18. Cuando se analiz6 el sustrato energético utilizado tras el consumo de cada una de
las dietas, sélo se encontraron diferencias significativas en la oxidacion de grasas al comparar los
valores obtenidos tras el consumo de las dietas ricas en grasas SAT y MONO con los de la dieta
rica en HC (1,60 + 0,11 kd/min, 1,82 £ 0,11 kd/min, 1,38 + 0,13 kJ/min; p<0,05). Las tasas de
oxidacién de HC y de proteinas no mostraron diferencias significativas (2,45 + 0,18 kJ/min,
1,88+0,13 kJ/min, 1,9840,13 kJ/min; 1,44+0,09 kJ/min, 1,53+0,12 kJ/min, 1,66+0,11 kJ/min; p=0,5
y p=0,07, respectivamente). El valor de la excrecion urinaria de N fue significativamente mayor
tras el consumo de una dieta rica en HC que tras la ingesta de una dieta rica en grasa SAT (144 +
17 mg - kg" - d”, 123,711 mg - kg™ - d™*; p=0,04). En el analisis de los valores de CR, VO2y V'
CO2 basales con respecto a los postprandriales tras cada fase dietética no se encontraron

diferencias significativas.

Tabla 6. Calorimetria indirecta tras los 3 periodos de intervencion dietética

Basal SAT MONO HC P
GCB (kJ/min) 93,01+5,02  96,33%5,6 91,546 89,1439 0,18
Oxidacién de HC (kJ/min) 2,45+0,18 1,88+0,13 1,98+0,13 0,5
Oxidacion de grasas (kJ/min) 1,6020,11 1,82+0,11 1,38+0,13  <0,05
Oxidacion proteica (kJ/min) 1,44+0,09 1,53+0,12 1,66+0,11 0,07
CR 0,88+0,02  0,91+0,02 0,89+0,02 0,91£0,02 0,28
1702 (mL- kg™” - d™) 3,25+0,23 3,30£0,22 3,2840,21 3,15¢0,14 0,18
1'CO2 (mL- kg™ - d™) 2,89+0,23 3,06+0,20 2,91+0,19 2,84+0,18 0,16
N urinario (mg - kg™ - d™) 123,7+11 132411 14417 0,24

GCB: gasto calorico basal. SAT: saturada. MONO: monoinsaturada. HC: hidratos de carbono. CR:
coeficiente respiratorio. 1°O,: tasa de consumo de oxigeno. 1"CO,: tasa de consumo de diéxido de carbono.
N: nitrégeno.

Los datos estan expresados en media + DE. El valor de p fue obtenido del analisis de la varianza para
medidas repetidas.

La recogida de orina fue realizada tras las 12 h de descanso nocturno.
2.3. Composicion en acidos grasos de los ésteres de colesterol

La adherencia a la dieta se comprob6 mediante el analisis de la composicion en acidos grasos de

los fosfolipidos plasmaticos en ayunas al final de cada uno de los periodos de intervencion
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dietética (tabla 7). Estos reflejan la composicion de la dieta ingerida durante las dltimas semanas,
siendo un buen marcador del tipo de grasas consumidas por los participantes. Las proporciones
de acido palmitico, estearico y de acidos grasos SAT totales fueron significativamente mayores
tras el consumo de la dieta rica en SAT (ANOVA p<0,01, p<0,05 y p<0,01, respectivamente).
Igualmente, se comprobd que la proporcién de acido oléico y de acidos grasos MONO totales
fueron mayores ftras la ingesta de la dieta rica en MONO (ANOVA p<0,01, p<0,05,
respectivamente). El porcentaje postprandrial de acidos grasos POLI no vario a lo largo del
estudio.

Tabla 7. Composicion de acidos grasos de los fosfolipidos plasmaticos en ayunas tras periodo

dietético
ACIDOS GRASOS % TOTAL DE ACIDOS GRASOS

DIETAS SAT MONO HC P

Acido miristico (14:0) 0,59+0,07 0,42+0,05 0,50+0,05 <0,05

Acido palmitico (16:0) 23,30+0,47  21,40+0,46  23,46+0,51  <0,01
Acido margarico (17:0) 0,30+0,01 0,30+0,02 0,31+0,03 0,9

';7; Acido estearico (18:0) 10,004£0,27  9,23+0,28  10,07+0,37  <0,05
Acido araquidénico (20:0) 0,36+0,04 0,39+0,03 0,34+0,02 0,7

Acido behénico (22:0) 0,60+0,04 0,53+0,04 0,55+0,04 0,06
Acido lignocérico (24:0) 1,33+0,07 1,22+0,08 1,27+0,14 0,1

Total acidos grasos SAT 36,5+0,44 33,51+£0,45 35,7+0,35 <0,01
Acido palmitoleico (16:1, n-7) 1,0+0,11 1,0+0,09 1,13+0,11 0,2

(Z) Acido oleico (18:1, n-9) 20,37+1,22 24,91+0,67 21,83+0,59 <0,01
g Acido vaccénico (18:1, n-7) 1,73+0,06 1,76+0,04 1,67+0,11 0,5
Acido ertcico (22:1) 6,17+0,44 5,53+0,39 5,73+0,43 0,2

Total acidos grasos MONO 2927+41,82  33,20+1,19  31,93+124  <0,05
Acido linoleico (18:2, t-6) 23.41+122 22584062 22,04t081 0B
5 Acido alfa-linoleico (18:3, w-3) 0,23+0,02 0,24+0,02 0,28+0,03 0,3
£ Acido estearidénico (18:4,0-3 ) 0,06+0,02 0,11£0,02 0,11%0,02 0,3
Acido araquidénico (20:4, k-6) 0,28+0,02 0,28+0,02 0,28+0,02 0,6
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Acido eicosapentanoico (20:5, (-3) 0,64+0,17 0,48+0,07 0,56+0,13 0,7

Acido docosapentanoico (22:5) 0,43+0,09 0,29+0,02 0,35+0,02 <0,05
Acido docosahexanoico (22:6) 2,23+0,15 2,08+0,15 2,19+0,13 0,9
Total acidos grasos POLI 33,28%1,67 32,06+0,9 31,81+1,16 0,6

SAT: 4cidos grasos saturados. MONO: 4cidos grasos monoinsaturados. POLI: &cidos grasos poliinsaturados.
Los datos estan expresados en media + DE. El valor de p fue obtenido del analisis de la varianza para
medidas repetidas.

2.4. Resultados de la intervencidon dietética sobre el metabolismo lipidico y de

los hidratos de carbono

El porcentaje de HBA:. y la concentracién plasmatica de glucosa en ayunas disminuy6 de forma
significativa tras la ingesta de las dietas ricas en grasa MONO y HC al compararlas con el
consumo de grasa SAT (5,74 + 0,137%, 5,39 * 0,10%, 5,40 = 0,10%, 99,09+3,42 mg/dL,
90,45+2,52 mg/dL, 90,6+2,34 mg/dL; p<0,01 y p<0,05 respectivamente) (tabla 8). Los valores
basales de insulina plasmatica no se modificaron a lo largo de la realizacion del estudio. El area
bajo la curva (ABC) postprandial tanto de glucosa como de insulina fue significativamente mayor
en respuesta a la ingesta de la dieta rica en HC comparada con la obtenida tras el consumo de las
dietas ricas en grasas (105,22 + 21,62 mg-180 min/dL, 140,90 £ 23,42 mg-180 min/dL, 214,41 %
48,64 mg-180 min/dL, 20,5 £ 4,16 UI-180 min/mL, 16,38 + 4,26 UI-180 min/mL, 37,33 + 10,68
UI-180 min/mL; p<0,05 en ambos casos) (tabla 8 y figura 8). La resistencia a la insulina estimada
mediante Homeostasis model assessment (HOMA) modificado para el calculo de la resistencia
insulinica (HOMA-ir)**° descendi6 de forma estadisticamente significativa durante la fase de dieta
basada en las grasas MONO, comparada con las otras dos dietas. Las concentraciones
plasmaticas de colesterol total, triglicéridos y LDL permanecieron estables a lo largo de los tres
periodos de dieta pero se observo una disminucion de las concentraciones plasmaticas de HDL,
Apo A-1 y Apo By tras la ingesta de HC en comparacion con el consumo de las dietas grasas
(1,22 £ 0,12 mmol/L, 1,22 £ 0,14 mmol/L, 1,09 + 0,11, 1519 mg/dL, 156+9,41 mg/dL, 136+9,87,
104 + 6 mg/dL, 100 £ 6 mg/dL, 92 £ 8 mg/dL; p=0,02, p<0,05 y p<0,05 respectivamente).
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Tabla 8. Determinaciones bioquimicas tras los tres periodos de dieta

SAT MONO HC P

HBA1c, % 5,740,137 5,39+0,10 5,40+0,10 <0.01
Glucosa

Basal, mg/dL 99,09+3,42 90,45+2,52 90,6+2,34 <0.05

ABC, mg-180 min/dL 105,22+21,62 140,90+23,42 214,41+48,64 <0.05
Insulina

Basal, Ul/mL 9,22+1,38 8,74+1,78 10,82+1,77 0.3

ABC, UI-180 min/mL 20,5+4,16 16,38+4,26 37,33+10,68 <0.05
HOMA-ir, mmol/L x yU/mL 2,72+0,37 2.32+0,35 2.52+0.37 <0.01
HOMA-i% 103,1+12,2 109,1+12,5 126,6+18,4 0.2
Colesterol total, mmol/L 6,24+0,31 5,96+0,31 5,58+0,30 0,2
Triglicéridos, mmol/L 1,36+0,15 1,31+0,12 1,39+0,17 0,37
HDL, mmol/L 1,224+0,12 1,22+0,14 1,09+0,11 0,02
LDL, mmol/L 4,24+0,25 3,99+0,22 3,85+0,28 0,6
Apo A-1, mg/dL 15149 156+9,41 136+9,87 <0,05
Apo B1go, mg/dL 10416 10016 92 +8 <0,05

SAT: acidos grasos saturados. MONO: acidos grasos monoinsaturados. ABC: area bajo la curva. HOMA-ir: indice de
resistencia insulinica. HDL: colesterol vehiculado mediante lipoproteinas de alta densidad. LDL: colesterol vehiculado
mediante lipoproteinas de baja densidad. Apo A-1: apolipoproteina A-1, Apo B1go: apolipoproteina B1go.

La concentracion de LDL fué calculada a partir de los valores de colesterol total, triglicéridos y HDL mediante la férmula
de Friedewald. Para convertir los valores de glucosa a mmol/L hay que multiplicar por 0,0555 y los de colesterol y
triglicéridos a mg/dl hay que dividir los mmol entre 0,02586 y 0,01129, respectivamente. Para transformar los valores de
insulina a pmol/L, multiplicar por 6,945. El calculo del HOMA-ir se hizo a partir de esta formula: HOMA-ir = (insulina,yun.s X
glucosa,,...s) /405, expresada la insulina en pU/ml y la glucosa en mg/dl (405 debe ser reemplazado por 22,5 cuando la
glucosa es expresada en mmol/L).

Los datos estan expresados en media + DE. El valor de p fue obtenido del andlisis de la varianza para medidas
repetidas.
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Figura 8. Niveles de glucosa, insulina y acidos grasos libres postprandiales en respuesta a los
tres modelos de dieta y areas bajo la curva (ABC) de glucosa e insulina plasmaticas calculadas
con el método trapezoidal con ajuste a las concentraciones plasmaticas basales. ANOVA vy test
de Tukey. *p<0,05; **p<0,01.

3. EXPRESION POSTPRANDIAL DE UCP2 EN TEJIDO GRASO
PERIFERICO

La expresion génica postprandial de UCP2 medida mediante cuantificacion de ARNm en el tejido
adiposo periférico fue significativamente menor tras la ingesta aguda de las dietas ricas en grasas
SAT y MONO al compararlas con el consumo de HC (0,6912 + 0,36545 0,557 + 0,46777 y
1,p=0,026 y p=0,019 respectivamente).

Tabla 9. Expresién postprandial de ARNm de UCP2 a los 180 minutos de la ingesta de los tres
modelos de desayunos isocaldricos expresado en unidades arbitrarias (U.A.). Los valores se

expresan en media + DE.
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1 1,00 0,55 1,27

2 . 1,00 1,25

3 1,00 0,79 0,69

4 1,00 0,40 0,15

5 1,00 0,64 0,27

6 1,00 1,62 0,63

7 1,00 0,26 0,13

8 1,00 0,83 0,28

9 1,00 0,57 1,47

10 1,00 0,60 0,26

11 1,00 0,67 0,62
MEDIA £ DE 1,00 0,6912 £0,36545 0,557 +0,46777

Los valores de las concentraciones de ARNm de UCP2 tras la ingesta del desayuno rico en HC se
establecieron arbitrariamente con el valor de 1. Los valores marcados con * son estadisticamente
diferentes entre si (ANOVA p<0°05).

1.8 - r 1 1
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0.6
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0.0

HC MONO SAT

Expresion postprandial de ARNm de UCP2

Figura 9. Expresion postprandrial de ARNm de UCP2 expresado en unidades arbitrarias de PCR

a tiempo real. *p<0,05.
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4. VASODILATACION MICROVASCULAR POSTIQUEMIA

Cuando se analiz6 el efecto de las tres dietas sobre los incrementos de flujo capilar postisquemia
antes y después del desayuno, se comprob6 que el aumento de la vasodilatacibn microvascular
en estado postprandial era menor que en estado basal, produciéndose una menor reduccion de la
misma tras la ingesta de la dieta rica en MONO que no llegd a ser estadisticamente significativa
(220,87 + 45,34, 180,14 + 35,15, 271,12 + 55,15, 251,98 + 54,23, 244,91 + 119,44, 181,42 +
51,98; p=0,539, p=0,054 y p=0,829 respectivamente) (figura 10 y tabla 10).
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Figura 10. Representacién de la variaciébn de la vasodilatacion dependiente del endotelio en
estado basal y tras 150 minutos del desayuno tras la ingesta de cada una de las dietas. ANOVA
para muestras repetidas.

Tabla 10. Porcentaje de cambio del flujo capilar postisquemia en situacién basal y a los 150
minutos del desayuno. ANOVA para muestras repetidas.

: DIETA 0 min 150 min P ANOVA
S

Eg SAT 220,87 + 45,34 180,14 + 35,15 0,539
-Q -

§ Z| moNo | 2711228515 251,98 + 54,23 0,054
N HC 244.91 + 119 44 181,42 + 51,98 0,829

Al estudiar las variaciones del de flujo capilar en situacién basal y a los 150 minutos del desayuno
tras la ingesta de cada una de las dietas, se observoé que tras el consumo de la dieta rica en

MONO se produjo un menor descenso del mismo que fue significativo tanto en situacién basal al
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compararlo con la dieta rica en SAT (p=0,006) como a los 150 minutos del desayuno en relacion

con las otras dos dietas (p=0,011 en ambos casos) (figura 11).
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Figura 11. Representacion de la variacion del incremento del flujo capilar postisquemia en
situacion basal y 150 minutos después del desayuno. ANOVA para muestras repetidas.
**p<0,01.6.

5. NITROTIROSINA

Cuando se analizaron las concentraciones plasmaticas de NT en situacién basal y a los 60, 120 y
180 minutos, se comprobd que en situacién basal, la concentracion plasmatica de NT era
significativamente mayor tras la ingesta de grasas MONO en comparacién con SAT (p=0,041). Al
evaluar los valores a los 60 minutos se observé una reduccién significativa de los mismos al
comparar la toma de una dieta rica en grasas SAT y MONO frente a la rica en HC (p=0,002 y
p=0,035 respectivamente). Finalmente, al evaluar la respuesta a los 120 min Unicamente se
aprecié una reduccion significativa de la concentraciéon plasmatica de NT al comparar la ingesta de

la dieta rica en grasas SAT frente a la toma de HC (p=0,015) (figura 12 y tabla 11).
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Tabla 11. Valores medios antes y a los 60, 120 y 180 min del desayuno y area bajo la curva de
nitrotirosina plasmatica. ANOVA para muestras repetidas.

SAT: acidos grasos saturados. MONO: acidos grasos monoinsaturados. HC: hidratos de carbono. ABC: area bajo la

curva. Los datos estan expresados en media + DE. El valor de p fue obtenido del andlisis de la varianza para medidas
repetidas.

VALORES MEDIOS DE NITROTIROSINA (umol/L)
U210 (i SAT MONO HC P ANOVA
Basal 4 47+/-0,27 4,87+/-0,18 4,69+/-0,29 0,097
60 min 14.73+/-094  15.80+/-1.76 21,22+/-1,22 0,005
120 min 15.08+/-1,04  16,07+/-1,45 20,07+/-1,15 0,024
180 min 4.53+/-0,28 4,53+/-0.25 4.60+/-0,24 0,97
ABC 20,9+/-2,08 21,79+/-3,26 31,81+/-1,54 0,039
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Figura 12. Representacion de los valores medios de nitrotirosina basal y a los 60, 120 y 180
minutos del desayuno. ANOVA para muestras repetidas. *p<0,05.

Al analizar el ABC de las concentraciones plasmaticas de NT se observd que ésta era mayor tras
el consumo de la dieta rica en HC que tras la ingesta de las dietas ricas en grasas tanto saturadas
como monoinsaturadas (20,9+/-2,08 pymol-180 min/L, 21,79+/-3,26 ymol-180 min/L, 31,81+/-1,54
pMmol-180 min/L; p=0,009 y p=0,039 respectivamente) (figura 13 y tabla 11). Estos valores fueron

obtenidos al calcular el area bajo la curva partiendo de las concentraciones plasmaticas de NT en
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estado basal y tras 60, 120 y 180 minutos de la ingesta del desayuno correspondiente a cada

periodo dietético.
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Figura 13. Representacion del area bajo la curva postprandial de las concentraciones plasmaticas
de nitrotirosina tras la ingesta de cada una de las dietas. ANOVA para muestras repetidas.

6. LDL OXIDADA

En el andlisis de los valores medios de LDL-ox postpandrial se comprobd que en situacion de
ayuno, la concentracién de LDL-ox plasmatica fue mayor tras el consumo de la dieta rica en grasa
MONO que tras la ingesta de las dietas ricas en grasa SAT y CH (82,74+/-21,41, 76,91+/-14,26,
74,07+/-19,67 respectivamente, p=0,046) pero que tras la ingesta aguda de los diferentes modelos
dietéticos los valores eran significativamente menores a los 120 min que tras de las dietas ricas en
grasas SAT y HC y a los 180 min al compararlos con los obtenidos tras la ingesta de grasas SAT
(tabla 12 y figura 14).
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Tabla 12. Valores medios antes y a los 60, 120 y 180 min del desayuno y area bajo la curva de
LDL-ox. ANOVA para muestras repetidas.

VALORES MEDIOS DE LDL-ox (mg/dL)

TIEMPO (min) SAT MONO HC P ANOVA
Basal 76,91+/-4,94 82,74+/-6,97 74,07+/-4,23 0,046
60 min 72,27+/-6,12 5571+/-428  80,79+/-11,41 0,012
120 min 75,72+1-6,36 57,24+/-5,59 86,35+/-6,55 0,001
180 min 95,22+/-9,7 78,90+/-3,73 83,25+/-6,97 0,032
ABC 32,46+/-3,1 -56,36+/-5,9 08,24+/-3,0 0,046

SAT: &cidos grasos saturados. MONO: acidos grasos monoinsaturados. HC: hidratos de carbono. ABC: area bajo la
curva. Los datos estan expresados en media + DE. El valor de p fue obtenido del analisis de la varianza para medidas

repetidas.
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Figura 14. Representacién de los valores medios de LDL-ox basal y a los 60, 120 y 180 minutos
del desayuno. ANOVA para muestras repetidas. *p<0,05, **p<0,01.

Al estudiar los valores del ABC se observé que los obtenidos tras la ingestion aguda del desayuno
rico en grasas MONO eran significativamente menores que aquellos alcanzados tras el consumo
de las ofras dos dietas (32,46 + 3,1 mg-180 min/dL; -56,36 + 5,9 mg-180 min/dL, 28,24 + 3,0
mg-180 min/dL; p=0,040 y p=0,011 respectivamente) (tabla 12 y figura 15).
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Figura 15. Representacion del area bajo la curva (ABC) postprandial de las concentraciones
plasmaticas de LDL-ox tras la ingesta de cada una de las dietas. ANOVA para muestras repetidas.

*p<0,05.
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VII. DISCUSION

Nuestro estudio demuestra que tras el consumo de uns dieta de tipo mediterranea, rica en grasas
MONO, se produce menos estrés oxidativo durante el periodo postprandial, que se relaciona con
una menor expresion de UCP2 en el tejido adiposo periférico. Este trabajo es un pequefio ensayo
que evalua los efectos de tres modelos de dietas isocaldricas en mantenimiento de peso con
diferente composiciéon en acidos grasos e HC en voluntarios con resistencia a la insulina. Estas
personas presentan un alto riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular y DM2 y el
tratamiento en la fase inicial de la enfermedad estd basado en la modificacién de los habitos
alimentarios, la pérdida de peso y la realizaciéon de ejercicio fisico. El debate que se plantea es la
composicion de la dieta recomendada en personas con sobrepeso y resistencia a la insulina,

durante las fases de mantenimiento de peso.

Una caracteristica fundamental de este estudio es la homogeneidad del grupo de voluntarios
estudiados, con obesidad de distribucion central y resistencia a la insulina, sin tratamiento previo
hipoglucemiante, e hijos de padres con DM2 y obesidad. Ademas, en el disefio del estudio el
grupo fue expuesto secuencialmente a las tres dietas. Los voluntarios no presentaban factores de
riesgo cardiovascular, complicaciones micro y/o macrovasculares previas ni enfermedades
cronicas. Durante todo el estudio no hubo toma de medicamentos, suplementos vitaminicos ni
otros compuestos que pudiesen alterar el metabolismo glucidico ni los efectos de la intervencion

nutricional.

La mayoria de los estudios de este tipo presentan resultados diversos, probablemente debidos a
diferencias en el disefio de los mismos. Entre estos factores cabe destacar la presencia de
modificaciones del peso corporal y el no conseguir un control estricto de la ingesta calorica. Con el
objeto de evitar estos posibles factores de confusién, el presente trabajo fue disefiado para
evaluar los efectos producidos por cambios en la composicién nutricional, pero manteniendo la
misma ingesta calérica con el fin de conservar un peso estable a lo largo del estudio. Otro de los
problemas que se plantea es que la mayoria de los trabajos estan realizados tras un periodo de
ayuno, no evaluando los efectos agudos del consumo de nutrientes durante la fase postprandial y
suelen limitarse a describir fenomenos postingesta, de una sobrecarga aislada de glucosa o tras la
ingesta oral de preparados que aportan las sustancias en forma de mezclas lipidicas, no estando
basadas en el consumo de las dietas habituales. Por tanto, este tipo de intervenciones no son una
forma natural de alimentacion y sus resultados dificiimente pueden dar lugar a recomendaciones
alimentarias, ya que no se puede saber el efecto que poseen en conjunto los alimentos que
contienen. Por ultimo, para asegurar el seguimiento y adherencia de los voluntarios, durante la
realizacion de las dietas, se les someti6 a seguimiento telefébnico semanal y visitas

protocolizadas® y, finalmente, se determiné la composicién de acidos grasos en los fosfolipidos
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plasmaticos en ayunas, que son un buen marcador de la composicién grasa de la dieta ingerida

en las semanas y meses previos a la determinacion®.

Nuestros resultados muestran que tras la ingesta aguda de una dieta mediterranea, rica en aceite
de oliva virgen, y en otra rica en grasa saturada, durante la fase postprandial se induce una menor
expresion génica de UCP2 a los 180 minutos de la ingesta, en pacientes con sobrepeso y
resistencia insulinica, al compararlas con la expresion observada tras la ingesta de dietas con un
alto contenido en HC. Esto puede estar relacionado con una oferta postprandial diferente de
macronutrientes a los tejidos diana, relacionados con el tipo de alimentos consumidos. Tras
analizar los datos, creemos que este efecto sobre la expresion de UCP2 se prolonga mas en el
postprandio tras el consumo de la dieta rica en MONO que tras la enriquecida en SAT debido al
efecto antioxidante que le confieren al aceite de oliva ciertos micronutrientes como los compuestos
fendlicos, al inducir un menor estrés oxidativo postprandial. Desafortunadamente, en este estudio
s6lo se realizé el estudio de expresion genética a los 180 minutos, por lo que seran necesarios

nuevos trabajos mas prolongados en el tiempo para verificar nuestra hipotesis.

Cuando se consume una dieta rica en HC se produce una hiperglucemia con hiperinsulinemia,
que provoca una rapida captacién de glucosa, principal nutriente consumido en estas dietas,
produciendo una rapida oxidacién de la misma, probablemente mas rapida que la inducida por los
acidos grasos, principal nutriente aportado en las dietas con un alto contenido graso. Esto se
asociaria a un mayor estrés oxidativo en el postprandio precoz y, por lo tanto, indirectamente, a
una respuesta mas rapida de la expresiéon de UCP2, inducida por el O, generado y como
mecanismo que intenta evitar el dafo celular. Este proceso podria alcanzar su pico maximo a las
3-4 horas de la exposiciéon a la glucosa, segun los datos obtenidos en estudios previos con
cultivos celulares en modelos animales. Este papel protector del sistema de activacién de
proteinas desacoplantes, cobra especial interés en enfermedades como la diabetes y la obesidad
en las que existe una mayor expresion de estas proteinas en los tejidos metabdlicamente mas
activos, pudiendo jugar un papel relevante en el equilibrio de la oxidacién en estos tejidos®®'. En
estado basal, el macronutriente mas usado serian los acidos grasos almacenados, induciendo la
lipolisis®*, hecho basado en la existencia de una correlacion directa entre la expresion de ARNm
de UCP2 y UCP3%** 2** muscular y los niveles plasmaticos basales de acidos grasos®°. Ademas,
en multiples estudios se ha establecido la relacién inversa entre las concentraciones de glucosa y
la expresién de UCP2, apoyando el papel de esta proteina en la homeostasis de la glucosa®®.
Finalmente, en nuestro estudio hemos observado que durante la fase de dieta alta en HC la
sensibilidad a la insulina era menor que cuando la dieta era rica en grasa MONO, relacionando

indirectamente la activacion de UCP2 con la sensibilidad periférica a la insulina de los voluntarios.
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Cuando se comenzaron a realizar estudios sobre el significado de la expresion de estas proteinas
se plantearon diferentes disefios que intentaban evaluar fundamentalmente su funcionalidad. Se
crearon modelos animales transgénicos que sobreexpresaban o que carecian del gen que
codificaban las UCPs, se incorporaron las proteinas a estudiar a los proteolisosomas y se
comenzob a cuantificar la expresion de ARNm de la proteina en diferentes tejidos con resultados
discrepantes. Este hecho puede ser debido a varios factores como son la cercania de las regiones
genéticas que codifican las diferentes UCPs (fundamentalmente UCP2 y UCP3) por lo que
dificulta la determinacién de las funciones especificas de cada una de ellas, la alta variabilidad
intersujeto a la hora de cuantificar la expresion de ARNm de las distintas UCPs y la escasa
reproductibilidad de los estudios, al estar realizados sobre muestras pequefias, en diferentes
tejidos obtenidos de diversos modos y con distintas dietas. Ademas, a todo esto se anade la
dificultad para estimar la contribucién genética de cada una de ellas en enfermedades poligénicas

como son la obesidad y la DM2%*

y la existencia de distintos polimorfismos de UCPs que parecen
estar asociados con estas enfermedades, por lo que serian necesarios estudios en los que se
incluyeran un gran numero de participantes para identificar los posibles patrones asociados a cada

enfermedad#!- 258260,

Diferentes estudios tanto en modelos animales como en humanos apoyan que la composicién de
la dieta influye sobre la cantidad de kilocalorias consumida y, por tanto, sobre los cambios en el
peso corporal®®. Nuestros resultados muestran que aunque no se observaron diferencias en la
cantidad de grasa total ni en el peso, se origin6 una redistribucion de la grasa corporal
aumentando su localizacion central tras el consumo de la dieta rica en HC frente a las dietas con
alto contenido graso. Una posible explicacion de estos resultados puede ser que a diferencia de

otros estudios en los que se sustituye la grasa SAT por MONO “ad libitum” 2’

, en nuestro trabajo
esta sustitucion fue isocalérica no causando de este modo una modificaciébn en el gasto
energético. En trabajos previos se plantea que dependiendo del tipo de grasa ingerida, se podria
modificar la oxidacién de acidos grasos y el consumo energético a través de la regulacién génica
de su metabolismo®?. En el estudio realizado por Piers y colaboradores demostraron que la

ingesta aguda de aceite de oliva estimulaba la oxidacién lipidica postprandial®’

y ésta, a su vez,
podria afectar el depésito lipidico muscular influyendo de este modo en la sensibilidad a la
insulina®® %*. Ademas, el acumulo de grasa abdominal supone un factor de riesgo importante
para el desarrollo de la DM2?®> #® gqunque aun no se saben con exactitud los mecanismos
involucrados. Entre ellos cabria destacar el papel del tejido adiposo, como érgano metabdlico y
endocrino %’ secretando sustancias como las adipokinas y los AGLs. Estos ultimos inhiben la
secrecion insulinica mediada por la glucosa en el musculo esquelético y estimulan la
gluconeogénesis hepatica promoviendo una exposicion prolongada a altas concentraciones de

glucosa y AGLs que llevaran al desarrollo de la resistencia a la insulina®®.
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En nuestro estudio hemos analizado la expresion postabsortiva en un tejido diana, como es el
tejido adiposo periférico, y cada paciente ha servido de propio control, estudiando la expresion de
UCP2 en forma de ARNm, en unidades arbitrarias con respecto a una situaciéon basal, minimizado
estos condicionantes de variabilidad. En nuestro trabajo hemos analizado la influencia de tres
modelos dietéticos, con diferente composicién en grasas y HC, sobre la expresion de UCP2 en
personas con obesidad central y resistencia a la insulina. El incremento de las concentraciones
basales de acidos grasos se considera como un potente estimulo de la expresion basal de esta
proteina en diversos tejidos'?%; sin embargo, nuestros datos muestran que la induccién con dietas

ricas en acidos grasos es menor que con las dietas enriquecidas en HC simples.

La influencia de la dieta sobre la expresion de estas proteinas ha sido objeto de estudio en los
Ultimos afios con resultados diversos realizados, fundamentalmente, en modelos animales. Se
sabe que en situacién de ayuno aumenta la expresién de UCP2 en el musculo esquelético de las
ratas, probablemente por induccion lipolitica®®. Este hecho se ha comprobado también en
humanos, detectandose niveles superiores de ARNm de UCP2 y UCP3 en el tejido muscular tras
el ayuno?®. Al evaluar el efecto de la ingesta de una dieta rica en grasa en ratas sobre la
expresion de UCP2 en diferentes tejidos, se comprob6é que ésta aumentaba tanto en el tejido
adiposo marrén como en el blanco?”’. Para estudiar el efecto de las distintas grasas, Rodriguez y

colaboradores'®

compararon el efecto de 4 tipos de dietas grasas, administradas durante 4
semanas, sobre la expresion de las diferentes UCPs en diversos tejidos (tejido adiposo marrén y
blanco y tejido muscular) en ratas. Este grupo examiné la transcripciéon génica tras someter a los
animales a un periodo de ayuno la noche previa a ser sacrificados, encontrando que aunque la
ingesta de aceite de oliva aumentaba la expresion de UCP2 en el tejido graso marrén, no existian
diferencias significativas en la expresion de dicha proteina al analizar el tejido adiposo blanco y
muscular. Recientemente, el estudio publicado por Ribot y colaboradores en el que evaluan el
efecto de una ingesta de una dieta enriquecida en acido linoleico en ratones no encontraron
modificaciones en la expresion de UCP2 en el tejido adiposo blanco??. En contraposicion, el
estudio del grupo japonés de Fudaka y colaboradores, mostré que tras colocar adipocitos de ratas,
obtenidos tras 16 horas de ayuno, y cultivarlos en un medio enriquecido con triglicéridos y acidos
grasos, se producia un incremento significativo en la expresién de UCP1, UCP2 y UCP3 a las 4
horas de afadir los acidos grasos insaturados (tanto MONO como POLI) pero no con las grasas
SAT*",

Igualmente, se han planteado multitud de estudios en animales en relacion con diferentes
enfermedades. En ratones transgénicos obesos (ob/ob) se ha comprobado que existe una mayor
expresion de UCP2 en la grasa®’* que podria interpretarse como un mecanismo compensatorio a

un trastorno metabolico subyacente en el metabolismo energético?”®. En otro trabajo realizado con
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ratones AKR/J, particularmente predispuestos a la obesidad inducida por la dieta, se les
administrd tras un periodo previo de adaptacion de 10 dias con una dieta rica en grasas, una dieta
con un alto contenido graso pero enriquecida con un 1% de acido linoleico durante 5 semanas.
Transcurrido este tiempo, se examinaron diferentes tejidos (tejido graso marrén y blanco, rifién y
musculo), no encontrandose diferencias significativas en la trasncripcion de ARNm de las distintas

2 en ratas

UCPs?®. Por Gltimo, en el estudio llevado a cabo por Hidaka y colaboradores'?
diabéticas obtenidas mediante la administracion de estreptozotocina, comprobaron que existia una
mayor cantidad de ARNm de UCP2 en todos los tejidos estudiados (tejidos adiposos blanco y

marron y musculo esquelético) que en los animales controles.

Sin embargo, el efecto de diferentes modelos dietéticos sobre la expresion de UCP2 en el tejido
adiposo central y periférico en humanos ha sido escasamente evaluado y aporta resultados en
muchos casos discrepantes. El trabajo publicado recientemente por grupo de Nazare en el que se
evaluaba la respuesta a la ingesta de yogures enriquecidos en acido linoleico durante 14
semanas, en voluntarios sanos, no detectdé cambios en la expresion de UCP2 en el tejido
adiposo?’’. En estudios previos realizados para valorar la expresion de UCP2 en tejido adiposo los
resultados son discordantes. Mientras parece existir una disminucion de la expresion de UCP2 en
la grasa intraperitoneal en pacientes obesos frente a aquellos con normopeso®’®, estos resultados

270, 278

no son aplicables al analizar la grasa subcutanea ni al estudiar mujeres obesas tras ser

sometidas a una dieta muy hipocalérica durante 4 semanas®’®.

Los efectos beneficiosos de la ingesta de una dieta mediterranea rica en aceite de oliva virgen han

25, 30, 60, 280-283 como en

y
diabéticos. En estos ultimos e incluso en pacientes con alto riesgo de desarrollar diabetes y tras

sido demostrados en multitud de estudios tanto en personas sanas

pacientes con enfermedad cardiovascular previa®®, hipertensos?® 3 285287 " dislipémicos?® 2

arduos debates sobre las recomendaciones dietéticas®®, parece recomendable potenciar la
sustitucion de las grasas SAT o HC por MONO en la dieta* #'?® |legandose a considerar por el
National Cholesterol Education Program (NECP) que la ingesta de grasas dietéticas suponga
hasta el 35% del aporte energético total®®’. Los mecanismos por los cuales las grasas MONO

d 298

mejoran el control glucémico no son del todo conocidos en la actualida aunque parece existir

una relacion entre distintos compuestos nutricionales y la modulacién de la inflamacion® 3%,

Al realizar el analisis de los parametros de control glucidico observamos que la dieta de tipo
mediterrdnea, rica en grasa aportada fundamentalmente en forma de aceite de oliva, mejora el
metabolismo hidrocarbonato disminuyendo las concentraciones plasmaticas basales de glucosa e
insulina y mejorando la resistencia insulinica determinada mediante HOMA-ir al compararla con la
dieta enriquecida en SAT. Estos datos son concordantes con estudios previos en los que la

ingesta mantenida de una dieta de tipo mediterrdnea mejora los parametros relacionados con el
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metabolismo hidrocarbonato®® ** %',

Este efecto se mantiene durante la fase postprandial
observandose menores areas bajo las curvas de ambos parametros. Estos hallazgos son
consistentes con el hecho de que los niveles séricos de glucosa tras la ingesta estan
determinados fundamentalmente por la cantidad y la composiciéon de &cidos grasos* e HC

290, 302

consumidos que podria estar relacionado, entre otros factores, con la secreciéon de péptido

303

tipo 1 similar al glucagon (GLP-1)

Cuando se analiz6 el efecto de la intervencion dietética sobre el perfil lipidico se comprobé que
tras la ingesta de una dieta rica en MONO se observaron mayores concentraciones de HDL, tanto
en estado basal como durante toda la fase postprandial, comparadas con las obtenidas tras el
consumo de la dieta alta en HC. Este hecho puede estar intimamente relacionado con la
existencia de una menor resistencia insulinica comprobada mediante el HOMA-ir y una menor
elevaciéon de la insulinemia postprandial tras el consumo de la dieta mediterranea y es
concordante con los hallazgos encontrados en estudios previos. En ellos se muestran mayores
concentraciones plasmaticas de HDL e incluso un descenso de las cifras de TG basales® ** asi
como de remanentes de colesterol y TG tras la ingesta de una dieta rica en grasas MONO al

compararla con una dieta rica en grasas SAT>% 3%

En los ultimos afos ha cobrado especial relevancia el concepto de lipemia postprandial, debido al
patron alimentario existente en los paises occidentales en los que a excepcidon del desayuno, el
resto de las comidas se realizan cuando aun no se han alcanzado los niveles basales de
triglicéridos de la ingesta previa. Tras la ingesta, los AGLs son absorbidos en el intestino y se
incorporan a las moléculas de quilomicrones en las células epiteliales intestinales. Posteriormente,
pasan al plasma a través del sistema linfatico vehiculizadas por la Apo-B48 y mediante la accién
de la LPL son hidrolizados en glicerol y acidos grasos que pueden ser captados por las células
musculares para la obtencién de energia (B-oxidacidon) o para su almacenamiento. Los
remanentes de quilomicrones son capturados por el higado a través de los receptores de LDL,
sintetizandose VLDL que es nuevamente liberada al plasma e hidrolizada por la LPL. Los nuevos
remanentes de VLDL, también llamados lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) pueden seguir
dos rutas: escapar a la internalizacién hepatica perdiendo la Apo E y transformandose en LDL o
unirse nuevamente a los receptores hepaticos a través de la Apo E y una vez en el interior de la
célula, liberan el colesterol que transportan que puede ser almacenado en la propia célula o ser
eliminado al exterior mediante la lipasa de membrana que cede a las HDL nacientes el colesterol
sobrante. Estas HDL se cargan de colesterol, Apo E y Apo CIll ademas de la proteina A1 que las

caracteriza y llevan el colesterol de vuelta al higado donde sera procesado o eliminado.
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Los alimentos con un alto contenido graso aumentan las concentraciones plasmaticas tanto de TG
como de remanentes de quilomicrones, pero este fenémeno depende del tipo de grasa ingerida*.
Aunque tanto la ingesta de una dieta rica en grasas POLI como MONO han demostrado ser
comparables en cuanto a la respuesta lipoproteica en ayunas, pueden comportarse
funcionalmente de distinta manera y presentar una respuesta postpandrial diferente®®. Esto es
debido a que en este proceso no sélo influye la absorcién, sino también la capacidad de lipdlisis y
de aclaramiento hepatico de los remanentes de quilomicrones®’. Con respecto a la composicién
grasa de la dieta se sabe que los quilomicrones formados tras la ingesta de aceite de oliva, tras
ser absorbidos en el intestino, entran mas rapidamente a la circulacion portal por lo que son
aclarados mas precozmente y que, ademas, son de mayor tamafo que aquellos obtenidos tras
consumir grasas SAT o POLI*® 3" 3% Estos factores relacionados con el metabolismo lipidico
postprandial estan involucrados con la enfermedad cardiovascular. Los datos aportados en
multitud de estudios establecen una asociacion entre un los niveles de TG plasmaticos tanto en
situacién de ayuno como postprandial, el retraso en el aclaramiento de las lipoproteinas ricas en
TG durante el postprandio y la progresién de la aterosclerosis tanto en la poblacién normal®*® 3",
pacientes con cardiopatia isquémica como en familiares sanos de estos enfermos®'’ y este hecho
podria explicarse por la existencia de un estado de intolerancia grasa determinada genéticamente
y que no podria detectarse mediante una determinacion sencilla de los TG ayunas®'?. La relacion
entre el aumento de los TG tras la ingesta y el desarrollo de aterosclerosis se ha relacionado tanto
con los efectos directos como indirectos de lipoproteinas ricas en TG o sus componentes. De este
modo, los quilomicrones y las VLDL ejercen un efecto negativo directo de citotoxicidad sobre las

células endoteliales® o a través de cambios en el tono vascular que condicionan la VDE®'.

Igualmente, el analisis los valores de NT postprandiales y el valor obtenido al calcular el area bajo
la curva mostrdé mayores concentraciones tras la ingesta aguda de una dieta rica en HC que tras la
toma de las dietas con alto contenido graso. En nuestra opinion, este hecho podria estar asociado
con la metabolizacion precoz de los HC (glicolisis) en la fase postprandial generando mayor estrés
oxidativo que la utilizacion lipolitica de las grasas. Creemos que si el estudio se hubiese
prolongado mas durante el postprandio, los valores de NT tras la ingesta de la dieta pobre en
grasa se irian reduciendo coincidiendo con un aumento de los valores obtenidos tras el consumo
de las dietas grasas que, en el caso de la dieta rica en MONO, se veria amortiguado por el papel
antioxidante de algunos micronutrientes presentes en el aceite de oliva virgen. Finalmente, al
evaluar la oxidaciéon de la LDL, mediante la cuantificacion directa por ELISA de moléculas de LDL-
0Xx, comprobamos que los niveles eran significativamente menores tras la ingesta aguda de la
dieta mediterranea rica en aceite de oliva. El aceite de oliva ha demostrado ser un potente

314

antioxidante®" y se ha comprobado que ejerce una accion protectora frente a la oxidacion

L315—320

molecular, entre ellas de la LD . Nuestro grupo ha realizado diferentes estudios a este
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respecto corroborando la existencia de una relacion directa entre la resistencia a la oxidacion y el
consumo de aceite de oliva, sugiriendo un papel protagonista de los micronutrientes existentes en
el aceite de oliva virgen, fundamentalmente los compuestos fenoélicos, como responsables de este

efecto49, 50, 321

. El papel de la LDL-ox en el inicio de la formacién de la placa de ateroma es bien
conocido al provocar su fagocitosis por los macréfagos que al no poder eliminarlas, se acumulan,
transformandose en células espumosas e iniciando el proceso aterosclerético'? 3?2, Estas células
inflamatorias activadas en la pared arterial liberan diferentes sustancias y enzimas oxidantes que
perpetlan este proceso. Una de ellas es la mieloperoxidasa®*® que induce la formacion de ERNs
(fundamentalmente ONOQ") a partir de la oxidacién del NO y entre los metabolitos producidos se
encuentra la NT que es un marcador indirecto de la produccién de ONOO?*°. Esta molécula es un
excelente indicador de dafio oxidativo que va a intervenir en las modificaciones oxidativas de las
moléculas de LDL, indispensables para que éstas sean reconocidas y fagocitadas por los
macréfagos®® y, a diferencia del NO, es una molécula estable y tiene una vida media mas
prolongada (el tiempo de vida media de las proteinas nitrosiladas es de alrededor de 1,6 horas)**“.
Oftra de sus caracteristicas importantes es que generalmente no es detectable en el plasma de

personas sanas?*® 3% 3%

, caracteristica que la hace muy util para detectar la presencia de
inflamacién. En los ultimos afios, se han llevado a cabo multiples estudios con el fin de validar la
importancia clinica de la NT y se han encontrado una relacion entre las concentraciones
plasmaticas elevadas de esta proteina y el grado de inflamacién. Ademas, parece que los
residuos de tirosina modificados pueden jugar un papel fundamental en el inicio de la formacion de
la estria grasa, asi como en los fenémenos de ruptura de la placa y el desarrollo de trombosis®’.
De este modo, se han encontrado altos niveles de NT en pacientes fumadores®® con

enfermedades vasculares como la presencia de un aneurisma en la aorta abdominal®?®,

en
enfermos sometidos a hemodialisis®*° y en diabéticos®' en los que ademas, los valores de esta
proteina se correlacionan de forma directa con las concentraciones de glucosa plasmatica,
sugiriendo que la NT podria ser, al menos, un marcador de dafio oxidativo por hiperglucemia en

163, 249

pacientes diabéticos y, alin mas, un marcador de dafio directo de las células endoteliales®*.

En éstos ultimos, en condiciones de hiperglucemia se crea un ambiente prooxidante que
condiciona una gran produccion de moléculas de O, generadas en la cadena respiratoria®® 33
que al interaccionar con el NO llevan a la produccién de ERNs y a la reducciéon de los efectos
biolégicos del NO?*® que contribuyen a la aparicion de la disfuncién endotelial’®® *** y, en dltima

instancia, de las complicaciones vasculares de la diabetes®*.

Por ultimo, cuando analizamos la funcionalidad del endotelio, encontramos que tanto el consumo
mantenido de una dieta rica en MONO como una ingesta aguda, mejoran la actividad hiperémica
microvascular dependiente del endotelio tanto de forma basal como a las 3 horas tras la ingesta,

en individuos con resistencia a la insulina. La valoracion de la funcién endotelial ha sido objeto de
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estudio en multitud de situaciones y patologias, entre ellas la existencia de resistencia insulinica y
en la DM2 demostrandose la presencia de una alteracion en la VDE independientemente del

335

método de evaluacién elegido El desarrollo de la disfuncién endotelial en la resistencia

insulinica es debido a distintos mecanismos que finalmente desencadenan la produccion de

inflamacion®® y estrés oxidativo®’*%

reduciendo la biodisponibilidad de NO y promoviendo, en
ultima instancia, la apoptosis de las células endoteliales®*®. Aun asi, no esta establecido si la
resistencia insulinica es un factor desencadenante o una consecuencia de la alteracién en la VDE
ya que la propia resistencia a la insulina induce una mayor produccién de citoquinas inflamatorias
como consecuencia de una disminucion del efecto antiinflamatorio de esta hormona en esta
situacion?® 341342

Nuestro objetivo de trabajo era evaluar si en estos pacientes en los que ya existe una disfuncién
del endotelio, la administracién tanto aguda como crénica de distintos modelos dietéticos podria

modificarla.

Tras la ingesta de alimentos, se produce un incremento de los parametros inflamatorios, de las
moléculas de adhesion y se genera la presencia de estrés oxidativo que culminara provocando
una disfuncién del endotelio y finalmente el desarrollo de aterogénesis®*®. Este efecto puede ser
causado tanto por las grasas como por los HC y en pacientes diabéticos este proceso se
magnifica debido a la presencia de una mayor hiperglucemia e hiperinsulinemia postprandial, que
determinan una mayor produccién de EROs y, por tanto, mas estrés oxidativo®* %°. A pesar de
ello, el grado de estrés oxidativo y por tanto, de disfuncién endotelial depende del tipo de alimento
ingerido. Los datos obtenidos en personas sanas, demuestran que la ingesta de una dieta grasa
rica en grasas SAT provoca la aparicion de una mayor alteraciéon de la funcion endotelial durante

57, 346-348

el postprandrio que cuando se consumen grasas dentro de una dieta mediterranea,

observandose una atenuacion del descenso de la funcionalidad del endotelio postprandial®® > 2"

349352 Este resultado también se produce en pacientes hipercolesterolémicos®® y con sindrome
metabdlico en los que se observa una mejora de la disfuncién endotelial postprandrial que se
correlaciona con una disminucién significativa en los marcadores inflamatorios vasculares como la
PCR ultrasensible y ciertas citoquinas proinflamatorias*® y en pacientes diabéticos en los que tras
consumir durante 2 meses una dieta rica en MONO se objetivd una mayor respuesta VDE que tras

la ingesta mantenida de POLI®**.

Por tanto, hemos demostrado que la dieta mediterranea basada en el consumo de aceite de oliva
posee propiedades antioxidantes que disminuyen la disfuncion endotelial postprandrial al reducir
los niveles de EROs vy, de este modo, disminuir la produccién de eicosanoides y moléculas de

adhesion que perpetuan el proceso. Este efecto antioxidante no es sélo debido a su composicion
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de acidos grasos basados fundamentalmente en el acido oléico, sino también a la presencia de

micronutrientes de los que carecen otros aceites vegetales.
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VIIl. CONCLUSIONES

CONCLUSION PRINCIPAL:

La ingesta aguda de una dieta alta en hidratos de carbono incrementa la expresion génica
postprandial de UCP2 en el tejido adiposo periférico, en personas con resistencia a la insulina y
obesidad central, comparada con el consumo isocalérico de una dieta alta en grasa

monoinsaturada.
CONCLUSIONES SECUNDARIAS:

1° Tras la ingesta de un desayuno rico en aceite de oliva, se observa un menor incremento

plasmatico de los niveles de nitrotirosina y LDL oxidada.

2° La respuesta vasodilatadora microvascular dependiente del endotelio basal es mayor tras el
consumo de una dieta rica en grasas monoinsaturadas observandose, ademas, un menor

descenso de la misma tras la ingesta del desayuno basado en la dieta mediterranea.

3° La ingesta de una dieta mediterrdnea mejora el metabolismo hidrocarbonado, disminuyendo los

niveles basales y postprandiales de glucosa e insulina y mejorando la resistencia a la insulina.

4° La dieta rica en aceite de oliva incrementd los niveles basales y postprandiales de HDL, no

observandose diferencias en el resto de parametros del perfil lipidico.
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IX. ABREVIATURAS

AA: acido araquidénico

AAPH: hidrocloruro 2-aminopropano

ABC: area bajo la curva

Acetil-CoA: acetil coenzima A

Acil-CoA: acil coenzima A

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ADP: adenosina difosfato

AGLs: acidos grasos libres

AGNEs: acidos grasos no esterificados

AKT: protein-kinasa B

ALT: alanino aminotransferasa

ANC: transportador de nucleétidos de adenina
ANOVA: analisis de la varianza

ApoA-I. apolipoproteina A-I

ApoA-II: apolipoproteina A-lI

ApoB: apolipoproteina B

ARNmM: acido ribonucléico mensajero

AST: aspartato aminotransferasa

ATP: adenosina trifosfato

BH,. tetrahidropterina

BMCP1: proteina transportadora mitocondrial cerebral tipo 1
cDNA: ADN complementario

CEPT: proteina transportadora de ésteres de colesterol
COj": carbonato

COX: ciclooxigenasa

DE: Desviacién estandar

DM: diabetes mellitus

DM2: diabetes mellitus tipo 2

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EEUU: Estados Unidos

ELISA: ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
ERK: kinasas relacionadas con la sefializacién extracelular
ERNSs: especies reactivas de nitrégeno

EROs: especies reactivas de oxigeno

F-1, 6-P: fructosa 1-6 bifosfato
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F6P: fructosa 6-fosfato

FAD: dinucleétido de flavina

FADH, : flavina adenina dinucleétido

FAOOH: hidroperéxidos de acidos grasos

FCVE: factor de crecimiento vascular endotelial

FMN: mononucleétido de flavina

FSH: hormona foliculo-estimulante

FSM: flujo sanguineo miocardico

ft: fentogramos

GCB: gasto cal6rico basal

GDP: guanina difosfato

GE: gasto energético

GGT: gamma-glutamil transpeptidasa

GIM: grosor intima-media

GLP-1: péptido tipo 1 similar al glucagon

G6p: glucosa 6-fosfato

G-1-P: glucosa 1-fosfato

H>O, . perdxido de hidrégeno

HO,": hidroperoxilo

HbA..: hemoglobina glicosilada

HC: hidratos de carbono

HDL.: colesterol vehiculazo en lipoproteinas de alta densidad
HMG-CoA: hidroxi-metil-glutaril Coenzima A

HOMA: Homeostasis model assessment

HOMA-ir: indice de resistencia insulinica

HTA: hipertension arterial

IDL: lipoproteinas de densidad intermedia

IGFBP-1: proteina fijadora del factor de crecimiento insulinico tipo 1
IkB: proteina inhibidora kB

IKkB: kinasa B que degrada a la proteina inhibidora kB
ILD: iontoforesis asociada a imagenes mediante laser doppler
IL-1: interleukina 1

IL-8: interleukina 8

IMC: indice de masa corporal

IRS-1: sustrato 1 del receptor de la insulina

ISIm: indice de sensibilidad insulinica de Matsuda

JNK/SAPK: kinasas Jun NH,-terminal/protein kinasas activadas por estrés
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KPAM: kinasa de la proteina activada por mitégeno
LDL.: colesterol vehiculazo en lipoproteinas de baja densidad
LDL-ox: lipoproteina de baja densidad oxidada

LpA: lipoproteina A

LPL: lipoprotein-lipasa

MEDLARS: Medical literature analysis and retrieval system
MeSH: Medical subjects headings

MONO: acidos grasos monoinsaturados

MPO: mieloperoxidasa

N: nitrégeno

NADH: nicotinamida adenina dinucle6tido reducido
NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido
NECP: National Cholesterol Education Programme
NF-kB: factor nuclear kB

N,Os: 6xido nitrico

NO: 6xido nitrico

NO™: cation nitroso

NO™: anién nitroxilo

NO.: diéxido de nitrégeno

NOS: 6xido nitrico sintetasa

NT ( = NO,-Tyr) : nitrotirosina

'0,: oxigeno singlete

O,: oxigeno

O, : superoxido

OH: radicales hidroxilo

ONOQO’: peroxinitrito

ONOOH: acido peroxinitroso

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

p38 MAPK: protein-kinasa activadora mitogénica p38
PAI-1: factor inhibidor de la activacion del plasminégeno
pb: pares de bases

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PE: produccién energética

PET: tomografia mediante emisién de positrones

PGC 1a y 1B: coactivadores 1a y 1B del receptor gamma activado por el proliferador del

peroxisoma

PH: dominio homologo a la plecstrina
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Pi: fosfato inorganico

PIP2: fosfatidil inositol difosfato

PIP3: fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfato

PI3K: fosfatidil inositol 3-kinasa

PKB: protein kinasa B

PKC: protein kinasa C

POLI: &cidos grasos poliinsaturados

POV: pletismografia mediante oclusion venosa
PTB: dominio de unién a la fosfotirosina

QR: cociente respiratorio

RI: receptor de insulina

RO alcoxilo

RO, peroxilo

RPFG: receptores de los productos finales de la glicacion
SAPK: protein-kinasas activadas por estrés
SAT: acidos grasos saturados

SH2: dominio homélogo a la SRC

SOG: sobrecarga oral de glucosa

SRI: substrato del receptor de insulina

T4: tiroxina

T?: temperatura

TA: tension arterial

TBE: solucion tampdn de tris base, acido béricoy EDTA
TD: Tasa de desaparicion

TG: Triacilglicéridos

TNF-a: factor de necrosis tumoral a

TSH: hormona estimulante del tiroides

TTNPB: receptor de retinoides selectivo para el acido retinoico
UCPs: proteinas desacoplantes

UCP1: proteina desacoplante 1

UCP2: proteina desacoplante 2

UCP3: proteina desacoplante 3

UCP4: proteina desacoplante 4

UCPS5: proteina desacoplante 5

UQ : ubisemiquinona

UQHo, . ubiquinol

USDA: United States Department of Agriculture
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1"CO,: tasa de consumo de diéxido de carbono
VDE: vasodilatacion dependiente del endotelio
VIE: vasodilatacién independiente del endotelio
VLDL: colesterol vehiculazo en lipoproteinas de muy baja densidad

1O,: tasa de consumo de oxigeno
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