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ABREVIATURAS

ACAT: Acilcoenzima colesterol aciltransferasa

ApoA: Apolipoproteina A

ApoAl: Apolipoproteina A-1

ApoAll: Apolipoproteina A-2

ApoB: Apolipoproteina B

ApoC-I: Apolipoproteina C-1

ApoC-II: Apolipoproteina C-2

ApoE: Apolipoproteina E

BIA: “Bioimpendancia eléctrica” (Bioelectrical Impedance Analysis)
CETP: Transferencia para esteres de colesterol

Cl: Consentimiento Informado

Ct: Colesterol total

DI: Decilitro

DM: Diabetes Mellitus

ECV: Enfermedad cardiovascular

EV: Esteroles vegetales

G: Gramos

HC: Hipercolesterolemia

HDLc: “Lipoproteinas de alta densidad” (High-density lipoprotein Cholesterol).
HIP: Hoja de Informacion al Paciente

HMG-CoA: Hidroxi-metil-glutaril Coenzima A

HUCSCM: Hospital Universitario Clinico San Carlos de Madrid

HTA: Hipertension arterial.

IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia

IMC: Indice de masa corporal

LCAT: Lecitina colesterol aciltransferasa

LDLc: “Lipoproteinas de baja densidad” (low-density lipoprotein Cholesterol).
LPL: Lipoproteina Lipasa

LRP: Proteina relacionada con el receptor de las LDL

LH: Lipoproteina Hepatica

MCP-1: Proteina-1 quimioatrayente de monocitos
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MCSF: Factor estimulador de colonias de macroéfagos

OMS: Organizacién mundial de la salud.

PCR: Proteina C Reactiva

rLDL: Receptor LDL

SNP: “Polimorfismo de un unico nucleétido” (Single-Nucleotide-Polymorphism)
SRA: Receptor de las LDL oxidadas

TG: Triglicéridos

TRC: Transporte reverso del colesterol
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RESUMEN

Introduccidn: La enfermedad cardiovascular responde a un conjunto de patologias que
se deben a trastornos del corazén y los vasos sanguineos. En Espafia, suponen la
primera causa de muerte y de hospitalizacién en la poblacion, con cerca del 30 % de las
muertes anuales. Aproximadamente el 20% de los adultos tiene el colesterol total
>250 mg/dl. Por encima de 200 mg/dl se encuentran entre el 50% y el 69% de los
adultos de edades medias. Dentro de los factores modificables y de riesgo, algunas
medidas de actuacidn son los habitos dietéticos, y la ingesta de esteroles vegetales.
Estos son compuestos naturales de algunos productos vegetales, de estructura similar
al colesterol y con mayor afinidad por la absorcién del colesterol procedente de la
dieta (via exdégena), asi como de la via endégena y de la via para el transporte del
colesterol reverso del colesterol (via hepatica). De esta forma, se protege la formacién
de la placa de ateroma, disminuyendo el riesgo de enfermedad cardiovascular.
Objetivos: Analizar la efectividad de la ingesta de esteroles vegetales en el manejo del
riesgo de enfermedad cardiovascular, mediante la reduccidn de la hipercolesterolemia
en sujetos adultos. Objetivos secundarios: Analizar la reduccion del colesterol total,
del LDLc, HDLcy Tg, tras la ingesta de esteroles vegetales. Estudiar la relacion entre el
HDLc y la ApoAl.

Métodos: Se diseiid y desarrollé un doble ensayo clinico en dos hospitales de la
Comunidad de Madrid. Ambos ensayos fueron disefiados bajo el mismo protocolo y
desarrollados por el doctorando, incluyendo a un total de 54 sujetos, controlados,
aleatorizados, doble ciego y cruzados. Durante 3 semanas, un grupo de sujetos
ingirieron una cantidad de 700 ml de leche con una cantidad diaria de 2,24 gr de
esteroles vegetale y, otro grupo con leche desnatada sin esteroles (placebo). Después
de cada periodo de ingesta, de 3 semanas, tras un periodo de lavado y el analisis de
las lipoproteinas sanguineas, los sujetos cambiaron de grupo.

Resultados: Se comprobd la efectividad de la disminucién del colesterol total,
afectando especialmente al LDLc (p<0,05), sin diferencias significativas en el HDLc
(p>0,05). Se encontrd una correlacidn positiva (p<0,05) entre el HDLc y la ApoAl.
Conclusion: La introduccion de esteroles vegetales en la alimentacidn, puede suponer

una via efectiva y segura para el control leve de la hipercolesterolemia en adultos.
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ABSTRACT

Introduction: Cardiovascular disease responds to a number of diseases that are due to
disorders of the heart and blood vessels. In Spain, they represent the leading cause of
death and hospitalization in the population, with about 30% of annual deaths.
Approximately 20% of adults have total cholesterol 2250 mg / dl. Above 200 mg / dI
are between 50% and 69% of adults in middle age. Among the modifiable risk factors,
some means of action are the dietary habits and intake of plant sterols. These natural
compounds of certain plant products, similar to cholesterol and higher affinity for
cholesterol absorption from the diet (exogenous pathway) structure and the
endogenous pathway and the route for transportation of reverse cholesterol (liver)
pathway. Thus, the formation of atheroma is protected, reducing the risk of
cardiovascular disease.

AIM: Analyze the effectiveness of the intake of plant sterols in managing the risk of
cardiovascular disease by reducing cholesterol in adult subjects. Secondary objectives:
Analyze reducing total cholesterol, LDLc, HDLc and Tg, after ingestion of plant sterols.
To study the relationship between HDLc and ApoAl.

Methods: Design and development is a double trial in two hospitals of the Community
of Madrid. Both trials were designed under the same protocol and developed by the
doctoral student, including a total of 54 subjects, including both clinical trials,
controlled, aletorizados, double-blind cross. For 3 weeks, an amount subjects ingested
700 ml of milk with a daily amount of 2.24 g of vegetable or without sterols skimmed
milk (placebo) sterols. After each period of intake of 3 weeks, subjects switched
groups, after a washout period, and the analysis of blood lipoproteins.

Results: The effectiveness of the decrease in total cholesterol was found, especially
affecting LDLc (p <0.05), no significant differences in HDLc (p> 0.05). A positive
correlation (p <0.05) between HDLc and ApoA1l was found.

Conclusion: The introduction of plant sterols in food can be an effective and safe way

to control mild hypercholesterolemia in adults.
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2. INTRODUCCION

En las dltimas décadas, las enfermedades crénicas no transmisibles se han
incrementado a la vez que aumentaba la poblacién mundial y la esperanza de vida.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las muertes provenientes de estas
enfermedades suponen la primera causa de muerte a nivel global. En concreto, fueron
responsables del 68 % de las muertes totales en 2012, siendo el 40 % en personas
menores de 70 afios. Atendiendo a la enfermedad, las cardiovasculares representaron
la primera causa de muerte, siendo responsables de 46,2 % de las defunciones
mundiales, seguida de cancer con un 21,7 %, enfermedades respiratorias, asma y
pulmonares con un 10,7% y diabetes, con un 4 %. Estos cuatro grupos suman hasta el
82 % de las muertes globales de enfermedades crénicas no transmisibles, por lo que
suponen el mayor foco de interés en salud publica, tanto en paises desarrollados como

subdesarrollados(1).

2.1 Enfermedad Cardiovascular

La enfermedad cardiovascular responde a un conjunto de patologias que se deben a

trastornos del corazén y los vasos sanguineos, periféricos(2):

- Fiebre reumatica aguda.

- Cardiopatias reumaticas cronicas.

- Enfermedades hipertensivas incluyendo la eclampsia (hipertension durante el
embarazo).

- Cardiopatia isquémica (infarto de miocardio, angina de pecho).

- Enfermedad cardiopulmonar.

- Otras enfermedades del corazdn (arritmias e insuficiencia cardiaca entre otras).

- Enfermedades cerebrovasculares (hemorragia, derrame, embolia, trombosis,
apoplejia cerebral o ictus).

- Enfermedades de las arterias (arteriosclerosis, aneurisma, embolia y trombosis
arteriales entre otras).

- Enfermedades de las venas (tromboflebitis).

- Malformaciones congénitas del sistema circulatorio - muerte subita.
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En Occidente, habitualmente encontramos arterioesclerosis, hipertensién, trombosis,

insuficiencia cardiaca, cardiopatia isquémica y enfermedades cerebrovasculares.

2.1.1 Contexto global y en Espaiia

Como ya se ha indicado, en el contexto global se debe atender al gran problema de
una enfermedad evitable en gran parte, imponiendo unas medidas de control que
permitan alejarse de las cifras actuales(1):

La ECV es la causa numero uno de muerte en el mundo (mas personas mueren
anualmente por ECV que por cualquier otra causa). Se estima que 17,5 millones de
personas murieron a causa de enfermedad cardiovascular en 2012, lo que representa
31% de todas las muertes a nivel mundial. De estas muertes, se estima que 7,4
millones se debieron a la cardiopatia coronaria y 6,7 millones se debieron a un
accidente cerebrovascular.

Pero no hay que obviar que mas de tres cuartas partes de las muertes por ECV se
producen en paises de bajos y medianos ingresos, posiblemente porque las medidas
sanitarias y farmacoldgicas de dichos paises no son tan eficaces como los de paises
desarrollados y bajo economias fuertes. En estos ultimos, se contrapone un mejor
sistema sanitario y econdmico, pero, con unos peores habitos de vida (alimentacién,
gjercicio, toxicos, obesidad, etc), lo que contribuye a la alta tasa de estas
enfermedades.

La prevencidn podria ser origen de la solucidn, abordando factores de riesgo de
comportamiento, tales como el consumo de tabaco, dieta poco saludable, la obesidad,
la inactividad fisica y el uso nocivo del alcohol.

Un estudio reciente en Europa(3), mostrd cifras de la enfermedad cardiovascular
alarmantes, donde sigue causando mas del doble de muertes que la siguiente
enfermedad que engrosa las cifras, el cancer. Cabe mencionar un descenso en los
ultimos 5-10 afios de la tasa de mortalidad y letalidad de las enfermedades del
corazén y derrame cerebral, pero a un ritmo diferente segun el pais.

En Espaniia, la ECV supone la primera causa de muerte y hospitalizacion en la poblacién

espanola, con cerca del 30 % de las muertes anuales(4).
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Aproximadamente el 20% de los adultos presenta el colesterol total por encima de 250
mg/dl. Por encima de 200 mg/dl se encuentran entre el 50% y el 69% de los adultos de
edades medias. Donde se observa que uno de cada cuatro pacientes en las consultas
de atencidn primaria estd diagnosticado de dislipemia.

Ademas, un 35% de la poblacién mayor de 18 anos es hipertensa. Estas cifras se
incrementan al 40-50% en edades medias y al 68% en los mayores de 60 afios. El 65%
de los hipertensos saben que lo son; de ellos, el 85% estan en tratamiento, pero sélo el
25% logra controlar la presion arterial.

En 2004, las enfermedades cardiovasculares causaron en Espafia 123.867 muertes [339
muertes cada dia] (56.359 en varones y 67.508 en mujeres), lo que supone el 33% de
todas las defunciones (29% en varones y 38% en mujeres)(5), y en 2013 117.484, es
decir, practicamente las mismas. Son cifras realmente alarmantes para Espafia, ya que

equivalen a una muerte cada poco mads de 4 minutos atribuidas a esta patologia(6).

2.1.2 Factores de riesgo y medidas de actuacion

Debido al incremento de las enfermedades cardiovasculares como causa de
mortalidad, poco a poco se han ido sucediendo reacciones de la comunidad cientifica y
médica para prevenir y evitar dicha tendencia. En los afios 80 se publicaron varios
estudios sobre cientos de factores de riesgo relacionados con la enfermedad
cardiovascular. Algunos autores, por su amplio andlisis y factores sugeridos merecen
especial mencién, como Hopkins PN et Al., 1988(7). Otros autores(8) agrupaban
cohortes con varios cientos de miles de pacientes y biomarcadores mas concretos,
como el colesterol sérico y la presidén arterial, los cuales cogieron rdpidamente
relevancia en el sector. Se empezd a reconocer que existian factores de riesgo
modificables y, otros que en cambio, eran no modificables (género y edad, por
ejemplo) y por lo tanto perdian interés en la prevencién. Algunos de los factores
modificables mas relevantes fueron: hipercolesterolemia (HC), la hipertension arterial
(HTA), el tabaquismo, la diabetes mellitus (DM), el sobrepeso, el sedentarismo vy el

consumo excesivo de alcohol y la composicién de la dieta.
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Grandes estudios como el Framinghan Heart Study(9), han sido claves en el
conocimiento de la ECV, y después de 75 afios aportando conocimiento al respecto,
sigue contribuyendo con articulos recientes en revistas de maximo impacto(10).

Posteriormente aparecieron otras cohortes importantes(11) como el Lyon Diet Heart
Study(12), donde también se observa una disminucién de la morbimortalidad con
modificaciones del perfil lipidico. Gracias a todo ello, aunque sin gran éxito, empezaron
los grandes consorcios e informes sobre el tema. Uno de los mas interesantes de la
ultima década fue la guia clinica publicada en 2004 “European guidelines on
cardiovascular disease prevention in clinical practice. Third Joint Task Force of
European and other Societies on Cardiovascular Disease Prevention in Clinical Practice

(constituted by representatives of eight societies and by invited experts)”(13)

2.1.2.1 Genéticos

Desde la publicacién del proyecto Genoma Humano a principios de siglo, el estudio de
la genética y la gendmica se ha desarrollado y ampliado su importancia en las
enfermedades. Tradicionalmente se ha considerado el factor genético a través de la
herencia, como un factor de riesgo, por ello se incluia en los algoritmos de uso clinico.
Gracias a los grandes estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) se
empezaron a conocer variaciones en genes especificas, relacionadas con un
incremento de ECV. Posteriormente comenzd a ser mas eficiente secuenciar genomas
gracias al avance de la tecnologia y la llegada de la secuenciacidn masiva (NSG, por sus
siglas en inglés “Next Generation Sequencing”). Algunos consorcios con resultados ya
publicados son Women's Genome Health Study (con 25.000 sujetos)(14), CARDIoGRAM
(con mas de 190.000 sujetos)(15). Asi pues, empezé a conocerse algunas regiones
genéticas y enfermedad coronaria(16,17), ictus(18), hipertension(19), grosor de la
intima y formacidn de la placa de ateroma(20).

Sin embargo, se sigue avanzando en como estas mutaciones se relacionan con la
patogenia, y como otros componentes diferentes a mutaciones de un Unico nucleo
(SNP, por sus siglas en ingles single nuleotide polimorfism), pueden ser relevantes en la

enfermedad, como microARNs, splicing, elementos de regulacién, etc(21).
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Figura 1. Tendencias futuras en la prediccion del riesgo de ECV. La necesidad de
predecir el riesgo de ECV es innegable. El Framingham Heart Study define un conjunto
de factores de riesgo (representada por la linea azul), que ha sido el estdndar de oro

desde 1960. Adaptado de Lara-Pezzi E, et al. 2012(21)

Algunos estudios sobre los locis o conjunto de genes o grandes estudios del genoma,
se centran en grandes poblaciones con el fin de fortalecer la evidencia de asociacidn y
la replicacién(22). Un estudio(23) de asociacion gendmica de mas de 100.000
participantes en la investigacién identificd 95 locis asociados con al menos uno de los
tres lipidos sanguineos: LDLc, HDLc y TG. Aunque cada variante individuo tenia sélo un
efecto modesto, el efecto combinado de los 95 locis explicaban aproximadamente el
25% de la varianza genética en los niveles de LDL y de colesterol HDL. Del mismo
modo, otros grandes meta-analisis de variantes genéticas (SNPs) que estan asociados
con la diabetes tipo 2(24) o con infarto de miocardio(17) sugieren que estas variantes,
en conjunto, representan el 25% y 10%, respectivamente, de la variacién hereditaria
en la evolucién de la enfermedad.

Dentro del locus 9p21(25) el loci asociado con genes de enfermedad arterial alberga

genes que se consideran importantes en la variacién de los lipidos sanguineos,
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incluyendo SORT1, PCSK9, HNF1A, MRAS, y LPA. La posicion de otro SNP implica

procesos inflamatorios, aumentando el riesgo de la aterosclerosis coronaria(26).

2.1.2.2 Dietéticos

En el caso de los factores ambientales, destaca la dieta, relacionada con ingesta de
grasas, y mas particularmente con su contenido en d&cidos grasos saturados e
insaturados. Hasta un 20% del colesterol plasmatico esta determinado por la dieta.
Por ello esta adquiere especial relevancia en salud publica, tanto en forma de
prevencion primaria como secundaria. Asi pues, desde el Estudio Framingham(9) al
INTERHEART study(27), un inter-estudio en el que participaron 52 paises para
determinar los factores de riesgo asociados a la ECV y factores de vida modificables,
han puesto en el punto de mira a la alimentacién desde hace mas de una década.
Algunos patrones completos de dieta saludable se han estudiado en relacién con la
enfermedad cardiovascular. Uno de los mas relevantes, es el del consorcio de
ONTARGET y TRANSCEND con mads de 35.000 personas y 40 paises colaborando, y
avalando en 2012 (28) que los buenos habitos alimentarios podian ser un gran recurso
para mejorar la salud de la poblacién, disminuyendo el riesgo de la enfermedad
cardiovascular y la diabetes tipo 2 en mayores de 55 aiios.

La alimentacién tradicional espanola, basada en la Dieta Mediterranea (DM), esta
siendo un foco de atencién a nivel internacional, gracias a los sucesivos estudios
publicados en las revistas de maximo impacto del Estudio PREDIMED (por sus siglas:
Prevencion-con-Dieta-Mediterrdnea) (29),

Atendiendo a los nutrientes, son varios los estudios que han relacionado distintos

componentes especificos de los alimentos con la ECV.

MACRONUTRIENTES:

Los hidratos de carbono, recomendados por las Sociedades Cientificas y entidades mas
relevantes como el macronutriente de ingesta mayoritario en una dieta equilibrada,

gue han supuesto un beneficio en la ECV. Esto se ha observado principalmente,
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cuando el computo en la dieta de los hidratos de carbono, provenia principalmente de
frutas, verduras, cereales integrales, grano entero, semillas y legumbres(30).

Los lipidos han sido a su vez ampliamente estudiados, pero de forma muy dindmica en
cuanto al foco de preocupacion de ingesta de este nutriente. Tradicionalmente se
apostaba por la relacion entre “mas grasa = mas Kcal = peor ECV - restriccion en las
recomendaciones de su ingesta”. Posteriormente, el aumento del conocimiento en el
perfil y la elongacién de los acidos grasos, y su relacidon con la ECV (apareciendo
trabajos en la literatura sobre grasas saturadas (PSA, por sus siglas en inglés), grasas
trans y colesterol dietario como perjudiciales y poli-insaturadas (PUFAS, por sus siglas
en ingles) o mono-insaturadas (MUFAS, por sus siglas en ingles) como beneficiosas
para la ECV).

Poco a poco, algunos estudios sugerian que la ingesta de acidos grasos, podia llegar a
suponer la prediccion de enfermedad coronaria en América(31). Sin embargo, a la ya
asentada evidencia y aceptacion por la comunidad cientifica de que los PUFAS mejoran
la ECV (tanto en la prevencidon como en el tratamiento primario)(32), recientemente
han aparecido grandes estudios, meta-andlisis, que ponian en duda dicha
evidencia(33). Este estudio de 2014, tiene gran relevancia por la amplitud de 600.000
casos de mas 72 estudios donde, concluyen los autores, que no existe evidencia clara
ni con la ingesta de omega3- o PUFAS ni con la de grasas saturadas como perjudiciales.
Una revision de Cochrane de 2015(34), estudio la relacion de la ingesta de PUFAS como
medida de prevencién de la ECV en atencion primaria, tampoco encontrd evidencia en
los hallazgos. Si bien es cierto, otros autores han ido mas alla, con una vision mas
global, incluyendo el andlisis combinado de grasas PUFAS y SFA, o el reemplazo de
unas grasas por las otras, cambiando asi la recomendacion de ingesta en porcentaje
con respecto a la ingesta caldrica total(35); O la combinacidon de SFA y carbohidratos,
especialmente refinados. Donde abogan por una especial atencién al posible riesgo de
ECV al disminuir los SFA inversamente proporcional al aumento de
carbohidratos(36,37).

En cuanto a nutrientes minoritarios y “no nutrientes”, merece la atencién el estudio de
la fibra dietética, que cuenta con un importante reconocimiento cientifico, dosis-
respuesta, tanto en su forma soluble como insoluble. Especialmente se ha relacionado

la ingesta de fibra procedente de frutas, verduras y cereales con la funcidn
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cardiovascular(38). Esto ha sido recientemente publicado en el meta-andlisis de 80
ensayos con casi 700.000 personas(39).

Los fitoquimicos, compuestos bioactivos de los alimentos de tamafio minusculo, han
supuesto un nuevo horizonte en el entendimiento de la ingesta de algunos alimentos y
su prevencién o mejora de la ECV. Por ello, algunos autores recomiendan la ingesta

diaria de estos, como herramienta en el manejo de la ECV(40).

MICRONUTRIENTES:

Algunos micronutrientes, minerales y vitaminas, también han sido estudiados de forma
independiente en su relacién con la ECV o algunos de sus factores de riesgo.

Uno de los mads clasicos desde los estudios como Framinghan(9),es el sodio (la sal
comun, como condimento alimentario para potenciar el sabor), relacionada con la
presion arterial y que supone una posible reduccién del riesgo de HTA en la medida en
gue se reduzca, donde esta considerada como una prioridad de salud publica en la
actualidad(41).

A favor de su ingesta en la reducciéon de la ECV tendriamos el selenio(42) vy
magnesio(43,44), aunque este ha sido cuestionado recientemente(45). El calcio se ha
estudiado, pero aun parece no existir evidencia suficiente(46)

Por otro lado, el colesterol de la dieta ingerido de forma natural por la composicién de
algunos alimentos, estuvo tradicionalmente ligado a mayor ECV, en lo que parecia
obvio-mds ingesta de colesterol en la dieta—> mayor concentracidn de colesterol total
y LDLc. Sin embargo, debido a la regulacidn del colesterol ingerido y el producido por
el cuerpo, pronto se empezé a estudiar de forma aislada, y actualmente contamos con
importantes revisiones sistematicas sobre el tema. Una de las de mayor impacto y
relevancia, es la publicada en la prestigiosa revista American Journal of Clinical
Nutrition en 2015(47), con mas de 300.000 sujetos, y concluye que no hay evidencia
de relacién entre la ingesta dietética de colesterol y la enfermedad cardiovascular.
Atendiendo a la ingesta de alimentos, en lugar de a los nutrientes, podemos agrupar
los numerosos estudios que apuntan a estos componentes de la dieta, como una
medida clinica en el manejo de la ECV. Asi pues, el consumo de frutas vy

verduras(48,49,50); cereales integrales y la fibra procedente de estos (51,52); cereales
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legumbres(53); y los lacteos(54), son algunos de los alimentos descritos en la literatura
con efecto beneficioso para la ECV. Aunque en el caso de los lacteos, los autores
concluian que eran necesarios nuevos estudios que evaluasen de una forma mas
especifica los distintos tipos de lacteos en funcién de su contenido en grasas vy
especialmente grasas saturadas, como un posible sesgo y diferencias en los resultados.
Para ello, otra publicaciéon de 2013, ya contrastaba dicha hipétesis, concluyendo que
no existia dicha relacidon(55). Otros alimentos también se han reportado como
beneficiosos: pescado azul(56); frutos secos(57); aceite de oliva(58), como esta
evidenciado en el proyecto PREDIMED.

Desde hace décadas, el consumo de alcohol, cerveza y vino, ha estado ligado a su
inversa relaciéon con la ECV(27,59), aunque no aclaraban especificamente cual era el
“consumo moderado” propio, ni el rango de seguridad, ni mencién a otras
enfermedades o problemas asociados al consumo (higado, neuronal, etc) ni los
mecanismos. Otros autores(60), en estudios mas especificos, una Unica enfermedad
(HTA) y solo en mujeres, concluyen a favor de la ingesta moderada. Recientemente,
autores espafioles(61) han introducido en el estudio asociativo del posible beneficio de
la ingesta moderada de alcohol en forma de vino y cerveza, a los polifenoles
(fitoquimicos) como elementos determinantes de este beneficio.

Incluso las especias culinarias han sido estudiadas en la relacién con la ECV. Tanto las
especias indias(62), como el ajo(63) o la clircuma(64), son algunas de las mas
estudiadas, aunque por ahora las investigaciones solo mencionan una modesta mejora
en la ECV.

Entre los habitos dietéticos, destinados a prevenir la hipercolesterolemia, el uso de
esteroles vegetales se ha evidenciado cientificamente como componentes capaces de
modular el colesterol de los humanos. Es por ello, que se le ha dedicado un apartado

especifico (ver apartado 2.2)

2.1.2.3 Ejercicio

Dentro del Estudio Framingham, la actividad fisica fue uno de los factores estudiados

de gran interés, por su relacion con la ECV(65). La actividad fisica reduce
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considerablemente el riesgo de padecer infartos de miocardio y accidentes
cerebrovasculares porque:

e Ayuda al cuerpo a quemar grasas y azUcares, y a mantener el peso adecuado.

¢ Reduce la tension arterial.

e Aumenta la concentracién de oxigeno en el cuerpo.

e Disminuye el estrés.

e Fortalece el musculo cardiaco y los huesos.

* Mejora la circulacién sanguinea y el tono muscular.

Todo ello ha contribuido a que con los afios apareciesen cientos de publicaciones, que
han sucumbido ante la evidencia en forma de meta-analisis sobre el tema. Como es el
publicado en 2014(66), que no encontrd relacidn entre el ejercicio fisico y la fibrilacién
articular, por lo que los autores concluyen con el potencial beneficio, sin perjuicio, de
la practica del ejercicio para la salud. Otro grupo el mismo afio, estudid el beneficio del
ejercicio aerdbico para la rigidez arterial(67). Aunque esto no se vio en sujetos pre-
hipertensos en relacidn a la presidn arterial sistélica(68). También en la prevencién de
la diabetes(69) o la inactividad fisica (sedentarismo) como un incremento del 14,3 %
de la incidencia de ECV y un incremento del 17,9 % aproximadamente en la mortalidad

por ECV ha sido reportado(70).

2.1.2.4 Habitos toxicos

El tabaco, la ingesta de farmacos y drogas, esta relacionado con la ECV, como se puso
de manifiesto en los afios 60 con el Estudio Framingham: El humo del tabaco contiene
numerosas sustancias que dafian los pulmones, los vasos sanguineos y el corazén. Esas
sustancias ocupan en la sangre el lugar del oxigeno que el corazén y el cerebro
necesitan para funcionar con normalidad. El consumo de tabaco aumenta de forma
considerable la probabilidad de padecer un infarto de miocardio o un accidente
cerebrovascular(71).

El uso de ciertos medicamentos: algunos anticonceptivos y terapias hormonales

incrementan el riesgo de cardiopatias(72,73,74).
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2.1.2.5 Obesidad, composicién y grasa corporal

El exceso de peso, medido con el indice de masa corporal, relacion entre el peso y la
altura al cuadrado, y el exceso de grasa, especialmente la grasa abdominal, se ha
relacionado desde la década de los 60(75), hasta la actualidad, como un factor de
riesgo relevante. Asi lo recoge uno de los ultimos estudios de mayor impacto, con mas

de 1 milldn de sujetos(76).

2.1.3Hipercolesterolemia. Metabolismo lipidico. Placa ateroma.

La hipercolesterolemia (HC), es uno de los principales factores de riesgo con mayor
trascendencia en el desarrollo de las ECV(77), no sélo por su elevada prevalencia, sino
también por su deficiente control, ademds de ser uno de los mejores predictores(78).
El aumento de las concentraciones séricas de LDLc, se ha reportado como el principal
factor de riesgo en la enfermedad cardiovascular. Algunos estudios sugieren que por
cada 1% de reduccién de las concentraciones del colesterol total, se consigue un 2% de
reduccion de riesgo cardiovascular(79).
Sin embargo, gracias a los mecanismos de regulacién y homeostasis, el colesterol se
mantiene ampliamente constante, equilibrando la sintesis endégena del esteroide con
la absorcidn intestinal y con la secrecién biliar de acidos biliares y colesterol. Ademas,
los acidos biliares son eficientemente captados y una parte del colesterol biliar
también es reabsorbido en el intestino. Asi, el balance global del colesterol depende de
las ingesta (dieta y sintesis) y pérdida (eliminacion fecal)(80).

Dentro de las hipercolesterolemias, se encontran distintos fenotipos, afectados por
distintos mecanismos(81,82,83). Segun los datos del Estudio ENRICA(80), el 50% de la
poblacién presentarian hipercolesterolemia en nuestro pais.

El metabolismo lipidico y de las lipoproteinas circulantes se regula a través de varios

mecanismos en los humanos expuestos a continuacion:(84):

Las grasas o lipidos son diferentes componentes quimicos que se pueden extraer
mediante solventes organicos de las plantas, los animales y distintos organismos
microbianos. Son compuestos insolubles en agua pero solubles en solventes orgdnicos

como el éter, cloroformo, hexano, benceno o metanol. Tienen funciones metabdlicas
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esenciales y son importantes como elementos estructurales. Se pueden clasificar
desde distintos puntos de vista, teniendo en cuenta su presencia en los alimentos gra-
sos, asi como su funcidén nutritiva.

1) Segun la composicién quimica:

e Triacilgliceroles o triglicéridos.

e Fosfolipidos y lipidos compuestos.

¢ Colesterol y otros esteroles.

2) Segun sus propiedades fisicas:

e Grasas neutras: ésteres de acidos grasos con glicerol (monoglicéridos, diglicéridos,
triglicéridos) y colesterol.

¢ Grasas anfifilicas: fosfolipidos y glicolipidos, por su capacidad para orientarse en la
interfase de dos capas no miscibles, como las membranas celulares y la capa externa
de las lipoproteinas.

3) Segun su funcién:

¢ Grasas de almacenamiento (triglicéridos, fundamentalmente).

e Grasas estructurales (fosfolipidos, glicolipidos y colesterol) que forman parte de la

estructura de las membranas celulares y abundan en ciertos drganos, como el cerebro.
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Figura 2. Estructura de los fosfolipidos. (Ros E, 2015)
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Los acilgliceroles son ésteres de acidos grasos, que en nimero de uno, dos o tres se
adhieren al esqueleto del glicerol para producir mono, di y tri-acilglicerol o triglicérido,
respectivamente. Los triacilgliceroles son los mas abundantes en los alimentos. La
naturaleza y la localizacién de los dacidos grasos sobre la molécula de glicerol
determinan su respuesta bioldgica.

Desde el punto de vista de la alimentacion, los triglicéridos constituyen el principal
componente de la grasa ingerida, equivalente al 98 %; el 2 % restante esta constituido
por fosfolipidos, colesterol y lipidos complejos. Los triglicéridos estan formados por la
unién del glicerol con tres acidos grasos.

Los esteroles y ésteres de esteroles pertenecen a un largo subgrupo de esteroides,
gue estan representados basicamente por el colesterol en los animales y los esteroles
vegetales o fitoesteroles en las plantas (sitosterol, campesterol, estigmasterol, etc.).

El colesterol es un lipido de estructura distinta a los demdas. Quimicamente es un
derivado del ciclopentano-perhidro-fenantreno. El grupo OH del carbono 3 le permite
formar ésteres con los acidos grasos. El colesterol no es un nutriente esencial porque
se puede sintetizar en las células de animales a partir del acetato. La sintesis aporta al
organismo unas tres veces mas colesterol que el procedente de la dieta.

Cada uno de los lipidos tiene diferentes funciones como el mantenimiento de la
estructura de la membrana celular (colesterol, fosfolipidos), la sintesis de hormonas
esteroideas (colesterol), y el metabolismo energético (trigliceridos y acidos grasos).
Debido a la insolubilidad de los lipidos en un medio acuoso, y para facilitar su
transporte en el plasma sanguineo, se asocian con proteinas y forman unas estructuras

gue se conocen con el nombre de lipoproteinas.

Lipoproteinas(85,86):

Las lipoproteinas constan de un nucleo hidrofébico formado por triacilgliceroles y
esteres de colesterol, rodeado de una envoltura organizada en una monocapa y
formada por lipidos polares (fosfolipidos y colesterol libre) y por proteinas. Las
proteinas que constituyen las lipoproteinas reciben el nombre de apoproteinas vy
cumplen una funcidn estructural, solubilizando los lipidos, y ademas regulan la ruta

metabdlica de las diferentes lipoproteinas al servir de cofactores enzimaticos y por
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interaccionar y ser reconocidas por receptores especificos localizados en las

membranas celulares.

Ester de colesterol
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Figura 3. Estructura de las lipoproteinas. (Palou A, 2005)

Las lipoproteinas plasmaticas se clasifican normalmente en cinco subclases principales
en base a sus densidades: los quilomicrones (QM), lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad
(LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL). Algunas subclases de lipoproteinas
pueden ser divididas por la densidad de las particulas, o el tamafio, la carga eléctrica, o

el contenido de apolipoproteina.

Quilomicrones VLDL LDL HDL
Densidad (g/ml) <0,95 0,95-1,006 1,006-1,063 1,062-1,21
Diametro (nm) >70 30-90 18-22 5-12
Lipidos (%) 98 92 78 50
Triglicéridos (%) 86 55 6 4
Fosfolipidos (%) 7 18 22 22
Colesterol libre (%) 2 7 8 4
Colesterol ester (%) 3 12 42 20
Proteinas (%) 2 8 22 50
A-IV B-100 B-100 A-l, A-ll, A-IV
B-48 C-I, C-li Cl, C-lI
C-ll, C-N C-liI C-ll
E E D, E

Tabla 1. Caracteristicas de las lipoproteinas (Palou A, 2005)

Metabolismo de las lipoproteinas(87,85)

Existen tres vias para el transporte de las lipoproteinas en el organismo:
a) Via exdgena: transporta los lipidos de la dieta desde el intestino a sus diferentes

destinos metabdlicos en diversos tejidos. Los acidos grasos, colesterol vy
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b)

fosfolipidos que provienen del intestino son ensamblados en los QM que contienen
la apolipoproteina (apo) B-48 sintetizada en el intestino; esta es una apoproteina B
mas corta que la B-100 de origen hepdtico. Los QM ademas contienen apo A-I, A-ll
y A-IV y son vertidos desde el intestino a la linfa para alcanzar luego el torrente
sanguineo. En la circulacién son hidrolizados por el sistema de la lipoproteina lipasa
(LPL) del endotelio vascular. Los QM a medida que circulan van perdiendo
triglicéridos y van haciéndose mas pequefios y densos, enriqueciéndose mas en
colesterol, transformandose en QM remanentes. Adquieren a su vez desde las HDL,
apo C-ll que es el activador de la LPL y apo E, que es imprescindible para la unién a
receptores hepaticos que no reconocen a la apo B48 al no contener la region de
sefializacion del receptor. Estas particulas son retiradas de la circulacidon por el
higado utilizando los receptores para LDL y, en menor proporcidon, por un sistema
de receptores distinto denominados LRP-1 (LDL receptor-related protein) el que
actia en conjunto con el protoglicano de superficie celular. Casi todos los
triglicéridos que son transportados por los QM son utilizados en los tejidos
extrahepaticos, mientras que casi todo el colesterol es entregado al higado. Una
pequefia proporcion de los remanentes de QM son extraidos por tejidos
periféricos. Es decir, de esta manera, los quilomicrones se transforman en otros
remanentes. Una vez en los hepatocitos, y por la accién de las enzimas hidroliticas
lisosdmicas, se libera el colesterol que transportan. Parte del colesterol que la
célula no utiliza es excretado por la via hepatobiliar, bien sea como acidos biliares o
como colesterol per se, que puede a su vez ser reabsorbido por el intestino,

reinicidndose el ciclo.

Via enddégena: es un sistema mediado por apo B-100 de sintesis hepatica que
forma parte de la estructura de las VLDL, IDL y LDL. Esta via se inicia en el higado
donde primero se ensamblan y luego se secretan las VLDL. La sintesis hepatica de
estas lipoproteinas aumenta con la ingestién de grasa e hidratos de carbono. Las
VLDL transportan triglicéridos hacia los tejidos periféricos (tejido adiposo y
musculo), y colesterol hacia las glandulas suprarrenales y membranas plasmaticas.
El colesterol es transportado en las VLDL como colesterol esterificado y colesterol

libre. Las VLDL provenientes del higado al entrar en la circulacion intercambian con
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las HDL apo C-I, apo C-Il activador de la LPL, apo C-lll inhibidor de la LPL y apo E que
modula la unién de las VLDL con receptores en la superficie celular. En la
circulaciéon, las VLDL son hidrolizadas por la LPL en la superficie endotelial de
diversos tejidos, perdiendo triglicéridos y se convierten en particulas mds pequefias
denominadas remanentes. Una proporcion de ellas es captada por el higado, otros
tejidos y el resto entra en la llamada cascada impolitica de las lipoproteinas VLDL-
IDL-LDL en el compartimento plasmatico, todas estas lipoproteinas comparten la
presencia de apo B-100 en su estructura, ligando para el receptor de apo B/E
hepatico. La LPL y la lipasa hepdtica (LH) dan cuenta del nlcleo cargado de
triglicéridos de estas particulas remanentes, que se transforman en IDL, al quedar
cargadas con apo B-100 y apo E. El receptor hepatico que reconoce a las IDL es el
receptor para LDL, llamado también receptor apo B/apo E. La apo E cumple un
papel modulador para la unién de las lipoproteinas que la transportan con el
receptor apo B/apoE. La presencia de apo E es muy importante para el
reconocimiento de la particula IDL por el receptor hepatico para apo B/apo E que
permite incorporarla en el higado y proseguir el metabolismo. Una proporcién de
IDL en el plasma sigue perdiendo triglicéridos y toman el curso hacia LDL las que a
su vez, son aclaradas por el sistema de receptores hepaticos para LDL en su mayor
parte y las otras son procesadas por otros pasos en los cuales incluso no median
receptores. Las LDL constituyen los principales transportadores del colesterol
plasmatico hacia los tejidos. Sin embargo, el 75% de la captacién de las LDL ocurre
en el higado, el resto en las suprarrenales y tejido adiposo. Para que el proceso se
realice, es esencial la presencia de apo B-100 y de receptores para su
reconocimiento. Una vez en el interior de la célula la particula es desarmada en sus
componentes proteicos y lipidicos, el colesterol libre en exceso, es esterificado de
nuevo por la acil-CoA-colesterol aciltransferasa (ACAT) para el almacenamiento

intracelular.

Via para el transporte del colesterol desde la periferia al higado (via reversa): es
un sistema mediado por apo A-l, contenido en las HDL, utilizado en el transporte
del colesterol desde la periferia hacia el higado. Este sistema esta interconectado

con la via exdgena y enddgena del transporte de lipidos. Sirve de reservorio
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circulante para apoproteinas: apo C-1, apo C-l y apo E. Las particulas HDL derivan
de precursores complejos aportados por el higado e intestino. La via se inicia
cuando las HDL nacientes, provenientes del higado o intestino delgado incorporan
colesterol libre desde las membranas celulares. En este proceso la lecitin-
colesterol-acil-transferasa esterifica el colesterol libre con 4cidos grasos
provenientes de la posicion C-2 de la lecitina que son transferidos al C-3-OH del
colesterol libre. Al incorporar colesterol la particula HDL se transforma de discoidal,
en esférica, dando lugar a las HDL2, que luego se transforman en HDL3 y vuelve
nuevamente al higado donde es incorporada mediando receptores especificos para
apo A-l. Los macrofagos también, via receptores, incorporan a las HDL y estas
captan colesterol y apo E en el interior de ellos. La presencia de apo E en las HDL
facilita posteriormente la captacion por los receptores hepaticos y su catabolismo.
La funcidn principal de las HDL es el intercambio de colesterol libre y su
esterificacion. Al captar las HDL el colesterol de las membranas celulares, reducen
el colesterol almacenado dentro de las células al momento que este se desplaza
para reemplazar el colesterol retirado de las membranas. El colesterol esterificado
de las HDL a su vez puede ser transferido a las LDL y VLDL mediante la accién de la
enzima asociada, denominada Proteina de Transferencia para Esteres de Colesterol
(CETP). La ventaja de este paso es permitir mediante un doble mecanismo de
receptores para LDL y HDL devolver colesterol al higado. Esta via de transporte
reverso de colesterol es un mecanismo importante en la prevencién de la

aterogenesis.
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Figura 4. Transporte de lipoproteinas. (Palou A, 2005).
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La placa de ateroma:

Los vasos arteriales, con la excepcidn de los capilares, estan compuestos por tres capas
bien definidas: intima, media y adventicia(88). Dichas capas estan delimitadas por
otras concéntricas de elastina, conocidas como ldmina eldstica interna (que separa la

intima de la media) y ldmina eldstica externa (que separa la media de la adventicia).

Células / Lamina elastica interna
endoteliales

Células musculares
lisas > Media
Matriz extracelular

—— Lamina elastica externa

_— Fibroblastos > Adventicia

— Matriz extracelular

Figura 5. Corte trasversal de una arteria normal (Keaney, JF, 2000)

- En la parte luminal, encontramos inmediatamente la capa intima, constituida por
una monocapa de células endoteliales establecida sobre una matriz extracelular y
bordeada por la Iamina elastica interna. El grosor de la matriz extracelular y elastina es
mas prominente en las arterias de medio y gran calibre. Las células endoteliales
constituyen una barrera dinamica entre la superficie luminar del vaso y el estroma de
la pared arterial y regulan un amplio espectro de funciones de la pared arterial,
incluyendo la trombosis, el tono vascular y el trafico de leucocitos dentro de la pared
arterial.

- En la capa intermedia encontramos la capa media de la pared vascular, que estd
compuesta por células musculares lisas organizadas en una o varias capas,
dependiendo del tamafio de la arteria. Dichas células estan embebidas en una matriz
extracelular formada principalmente por fibras elasticas y colageno.

- En la capa mas externa de la pared vascular, encontramos la adventicia. Su grosor
depende del tipo y localizacién del vaso. Esta capa estd formada por una matriz de
elastina, células musculares lisas, fibroblastos y coldgeno, y esta relacionada con la

estabilidad y conexidn de los vasos sanguineos a los tejidos.
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La enfermedad aterosclerdtica afecta principalmente a las arterias de calibre mediano,
como las coronarias, cardtidas, renales, basilares, cerebrales, iliacas, femorales y

también la aorta.

Procesos implicados en el desarrollo de la lesion aterosclerética(89):

La enfermedad de la aterosclerosis, tradicionalmente hace referencia al acimulo de
material lipidico, principalmente colesterol y ésteres de colesterol, en la pared arterial,
constituyendo las denominadas placas de ateroma. El mecanismo por el cual se
forman las placas ateroscleréticas ha sido objeto de muchos estudios, y aun sigue en
debate, aunque comienzan a aceptarse por validas algunas hipdtesis.

Se han establecido tres etapas en el desarrollo de la aterosclerosis: lesion temprana
(estrias grasas), lesion intermedia (placas fibrosas) y lesién madura (necrética).

- Las lesiones tempranas se caracterizan por dreas nodulares de deposicidn lipidica
denominadas morfolégicamente “estrias grasas”. Estas dreas representan macréfagos
repletos de lipidos y células musculares lisas en zonas de la capa intima.

- Las lesiones intermedias consisten, como su nombre indican, en la formacion de
lesiones intermedias caracterizadas por placas fibrosas, en forma de cupula y cubiertas
por una capa fibromuscular denominada “caparazén”. Dicha capa esta constituida por
una matriz extracelular, células musculares lisas y por colageno. Pueden formarse
inicialmente en areas de las arterias coronarias, aorta abdominal y arterias carétidas,
sobre todo durante la tercera hasta la cuarta década de la vida.

- Las lesiones maduras se caracterizan por areas fibrosas calcificadas con ulceracién
visible. Este tipo de lesiones y su progresién gradual, asi como otras alteraciones
funcionales de la pared arterial, se han asociado con lesiones en los tejidos distales,
como el infarto de miocardio. Parece aceptado que los primeros eventos, conducen a
la formacidn de las estrias grasas. A continuacién, se incrementan las concentraciones
plasmaticas de LDL que conduce a un aumento de la adherencia de los monocitos
circulantes a las células endoteliales de la pared arterial y a una mayor entrada de LDL
en la capa intima. Una vez en el interior, las LDL pueden experimentar un proceso de
oxidacion(90). Dichas LDL, incluso sélo minimamente oxidadas, pueden incrementar la

adherencia y penetracion de los monocitos, en parte estimulando la liberacion de la
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proteina-1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1) por las células endoteliales. Las LDL
oxidadas también estimulan la liberacion del factor estimulador de colonias de
macrofagos (MCSF), que induce la proliferacidn y diferenciacion de los monocitos en
un fenotipo celular de macréfago, incluida la mayor expresion de receptores SRA. Las
LDL completamente oxidadas tienen por ellas mismas capacidad quimotactica sobre
los monocitos, y son evidentemente uno de los principales ligandos de los SRA y otros
receptores en la pared arterial del macréfago que contribuyen a la formacién de las
células espumosas.

Una vez comenzada la iniciacidn, se produce una fragmentacion de la membrana
eldstica interna y la migracidon de las células musculares lisas de la capa media a la
intima. Las células musculares lisas de la pared arterial proliferan, producen
componentes de la matriz conectiva y también acumulan colesterol. Estas células no
suelen expresar el SRA, pero puede inducirse, lo que contribuiria a la formacién de
células espumosas. Es destacable que la lesidn inicial (estria grasa), aun siendo
clinicamente silenciosa por ella misma, es la precursora de lesiones mas complejas que

causan estenosis y limitan el flujo sanguineo(91).
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- - Penetracion en la capa intima Mayor tasa de entrada;
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subendotelial
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Linfocitos T arteriales Macrafagos en tejido arterial LDL en la capa intima
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Figura 6. Secuencia de eventos en la aterosclerosis (Palou A, 2005)

Las lesiones aterosclerdticas pueden permanecer durante toda la vida sin producir

ningun sintoma en el paciente, o pueden activarse y causar las consecuencias fatales
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de la ECV. La activacion de la lesidn se inicia por rotura de la placa aterosclerdtica, de
manera que el contenido de la placa se expone a la superficie luminal de la arteria(92).
La exposicion de los componentes de la sangre a las actividades procoagulantes del
interior de la placa puede conducir a la respuesta trombdtica y precipitar el evento
vascular(88). Las lesiones son principalmente fibrosas, aunque pueden causar
estenosis, no suele coincidir con el sitio de trombosis. Parece que la inflamaciéon y la
agregacion de citocinas, promueve la necrosis de células espumosas y de células
musculares lisas, produciendo un progresivo acimulo de lipidos en el espacio
extracelular, acompafiado de una debilitacién de la capa fibrosa, que determinan en
conjunto que la placa sea mas sensible a la rotura.

Algunas hipdtesis(93,94) se basan en la retencién de lipoproteinas por la matriz de
tejido conectivo. Las caracteristicas fisicas y quimicas de las lipoproteinas plasmaticas
pueden explicar por qué el colesterol transportado en las LDL promueve la
aterosclerosis, mientras que el colesterol transportado en las HDL no se asocia con

ello.

2.2 Esteroles vegetales

Los esteroles vegetales (EV) son componentes bioactivos con funciones similares a la
del colesterol en mamiferos. Son alcaloides esteroidales que difieren del colesterol en
la cadena lateral. Las principales fuentes alimenticias de EV son aceites vegetales,

margarinas, pan, cereales, frutas, hortalizas y frutos secos(95).

2.2.1 Estructura quimica

Los EV mayoritarios son los fitoesteroles, que constituyen el 95% del total de estos

compuestos, siendo el 80% B-sitosterol y el 15% restante campesterol y estigmasterol,

fundamentalmente(96).
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Figura 7. Estructura del colesterol y esteroles vegetales comunes (Palou A, 2005)
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2.2.2. Fuente dietética de esteroles vegetales.

Los EV no pueden ser sintetizados por los organismos animales, por lo que son
obtenidos a través de la dieta, principalmente por el consumo de aceites, margarinas,
cereales y derivados, legumbres, hortalizas, frutas y frutos secos. La dieta habitual
occidental solo contiene 150-450 mg diarios de fitoesteroles, los cuales no producen
reducciones apreciables de colesterol, aportando la mayor proporcién de la fraccidén

insaponificable de grasas(97,98).

2.2.3. Esteroles vegetales para controlar el riesgo cardiovascular.

Hace 10 afios, quedaba reflejada la posibilidad terapéutica, y utilidad en salud publica,
de los esteroles vegetales en una de las guias mas relevantes hasta la fecha(83). Con el
avance de la literatura cientifica, los EV se han ido conociendo por reducir el nivel de
las LDLc en suero sin modificar el de las lipoproteinas de alta densidad (HDLc) o
triglicéridos (TG)(99,100). El consumo diario de alimentos enriquecidos con fitosteroles
se utiliza ampliamente como una opcién terapéutica para reducir el nivel de LDLc en

plasmay, por tanto, el riesgo de la enfermedad aterosclerdtica(99).
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2.2.4. Mecanismos moleculares en el manejo del riesgo de ECV con EV

En cuanto al mecanismo de accion, los EV afectan a la absorcion intestinal de
colesterol, a su sintesis, y a los sistemas de eliminacidon(101). Al introducir esteroles
vegetales a la dieta, la absorcidn del colesterol en el intestino disminuye entre un 20y
un 80 %. Como respuesta a este descenso el higado desarrolla mecanismos de
compensacion destinados a aumentar la sintesis de receptores de LDLc. El resultado
final es la disminucidn del LDLc y del Ct entre un 8 y un 15 %(102). A pesar de que su
estructura quimica es similar, los esteroles vegetales y el colesterol difieren

ampliamente en lo que respecta a su absorcion intestinal(103).

2.2.4.1. Metabolismo de los esteroles

Una de las funciones claves de los esteroles vegetales es su inhibicién de la absorcién
intestinal de colesterol, tanto procedente de la dieta, como del colesterol enddgeno
recirculante procedente de la bilis, que puede ser parcialmente reabsorbido en el
intestino siendo un pilar clave en la recaptacién. Los esteroles vegetales, al ser mas
hidrofobicos que el colesterol, pueden desplazarlo de las micelas de absorcién,
produciéndose una disminucién de la incorporacién del colesterol en las micelas(104).

Otro mecanismo propuesto(105), es la reduccion de la tasa de esterificacion del
colesterol en el enterocito, mediando la actividad de la ACAT. De esta forma se
reduciria la cantidad de colesterol exportado a la sangre en forma de quilomicrones.
Ademads, se ha propuesto un tercer mecanismo, en el que la absorcién del colesterol
en el intestino en funcidn a su solubilidad, podria igualmente cambiar en presencia de

los EV y con ello, reducir su absorcién(106).
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Figura 8.Mecanismo bioquimico del efecto hipocolesterolemiante de los esteroles

(Valenzuela B, 2004).
2.2.4.1.1. Absorcion

Como ya hemos dicho, la estructura de los EV es similar al colesterol, sin embargo,
difieren marcadamente en lo que respecta a su absorcidén intestinal. La absorcién
intestinal de los EV es minima (0,4-3,5%) y los estanoles aun menor (0,02-0,3%). La
explicacion a esta baja absorcidn puede ser la baja afinidad de los esteroles vegetales
por el proceso de esterificacion, incorpordandose a los quilomicrones los esteroles y
estanoles esterificados(108,109). La tasa de absorcion cambia también por la longitud
de la cadena lateral y, en los EV, puede ser algo mayor por la presencia del doble
enlace en posicién 5(110). Finalmente, otro factor que puede afectar a la menor tasa
de absorcién de los esteroles vegetales, es el funcionamiento de los transportadores
de eflujo de esteroles del intestino, los transportadores ABC. Estos transportadores
intestinales eliminan colesterol y sistosterol para evitar su absorciéon y acumulacion,
aungque su funcionamiento es mucho mdas eficiente en el caso del sitosterol,
devolviendo gran parte de este esterol presente en el enterocito de nuevo al intestino
para su eliminacidon(111). De hecho, las mutaciones o SNPs que codifican para los
transportadores ABCG5 o ABCG8 pueden desencadenar la aparicién de fitosterolemia,
enfermedad poco frecuente caracterizada porque los pacientes presentan una tasa

muy elevada de absorcidn de esteroles vegetales(112).
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2.2.4.1.2 Transporte

Los EV que llegan a la circulacién sanguinea se esterifican en el plasma y se transportan
al higado mediante el mecanismo de transporte reverso del colesterol(113), siendo
este punto, clave en la bioactividad propuesta por los autores(114):

Definicion de biodisponibilidad, bioaccesibilidad y bioactividad:

- Biodisponibilidad: proceso clave de la eficiencia nutricional. A partir de la
ingesta total de alimentos, una cantidad inferior es asimilada y utilizada para el
almacenamiento y las funciones metabdlicas.

- Bioaccesibilidad: conjunto de procesos que tienen lugar durante la digestion
gastrointestinal para transformar los nutrientes en componentes
potencialmente activos; Absorcidon/asimilacion a través de células intestinales;
Metabolismo pre-sistémico.

- Bioactividad: transporte y asimilacion por el tejido diana; Metabolismo o

biotransformacién y respuesta fisioldgica.

2.2.4.1.3. Funcion

Aunque ya han sido descritos los mecanismos a través de los cuales los EV cumplen la
funcién relacionada con la ECV y la reduccion de la hipercolesterolemia, cabe
reconocer, que la funcion individual aun sigue siendo un tema de discusién entre
investigadores. Asi pues, se han descrito que existen diversos factores que van a
condicionar la efectividad y funcionalidad de los EV frente al colesterol. Estos factores

fueron publicados en 2006 con el andlisis de 45 estudios(115).
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Figura 9. Impacto de los factores sobre la relacion fitoesteroles-colesterol (Chan YM,

2006)

También otros autores han descrito la variabilidad de la respuesta a un tratamiento
dietético con EV. Desde esta perspectiva se puede clasificar en modelo predictivo de
hipo-responderdores, normo-respondedores o hiper-respondedores, en funcién de si
el efecto de los EV frente a la HC es bajo, normal o exagerado con respecto a lo

descrito en la bibliografia, respectivamente(116).
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Figura 10. Ejemplo del efecto de la variabilidad de la respuesta a la dieta en la
disminucion del % de colesterol plasmatico de 100 individuos sometidos a la misma

dieta durante el mismo periodo (Corella D, 2007).
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2.2.4.1.4. Excrecion.

La eliminacion de los EV se realiza mediante las heces, segln su baja tasa de absorcion
intestinal como ya se ha visto anteriormente. Los EV que si son absorbidos, son
rapidamente eliminados debio a la excrecion del higado. Los fitosteroles son capaces
de ser metabolizados en el higado en acidos biliares, del higado(117). Ademas, los
transportadores ABC intestinales, son muy eficientes en el caso del sitosterol,
devolviendo gran parte de este esterol presente en el enterocito de nuevo al intestino

para su eliminacion(111).

2.2.5. Evidencia cientifica sobre la ingesta de esteroles vegetales y la ECV

Existen multitud de estudios que han revisado la literatura de forma analitica y
basados en la méxima evidencia, meta-andlisis de ensayos clinicos. Todos concluyen
con el beneficio y eficacia de los efectos de los EV en el manejo de la

HC(118,119,120,121,122,123,124,125,126).
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Figura 11. Reduccién de las concentraciones de LDLc en funcién de la ingesta diaria de

EV (Palou A, 2005)
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2.3 Alimentos funcionales y Regulacién

En Espafa, el primer Reglamento que regula la comercializaciéon de alimentos
enriquecidos en EV, es la legislacion europea de “nuevos alimentos” (Reglamento
1997/258/CE del Parlamento Europeo y del Consejo). En este, se regulan alimentos e
ingredientes tales como: a) alimentos transgénicos, b) alimentos e ingredientes que
poseen una estructura molecular nueva, c¢) alimentos procedentes de
microorganismos, hongos y algas, d) procedentes de animales y plantas en cuya
reproduccidn se empleen métodos no tradicionales, e) los obtenidos con nuevos
procesos de produccién, que impliquen cambios significativos en la composicion o
estructura de los alimentos o ingredientes que afecten su valor nutricional,
metabolismo o las concentraciones de sustancias no deseables. Atendiendo a ello,
todos aquellos alimentos enriquecidos en EV, se encuentran incluidos como “nuevos
alimentos”.

Se debe aifadir, que para poder comercializar un nuevo alimento o ingrediente
alimentario se debe cumplir: a) no debe suponer ningun riesgo para el consumidor, b)
no debe inducir a error al consumidor y c) no debe diferir de otros alimentos o
ingredientes alimentarios a los que vaya a sustituir con el fin de que su consumo
normal no impliqgue desventajas para el consumidor desde el punto de vista de la
nutricion(127).

Los lacteos, consumidos desde hace miles de afios(128), y desde la revolucién
industrial, es uno de los sectores que mas ha crecido y que mas ha evolucionado
adaptandose a las nuevas necesidades del usuario. Estos han innovando con una gama
de alimentos funcionales de origen lacteo, especialmente la leche, con gran variedad y
posicion en el mercado. Asi aparecen leches parcial y totalmente desgrasadas (leche
desnatada y semidesnatada), y son uno de los alimentos procesados mayormente
elegidos para vehiculizar los EV en forma de productos lacteos (margarinas, leche,

yogur...)(127).
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2.3.1 Legislacion de la industria alimentaria. Marco regulatorio.

A lo largo de los afos, se han publicado y legislado distintas Decisiones Europeas en las
gue se autoriza el enriquecimiento en EV en distintos alimentos, en el contexto de los
“nuevos alimentos” (Reglamento 1997/258/CE). En cuanto al marco regulatorio de los
esteroles vegetales, se ha ido legislando acorde a las investigaciones y a la innovacién
de la industria alimentaria. Esta regulacion supone la aceptacion legal, de un reclamo o
alegacién nutricional o de salud (c/laim, en inglés) que la industria alimentaria puede
usar comercialmente.

Las principales fuentes de EV para el enriquecimiento de alimentos y como
suplementos dietéticos son los aceites vegetales y el destilado de “tall oil”,
principalmente de soja, maiz, girasol, colza y germen de trigo(129). El Reglamaneto,
también recoge que los aceites vegetales crudos deben ser procesados con el fin de

eliminar impurezas (130).

2.3.1.1 EFSA y Claims acepados.

Recientemente, se ha establecido una lista de declaraciones autorizadas de
propiedades saludables de los alimentos, distintas de las relativas a la reducciéon del
riesgo de enfermedad y al desarrollo, y la salud de los nifios (Reglamento n2
2009/983/CE, 2012/432/CE) en las que se indica que los fitoesteroles y fitoestanoles
contribuyen a mantener niveles normales de colesterol sanguineo. Los expertos de la
European Food Safety Authority (EFSA) confirman que el colesterol en sangre puede
reducirse en un promedio de 7 a 10,5% si una persona consume de 1,5 a 2,4 g de
EV/dia. Este efecto ha sido observado generalmente dentro de las primeras 2-3
semanas desde el inicio de la ingesta. Los estudios a medio y largo plazo, de hasta 85

semanas, muestran que el efecto podria sostenerse durante todo ese periodo(131).
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Para el desarrollo de este trabajo se planted una hipdtesis inicial y principal:
¢Es efectivo el uso de esteroles vegetales vehiculizados en leche, para la reduccion
del colesterol plasmdtico y como medida de control del principal factor de riesgo

para la enfermedad cardiovascular?

Con esta premisa se plantearon los objetivos buscados a alcanzar:

OBJETIVO PRINCIPAL

Analizar la efectividad de la ingesta de esteroles vegetales en el manejo del riesgo de
enfermedad cardiovascular, mediante la reduccion de la hipercolesterolemia en

sujetos adultos.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

v Analizar la posible diferencia del colesterol total, del LDLc y del HDLc, tras la ingesta
de esteroles vegetales.

v' Analizar la la posible diferencia de triglicéridos tras la ingesta de de esteroles
vegetales.

v Profundizar en el estudio y relacién de la ApoA en la eficacia del tratamiento con

esteroles vegetales.
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4. MATERIAL Y METODOS

El proyecto estuvo dividido en 2 ensayos clinicos, desarrollados en 2 afios consecutivos
(2013-2015) en la Comunidad de Madrid.

El primero, se desarrollé en el Hospital Universitario San Carlos de Madrid. El segundo
se realiz6 en el Hospital de San Lorenzo del Escorial con una muestra mayor,
replicando el protocolo del primero.

Los dos proyectos contaron con una estructura y planificacién similar, que siguio el

siguiente esquema:

Figura 1. Esquema de los estudios llevados a cabo:

Preparacion y disefio del protocolo

A4

Presentacion de solicitud de revision de ensayo clinico
al Comité de Bioética del Hospital de referencia

A4

Reclutamiento de los sujetos, pre-test de participacion
(cumplimiento de criterios inclusidn), interésy
compromiso en participar.

A4

Logistica: impreso de cuaderno de recogida de datos,
envioy almacenamiento delaleche a utilizar,
organizacidn de citacionesy consultas.

¥

Desarrollo: visitainicial-final de cada periodo (periodo
de lavado entre medias).

¥

Introduccién de datos y analisis estadistico

Todo el desarrollo de los ensayos fue realizado integramente por el mismo
investigador, unificando el criterio y disminuyendo el sesgo de interpretaciones inter-

investigadores y ayudantes.
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4.1. Diseiio de los ensayos

4.1.1. Diseno

Los ensayos llevados a cabo, tuvieron el siguiente disefio experimental: Ensayo clinico,
controlado, aleatorizado, doble ciego y cruzado. Este disefo representa el de mayor
validez y evidencia cientifica, por integrar y considerar los elementos que merman el
azar como factor interviniente en los resultados obtenidos. Al ser cruzado, y participar
todos los sujetos en ambos grupos, es también el mds justo desde el punto de vista
ético, puesto que todos los sujetos del estudio se benefician del posible efecto positivo
del tratamiento (disminucién del LDLc y del riesgo cardiovascular); y su mayor ventaja
especialmente, es evitar las posibles diferencias inter-sujetos entre ambos grupos que
pueden existir a nivel de metabolismo y genético, ya descritos en la literatura cientifica
en el campo del metabolismo lipidico(132), y que se desconocen al comenzar un
ensayo clinico doble ciego no cruzado. El metabolismo de cada individuo es Unico y
dependiente de muchos factores incontrolables, pero al realizarlo de forma cruzada,
cada sujeto actia como su propio control, y las diferencias en el metabolismo inter-
individual se reducen hasta casi eliminarse.
Previo al comienzo del estudio, se contacto desde el Departamento de Medicina de la
Universidad Complutense de Madrid con una empresa lactea como colaboradora del
proyecto, promotora econémico y y envio del producto del estudio, las leches con
esteroles y las leches placebo, sin esteroles. La empresa colaboradora, con la que se
inicio una relacion contractual y la creacién de una Catedra Universitaria, “Cdtedra
UCM-CLAS para la investigacion y la formacion para la salud” fue Corporacion
Alimentaria Pefiasanta S.A. (CAPSA).
CAPSA se encargd de la fabricacién de los productos a suministrar a los sujetos
participantes. Para ello, se envasaron las leches en envases de 1 litro de capacidad
totalmente en blanco, en ciego, con la Unica diferencia en el color del tapodn.
En cada ensayo se establecieron 2 grupos de estudio:

1) Grupo de estudio: leche desnatada con esteroles.

2) Grupo control (placebo): leche desnatada.
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La leche de estudio era la fabricada y comercializada por CAPSA bajo la denominacidn
“Naturcol”, y el placebo, la leche desnatada de CAPSA, ambas comercializadas y bajo la
legalidad y estandares de calidad durante la totalidad del estudio.

CAPSA recomienda la ingesta de Naturcol diariamente para la reduccion del colesterol
LDL plasmatico, en base a la legislacidn vigente. Es un alimento funcional que contiene
una cantidad de 2,24 g en 2 vasos de 350 ml, dosis recomendada por CAPSA de ingesta
diaria, es decir 700 ml al dia. Debido a la gran cantidad de litros de leche y su
consecuente almacenamiento, se realizaron diferentes envios para cada uno de los
estudios. El cegamiento se oculto a los investigadores hasta finalizar cada estudio.
CAPSA, ademads proporciond los vasos, facilitados a los sujetos, en los cuales se incluia
la medida exacta a la que tenian que llegar, la cantidad de ml diarios, para facilitar su

comodidad y cumplimiento.

Figura 2. Esquema del flujo la investigacién y estructura:

Direccidn de la investigacion

v

Dia 1 Dia 21 Dia 1 Dia 21
Dia0 (periodo1) (periodo 1) (periodo2) (periodo2)
Lavado
I 2 semanas I
Seleccionde Encuesta Analisis Analisisclinicos Analisis
sujetos, cribado dietética, historial, clinicosy y entrega de clinicosy
deinclusion, antropometria, controlde hoja de control controlde
consentimiento entregade hoja ingestade deingesta. ingestade
informado vy decontrolde leche leche
analitica de ingesta. Inicio
sangre. ingesta deleche

Como se observa en la figura 2, cada sujeto estuvo en los dos grupos (placebo y
esteroles) en 2 periodos diferentes, que cambiaron tras un tiempo de “lavado” de 2
semanas (sin la ingesta de ninguna dieta especial ni suplementos con fitoesteroles).
Por lo tanto, desde el inicio hasta el final, cada sujeto permanecio al menos 2 meses en
el ensayo, 3 semanas del primer periodo, 2 semanas de lavado y 3 semanas en el

segundo periodo.
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Teniendo en cuenta el ciclo de metabolismo completo de los esteroles en el cuerpo
humano-proceso “LADME” (liberacién, absorcion, digestion, metabolismo y excrecién)-
no es superior a 2 dias(117), la duracion del periodo de lavado se considerd de acuerdo
a otros trabajos previos. En ellos, la duraciéon de protocolos similares en ingesta de
esteroles y manejo del colesterol en ensayos doble ciego-cruzados fue de 0 semanas
(133,134), 2 semanas(135,136,137), 3 semanas(138), 4 o mas semanas(139,140). Por
lo que se establecié un minimo de 2 semanas para el lavado.

La asignacion en cada grupo para establecer el orden en el cual empezar, fue
completamente aleatoria. Dicha aleatorizacion se realiz6 mediante tablas numéricas
aleatorias generadas informdaticamente, y cumpliendo un riguroso proceso de

ocultacion de la secuencia de aleatorizacion.

4.1.2. Comité de bioética y autorizaciones.

Todo el estudio, cumplié la normativa vigente espafiola de ensayos clinicos. Por ello,
previamente al inicio, se presentaron 2 solicitudes con la memoria del proyecto a los
dos hospitales, donde se realizaron los estudios, Hospital Clinico San Carlos y Hospital
Puerta de Hierro (como comité de bioética responsable del drea de San Lorenzo del
Escorial), ver Anexo 1.

Ademas, se partid de la voluntariedad de participacion de los sujetos que conformaron
la muestra. Para ello se les reclutd en la consulta, mediante diferentes canales de
difusidn, entre los sanitarios de los hospitales. Mediante la Hoja de Informacion al
Paciente (HIP) (anexo 2) y una entrevista personal, se les informé de las caracteristicas
del estudio (objetivos, métodos, duracidn, consecuencias positivas y negativas, etc), y
tras resolverles cualquier duda, en el caso de que las hubiera, se procedia a firmar la
Hoja de Consentimiento Informado (Cl) (anexo 3). Ademas, se les informaba de la
posibilidad de renunciar a la participacion en cualquier momento sin ningln
inconveniente para ellos, con motivo o sin motivo aparente, para tomar esa decision,
para lo cual debian rellenar y firmar una hoja de Revocacién de Cl.

Ambos sub-estudios siguieron los principios éticos reconocidos por la Declaracion de
Helsinki, las recomendaciones de la buena practica clinica, la actual legislacién

espafiola que regula la investigacion clinica en humanos, protecciéon de datos
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personales y bioéticos (Decreto Real 561/1993 sobre ensayos clinicos y 14/2007, 3

Julio para la investigacion biomédica).

4.1.3. Reclutamiento y Sujetos

Tamaiio muestral:

Para el estudio 1, que se realizé en el Hospital San Carlos de Madrid, se reclutd a los
propios trabajadores del hospital, a través de difusidén interna y del Servicio de Salud
Laboral del Hospital.

Para el estudio 2, que se realizé en el Hospital de San Lorenzo del Escorial, los
participantes fueron reclutados en las consultas de medicina interna y endocrinologia,
y los propios sanitarios del centro.

Se realizo el calculo del tamafio muestral teniendo en cuenta el colesterol total como
biomarcador principal, para el cadlculo muestral, segun las férmulas estandar para dicha
finalidad. Se calculé para una diferencia £ 15 % del Ct, teniendo en cuenta una
desviacién estandar de 35 mg/dl, para un intervalo de confianza del 95% y una

potencia del 90%, y una tasa de pérdida del 10%

Criterios de inclusidn y exclusion

Criterios de inclusion

v" Hombre y mujer

v Edad 18-50 afios

v' Ct>200 mg/dly/o TG > 150 mg/dI

Criterios de exclusion:

Ct <200 mg/dl y/o TG < 150 mg/dlI

Patologia cardiaca (Ictus, infarto miocardio, angina de pecho, etc)
Intolerancia a la lactosa

Alérgicos a la proteina de leche de vaca

Alérgicos a esteroles vegetales

AU N N NN

Tratamiento farmacolégico para el control del colesterol o triglicéridos: fibratos,

estatinas, etc.
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4.1.4. Material y equipos

Variables y factores de estudio:

Las variables de estudio se incluyeron en un Unico cuestionario disefiado a medida, Ad
Hoc, en el que se recogian los aspectos mas importantes para estudiar y contrastar,
una vez obtenidos los resultados clinicos (ver anexo 4).

Las variables de estudio de forma global fueron: género, edad, historial clinico y
farmacoldgico, la composicién corporal, calidad de suefio (141), habitos de salud (142),
habitos toxicos como tabaco y alcohol, hdbito intestinal, frecuencia de consumo de
alimentos (143) y actividad fisica (144).

Ademas, se tuvieron en cuenta factores de confusidon con una tabla de afinidad al
cumplimiento de la ingesta, (>95% para aquellos sujetos que se considerarian como
validos para el ensayo, y no se les excluyera por “cumplimiento del tratamiento
dietético”). Asi como un registro de frecuencias de consumo de alimentos, para
controlar la ingesta que pueden influir en el metabolismo del colesterol ala alzay a la
baja (alimentos ricos en fibra dietética, omega 3; o altos en grasas trans o saturadas); y
control sobre la no modificacidon de sus habitos basales durante el ensayo. Es decir,
gue no iniciasen una dieta, o un plan de entrenamiento, o los terminasen, sino que
fuesen estables a sus habitos. Todo ello, teniendo en cuenta lo descrito en los
apartados anteriores (factores dietéticos, factores de composicién corporal, consumo
de tdxicos, y teniendo en cuenta los factores influyentes en metabolismo de

lipoproteinas, previamente descrito segin algunos autores)(145).

Antropometria y estudio de la composicidn corporal:

A cada sujeto se le midid: peso, talla, perimetro de la cintura, IMC, % de grasa, % de
grasa visceral, masa libre de grasa (kg) y % de agua.

El peso, el IMC y la composicion corporal se determinaron a través de una
bioimpedancia eléctrica, tetrapolar, multifrecuencia (20 y 100 kHz), InBody Modelo
230 para el estudio en el Hospital de el Escorial, y; monofrecuencia (50 KHz) modelo

TANITA BP601 para el estudio en el Hospital Clinico San Carlos.
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Para la medicion se siguid el protocolo habitual estandar, las recomendaciones del
fabricante y el protocolo estandar(146). Para el perimetro de cintura se usé una cinta
métrica flexible, no eldstica, metalica y de anchura inferior a 0,1mm-150cm, y la
medicidn segun el establecido por la OMS para el perimetro de la cintura. (147)

Peso

El peso corporal, expresado en kilogramos, se midié mediante una bascula digital de
uso clinico (0,1 kg de precisidn), con la persona posicionada de espaldas al visor,
descalza, con el minimo de prendas puestas (pantalén y camiseta), talones juntos,
mirada hacia delante y postura corporal recta.

Talla

La medicidn de la altura, expresada en metros, se realizé mediante un tallimetro de
precision milimétrica (rango 80 cm - 200 cm), con la persona posicionada de espaldas
al mismo, descalza, en posicién erecta, con los talones, las nalgas, pantorrillas y la
parte media superior de la espalda en contacto con el eje vertical del estadidmetro, los
brazos extendidos, paralelos al cuerpo, los pies unidos por los talones formando un
angulo de 452 y la cabeza colocada siguiendo el plano horizontal de Frankfurt. En el
momento de la lectura, el individuo devid mirar al frente y hacer una inspiraciéon
profunda a fin de compensar el acortamiento de los discos intervertebrales.

indice de masa corporal

El IMC, se obtuvo mediante la relacién entre el peso corporal (kg) y la altura (m) al

cuadrado del individuo: peso/(altura)®(148).

Analisis clinicos

Los marcadores analiticos fueron: perfil lipidico (CT, HDL-c, LDL-c, TG), hematologia
(recuento de series blanca y roja), glucosa e insulina, proteina C reactiva. En el caso del
estudio 1, se realizd ademas la determinacion de apolipoproteinas (ApoA).

El método de extraccién de la muestra fue el establecido por el protocolo del Hospital
Clinico San Carlos y Hospital del Escorial, respectivamente, de donde se han obtenido los

resultados de los pacientes.
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METODO DETERMINACION PARAMETROS ANALTICOS:

HEMATOLOGIA: Hematologia LH750° (Beckman Coulter)

Para la determinaciéon de la Hemoglobina, Hematocrito y plaquetas se utiliza El equipo
LH® 750. Se trata de un analizador multiparamétrico selectivo discreto que permite
realizar el recuento y medicion del tamaiio de los leucocitos, hematies y plaquetas
BIOQUIMICA. Olympus® 5400 (IZASA):

El equipo Olympus®, (5400), es un analizador multiparamétrico selectivo discreto. Los
parametros se analizaron mediante espectrofotometria.

BIOQUIMICA ESPECIFICA. Dimension Vista® 1500 (Siemens Healthcare Diagnostics)
Mediante técnica de inmunoensayos homogéneos de gran sensibilidad tanto no
competitivos de tipo “sandwich” como competitivos.

La extraccion de muestras para las pruebas analiticas se llevaron a cabo por personal
sanitario, tras 12 horas de ayuno, en la Unidad de Andlisis Clinicos del Hospital Clinico
Universitario San Carlos de Madrid y del Hospital del Escorial y el Centro de
Especialidades San Carlos de San Lorenzo del Escorial, siguiendo el protocolo
estandar(149,150, 151).

La obtencién de muestras sanguineas se realizd por venopuccion utilizando un sistema
de extraccidn con vacio. Se utilizaron tubos secos de 5 ml, no conteniendo ningun
anticoagulante para las determinaciones bioquimicas.

Los tubos secos destinados a las determinaciones bioquimicas se centrifugaron a 2000
g durante 15 minutos, a 4°C, para separar el suero, procesandose las muestras para

bioquimica en el dia.

4.1.5. Datos y analisis estadistico

Para el analisis de los datos, se utilizd el paquete estadistico SPSS 21.0. En primer lugar,
se realizé un analisis descriptivo de los datos socio-demograficos, antropométricos y
de los valores lipidicos basales y finales bajo la ingesta de Naturcol y placebo. También
se estudid la normalidad de los valores lipidicos mediante la prueba de Shapiro-Wilk.
La eficacia de la intervencién se comprobd, mediante la comparacién de las diferencias
(final-basal) de las ingestas de la leche con EV y placebo, aplicindose para ello la

prueba T de Student para muestras relacionadas, o la prueba de rangos con signo de
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Wilcoxon en funcién del cumplimiento del supuesto de normalidad de los incrementos
lipidicos. Se calculé el tamaio del efecto como el cociente de la diferencia de medias
con la desviacién tipica basal, o leche con EV, en su caso. El nivel de significacion

aplicado fue del 5%.
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5.RESULTADOS
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Resumen

Introduccion: La hipercolesterolemia es uno de los
factores de riesgo relevantes en la enfermedad cardio-
vascular, siendo el uso de esteroles vegetales una de las
estrategias con mayor evidencia.

Objetivos: Determinar la eficacia de una leche enrique-
cida en fitoesteroles para la disminucion de marcadores
de enfermedad cardiovascular en poblacién joven adulta.

Meétodos: Ensayo clinico, controlado, aletorizado, do-
ble ciego y cruzado. Los esteroles (2,24 g diarios) fueron
ingeridos a través de una leche comercial, administrada
en dos fases de 3 semanas respectivamente y separadas
por un periodo de lavado de 2 semanas, para aquellos
sujetos durante la fase de “leche de estudio”, y la misma
cantidad de leche desnatada, sin esteroles, para el place-
bo. Alinicio y al final de cada fase se realizaron extraccio-
nes de sangre. Se recopilaron datos antropométricos, ha-
bitos de salud y marcadores analiticos sanguineos: perfil
lipidico, hematoldgico, inflamacion, etc.

Resultados: Diecinueve personas culminaron el estudio
de con una edad media de 34,68 aiios (x6,91). La diferen-
cia entre los marcadores basales y finales para el coles-
terol-LDL, el Colesterol total y Triglicéridos fueron de
19,47 (£29,10) mg/dl, 24,47 (x30,68) mg/dl, 14,36 (+44,16)
mg/dl, respectivamente. Sin cambios considerables en las
fracciones de colesterol-HDL. Existen diferencias signi-
ficativas, entre el placebo y la leche con esteroles para
colesterol-LDL (p=0,009) y Colesterol total (p=0,003).

Conclusiones: Los esteroles vegetales suministrados en
un alimento de consumo habitual, como la leche, pueden
ser una estrategia terapéutica no farmacolégica de la hi-
poercolesterolemia y, por ello, una herramienta en la pre-
vencién del riesgo cardiovascular a nivel global.

(Nutr Hosp. 2014;30:945-951)
DOI:10.3305/nh.2014.30.4.7654
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RISK MANAGEMENT OF CARDIOVASCULAR DI-
SEASE THROUGH MILK ENRICHED WITH
STEROLS IN A YOUNG-ADULT POPULATION;
RANDOMIZED CONTROLLED CLINICAL TRIAL

Abstract

Introduction: Hypercholesterolemia is one of the most
relevant risk factors in cardiovascular disease, where use
of plant sterols one strategy evident.

Aim: To determine the effectiveness of a rich in
phytosterols for reducing markers of cardiovascular
disease in young adult population milk.

Methods: A randomized, clinical controlled trial,
double-blind crossover study. Sterols (2.24 g per day)
were ingested through commercial milk, with two phases
and three weeks respectively separated by a washout
period of 2 weeks, for those subjects during the “milk
of study”, and the same amount of skim milk, sterols,
for placebo. At the beginning and end of each phase
blood draws were performed.. Lipid profile, hematology,
inflammation, etc; anthropometric data, health habits
and blood laboratory markers were collected.

Results: Nineteen people completed the study of
34.68 years (+ 6.91). Difference between baseline and
final scores were 19.47 (+ 29.10) mg/dl, 24.47 (= 30.68)
mg/dl, 14.36 (= 44.16) mg/dl for LDL-cholesterol, total
Cholesterol and Triglycerides, respectively. Without
considerable changes in HDLc. There are significant
differences between placebo and milk with sterols for
LDL (p=0.009) and total Cholesterol (p=0.003).

Conclusions: Sterols supplied in a functional food,
such as milk, can be a strategy for non- pharmacological
treatment of hypercholesterolemia and therefore a tool
for cardiovascular risk reduction globally.

(Nutr Hosp. 2014;30:945-951)
DOI:10.3305/nh.2014.30.4.7654

Key words: Cholesterol, cardiovascular risk, plant sterols,
Low density lipoproteins (LDL).
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Abreviaturas

Ct: colesterol total

DI: decilitro

G: gramos

HDLc: “lipoproteinas de alta densidad” (High-density
lipoprotein Cholesterol).

LDLc: “lipoproteinas de baja densidad” (low-density
lipoprotein Cholesterol).

TG: Triglicéridos

Introduccion

La enfermedad cardiovascular (ECV) es un concep-
to que integra al conjunto de patologias, cuyas causas o
etiologfas estdn imbricadas con trastornos relacionados
con la formacién y desarrollo de procesos ateroscleroti-
cos en la pared vascular, tanto del corazén como del ce-
rebro y del resto de los vasos sanguineos periféricos. Las
enfermedades cardiovasculares son la principal causa de
fallecimiento en la Unién Europea.

En 1981 Hopkins y Williams publicaron una lista de
246 factores de riesgo cardiovascular, pero podemos
afirmar sin miedo a equivocarnos que los principales
factores de riesgo de la ECV se engloban en dos grandes
grupos: por un lado los denominados factores de riesgo
cardiovascular (FRCV) modificables, es decir aquellos
que pueden ser corregidos o eliminados cuando realiza-
mos cambios en nuestro estilo de vida y entre los que
destacamos por su importancia la hipercolesterolemia, la
hipertensién arterial (HTA), el tabaquismo, la diabetes
mellitus, el sobrepeso, el sedentarismo y el consumo ex-
cesivo de alcohol siendo a su vez los hdbitos dietéticos
y la composicién de la dieta, un condicionante de la pre-
sencia de muchos de estos factores; por otro lado, los
denominados FRCV no modificables que son propios de
la persona y que siempre existirdn y no es posible elimi-
narlos. Y dentro de estos destacaremos la edad y el sexo

Estudios como el Framinghan Heart Study ya rele-
varon hace afios la relacién entre la hipercolesterolemia,
ademds de otros factores, correlacionada con la enfer-
medad cardiovascular, analizdindose y revisdndose en la
literatura a lo largo de los afios'. En el Lyon Diet Heart
Study, también se observo una disminucion de la mor-
bimortalidad de un 70 % con modificaciones del perfil
lipidico’.

Por lo que se refiere a nuestro pais, segtin los tiltimos
datos del Instituto Nacional de Estadistica del afio 20117,
la enfermedad cardiovascular sigue siendo la primera
causa de ingreso hospitalario y muerte en Espafia.

Son muchos los factores de riesgo implicados en el
desarrollo de ECV, de todos ellos, la hipercolesterolemia
(HC), es uno de los que tienen mayor trascendencia en el
desarrollo de las mismas, no sélo por su elevada preva-
lencia sino también por su deficiente control. El aumento
de las concentraciones séricas de LDLc se ha reportado
como el principal factor de riesgo en la enfermedad car-
diovascular.

Algunos estudios sugieren que por cada 1% de reduc-
cién de las concentraciones del colesterol total, se consi-
gue un 2% de reduccidn de riesgo cardiovascular®.

Dentro de las hipercolesterolemias, encontramos dis-
tintos fenotipos, afectados por distintos mecanismos 347,
Segun los datos del estudio ENRICAF, el 50% de la po-
blacién presentarian hipercolesterolemia en nuestro pafs.

La homeostasis del colesterol se mantiene, equilibran-
do la sintesis enddgena del esteroide con la absorcion
intestinal y con la secrecidn biliar de dcidos biliares y
colesterol. Sin embargo, puesto que los dcidos biliares,
son eficientemente reabsorbidos y una parte del coleste-
rol biliar también es reabsorbido en el intestino, el balan-
ce global del colesterol depende de las ingestas (dieta y
sintesis) y pérdidas (eliminacidn fecal)’. En cuanto a la
absorcidn del colesterol en el intestino, cabe destacar que
existe una gran variabilidad interindividual en la eficien-
cia, oscilando entre un 20 % y un 80 %'". Esta variabili-
dad se ve afectada por otros factores como la adaptacién
de los mecanismos de compensacion, los factores am-
bientales y los genéticos'"- 1> 13,

En el caso de los factores ambientales, podemos des-
tacar la dieta, relacionada con ingesta de grasas, y mds
particularmente con su contenido en dcidos grasos sa-
turados e insaturados. Hasta un 20% del colesterol plas-
madtico estd determinado por la dieta. Por ello adquiere
especial relevancia en salud publica la dieta, tanto en
forma de prevencicén primaria como secundaria.

De entre los hdbitos dietéticos, destinados a prevenir
la hipercolesterolemia, el uso de esteroles vegetales se ha
evidenciado cientificamente como componentes capaces
de modular el colesterol de los humanos.

Cuando se expresa la HC, se recomiendan unas pautas
generales a todos los fenotipos, entre las que se encuen-
tran normalizar el peso, ejercicio, reducir el consumo de
grasas trans, grasas saturadas y colesterol, asi como el
aumento de dcidos grasos insaturados, fibra y fitoestero-
les. Todo ello mejorard las fracciones lipidicas'’.

La dieta habitual occidental solo contiene 150-450 mg
diarios de fitoesteroles, los cuales no producen reduccio-
nes apreciables de colesterol'>'®, Estos esteroles vegeta-
les tienen una estructura similar al colesterol, formando
una parte importante de la fisiologfa de las membranas
celulares'”. Hace ya mds de 10 afios, quedaba reflejada
la posibilidad terapeutica y utilidad en Salud Piblica de
los esteroles vegetales en una de las guias mds relevantes
hasta la fecha’.

Al introducir esteroles vegetales a la dieta, la absor-
cidn del colesterol en el intestino disminuye entre un 20
y un 80 %. Como respuesta a este descenso respuesta el
higado desarrolla mecanismos de compensacion desti-
nados a aumentar la sintesis de receptores de LDLc. El
resultado final es la disminucién del LDLc y del Ct entre
un 8 y un 15 %, sin afectar a las fracciones de HDLc'*

En cuanto al mecanismo de accidn afectan a la absor-
cién intestinal de colesterol, a su sintesis, y a los sistemas
de eliminacién'.

A pesar de que su estructura quimica es similar, los
esteroles vegetales y el colesterol difieren marcadamente
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en lo que respecta a su absorcidn intestinal. Asi, los este-
roles de plantas se absorben poco en el intestino (0,4%-
3,5%).

El efecto mds estudiado de los esteroles vegetales es
su inhibicién de la absorcién intestinal de colesterol,
tanto procedente de la dieta (unos 300 mg/dia) como
colesterol endégeno recirculante procedente de la bilis
(unos 1000 mg/dia), que puede ser parcialmente reabsor-
bido en el intestino siendo, de hecho, la principal forma
de recaptacion®™ Los esteroles vegetales, al ser mas hi-
drofébicos que el colesterol, pueden desplazarlo de las
micelas de absorcién®', habiéndose demostrado, tanto in
vivo como in vitro, que de esta manera se produce una
disminucidn, por competicion, de la incorporacién del
colesterol en las micelas >+,

Ademds, los esteroles vegetales podrian reducir la tasa
de esterificacion del colesterol en el enterocito (afectan-
do a la actividad de la ACAT)*y, consecuentemente, de
esta forma se reducirfa la cantidad de colesterol exporta-
do a la sangre en forma de quilomicrones. También se ha
sugerido que el colesterol en el intestino, que ya de por si
es poco soluble, es precipitado y por tanto no absorbible
o menos absorbible en presencia de esteroles vegetales™

Objetivos

Determinar la eficacia de una leche enriquecida en fi-
toesteroles para la disminucion de marcadores de enfer-
medad cardiovascular en poblacién joven adulta.

Material y métodos

Se disefié un ensayo clinico, controlado, aletorizado,
doble ciego y cruzado. La muestra fue reclutada desde
el Hospital Universitario Clinico San Carlos de Madrid
(HUCSCM), tras ser aprobado el estudio por su comi-
t¢ de bioética. Previamente los participantes recibieron
instrucciones sobre la finalidad del estudio y firmaron
un consentimiento informado. Los esteroles fueron in-
geridos, a través de la leche comercial “Naturcol” (su-
ministrado por la empresa Corporacicn Alimentaria Pe-
fasanta S.A.), en el mercado durante todo el estudio. El
disefio del estudio fue cruzado, contando con dos fases
de tres semanas respectivamente y separadas por un pe-
riodo de lavado de 2 semanas. Al inicio y al final de cada
fase se realizaron las extracciones de sangre. Durante un
periodo de 3 semanas los sujetos ingirieron un tipo de
leche, tomando diariamente 2 vasos. Cada vaso fue es-
tandarizado para una capacidad volumétrica de 350 ml,
administrando en ellos una cantidad de 2.24 g de este-
roles vegetales diarios, para aquellos sujetos durante la
fase de “leche de estudio”, y la misma cantidad de leche
desnatada, sin esteroles, para el placebo. Las leches fue-
ron envasadas en blanco sin conocer ni sujetos ni inves-
tigadores el tipo de leche, diferenciadas tiinicamente por
el color del tapon. La asignacion de grupos fue aleatoria,
usando tablas de aleatorizacién por nimeros.

Tamario muestral

Se calculd la muestra de participantes para una dife-
rencia = 15 % del colesterol total, teniendo en cuenta una
desviacién estandar de 35 mg/dl, para un intervalo de
confianza del 95 % y una potencia del 80 %.

Criterios de inclusion y exclusion

- Criterios de inclusién: Hombre y mujer, Edad
18-45 aifios, Ct > 200 mg/dl y/o TG > 150 mg/dl.

- Criterios de exclusién: Ct < 200 mg/dl Patolo-
gia cardiaca (Ictus, infarto miocardio, angina de
pecho, etc), Intolerancia a la lactosa, alérgicos
a la proteina de leche de vaca, alérgicos a este-
roles vegetales, tratamiento farmacoldgico para
el control del colesterol o triglicéridos: fibratos,
estatinas, etc. Obesidad (IMC=>30).

Andlisis clinicos

La extraccion de muestras para las pruebas analiticas
se llevaron a cabo por personal sanitario, tras 12 horas de
ayuno, en la Unidad de Andlisis Clinicos del HUCSCM
se siguid la metodologfa estandarizada®-*"*,

Variables y factores de estudio

Para el proyecto se ha disefié un cuestionario Ad Hoc.
Todos los cuestionarios y el estudio antropométrico
fueron realizados por un tnico investigador, entrenado,
homogeneizando y estandarizando previamente unos
criterios de uniformidad y metodologfa a seguir. Las
variables de estudio se establecieron para alcanzar los
objetivos planteados. Género, edad, historial clinico y
farmacolégico, calidad de suerio, hdbitos de salud, hd-
bitos téxicos como tabaco y alcohol, hdbito intestinal,
frecuencia de consumo de alimentos y actividad fisica.
Ademds se midid6 el peso, la talla, perfmetro de la cintura,
el indice de masa corporal (IMC), el % de grasa, % de
grasa visceral, la masa libre de grasa (kg) v, el % de agua
de cada participante. El peso, el IMC y la composicién
corporal, se determinaron a través de una bioimpedancia
eléctrica (BIA), tetrapolar, monofrecuencia (50 kHz),
TANITA Modelo BP-601. Para la medicién en com-
posicién mediante BIA se siguié el protocolo habitual
estandar.

Los marcadores analiticos fueron: perfil lipidico (co-
lesterol total, HDLc, LDLc, TG, Hematologia (recuento
de series blanca y roja), glucosa e insulina, PCR.

Ademds, se tuvieron en cuenta factores de confusion.
Con una tabla de afinidad al cumplimiento de la ingesta
(>95 %), y con un Score para controlar la ingesta de ali-
mentos que pueden influir en el metabolismo del coleste-
rol a la alzay a la baja; y control sobre la no modificacién
de los hdbitos basales durante el ensayo.
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Andlisis estadistico

Para el andlisis de los datos se ha utilizado el pa-
quete estadistico SPSS 21.0. En primer lugar se ha
realizado un andlisis descriptivo de los datos sociode-
mogrdficos, antropométricos y de los valores lipidicos
basales y finales bajo la ingesta de Naturcol y placebo.
También se estudié la normalidad de los valores lipi-
dicos mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Para ana-
lizar la eficacia de las ingestas de Naturcol y placebo
se calculd la diferencia en los valores lipidicos antes y
después de la ingesta, aplicdndose también la prueba
t de Student para muestras relacionadas o la prueba
de rangos con signo de Wilcoxon en funcién del cum-
plimiento del supuesto de normalidad de las variables
dependientes. La eficacia de la intervencion se ha
comprobado mediante la comparacién de las diferen-
cias (final-basal) de las ingestas de Naturcol y place-
bo, aplicdndose para ello la prueba t de Student para
muestras relacionadas o la prueba de rangos con signo
de Wilcoxon en funcién del cumplimiento del supues-
to de normalidad de los incrementos lipidicos. Se ha
calculado el tamafo del efecto como el cociente de la
diferencia de medias con la desviacidn tipica basal o
Naturcol en su caso. Con el fin de estudiar si el efecto
de la ingesta de Naturcol o placebo interactdia con el
género, se ha aplicado la prueba F para la interaccién
del ANOVA de un disefio de medidas parcialmente re-
petidas con el factor género. El nivel de significacién
aplicado ha sido del 5%.

Este estudio siguid los principios éticos reconocidos
por la Declaracion de Helsinki, las recomendaciones
de la buena prdctica clinica, la actual legislacién espa-
fiola que regula la investigacion clinica en humanos,
proteccién de datos personales y bioéticos (Decreto
Real 561/1993 sobre ensayos clinicos y 14/2007, 3 Ju-
lio para la investigacién biomédica).

"
-
1

Copmnpm
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Fig. I.—Valores basales y finales de los marcadores durante el
tratamiento y el placebo.

Resultados

De los 27 participantes iniciales, 4 fueron excluidos
por incumplimiento del tratamiento o de la metodologfa
empleada, y 4 no completaron el ensayo por lo que no
se pudieron incluir en los resultados finales. Diecinueve
personas culminaron el estudio, 11 Mujeres y 8 hombres,
con una edad de 34,68 afios (£6,91). Se comprobé la nor-
malidad de las variables y que no presentaban diferencias
significativas entre edad, peso, talla y la antropométria.
Las caracteristicas descriptivas de los sujetos se refleja
en la tabla L.

Tras la ingesta de las dos fases, observamos diferencias
significativas entre la leche con esteroles y la leche pla-
cebo (Figura 1). En la tabla II, se representan los valores
de los marcadores en €] momento inicial y final de cada
periodo.

Teniendo en cuenta la fase de 3 semanas de ingesta de
la leche con esteroles, la diferencia entre los marcado-
res basales y finales son de 19,47 (£29,10) mg/dl, 24,47
(£30,68) mg/dl, 14,36 (+44,16) mg/dl, para el LDLc, el
Ct y TG respectivamente, lo que supone una reduccion
del 13,8 (x18,70) %, el 10,9 (x12,88) % y 7.04 (£35,77)
% para LDLc, Ct y TG, respectivamente (Tabla III). Sin
sufrir cambios considerables en las fracciones de HDLc,
2,15 (£8.11) mg/dl para Naturcol, y un aumento de 2
(4,1) mg/dl en el placebo (3,2%) que no es relevante,
pues también se produce a expensas de un aumento en la
fraccién de LDLc en 9,6 (£22,8) mg/dl.

El género no interactia significativamente con la in-
gesta de Naturcol en ninguno de los indices lipidicos ob-
servados, lo que indica que el efecto de la intervencicn es
similar en hombres y mujeres (tabla IV). Sin embargo,
se ha observado una interaccion significativa del género
con el grupo placebo en los valores de CT y LDLc (tabla
IV). En este grupo se ha producido un aumento del CT y
LDLc en los hombres, mientras que dichos valores se han
mantenido estables en el grupo de mujeres.

Relacién de los valores basales con la eficacia de la
ingesta: En la siguiente tabla (Tabla V) se encuentran las
correlaciones de Pearson para estudiar la asociacién en-
tre los valores basales de CT, LDLc, HDLc y TG con la

Tabla I
Estadisticos descriptivos de la muestra
N(%)/M (Sd)

Género (hombre) 8 (42,1)
Edad (anos) 34,7 (6,9)
Peso (Kg) 68,7 (11,8)
Talla (m) 1,7(0,1)
IMC 23,3(3.2)

Datos descriptivos de la muestra referentes a género, edad y
antropometria bdsica. Expresados en valores absolutos y su
porcentaje entre paréntesis o en media y su desviacién estindar
entre paréntesis. IMC: Tndice de masa corporal; Kg: kilogramos; M:
Media; N: mimero de muestra; Sd: desviacién estandar,
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Comparacion de los valores basales y finales en los grupos Naturcol y placebo

Tabla II

Naturcol Placebo
Test (d) P Test (d) P
Basal M(5d) Final M(Sd) Basal M(5d) Final M(Sd)

CT 2256 201,1 -3.48¢ 207.6 2159 1,63

(22,0) (28.8) (1,11) 003 (25.6) (28.3) (0.32) 21
LDLc 141,6 1221 -2,92¢ 126,0 1356 1,83

(28,2) (26,6) (0,69) 009 (24.8) (30,0) (0,39) 083
HDLe, 63,6 61,4 -1,16* 61,7 63,7 2,11

(12,0) (14.9) (0,18) 261 (13.8) (13,2) (0,14) ,049
TG, 1022 87.8 -1,59° 95,5 81,2 -207°

(54,2) (44.8) (0.27) 12 (44.8) (35.5) (0,32) ,038

Marcadores del estudio basales y finales en los grupos Naturcol y placebo, expresados como media y desviacidn estindar, con la signitficacién
(p) en cada caso. d: tamaifio del efecto de Cohen. “Prueba t de Student; "Prueba de rangos con signo de Wilcoxon. CT: colesterol total; dL:
Decilitro; HDLe: HDL colesterol, LDLc: LDL colesterol, M: media; mg: miligramos; p: significacion (estadistico); Sd: desviacion estindar;

TG: triglicéridos.

Tabla ITT
Comparacion de la eficacia de la intervencion (A: basal-final)
Naturcol Placebo
Test (d) P
M(Sd) M(Sd)
ACT 24.5 (30,7) -8,3(22,3) 3,73*(1,07) 002
ALDLc, 19,5 (29,1) 9,6(22.8) 3,42* (1,00) 003
AHDLc, 2,2(8,1) 2,0(4,1) 194* (052) 052
ATG_ ., 14,4 (44.2) 1413(26/8) 0,00" (0,00) 1,000
m

Comparacién de la eficacia de la intervencion, medido a través de la diferencia entre el basal y el final (A: basal-final), expresados como media
y desviacidn estdndar, con la significacién (p) en cada caso. d: tamano del efecto de Cohen. “Prueba t(18) de Student; "Prueba de rangos con
signo de Wilcoxon. ACT: diferencia colesterol total; AHDLc: diferencia HDL colesterol, ALDLc: diferencia LDL colesterol, ATG: diferencia
triglicéridos; dL: Decilitro; M: media; mg: miligramos; p: significacion (estadistico); Sd: desviacion estdndar.

Tabla IV

Interaccion del género con la intervencion.

Hombre (n = 8)

Mujer (n = 11)

- 3 F(1,17) P
Basal M (5d) Final M (§d) Basal M (5d) Final M (5d)

Naturcol
Cng,m_ 2374 (7.1) 211,4 (10,0) 217,0 (6,0) 193,6 (8.5) 0,03 859
LDLcmw] 1579 (8,8) 136,1 (8.6) 129.7 (7.5) 111,9(7,3) 0,08 178
HDLc, 54,8 (3,4) 53,3 (4,7) 70,0 (2,9) 67P4(4,0) 0,09 173
TG 123,8 (18,5) 109,8 (14,7) 86,5 (15,8) 71,8 (12,6) 0,00 976
Placebo

gL 214,1 (9,1) 236,0 (8,1) 2029 (7.7) 201,4 (6,9) 6,77 019
LDLCmgm 135,6 (8,3) 161,0 (7,4) 119,1(7,3) 117P2(6,3) 9,90 006
HDLCW‘JdL 54,4 (4.4) 57,1 (4.3) 67,0 (3,8) 68,5 (3,7) 0,44 Sle
TG 111,8 (15.5) 89,6 (12,6) 83,6 (13.2) 75.1 (10.8) 1,20 289

Interaccién de cada marcador estudiado durante la intervencién segin género, expresados como media y desviacién estdndar, con la
significacién (p) en cada caso. CT: colesterol total; dL: Decilitro; HDLc: HDL colesterol, LDLc: LDL colesterol, M: media; mg: miligramos;
p: significacidn (estadistico); Sd: desviacion estindar; TG: triglicéridos.
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disminucion de dichos valores en el post test debida a la
ingesta. Se observa que los valores basales de CT, LDLc
y TG se encuentran directamente relacionados con la dis-
minucién de estos valores tras la ingesta, lo que indica
una mayor eficacia de la intervencion para los pacientes
con valores basales mds elevados. Sin embargo, no se ha
podido observar dicha relacién para HDLc, cuyos valores
basales son independientes de la eficacia de la ingesta.

Discusion

Revisada la literatura cientifica de los dltimos afios
observamos que hay importantes estudios valorando la
evidencia sobre el beneficio del consumo de esteroles
vegetales sobre los marcadores del riesgo cardiovascular,
como ya conclufa un metaandlisis de mds de 40 ensayos
clinicos®.

Rocha M et Al, 2011, han estudiado ampliamente el
tema. En su revisién expone como la mayorfa de los es-
tudios consiguen una reduccién de entre un 8-14 % de
reduccion de LDLc, siendo las mejores dosis entre 2 y
2,5g, sin encontrar mayor beneficio superando esta dosis,
siendo necesario al menos una dosis de 0,8-1 g/dfa, para
que se obtenga una minima y leve reduccién de LDLc?'.
Por ello, FDA y EFSA, recomiendan no superar dosis de
3g/dia, ya que no presenta ninguna ventaja. Tan solo se
recomienda el control de la ingesta de esteroles vegetales
a personas que padecen sitosterolemia, una enfermedad
rara cuyos individuos acumulan grandes dosis de fitoes-
terol en sangre y tejidos®.

En su revisioén Rocha et Al, 2011 ponen de manifiesto
que parte de la variabilidad de los resultados se debe entre
otros motivos al uso de distintos esteroles, a los distintos
tiempos de ingesta, distintos niveles basales de colesterol,
a la existencia o no de control de dieta complementaria y
cambios de hdbitos durante el ensayo, a la matriz usada,
el momento de ingesta y a la dosis de administrada. Esta
variabilidad va desde 5 al 25 % de descenso de LDLc”.

Tabla V
Correlacion entre los valores basales y la eficacia
de la intervencion (diferencia entre los marcadores)

CT_dif LDLI_dif HDLcI_dif TG_dif
CTI 0483 0487 0,035 0,063
p 0,002 0,002 0.834 0,708
LDLcl 0,492 0,098 0,184
p 0,002 0,559 0,268
HDLcl 0,082 0,074
p 0,625 0.658
TG1 0.597
p 0.000

Correlacion entre los valores basales y la eficacia de la intervencion,
para cada marcador y representado sobre la diferencia entre basal
y final.

Por lo que se refiere a la matriz alimentaria vehi-
culante de los esteroles vegetales ésta ha ido variando
para comprobar su eficacia, siendo algunas de las mds
usadas las margarinas, el yogur, la leche, los cereales
y sus derivados, salsas, mahonesa, chocolate, aceite,
zumo de naranja, magdalenas, zumos vegetales, que-
sos y hasta snacks™.

Clifton PM, 2004, que analiz¢ las diferencias en el
uso de los esteroles en distintas matrices, concluyen
que la matriz del alimento donde se incluyen pueden
ser determinantes en los resultados. En las matrices
en las que mejor efecto en la reduccion del LDLc se
obtiene, es por orden: la leche, el yogur, el pan y los
cereales.

Un estudio* de disefio similar al nuestro, con 19 su-
jetos y 2 periodos de administracién de esteroles, uno
de 15 dfas y otro de 30 dfas, obtuvo una disminucion
parecida, en ambos periodos, de los niveles de LDLc
iniciales y finales, obteniéndose unas reducciones de
un 9,61 % y un 6,69 % respectivamente. Estos resulta-
dos son similares al nuestro.

En otro estudio®, tras un periodo inicial de 3 me-
ses con una dieta estdndar saludable, los sujetos fueron
divididos en dos grupos de intervencion: un grupo de
dieta y un grupo con suplemento de esteroles (2 g/dfa),
encontrandose en dicho estudio que en el grupo con
suplementos de esteroles se evidencio una disminu-
cion significativa en el Ct (6,4%).y LDLc (9,9%).

En cuanto al nimero de tomas de la dosis diaria de
esteroles vegetales, inicialmente la mayoria de ellos
dividfan la dosis en 3 tomas. Actualmente los produc-
tos funcionales incluyen una dosis tnica de 2 g/dfa,
por lo que parte de los ensayos mds recientes arrojan
eficacia en este formato. Otros trabajos™, han basado
el objetivo del mismo en comparar la eficacia depen-
diente de la dosis, concluyendo que una dosis tnica era
igual de eficaz que 3 a lo largo del dfa.

Al igual que otros autores®”**, hemos analizado si la
eficacia de los esteroles es dependiente de los niveles
basales de los sujetos, encontrando mayor descenso de
LDLc cuanto mayor es el nivel basal al inicio del tra-
tamiento.

Conclusion

En base a los resultados, se puede afirmar que una
dosis diaria de 2,24 g de esteroles vegetales suminis-
trados en leche, pueden representar una estrategia te-
rapéutica, no farmacoldgica, de control y manejo de la
hipoercolesterolemia y, una herramienta para la reduc-
cién del riesgo cardiovascular.
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Abstract

Background: Numerous studies have shown an inverse
association between cholesterol’s concentration associa-
ted with High-Density Lipoprotein Cholesterol (HDL-C)
and cardiovascular risk. The present study intends to
investigate the possible relation between Apolipoprotein
A (ApoA1l) and HDL-C as a new strategy to reduce car-
diovascular risk.

Aim: was determine the effect of ApoAl in choles-
terol’s metabolism through its influence on HDL-C in
young adult population.

Methods: One clinical trial, controlled, randomized,
double-blind, providing a commercial milk, “Naturcol”,
with sterols for 3 weeks (n = 19) and placebo (n = 16).
A questionnaire Ad Hoc was designed and a complete
anthropometric study was made. SPSS 21.0 was used to
analyse the data.

Results: Significant differences were observed between
sterol milk and placebo in a single marker, Low-Density
Lipoprotein Cholesterol (LDL-C). A linear dispersion of
data between HDL-C and ApoA1 was found, both at the
beginning and end of the intervention (Person Correla-
tion = 0.846 and 0.903, respectively). High dependency
measures by linear regression (R?= 0.715 and 0.816, res-
pectively) were observed.

Conclusion: A significant relation between HDL-C
and ApoAl was proven. Taking into account the impor-
tance that HDL-C levels seem to have on cardiovascu-
lar health, ApoAl is presented as an important clinical
marker to improve heart function as well as to reduce
cardiovascular risk.
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PAPEL DE APOA1 EN LIPOPROTEI'N,AS DE
ALTA DENSIDAD: UNA INTERVENCION CON
ESTEROLES VEGETALES EN PACIENTES
CON HIPERCOLESTEROLEMIA

Resumen

Antecedentes: Numerosos estudios han demostrado
una asociacion inversa entre la concentracion de coleste-
rol asociado a lipoproteinas de alta densidad de colesterol
(HDL-c) y el riesgo cardiovascular. El presente estudio
investigo la posible relacién entre la apolipoproteina A
(ApoAl) y el HDL-C como una nueva estrategia para re-
ducir el riesgo cardiovascular.

Objetivo: determinar el efecto de ApoAl en el meta-
bolismo del colesterol a través de su influencia sobre el
HDL-c en la poblacién adulta joven.

Métodos: ensayo clinico, controlado, aleatorizado, do-
ble ciego, proporcionando una leche comercial con este-
roles, “Naturcol”, durante 3 semanas (n = 19) y placebo
(n = 16). Se diseiioé un cuestionario Ad Hoc y se realizé un
estudio antropométrico completo. Se utilizé el programa
SPSS 21.0 para analizar los datos estadisticos.

Resultados: Se observaron diferencias significativas
entre la leche de esterol y el placebo tinicamente en un
solo marcador, en las lipoproteinas de baja densidad del
colesterol (LDL-c). Se encontré una dispersion lineal de
datos entre HDL-C y ApoAl, tanto al principio y al final
de la intervencion (correlacion de Person = 0,846 y 0,903,
respectivamente). Se observé alta dependencia en la re-
gresion lineal (R? = 0,715 y 0,816, respectivamente).

Conclusion: Una relacion significativa entre el HDL-c¢
y ApoAl fue comprobada. Teniendo en cuenta la impor-
tancia que los niveles de HDL-c parecen tener en la salud
cardiovascular, la ApoAl se presenta como un importan-
te marcador clinico para mejorar la funcién del corazoén,
asi como para reducir el riesgo cardiovascular.

(Nutr Hosp. 2015;31:494-499)
DOI:10.3305/nh.2015.31.1.8147

Palabras claves: ApoAl. Colesterol. Riesgo cardiovas-
cular. Esteroles vegetales. Lipoproteinas de alta densidad
(HDL-c).
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Abbreviations

ApoA: Apolipoprotein A.

ApoAl: Apolipoprotein A-1.

ApoB: Apolipoprotein B.

BIA: Bioelectrical Impedance Analysis.

TC: Total Cholesterol.

DI: Decilitre.

CVD: Cardiovascular Disease.

G: Grams.

HC: Hypercholesterolemia.

HDL-C: High-Density Lipoprotein Cholesterol.

HUCSCM: Hospiral Universitario Clinico San Car-
los de Madrid.

BMI: Body Mass Index.

LCAT: Lecithin-Cholesterol Acyltransferase.

LDL-C: Low-Density Lipoprotein Cholesterol.

CRP: C-Reactive Protein.

TAG: Triacylglycerol(s).

ACS: Acute Coronary Syndrome.

SNP: Single-Nucleotide-Polymorphism.

Introduction

Cardiovascular Disease (CVD) of atherothrombotic
aetiology is the first cause of death in the occidental
World'. Although Spain has a lower CVD incidence
than northern European countries, we should consider
that hospitalization as a consequence of Acute Coro-
nary Syndrome (ACS) increases annually in 1.5%,
approaching the European figures®.

There are several risk factors associated with the
development of CVD, among which Hypercholeste-
rolemia (HC) is one of the most relevant; not only
because of its high prevalence but also because of its
deficient control in general population, which have
already been diagnosed with the discase. The increa-
se of Low-Density Lipoprotein Cholesterol (LDL-C)
seric concentrations has been reported as the main
risk factor in a CVD. Some studies suggest that for
the reduction of 1% of the concentration of total cho-
lesterol, a reduction of 2% on cardiovascular risk
could be obtained”®.

However, it should be remained that, among HC,
several phenotypes are found, affected by different
mechanisms in the regulation, manipulation and
relevancy of cardiovascular risk**®. The relation
between cardiovascular events and high concentra-
tions of cholesterol, associated to LDL-C is clearly
established after numerous clinical tests and reviews
based on the evidence of their results. In addition,
an increasing number of studies have proven an in-
verse relation between cholesterol’s concentration
associated to High-Density Lipoprotein Cholesterol
(HDL-C) and cardiovascular risk. Thus, it is justified
to focus on HDL-C as a new additional strategy to
reduce cardiovascular risk, as well as on the interest
of the mechanisms implied’.

Therefore, the decision of intervention on the lipid
metabolism to prevent CVD is based on the analytic
levels of plasmatic cholesterol and its fractions, thou-
gh some workgroups recommend changing the focus
towards apolipoproteins®.

Apolipoproteins are the parts of lipoproteins that
contain proteins and are generally combined with li-
pids. Apolipoprotein A-1 (ApoAl) is associated with
HDL-C while Apolipoprotein B (ApoB) is associated
with LDL-C, having opposite functions®.

Apolipoprotein A (ApoA) is formed by other sub-
classes, ApoAl, ApoA2, and others, which synthetize
in the liver and intestine. They are transferred actively
towards and from HDL-C, VLDL-C and chylomi-
crons. Their main function is to activate Lecithin-Cho-
lesterol Acyltransferase (LCAT), which esterificates
free cholesterol on HDL and, peripherally, transfers it
from the interior of the cell to its membrane, there-
fore activating ApoAl receptors with the intervention
of cholesterol’s transporters ABCA1'". Some authors
even suggest the determination of useful ApoAl on
patients’ diagnosis with a genetic defect of low pro-
duction of HDL-C, though the benefits of associating
low concentrations of ApoAl to cardiac risk, instead
of measuring HDL-C, are not still clear. There are
prospective studies on the predicative value of ApoAl
which have not shown higher advantages on HDL-C,
as well as not having standardized determination me-
thods yet'!,

The present study intends to prove the possible re-
lation between ApoAl and HDL-C in a double-blind
study, based in an intervention with vegetal sterols,
analysing, at the beginning and end of this study, the
variations of fractions of blood cholesterol in relation
to ApoAl.

Objetive

The aim of the study was establish the effect of
ApoAl in cholesterol’s metabolism through its in-
fluence on HDL-C in a young adult population.

Materials and methods

Double-blind, controlled, randomized, clinical test
with participants recruited from Hospital Universita-
rio Clinico San Carlos de Madrid (HUCSCM), after
the approval of the Bioethic’s Committee of this hos-
pital (code: C.I. 12/233). Previous to the beginning of
the test, the participants were given instructions about
the aim of the study and signed an informed consent
form. Sterols were mixed in commercial milk “Natur-
col” (supplied by Corporacion Alimentaria Peiiasanta
§.A.), available in the market during the period of this
study. During three weeks, the participants received
either the treatment or the placebo, ingesting 2 glasses
of milk every day. The glasses were standardised to a
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volumetric capacity of 350 ml, administrating in each
of them a daily capacity of 2.24 g of vegetal sterols
for patients receiving the treatment (included in the
“milk study” phase). The same quantity of non-sterol,
skimmed milk was given to patients receiving the pla-
cebo. The milk was blinded, bottled in white, without
the knowledge of both participants and investigators,
only differing on the colour of the cap. The assign-
ment of the groups was arbitrary, using randomiza-
tion-by-number charts.

Inclusion and exclusion criteria

- — Inclusion criteria: Men and women; aged 18-
50, Total Cholesterol (TC) > 200 mg/dl.

- — Exclusion criteria: TC < 200 mg/dl; cardiac
pathology (ictus, myocardial infarction, angina
pectoris, etc.); lactose intolerance; allergy to cow
milk’s proteins; allergy to vegetal sterols; phar-
macologic treatment to cholesterol or triacylgly-
cerol/triglycerides (TAG) (fibrates, statins, etc.);
obesity - Body Mass Index (BMI) > 30.

Clinical analysis

Sample extractions for analytical tests were con-
ducted by healthcare personnel in Unidad de Andlisis
Clinicos del HUCSCM, following the standardized
methodology. The test were done after the participants
had fasted for 12 hours'>'*!4,

Study factors and variables

For this project an Ad Hoc questionnaire was desig-
ned. All surveys, as well as the anthropometric study,
were made by a single investigator. The variables of
study were established to reach the outlined targets:
gender, age, clinical and pharmacological history, qua-
lity of sleep, health habits, toxic habits (such as tobac-
co and alcohol), intestinal habits, food consumption
frequency and physical activity. In addition, it was me-
asured the weight, height, waist perimeter, BMI, grea-
se percentage, visceral grease percentage, grease-free
mass (kg) and water percentage in each participant.
Weight, BMI and corporal composition were establi-
shed with a tetra-polar, mono-frequency (50 kHz),
Bioelectrical Impedance Analysis (BIA): TANITA BP-
601 Model. For the composition’s measurement with
BIA, the usual standard protocol was used. Analytic
markers were: ApoAl, Lipoprotein A, lipid profile
(TC, HDL-C, LDL-C and TAG), haematology (white
and red series’ count), glucose, insulin and C-Reactive
Protein (CRP).

Besides this, confounding factors were also con-
sidered, using an affinity chart for the ingestion’s
compliance (>95 %), a own elaboration score to mo-

nitor food’s ingestion that could influence, upwards
or downwards, cholesterol’s metabolism and contro-
lling the non-modification of initial habits during the
test.

Statistical Analysis

For data analysis, IBM’s SPSS 21.0 statistic’s pro-
gramme was used. Firstly, a descriptive analysis of
socio-demographic, anthropometric and of initial and
final lipid levels under the ingestion of “Naturcol” and
the placebo was undertaken. Normality of lipid levels
was also measured using Shapiro-Wilk Test. To measu-
re the efficiency of the ingestion of “Naturcol™ and the
placebo, the difference of lipid levels before and after
the ingestion was calculated, also employing Student’s
T-Test for related samples or Wilcoxon Signed-Rank
Test, according to the compliance of the “assumption
of normality” of the independent variables. The size of
the effect was calculated as the quotient of the avera-
ge’s difference with the initial standard deviation for
“Naturcol”. In order to study if the effect of the in-
gestion of “Naturcol” or the placebo interacts with the
gender, F-Test for ANOVA’s interaction of a design of
partially repeated measures with the gender factor was
used. The level of statistical’s significance applied was
5%. As for studying the relation between ApoAl and
HDL-C, as well as with other markers, Pearson Pro-
duct-Moment Correlation Coefficient was applied and,
afterwards, a linear regression was used to discover the
degree of dependence between both parameters.

This study followed the ethical principles recog-
nised by the Declaration of Helsinki, the recommen-
dations of good clinical practice, the actual Spanish
legislation which regulates clinical investigation on
humans, personal and bioethics data protection (Spani-
sh Law: Decreto Real 561/1993 sobre ensayos clinicos
v 14/2007, 3 Julio para la investigacion biomédica).

Results

The test started with 43 participants. Four of them
were excluded due to non-compliance of the treatment
or the used methodology; and other 4 participants did
not complete the research, therefore their results were
not included the final report. 35 participants finished
this study — 19 women and 16 men (age 36,3 (£6,9)).
19 of them were in the study group with sterols and 16
of them in the control-group, which received the pla-
cebo. The normality of the variables was proved and
significant differences due to age, weight, height and
anthropometry were not found. The descriptive cha-
racteristics of the participants are shown in table I.

After finalizing the treatment, significant differen-
ces were observed between the values of milk with
sterol and placebo milk, in only one single marker:
LDL-C (Table II).
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Table I
Descriptive data of the sample in reference to gender, age
and basic anthropometry. Expressed in absolute values
and its percentage, in brackets, or in average values and
its standard deviation, in brackets

N (%)/IM (Sd)
Gender (Male) 16 (45,7)
Age (Years) 36,3 (6,9)
Weight (Kg) 69.4 (11,9)
Height (m) 1,7 (0,9)
BMI 23.9(3.4)

Table IT
Comparison ofthe intervention ‘s efficiency, measured
through the difference between initial and final values
(A: initial-final), expressed as average and standard
deviation, with its significance (p) in each case

Naturcol Placebo
M (Sd) M (Sd) P
ALDLc, 159(2954)  -11,1(19.2) 0,004
AHDLc, 23(8.1) 030 014
AApoAl . 55(126)  -19(158) 0,13
ALipoprotein A -39 (8.7 -1,1 (4,5) 0,24

mgldL

A linear data dispersion was found between HDL-C
and ApoAl, both among the initial and final values
of the intervention (Pearson Correlation: 0,846 and
0,903, respectively), obtaining a high dependence;
values of linear regression (R?> = 0,715 and 0,81, res-
pectively).

This dependence could not be proven or it was too
low, between LDL-C and ApoAl (R* de 0,131), and
the initial-final values of HDL-C and ApoAl (R* de
0,27).

Discussion

On one hand, several studies have shown that the-
re is an inverse relation between HDL-C and ECV
levels. It is estimated that, for an increase of 1 mg/
dl of HDL-C, the risk of myocardial infarction or
even death could be reduced in approximately 3%,
which would positively influence cardiovascular
health. This result is of a great relevance to consi-
der against LDL-C where, as we stated previously,
a decrease of 1% would mean a reduction of 2% on
cardiovascular risk®.

This way, as it has already been suggested in litera-
ture, a good therapeutic target would be to maintain,
upwards HDL-C levels. Regarding this, ApoAl seems
to cause a special relevance and interest in the scien-
tific community. Our data shows a high dependence
of HDL-C, that is not modified after the intervention
(p=0,13) as there is not a significant modification of
HDL-C (p=0,14). Similar data was observed by Co-
llins M, et al. 200716, in an intervention with 84 par-
ticipants, divided in 4 groups (exercise and sterols,
sterols, exercise and control), without acknowledging
any changes after the intervention, neither in ApoAl,
Apolipoprotein B (ApoB), ghrelin and the growth
hormone. Nevertheless, a correlation between ApoAl
and HDL-C was observed (r=0,33, p=0,01). In ano-
ther study, Sialvera Tf, et al 2007, administering up
to 4 g of sterol to a sample of 108 participants (dou-
ble-blind), reached a decrease of LDL-C higher than
20%. No differences were seen on HDL-C and ApoA1l
levels'.
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Fig. 1.—Pearson Correlation between initial HDL-C and initial ApoAl (Figure 1.1 ); and between final HDL-C and final ApoAl (Figu-
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Other authors'®, following the hypothetical influen-
ce of HDL-C and ApoA as indicators to estimate the
individual risk of CD, undertook a test with 15 obese
participants that undertook physical exercise. A sig-
nificant reduction on TAG, ApoAl and ApoB levels
was achieved, though not in LDL-C or HDL-C levels,
which they justify stating that only a part of HDL-C
particles participate in the reverse transportation of
cholesterol. And though the majority believes that an
adequate increase of physical activity produces an in-
crease on HDL-C concentrations (and probably also
on ApoAl levels)", more thorough studies have not
found positive and consistent results based, for exam-
ple, on physical exercise, like Kelly et al, 2011*" me-
ta-analysis, which concludes with the improvement of
TC, LDL-C and TAG levels, but not with an increase
of HDL-C levels, neither with significant differences
in this marker.

On another hand, besides the values recollected and
measured in blood, there is still a lack of data rela-
ting apolipoproteins (ApoB, ApoAl) and LDL-C and
HDL-C, with the charge of the atherosclerotic plaque
and the presence of a nucleus rich in lipids, as a hi-
gh-risk plaque marker?'.

It is increasingly evident that a functional HDL-C
is a more desirable target that the simple increase of
the levels of HDL-C cholesterol, due to its well-known
anti-atherogenic function in its capacity to promote the
transportation of inverse cholesterol from peripheral
cells®. At this point, the functionality of ApoA1 could
play a relevant role, being an important motor of thera-
peutic target to improve cardiac function and decrease,
therefore, cardiovascular risk.

This scientific interest is motivating the research
of new molecules and medicines capable of changing
lipids and lipoproteins’ fractions as, for example, fe-
nofibrate®, nevirapine®, niacin®?¢, statin or hormonal
therapy?’, with different results.

These discrepancies, besides the different methodo-
logical circumstances in studies and populations with
important basic differences, could be due to, partia-
lly, the possible variability and functionality that host
different genetic mutations (SNPs, Single-Nucleoti-
de-Polymorphism). Gomez P, et al 201028, published
that different polymorphisms in ApoAl and ApoA4,
meant a different response on LDL-C after an inter-
vention with different diets, relating some disease’s
phenotypes with the genotype of the patient.

Conclussion

We have proven an important relation between
HDL-C and ApoAl. Considering the relevance that
HDL-C levels have on cardiovascular health, ApoA1l
appears as a clinical marker of interest, related to its
correct functionality and concentration. More studies
should be undertaken in order to delve into this line of
investigation, contributing with more clear evidences.
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Resumen

Introduccidn: |a hipercolesterolemia es uno de los principales factores de riesgo en la enfermedad cardiovascular. Los esteroles vegetales se
han postulado como agentes reguladores y beneficiosos para el control de esta.

Objetivo: analizar el efecto de los esteroles vegetales anadidos en una leche en la reduccion del colesterol plasmatico en adultos jovenes.

Métodos: ensayo clinico, controlado, aleatorizado, doble ciego y cruzado. Los esteroles (2,24 g diarios) fueron administrados en dos tomas
de 350 ml de una leche comercial desnatada, durante dos periodos de 3 semanas, separados por una “fase de lavado” de 2 semanas, en el
grupo experimental. Al grupo control se le administro la misma cantidad de leche desnatada, sin esteroles. Tanto al inicio como al final de cada
periodo de intervencion se extrajeron muestras sanguineas. Se analizaron la composicion corporal, habitos de salud y los siguientes marcadores
sanguineos: perfil lipidico, hematolégico, inflamacian, etc.

Resultados: se incluyeron 54 personas en el estudio con una edad media de 38,8 + 7,3 arios. La diferencia porcentual entre los marcadores
Palabras clave: basales y finales para el colesterol total, colesterol-LDL, colesterol-HDL, triglicéridos y colesterol no-HDL fueron del 9,73%, 12,5%, 1,9%, 3,15%
Colesterol. Riesgo car- Y 13,2%, respectivamente. Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo experimental y el grupo control, para todos
diovascular. Esteroles 108 marcadores analizados excepto para los friglicéridos.

vegetales. Lipoproteinas ~ Gonelusion: los esteroles vegetales suministrados en un alimento de consumo habitual, como la leche, pueden ser una estrategia terapéutica
de baja densidad (LDL).  no farmacoldgica para el control de la hipercolesterolemia de alto interés sanitario.

Abstract

Introduction; Hypercholesterolemia is one of the most relevant risk factors in cardiovascular disease, and plant sterals have been postulated
as beneficial regulator agents for the control of the disease.

Dbjective: Analyze the effect of added plant sterols in milk in reducing plasma cholesterol in young adults.

Methods: A randomized, clinical controlled trial, double-blind crossover study. Sterols (2.24 g per day) were administrated in two doses of 350
ml of commercial skimmed milk, during two phases of three weeks respectively separated by a washout period of 2 weeks, in the experimental
group. The same amount of skimmed milk was administrated to the control group, but with no sterols. At the beginning and end of each phase
blood draws were performed. Anthropometric data and health habits were analyzed and the following blood laboratory markers: lipid profile,
hematology, inflammation, etc. were collected.

Key words: Results: Fifty four people were included in the study with an average age of 38.8 + 7.3 years. Differences between baseline and final scores
percentage were 9.73 %, 12.5 %, 1.9 %, 3.15 %y 13.2 % for total cholesterol, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol, triglycerides and No HDL-cho-
Cholesterol. lesterol, respectively. Statistically significant differences were found between the experimental group and the control group for all biomarkers

Cardiovascular risk.

Plant sterok. Low analyzed except for triglycerides.
density |ipop}mgms Conclusion: Plant sterols supplied in commonly consumed food, such as milk, may be a non- pharmacological therapeutic strategy of hyper-
(LOL). cholesterolemia with high health interest.
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INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, las enfermedades
cardiovasculares (ECV) son un concepto genérico que agrupa
patologias que afectan al corazon y al sistema vascular (1).

Actualmente las ECV son la principal causa de fallecimiento
en el mundo, representando el 30% de todas las muertes (2),
también en Espafia (3).

La prevencion y el manejo de la placa de ateroma, producido
por el aumento de las concentraciones séricas de lipoproteinas de
baja densidad de colesterol (LDL-c), se ha referido como uno de
los principales factores de riesgo (4), y el uso de esteroles vege-
tales (EV) se ha postulado como una de las posibles estrategias
de prevencion (4-6).

Los EV son componentes bioactivos con funciones similares a
la del colesterol en mamiferos. Son alcaloides esteroidales que
difieren del colesterol en la cadena lateral. Las principales fuen-
tes alimenticias de EV son aceites vegetales, margarinas, pan,
cereales, frutas, hortalizas y frutos secos (7). Los mas abundantes
son el sitosterol y el campesterol, que representan un 80% de la
ingesta de EV (8).

Los fitosteroles son conocidos por reducir el nivel de las
LDL-c en suero sin modificar el de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL-c) o triglicéridos (TG) (9,10). El consumo diario
de alimentos enriquecidos con fitosteroles se utiliza amplia-
mente como una opcion terapéutica para reducir el nivel de
LDL-c en plasma y, por tanto, el riesgo de la enfermedad
aterosclerotica (9).

Los expertos de la European Food Safety Authority (EFSA)
confirman que el colesterol en sangre puede reducirse en un
promedio de 7 a 10,5% si una persona consume de 1,5a2,4 g
de EV/dia; efecto observado generalmente dentro de las primeras
2-3 semanas. Los estudios a medio y largo plazo, de hasta 85
semanas, muestran que el efecto podria sostenerse durante todo
ese periodo (11).

El efecto reductor de los EV sobre los niveles de colesterolemia
se cree que ocurre, al menos en parte, por un mecanismo de
competencia entre el colesterol biliar y el de |a dieta, en las mice-
las mixtas (9). Esta competencia reduce la absorcion intestinal
entre un 20 y un 80% (4).

En las células del intestino, los EV se incorporan a las micelas
mixtas. En la membrana del borde en cepillo, los esteroles se
liberan de las micelas y se transportan dentro de la célula a fravés
del transportador Niemann-Pick C1-like1. Una vez absorbidos,
se metabolizan de diferentes maneras. La mayor parte de los EV
sin colesterol internalizado retornan al lumen intestinal a través
del ABCGS5/ABCGS. Sin embargo, una proporcion significativa del
colesterol internalizado se somete a esterificacion. El colesterol
esterificado, junto con cantidades mas pequedas de EV sin coles-
terol esterificado, se incorporan a los quilomicrones emergentes
que entran en el sistema linfatico y en la circulacion (8). Los
alimentos con cantidades adicionales de EV causan una inhibicion
significativa de la absorcion de colesterol, probablemente a través
de la interrupcion de la etapa de solubilizacion intraluminal (9,12).

. San Mauro-Martin et al.

Algunos metaanalisis (13-17) sostienen como el consumo de
EV en alimentos enriquecidos reduce eficazmente las concentra-
ciones en plasma de LDL-c y colesterol total (CT), manteniendo
ademas los niveles de HDL-c.

OBJETIVO

Analizar el efecto de los esteroles vegetales afiadidos en
una leche en la reduccion del colesterol plasmatico en adultos
jovenes.

MATERIAL Y METODOS

DISENO

Ensayo clinico, controlado, aleatorizado, doble ciego y cru-
zado, realizado en dos hospitales de la Comunidad de Madrid,
Hospital Universitario Clinico San Carlos de Madrid y el Hos-
pital del Escorial de Madrid. Previo al inicio, fue presentado y
aprobado por sus respectivos comités de bioética. Antes del
estudio, los participantes recibieron la informacion sobre la
finalidad del mismo y firmaron el consentimiento informado. Se
realizaron dos fases de tres semanas cada una, separadas por
un periodo de lavado de 2 semanas, pasando cada participante
por ambas fases. Al inicio y al final de cada fase se realizaron
extracciones de sangre. Durante un periodo de 3 semanas los
sujetos ingirieron 2 vasos diarios de leche de 350 ml, admi-
nistrando en ellos una cantidad de 2,24 g de EV diarios, para
aquellos sujetos en el grupo experimental; y la misma cantidad
de leche desnatada sin EV, al grupo control. Los EV fueron
ingeridos con la leche comercial Naturcol (suministrada por
la empresa Corporacion Alimentaria Pefiasanta S.A.), disponi-
ble en el mercado durante todo el estudio. Las leches fueron
envasadas en blanco sin conocer ni sujetos ni investigadores
el tipo de leche, diferenciadas unicamente por el color del
tapon. Se usaron tablas de aleatorizacion por nimeros para la
asignacion de grupos.

Los criterios de inclusion fueron: hombre y mujer, edad 18-50
afos, CT > 200 mg/dl y/o TG > 150 mg/dl. Los criterios de
exclusion: CT < 200 mg/dl, patologia cardiaca (ictus, infarto de
miocardio, angina de pecho), intolerancia a la lactosa, alergia a la
proteina de leche de vaca, alergia a EV, obesidad (indice de masa
corporal [IMC] > 30) o tratamiento farmacoldgico para el control
del colesterol o TG: fibratos, estatinas, etc.

TAMANO MUESTRAL

El calculo de los participantes se hizo para una diferencia +
15% del CT, teniendo en cuenta una desviacion estandar de 35
may/dl, para un intervalo de confianza del 95% y una potencia del
90%, y una tasa de pérdida del 10%.

[Nutr Hosp 2016;33(3):000-000]
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EFECTO DE ESTEROLES VEGETALES EN LA REDUCCION DEL COLESTEROL PLASMATICO: ENSAYQ CLINICO, CONTROLADO, 3

ALEATORIZADO, CRUZADO Y DOBLE CIEGO

ANALISIS CLIiNICOS

La extraccion de muestras para las pruebas analiticas se lle-
varon a cabo por personal sanitario, tras 12 horas de ayuno, en
la Unidad de Analisis Clinicos del Hospital Universitario Clinico
San Carlos de Madrid y del Hospital del Escorial y el Centro de
Especialidades San Carlos de San Lorenzo del Escorial, siguiendo
el protocolo estandar (18-20).

VARIABLES Y FACTORES DE ESTUDIO

Los cuestionarios y el estudio antropométrico fueron realizados
por un Unico investigador, entrenado, estandarizando previamente
unos criterios de uniformidad y metodologia a seguir. Las variables
de estudio se incluyeron en un cuestionario ad hoc: genero, edad,
historial clinico y farmacolégico, calidad de suefio, habitos de
salud, hahitos toxicos como tabaco y alcohol, habito intestinal,
frecuencia de consumo de alimentos y actividad fisica. Ademas se
midid el peso, la talla, perimetro de la cintura, IMC, % de grasa, %
de grasa visceral, masa libre de grasa (kg) y % de agua. El peso,
el IMC y la composicion corporal se determinaron a través de
una bioimpedancia eléctrica, tetrapolar, multifrecuencia (20 y 100
kHz), InBody Modelo 230. Para la medicion se siguid el protocolo
habitual estandar y las recomendaciones del fabricante. Para el
perimetro de cintura se usd una cinta métrica flexible, no elastica,
metdlica y de anchura inferior a 0,1 mm-150 cm.

Los marcadores analiticos fueron: perfil lipidico (CT, HDL-c,
LDL-c, TG, hematologfa [recuento de series blanca y roja]), glu-
cosa e insulina, proteina C reactiva.

Ademas, se tuvieron en cuenta factores de confusion con una
tabla de afinidad al cumplimiento de la ingesta (> 95%), y con un
registro de frecuencias de consumo de alimentos para controlar
la ingesta de alimentos que pueden influir en el metabolismo del
colesterol al alza y a la baja; y control sobre la no modificacion
de los habitos basales durante el ensayo.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis de los datos se utilizd el paguete estadistico
SPSS 21.0. En primer lugar se realizd un analisis descriptivo de
los datos sociodemograficos, antropométricos y de los valores
lipidicos basales y finales bajo la ingesta de Naturcol y placebo.
También se estudio la normalidad de los valores lipidicos mediante
la prueba de Shapiro-Wilk. Para analizar la eficacia de las inges-
tas de Naturcol y placebo se calculd la diferencia en los valores
lipidicos antes y después de la ingesta, aplicandose la prueba T
de Student para muestras relacionadas o la prueba de rangos
con signo de Wilcoxon en funcion del cumplimiento del supues-
to de normalidad de las variables dependientes. La eficacia de
la intervencion se ha comprobado mediante la comparacion de
las diferencias (final-basal) de las ingestas de la leche con EV'y
placebo, aplicandose para ello la prueba T de Student para mues-
tras relacionadas o la prueba de rangos con signo de Wilcoxon

[Nutr Hosp 2016;33(3):000-000]

en funcion del cumplimiento del supuesto de normalidad de los
incrementos lipidicos. Se calculd el tamafio del efecto como el
cociente de la diferencia de medias con la desviacion tipica basal
o leche con EV en su caso. El nivel de significacion aplicado fue
del 5%.

Este estudio siguid los principios éticos reconocidos por la
Declaracion de Helsinki, las recomendaciones de la buena prac-
tica clinica, la actual legislacion espafola que regula la investiga-
cion clinica en humanaos, proteccion de datos personales y hiog-
ticos (Decreto Real 561/1993 sobre ensayos clinicos y 14/2007,
3 Julio para la investigacion biomédica).

RESULTADOS

De los 59 participantes iniciales, 3 fueron excluidos por incum-
plimiento del tratamiento o de la metodologia empleada, y 2 no
completaron el ensayo, por lo que no se pudieron incluir en los
resultados finales. Finalmente, 54 personas culminaron el estu-
dio, 30 mujeres y 24 hombres, con una edad media de 38,8 (+
7,3) afios. Se comprobd la normalidad de las variables y que
no presentaban diferencias significativas entre edad, peso, talla,
género e IMC. Las caracteristicas descriptivas de los sujetos se
refleja en la tabla I,

Tras la ingesta de las dos fases, observamos diferencias sig-
nificativas entre la leche con EV y Ia leche placebo (Fig. 1). En
la tabla Il se representan los valores de los marcadores en el
momento inicial y final de cada periodo.

Teniendo en cuenta la fase de 3 semanas de ingesta de la
leche con EV, |a diferencia entre los marcadores basales y finales
son de 23,7 + 23,04 mg/dl, 21,7 + 22,84 mg/dl, 1,4 = 10,07
mg/dl, 6,8 + 54,07 mg/dl y 23,9 + 22,43 para el CT, el LDL-c,
el HDL-c, los TGy el colesterol no HDL, respectivamente. Esto
supone una reduccion del 9,73%, 12,5%, 3,15% y 13,2% para
el CT, LDL-c, TG y colesterol no HDL, respectivamente (Tabla Ill).
Sin sufrir cambios considerables en las fracciones de HDL-c, 1,4

Tabla I. Estadisticos descriptivos
de la muestra

Hombres (n = 24) | Mujeres (n = 30)
M (= DE) M (+ DE)
Edad (arios) 38,8(7,3
Peso (kg) 76,8 (11,5) 61,5(7,7)
Talla (m) 1,76 (0,5) 1,64 (0,7)
MC 247 (3,3) 22,8(2,6)
Grasa total (%) 20,5(6,4) 29,7 (6,2)
Grasa visceral (kg) 7,844 6,5 (4,3)
Mdsculo (kg) 40,9 (13,4) 29,4 (10,9)

Las medias (M), con su desviacién estandar (DE), de las variables
antropométricas segun el género. Muestra, peso, talla, IMC, grasa total,
grasa visceral y musculo.
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Figura 1.

Diferencias entre la medida inicial, en azul, y la final, en verde, para CT (A), LDL-¢
(B), HDL-c (C), y colesterol no HDL (D) entre el tratamiento con Naturcol (leche
con EV) y placebo.
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Tabla Il. Comparacion de los valores
basales y finales de los grupos Naturcol
y placebo

Naturcol

Basal Final Basal Final
M (DF) M (DF) M (DF) M (DF)

CT . | 2368(266) | 2136 (286) | 2259 (316) | 2286 (31,4

DLl . |158,8(29.2) | 137,1(26)6) | 148.2(314) | 1485 (326)
HDL-c . | 57.9(139) | 565(146) | 562(142) | 591 (164)

TGML 99,4 (439) | 92,6(39,2) | 98,6 (45,3) | 97,8(47,1)
Colesterol

no HOL
Las medias (M), con su desviacion estandar (DE), de las variables CT, LDL-c,

HDL-c, TG, CT no HDL, expresadas en miligramos por decilitro, para la leche
con EV y el placebo.

Placebo

179,5(31,4) | 155,6 (32,0 | 168,7 (34.9) | 168,9(39,1)

Tabla lll. Diferencias en el porcentaje de
reduccion de cada marcador durante el
tratamiento

Tratamiento p ANOVA
Naturcol % (DE) | Placebo % (DE)

Colesterol total 9,73(9,7) -1,46 (10,8) < 0,001
LDL-¢ 12,5(13,5) -1,88(18,09) | <0,001
HDL-¢ 1,9(8,2) -3,4(9,97) 0,02

76 3,15(29,3) -0,613 (31,0 0,547
Colesterol no HOL | 13,2 (12,5) -0,56 (16,59) | < 0,001

Las medias del porcentaje (%), con su desviacion estandar (DE), de las
diferencias (inicial-final), de las variables CT, LDL-c, HDL-¢, TG, colesterol no
HDL, para la leche con EV y el placebo.

+ 10,07 mg/dl para Naturcol, y un aumento de 3,9 mg/dl en el
placebo (3,4%).

Los TG no siguieron una distribucion normal y, por fanto, para
comparar las medias de los grupos de tratamiento durante el
estudio se utilizé la prueba no paramétrica de Wilcoxon para 2
muestras relacionadas. Los resultados obtenidos mostraron que
no habia diferencia estadisticamente significativa entre los rangos
de la variable TG al inicio y al final del estudio en cualquiera de
los dos grupos de tratamiento. Tampoco hubo diferencias signi-
ficativas entre los rangos de cada grupo de tratamiento al inicio
y al final del estudio. Por tanto, el tratamiento con EV no produjo
una reduccion en los niveles de TG significativamente diferente
con respecto al grupo placebo.

Se desarrollé un disefio cruzado, por lo que al tratarse de los
mismos sujetos, no se deberian encontrar diferencias significa-
tivas entre las medias basales de los dos grupos de tratamiento
si el periodo de lavado ha sido lo suficientemente largo como
para partir de unas condiciones basales, en la segunda fase del

[Nutr Hosp 2016;33(3):000-000]
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estudio, similares a las condiciones del inicio del estudio. Esto
es debido a que las diferencias entre sujetos hiporrespondedo-
res, normorrespondedores e hiperrespondedores, desaparecen.
Sin embargo, se realizd la prueba T de Student para muestras
relacionadas y se obtuvieron diferencias estadisticamente signi-
ficativas (p < 0,05) entre los resultados de colesterol total de los
dos grupos al inicio del estudio. Lo mismo sucedio con LDL-c y
colesterol no-HDL. Por tanto, se debe investigar si estas diferen-
cias se deben al efecto de arrastre del tratamiento asignado en
la primera fase.

DISCUSION

Revisada la literatura cientifica de los dltimos afios, observamos
que hay importantes estudios valorando el beneficio del consumo
de EV sobre los marcadores del riesgo cardiovascular, como ya
concluia un metaandlisis de mas de 40 ensayos clinicos (21).

Rocha My cols. (2011) (22) exponen cémo la mayoria de los
estudios consiguen una reduccion del 8-14% de LDL-c, siendo
las mejores dosis entre 2 y 2,5 g, sin encontrarse mayor beneficio
al superar estas dosis, siendo necesario al menos 0,8-1 g/dia
para que se obtenga una minima reduccion de LDL-c. Por ello, la
Food and Drug Administration y la European Food Safety Authority
(EFSA) recomiendan no superar dosis de 3 g/dia, ya que dosis
superiores no presentan ninguna ventaja. Tan solo se recomienda
el control de la ingesta de EV a personas que padecen sitosterole-
mia (23). Parte de la variabilidad de los resultados se debe entre
otros motivos al uso de distintos esteroles, a los distintos tiempos
de ingesta, distintos niveles basales de colesterol, a la existencia
o no de control de dieta complementaria y a cambios de habitos
durante el ensayo, a la matriz usada, el momento de ingesta y a
la dosis administrada. Esta variabilidad va desde el 5 al 25% de
descenso de LDL-c (22).

Actualmente los productos funcionales incluyen una dosis Unica
de 2 g/dia, por lo que parte de los ensayos mas recientes arrojan
eficacia en este formato. Otros trabajos (24) han basado su obje-
tivo en comparar la eficacia dependiente de la dosis, concluyendo
que una dosis Unica era igual de eficaz que 3 dosis/dia.

Los alimentos enriquecidos en EV poseen un efecto reductor
del LDL-c bien documentado (25), ademas de una reduccion efi-
caz de las concentraciones de CT, y un aumento de las concen-
traciones de EV en plasma (26).

Clifton PM y cols. (2004) (27), que analizaron las diferencias
del uso de los EV en distintas matrices, concluyeron que la matriz
del alimento donde se incluyen puede ser determinante en los
resultados. Asi, los niveles de CT y LDL-c en suero se redujeron
significativamente por el consumo de alimentos enriguecidos en
fitoesteroles: con leche (8,7 y 15,9%, respectivamente) y con
yogur (5,6 y 8,6%, respectivamente). Los niveles de LDL-c en
suero disminuyeron significativamente un 6,5% con el pany un
5,4% con el cereal. Ambos fueron significativamente menos efi-
caces que la leche enriquecida con EV (p < 0,001). Las matrices
en las que se obtiene mejor efecto en la reduccion del LDL-c, por
orden, son: la leche, el yogur, el pan y los cereales.

[Nutr Hosp 2016;33(3):000-000]

San Mauro Martin 'y cols. (2014) (6) determinaron la eficacia
de una leche enriquecida en fitoesteroles (2,24 g/dia) para la dis-
minucion de marcadores de ECV, en un disefio clinico, doble ciego
y cruzado de 2 fases de intervencion de 3 semanas respectiva-
mente y separadas por un periodo de lavado de 2 semanas. Las
diferencias entre los marcadores basales y finales para el LDL-c,
CT y TG fueron de 19,47 = 29,10 mg/dl (p = 0,009), 24,47 +
30,68 mg/dl (p = 0,003), respectivamente.

(Casas-Agustench Py cols. (2012) (28) examinaron los efectos
de la leche desnatada (LD) con EV (0,1% de grasa lactea) y la
leche semidesnatada (LS) con grasa vegetal (GV) (0,1% de grasa
lactea mas 1,5% de grasa vegetal) sobre los lipidos y los estero-
les séricos en individuos hipercolesterolémicos. Cuarenta y tres
sujetos con LOL-¢ > 1,300 mg/I fueron asignados aleatoriamente
a 3 periodos de tratamiento (control LD, LD-EV y LS-GV), de 4
semanas, con 500 ml de leche con o sin 3-4 g de ésteres de EV
(2 g de EV libres). Comparado con el control, el LDL-c se redujo
enun8y7,4% (p < 0,015, ambos) en los periodos de LD-EV
y LS-GV, respectivamente. El ratio de latosterol:colesterol sérico
aumento un 11-25%, mientras que los ratios sitosterol:colesterol
y campesterol:colesterol aumentaron un 70-120% con ambas
leches fortificadas.

Sin embargo, la eficacia relativa de los EV como suplementos
(capsulas), en comparacion con otras formas dietéticas, todavia
necesita ser determinada. El andlisis detallado de Amir Shaghaghi
y cols. (2013) (25) no mostra diferencias significativas entre el
efecto reductor del LDL-c de los suplementos de EV (-12 mg/dl;
95%1C -0,39a -0,24; p < 0,0001) vs. los alimentos enriquecidos
con EV (-12 mg/dl; 95% IC -0,35 a -0,27; p < 0,0001). Pero el
consumo de suplementos si disminuyo las concentraciones de
LDL-c en 12 mg/dl (IC del 95%: -0,39 a -0,23; p < 0,000) en
comparacion con el placeho.

Un estudio (29)de disefio y resultados similares al nuestro, con
19 sujetos y 2 periodos de administracion de EV, de 15y 30 dias,
obtuvo una disminucion parecida, en ambos periodos, de los nive-
les de LDL-c iniciales y finales, obteniéndose unas reducciones
de un 9,61% y un 6,69%, respectivamente. En otro estudio (30)
con un grupo de dieta y un grupo con suplemento de EV (2 g/dia)
se evidencio en este Gltimo una disminucion significativa en el CT
(6,4%) y LDL-C (9,9%).

Aligual que otros autores (31,32), hemos analizado si la efica-
cla de los EV es dependiente de los niveles basales de los sujetos,
encontrando mayor descenso de LDL-c cuanto mayor es el nivel
basal al inicio del tratamiento.

En el metaanalisis de Ras RT y cols. (2014) (33) se incluyeron
124 estudios. Se administraron EV y estanoles vegetales en 129y
59 estratos, respectivamente; los restantes utilizaron una mezcla
de ambos. La dosis media de fitoesteroles fue de 2,1 g/dia. La
toma de 0,6 a 3,3 g/dia de fitoesteroles redujo gradualmente, en
promedio, un 6-12% las concentraciones de LDL-c. Cuando se
analizaron por separado los EV'y estanoles vegetales se observa-
ron relaciones claras y comparables dosis-respuesta.

Musa-Veloso Ky cols. (2011) (34) observaron que las reduccio-
nes maximas de LDL-c por los EV (16,4%) y el éster de estanol
vegetal (17,1%) fueron significativamente mayores que las reduc-
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ciones maximas de LDL-c obtenidas por los EV (8,3%) y el éster
de esterol vegetal (8,4%).

Hasta hace poco se crefa que los EV tenfan poco o ningln
impacto sobre TG en sangre. Sin embargo, los estudios realizados
individualmente carecian posiblemente del poder estadistico para
detectar las modestas disminuciones de TG. Nuestros resultados
no exponen diferencias significativas al respecto. Sin embargo, un
analisis en profundidad sobre el tema es el de los doce ensayos
aleatorios controlados, analizados por Demonty | y cols. (2013)
(35).

Con respecto al posible efecto de arrastre y el posible efecto
de comienzo en el grupo control o en el de estudio, se tuvo en
cuenta que el proceso de metaholismo, excrecion v, por tanto,
funcionalidad del esterol en el humano no es superior a 2 dias
(36); ademas de implantar un sistema de lavado de 2 semanas,
acorde con otras experiencias similares con buenos resultados
(6,37,38).

CONCLUSION

Segun los resultados, se puede afirmar que una dosis diaria
de 2,24 g de EV suministrados en leche, pueden representar una
estrategia terapeutica, no farmacoldgica, de control y manejo de
la hipercolesterolemia.

AGRADECIMIENTOS

A CAPSA por su colaboracion. A la Unidad de Analisis Clinicos
del Hospital Universitario Clinico San Carlos de Madrid. Al Depar-
tamento de Medicina, UCM, al Hospital el Escorial y centro de
especialidades San Carlos del Escorial. A Microcaya S.A.

RESPONSABILIDADES ETICAS

Este estudio siguio los principios éticos reconocidos por la
Declaracion de Helsinki (revisado Hong-Kong en Septiembre,
1989 y en Edimburgo, Escocia en 2000), las recomendaciones
de la buena practica clinica EEC (documento 111/3976/88, Julio
1990), la actual legislacion espafiola que regula la investigacion
clinica y hiomédica en humanos, proteccion de datos persona-
les y bioéticos (Decreto Real 561/1993 sobre ensayos clinicos y
14/2007, 3 Julio para la investigacion biomédica).

BIBLIOGRAFIA

1. World Health Organization. Cardiovascular diseases (CVDs). Actualizado:
enero de 2015, Citado 10 marzo 2015, Disponible en: http://www.who.int/
mediacentre/factsheets/fs317/en/

2. World Health Organization. Global status report on non communicable disea-
ses. Geneva; 2010. Citado 10 marzo 2015. Disponible en: http://www.who.
int/nmh/publications/ncd_report_full_en.pdf

3. De Oya M. Colesteral-HDL y mortalidad cardiovascular en Espaia. Rev Esp
Cardiol 1998; 51:988-90.

10.

12,

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

21,

22.

23.

24.

25.

|. San Mauro-Martin et al.

. San Mauro Martin |, Collado Yurrita L, Ciudad Cabanas MJ, Cuadrado Cenzual

MA, Herndndez Cabria M, Calle Purén ME. Manejo del riesgo de enfermedad
cardiovascular con leche enriquecida en esteroles en poblacion joven adulta;
ensayo clinico controlado aleatorizado y cruzado. Nutr Hosp 2014;30(4):945-51.

. National Institutes of Health, Third Report of the National Cholesterol Educac-

tion Program (NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of
High Blood Cholesterol in Adults (Adult Treatment Panel I1l). 2002. Avallable at:
http://www.nhibi.nih.gov/files/docs/resources/heart/atp3full.pdf

. Alonso Karlezi RA, Mata Pariente N, Mata Lopez P. Control de las hiperlipe-

mias en la practica clinica. Rev Esp Cardiol Supl 2006;6(G):24-35.

. Pefialvo JL, Oliva B, Sotos-Prieto M, Uzhova |, Moreno-Franco B, Leén-Latre

M, et al. La mayor adherencia a un patrdn de dieta mediterrdnea se asocia a
una mejora de! perfil lipidico plasmatico: la cohorte del Aragon Healt Workers
Study. Rev Esp Cardiol 2015;68:290-7.

. Gylling H, Plat J, Turley S, Ginsberg HN, Ellegard L, Jessup W, et al. Plant

sterols and plant stanols in the management of dyslipidaemia and prevention
of cardiovascular disease. Atherosclerosis 2014,232(2):346-60.

. Matthan NR, Zhu L, Pencina M, D’Agostino RB, Schaefer EJ, Lichtenstein AH.

Sex-specific differences in the predictive value of cholesterol homeostasis
markers and 10-year cardiovascular disease event rate in Framingham offs-
pring study participants. J Am Heart Assoc 2013;2(1):e005066.

Rocha M, Banuls C, Bellod L, Jover A, Victor VM, Hernandez-Mijares A. A
review on the role of phytosterols: new insights into cardiovascular risk. Curr
Pharm Des 2011;17(36):4061-75.

. EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies (NDA). Scientific Opi-

nion on the substantiation of health claims related to plant sterols and plant sta-
nols and maintenance of normal blood cholesterol concentrations (ID 549, 550,
567,713, 1234, 1235, 1466, 1634, 1984, 2909, 3140), and maintenance of
normal prostate size and normal urination (D 714, 1467, 1635) pursuant to
Article 13(1) of Regulation (EC) No 1924/2006. EFSA Journal 2010;8(10):1813.
Ros E. Doble inhibicion del colesterol: papel de la regulacion intestinal y
hepética. Rev Esp Cardiol Supl 2006;6(G):52-62.

Ras RT, Hiemstra H, Lin Y, Vermeer MA, Duchateau GS, Trautwein EA. Con-
sumption of plant sterol-enriched foods and effects on plasma plant sterol
concentrations--a meta-analysis of randomized controlled studies. Atheros-
clerosis 2013;230(2):336-46.

Ras RT, Geleijnse JM, Trautwein EA. LDL-cholesterol-lowering effect of plant
sterols and stanols across different dose ranges: a meta-analysis of rando-
mised controlled studies. Br J Nutr 2014;112(2):214-9.

Genser B, Silbernagel G, De Backer G, Bruckert E, Carmena R, Chapman
MJ, et al. Plant sterols and cardiovascular disease: a systematic review and
meta-analysis. Eur Heart J 2012;33(4):444-51.

Demanty |, Ras RT, van der Knaap HG, Meijer L, Zock PL, Geleijnse JM, et al.
The effect of plant sterols on serum triglyceride concentrations is dependent
on baseline concentrations: a pooled analysis of 12 randomised controlled
trials. Eur J Nutr 2013;52(1):153-60.

San Mauro Martin 1, Collado Yurrita L, Cuadrado Cenzual MA, Ciudad Cabaiias
MJ, Mendive Dubourdieu P. Role of ApoA1 on High-Density Lipoprotein: an
intervention with plant sterols in patients with hypercholesterolemia. Nutr
Hosp 2015;31(1):494-9,

Sugiuchi H, Uji Y, Okabe H, Irie T, Uekama K, Kayahara N, et al. Direct mea-
surement of high-density lipoprotein cholesterol in serum with polyethyle-
ne glycol-modified enzymes and sulfated alpha-cyclodextrin. Clin Chem
1995;41(5):717-23.

Bucolo G, David H. Quantitative determination of serum friglycerides by the
use of enzymes. Clin Chem 1973;19(5):476-82.

Allain CC, Poon LS, Chan CS, Richmond W, Fu PC. Enzymatic determination
of total serum cholesterol. Clin Chem 1974;20(4):470-5.

Katan MB, Grundy SM, Jones F, Law M, Miettinen T, Paoletti R. Stresa Wor-
kshap Participants. Efficacy and safety of plant stanols and sterals in the
management of blood cholesteral levels. Mayo Clin Proc 2003;78(8):965-78.
Rocha M, Banuls C, Bellod L, Jover A, Victor VM, Hernandez-Mijares A. A
review on the role of phytosterols: new insights into cardiovascular risk. Curr
Pharm Des 2011;17(36):4061-75.

Berge KE. Sitosterolemia: a gateway to new knowledge about cholesterol
metabolism. Ann Med 2003;35(7):502-11.

Plat J, van Onselen RN, van Heugten M, Mensink RP. Effects on serum lipids,
lipoproteins, and fat soluble antioxidant concentrations of consumption fre-
quency of margarines and shortenings enriched with plant stanol esters. Eur
J Clin Nutr 2000;54:671-7.

Amir Shaghaghi M, Abumweis SS, Jones PJ. Cholesterol-lowering efficacy of
plant sterols/stanols provided in capsule and tablet formats: results of a sys-
tematic review and meta-analysis. J Acad Nutr Diet 2013;113(11):1494-503.

[Nutr Hosp 2016;33(3):000-000]

98



EFECTO DE ESTEROLES VEGETALES EN LA REDUCCION DEL COLESTEROL PLASMATICO: ENSAYO CLINICO, CONTROLADO, 7
ALEATORIZADO, CRUZADOQ Y DOBLE CIEGO

26.

27.

28.

29.

30.

31

Ras RT, Hiemstra H, Lin Y, Vermeer MA, Duchateau GS, Trautwein EA. Con-
sumption of plant sterol-enriched foods and effects on plasma plant sterol
concentrations--a meta-analysis of randomized controlled studies. Atheros-
clerosis 2013;230(2):336-46.

Clifton PM, Noakes M, Sullivan D, Erichsen N, Ross D, Annison G, et al. Cho-
lesterol-lowering effects of plant sterol esters differ in milk, yoghurt, bread
and cereal. Eur J Clin Nutr 2004,58(3):503-9.

Casas-Agustench P, Serra M, Perez-Heras A, Cofan M, Pinto X, Trautwein EA,
et al. Effects of plant sterol esters in skimmed milk and vegetable-fat-enri-
ched milk on serum lipids and non-cholesterol sterols in hypercholestero-
laemic subjects: a randomised, placebo-controlled, crossover study. British
Journal of Nutrition 2012;107:1766-75.

Gongalves S, Maria AV, Silva AS, Martins-Silva J, Saldanha C. Phytosterols
in milk as a depressor of plasma cholesterol levels: experimental evidence
with hypercholesterolemic Portuguese subjects. Clin Hemorheol Microcirc
2006;35(1-2):251-5.

Bariuls C, Martinez-Triguero ML, Lopez-Ruiz A, Morillas C, Lacomba R,
Victor VM, et al. Evaluation of cardiovascular risk and oxidative stress
parameters in hypercholesterolemic subjects on a standard healthy
diet including low-fat milk enriched with plant sterols. J Nutr Biochem
2010;21(9):881-6.

Abumweis SS, Barake R, Jones PJ. Plant sterols/stanols as cholesterol lowe-
ring agents: A meta-analysis of randomized controlled trials. Food Nutr Res
2008;52.

[Nutr Hosp 2016;33(3):000-000]

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Naumann E, Plat J, Kester AD, Mensink RP. The baseline serum lipoprotein
profile is related to plant stanol induced changes in serum lipoprotein choles-
terol and triacylglycerol concentrations. J Am Coll Nutr 2008;27(1):117-26.
Ras RT, Geleijnse JM, Trautwein EA. LDL-cholesterol-lowering effect of plant
sterols and stanols across different dose ranges: a meta-analysis of rando-
mized controlled studies. Br J Nutr 2014;112(2):214-9,

Musa-Veloso K, Poon TH, Elliot JA, Chung C. A comparison of the LDL-cho-
lesterol lowering efficacy of plant stanols and plant sterols over a continuous
dose range: results of a meta-analysis of randomized,placeba-controlled
trials. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids 2011;85(1):9-28.

Demonty |, Ras RT, van der Knaap HC, Meijer L, Zock PL, Geleijnse JM, et al.
The effect of plant sterals on serum triglyceride concentrations is dependent
on haseline concentrations: a pooled analysis of 12 randomised controlled
trials. Eur J Nutr 2013;52(1):153-60.

Ling WH, Jones PJ. Dietary phytosterols: a review of metabolism, benefits
and side effects. Life Sci 1995;57(3):195-206.

Casas-Agustench P, Serra M, Pérez-Heras A, Cofan M, Pintd X, Trautwein EA,
et Al. Effects of plant sterol esters in skimmed milk and vegetable-fat-enri-
ched milk on serum lipids and non-cholesterol sterols in hypercholesterolae-
mic subjects: a randomised, placebo-controlled, crossover study. Br J Nutr
2012;,107(12):1766-75.

Cleghorn CL, Skeaff CM, Mann J, Chisholm A. Plant sterol-enriched spread
enhances the cholesterol-lowering potential of a fat-reduced diet. Eur J Clin
Nutr 2003;57(1):170-6.

99



100



6.DISCUSION

101



102



DISCUSION

Resulta relevante profundizar en el avance del manejo de la ECV y de los factores de
riesgo asociados a ella en nuestro pais, debido a las cifras alarmantes que sufrimos y a
una poblacion cada vez mds envejecida. La alimentacion y otros habitos modificables
como el ejercicio, sedentarismo o tabaquismo, se han evidenciado como claves en esta
lucha(152).

Dentro de los habitos alimenticios de los que ya se han descrito anteriormente, con
efecto en la modulacidn a la alza o a la baja del colesterol en todas sus formas, algunos
autores, no han estudiado el efecto aislado de un nutriente, si no, distintas
concentraciones y combinaciones de estas grasas (PUFAS, SFA y MUFAS), frente a la
respuesta pospandrial de una comida en las lipoproteinas LDL y TG(153). Sin embargo,
ultimamente se pone en duda el efecto perjudicial que tradicionalmente se le atribuye
a los SFA. Algunos estudios recientes, han sefialado una correlacion inversa entre el
consumo de SFA contenidos en los lacteos y las ECV, posiblemente debida a su
contenido en el acido graso palmitoleico, que permite un aumento de los niveles de
colesterol HDL y una disminucién de los triglicéridos y menor proteina C reactiva,
menor resistencia a la insulina y menor incidencia de Diabetes Mellitus tipo Il, con
poco efecto neto en la razén colesterol total/colesterol HDL(154). Asi pues, en un
meta-analisis y revision sistematica de 2015, no observaron una relacién entre los SFA
y mayor mortalidad, enfermedades cardiovasculares, enfermedades del corazén,
accidente cerebrovascular isquémico, o diabetes tipo 2, aunque aclaran que la
evidencia es heterogénea, con limitaciones metodolégicas. Por su parte, las grasas
trans si se asociaron a estas enfermedades(154).

Los lacteos, utilizados en este proyecto como vehiculizadores de los esteroles, también
han sido estudiados en relacidon a la ECV. En una reciente revision se ha evidenciado la
asociacién positiva del consumo de leche y productos lacteos, con la disminucidn del
riesgo de hipertension y ECV, apuntando al perfil lipidico, a las fracciones de elementos
minerales — como magnesio o potasio, pero sobre todo calcio— y de algunas
glucoproteinas —a través de péptidos bioactivos(156-157). También otro grupo de

investigadores, relacionaron el score de ECV de el Estudio Framinghan con la ingesta
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de lacteos, observando una proteccién, especialmente en hombres mayores de 60

anos(158).

El higado y el intestino son los principales reguladores del metabolismo del colesterol.
La via de absorcion del colesterol, presenta oportunidades clinicas para la
suplementacion dietética con agentes que atenuen dicha absorcién, entre los que
destacan los fitoesteroles/fitoestanoles(159). Por tanto, los esteroles vegetales,
ampliamente estudiados, son un componente interesante desde el punto de vista de la
prevenciéon, y del tratamiento dietético en hipercolesterolemias leves, y
complementarias a terapias farmacoldgicas en hipercolesterolemias moderadas vy
graves, salvo que existan contraindicaciones por la farmacopea. Aunque también han
sido recientemente reportados como un posible riesgo para la salud, de un nimero
reducido, personas con una alteracion en la absorciéon de los esteroles(160), o debido a
otros factores e interacciones, como publicé el grupo de Weingdrtner O et al, en
2009(161). Esta relacion, entre el aumento de las concentraciones de esteroles
vegetales con el riesgo cardiovascular, podria estar relacionado con la formacion de
oxifitosteroles (productos de oxidacion de esteroles vegetales). Sin embargo, la
pregunta sigue siendo, si el aumento de los oxifitosteroles, es debido a la absorcién o
la formacién enddgena(162).

La relacion entre la sintesis de colesterol y la absorcién de colesterol parece ser
reciproca; altos sintetizadores son generalmente bajos absorbedores, mientras que los
bajos sintetizadores son generalmente altos absorbedores(163). Basdandose en
resultados anteriores, se podria hipotetizar que la baja sintesis de colesterol y la alta
absorcién de colesterol, se asocian con un efecto mayor en la reduccién del colesterol
tras la ingesta de EV(164). Los individuos con alta eficiencia de absorcion de colesterol
podrian hiperabsorber EV y mostrar grandes elevaciones en las concentraciones de
plasma después de la ingesta. Por otro lado, en los individuos con bajos EV en plasma,
podria haber mayor margen para aumentarlos después de su ingesta(164).

Ras et al. (164), llevaron a cabo un estudio doble ciego, aleatorizado, controlado con
placebo, de grupos paralelos en el que se puede observar una hipdtesis similar.
Hombres y mujeres (n = 240) hipercolesterolémicos, consumieron margarina baja en

grasa con o sin EV (3 g/dia) durante 12 semanas después de 4 semanas del periodo de

104



adaptacion. En el grupo de EV, las concentraciones de EV en plasma aumentaron en las
primeras 4 semanas de intervencion en un 69% (IC del 95%: 58; 82) a partir de 7,2
mmol/L y en un 28% (IC del 95%: 19; 39) a partir de 11,4 mol/L, respectivamente, y
permanecié estable durante las 8 semanas siguientes. El incremento de EV en plasma
en el grupo placebo, no fue significativamente diferente entre altos y bajos
sintetizadores de colesterol (p> 0,05). Entre los altos y bajos absorbedores de
colesterol, no se observaron diferencias significativas, excepto por la suma de
colesterol-estandarizado de cuatro importantes EV en plasma (sitosterol, campesterol,
brasicasterol y estigmasterol), que mostraron un mayor incremento en los bajos
absorbedores (78,3% (IC del 95%: 51,7, 109.5)) en comparacién con los altos
absorbedores (40.8% (IC del 95%: 19,9; 65,5)).

Se requieren mas estudios para evaluar la variabilidad interindividual y sus bases
genéticas, para poder identificar a aquellos sujetos que son grandes respondedores y
poco respondedores, asi como a los hiper-absorbedores de los normo- o hipo-

absorbedores de esteroles vegetales(159).

EFECTO DE LA INGESTA DE ESTEROLES EN EL Ct y LDLc

La comparacion entre diferentes tipos de suplementacién —isoflavonas, acidos grasos
omega-3 y fitoesteroles- revela que solamente los fitoesteroles (esteroles y estanoles)
alcanzan, segun algunos autores, una mayor reduccion de los niveles de Ct y LDLc(165).
Pero la comparabilidad entre los esteroles y estanoles vegetales, en cuanto a su
potencial para reducir el colesterol, se encuentra todavia en debate. Un reciente meta-
anadlisis(166) de catorce estudios, comparé la eficacia en la reduccion del LDLc de los
esteroles vegetales con la de estanoles vegetales en dosis que variaban de 0,6 a 3,3 g
PS/dia. Siete brazos del estudio, mostraron un efecto no significativamente mayor de
la reduccidon de LDLc de los esteroles vegetales frente a los estanoles vegetales,
mientras que ocho brazos del estudio, mostraron un efecto relativamente mayor para
los estanoles vegetales que para los esteroles vegetales. En general, se concluydé que
los esteroles y estanoles vegetales, no tienen distintos efectos estadistica o
clinicamente relevantes sobre los lipidos sanguineos. Para consumos superiores (> 4

g/dia de PS), algunos estudios individuales, indican un efecto reductor mayor del LDLc
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con estanoles vegetales(167-168), que con esteroles de plantas(169). Sin embargo, los
estudios de dosis altas son escasos y estan dispersos en una amplia gama de dosis (5,8-
9 g/dia PS).

Los esteroles vegetales, inhiben la absorcidn intestinal de colesterol(170) a través de
varios hipotéticos mecanismos, tales como la competencia con el colesterol para la
solubilizacidon en las micelas mixtas de la dieta, la interferencia con los procesos de
transporte mediada de la absorcién de colesterol y la estimulacion de la excrecién de
colesterol a través del intestino(171).

Como los esteroles vegetales actlan principalmente mediante la inhibicién de la
absorcidén intestinal, la absorcion de otros compuestos solubles en grasa, tales como
los carotenoides, los tocoferoles y los retinoides, podria verse posiblemente
comprometida(172). La inhibicidn de la absorcién de colesterol con esteres de estanol
vegetal, por otra parte, no afectaria a la concentraciéon de proproteina convertasa
subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9), la cual regula el metabolismo del LDLc mediante la
captacién de receptores de LDL para la degradacion(173).

La primera descripcion de la utilizacidn de alimentos enriquecidos con fitoesteroles es
del afio 1977. Mediante una preparacion comercial derivada del aceite de soja
enriquecido con fitoesteroles (3 g/dia), observaron una disminucidn significativa del
LDLc(174). En 1986, se comunico la primera evidencia de la utilizaciéon de estanoles
vegetales para reducir el colesterol en plasma(175). Demostraron que un aceite de
girasol suplementado con ésteres de sitoestanol a una dosis de 1,5 g/dia reducia el
LDLc en un 15% en adultos hipercolesterolémicos. Actualmente, los productos
enriquecidos con esteroles o estanoles utilizan las formas esterificadas debido al
aumento de su solubilidad, hecho que permite su incorporacidon a alimentos tales
como leche y yogures, entre otros(159). De hecho, los productos a base de grasa (para
untar, mayonesa, aderezos para ensaladas, leche y yogur), tanto los que tiene bajo
como alto contenido en grasa, dan como resultado el efecto mas beneficioso en la
reduccion de LDLc(176).

Uno de los meta-analisis mds relevantes hasta la fecha, publicado en 2014, estudio el
efecto de los esteroles y los estanoles de 124 estudios. En el cual, una dosis media de
2,1 g/dia redujo un 6-12 % las concentraciones de LDLc en una relacién clara de dosis-

respuesta(177).
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Por ejemplo, un estudio similar al realizado por nuestro grupo, (doble ciego,
aleatorizado, controlado con placebo) es el de Sun et al. (178), 59 pacientes (19
varones, con edad media de 60,28+6,98 afios) con hipercolesterolemia primaria (LDLc
en ayunas entre 3,4 y 6,0 mmol/L), fueron divididos aleatoriamente en dos grupos —el
grupo de tratamiento (2,5 g de esteres de esterol vegetal al dia, n=30) y el grupo
placebo (n=29). El LDLc del grupo de tratamiento se redujo significativamente desde el
inicio un -17,7% (P<0,05) en la semana 3y -19,9% (P<0,05) en la semana 6 de estudio;
mientras que en el grupo placebo, se redujo -15,57% (P<0,05) y -12,17% (P<0,05) en la
semana 3 y en la semana 6, respectivamente. El Ct también se redujo, en el grupo de
tratamiento, un -6,03% (P>0,05) en la semana 3 y un -13,8% (P<0,05) en la semana 6.
La leche enriquecida en esteroles vegetales no afectd al nivel de HDLc en plasma ni al
nivel de TG, en ninguna de las semanas. Después de la normalizacién con el grupo
placebo, el grupo de tratamiento mostré una reduccion significativa del LDLc (7,69%) y
del Ct (8%) después de 6 semanas.

En general, parece aceptado actualmente, que la ingesta de 2-2,5 g/dia de esteroles
vegetales (muy por encima de la ingesta habitual de 200-400 mg/dia(159)) reducen, en
un modelo dosis-respuesta, entre 6 y 12 % el colesterol total, especialmente de las
lipoproteinas LDLc, y sin afectar a la fraccion del HDLc de forma significativa.
Asumiendo una media de un 10 %(179), que ya permiten incluir como alegacién de
salud en Europa y América(131).

Si bien es cierto, la eficacia en la disminucidn del colesterol sanguineo en la literatura
es muy amplia, donde grandes meta-analisis observan una variabilidad del 5 al 25 % de
media(180). Sin embargo, el efecto dosis-respuesta se ve limitado por defecto:
ingestas de 0,8-1 g/dia(181); asi como por exceso: donde cantidades superiores a 3 g
no han demostrado mayor eficacia, y si podria existir posibles efectos negativos sobre
la absorcién de vitaminas liposolubles, el riesgo de cancer y el posible aumento de la
ECV, debido al incremento en las concentraciones de esteroles circulantes(182), por lo
gue se recomienda no superarlas(183). Asi concluyen todos los estudios incluidos en
un meta-andlisis anteriormente citado(177), que con una dosis creciente de EV, el

efecto reductor del LDLc aumenta, pero que este efecto se estrecha en dosis de 2 a 3

g/dia.
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La inhibicion de la absorcién de colesterol intestinal, producido por la ingesta de
esteroles vegetales, se produce rapidamente y el maximo efecto en la reduccién de
LCLc para la dosis de esteroles vegetales administrada se produce, por lo general,
dentro de las 2-3 semanas tras su ingesta y se mantiene estable si el consumo es
regular(164). Sin embargo, estudios de investigacion a largo plazo (hasta 85 semanas)
han demostrado que los esteroles vegetales en plasma, no aumentan mas con la
ingesta sostenida de esteroles(184). También se ha visto, que el consumo de esteroles
vegetales después o durante la comida principal, es significativamente mas eficaz que
después de un ayuno(185).

Otro posible factor en la diferencia, se ha postulado por la frecuencia en la
dispensaciéon de los esteroles, aunque por ahora, parece no existir pruebas
suficientes(186). Todavia no queda claro cdmo explicar, la igualdad de eficacia en la
reduccion del LDLc tras el consumo de una bebida diaria que contenga 2,5 g de
esteroles o estanoles vegetales, en comparacién con la misma cantidad de
fitoesteroles divididos a lo largo del dia(187). Algunos sugieren, que el producto debe
consumirse individualmente junto a una comida, con el fin de favorecer la secrecién de
acidos biliares y, por tanto, la accién de los fitoesteroles; mientras otros sugieren que
las multiples tomas diarias, tienen un efecto ligeramente mayor, que una Unica ingesta
diaria. Un pequeio numero de estudios, sugieren que la ingestién de fitoesteroles
debe ser entre comidas; mientras que otro numero importante de estudios, no
especifica el momento de ingestion(176).

Un posible mayor efecto, cuanto mayor sea el colesterol basal circulante, parece otra
de las hipdétesis que en nuestros resultados pudimos observar, en el momento previo
al tratamiento dietético, tal y como se habia descrito en la literatura(188,189). Los
alimentos con esteroles vegetales afiadidos, son Utiles en las personas con niveles altos
de colesterol, y estan especialmente indicados en aquellas con riesgo cardiovascular
global intermedio o bajo y cifras de colesterol elevadas, pero que no precisen acciones
farmacoldgicas(159).

El ratio latosterol-colesterol, un marcador sustituto de la sintesis de colesterol
enddgeno, podria servir como un predictor a priori de la reduccién de Ct y LDLc

circulante en respuesta al consumo de esteroles vegetales; y por tanto tener un uso en
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la identificacion de respondedores y no respondedores a la terapia con esteroles
vegetales(190).

Las distintas respuestas interindividuales a los esteroles vegetales, indican un
determinante potencial genético de capacidad de respuesta. En particular, el
polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) dentro de los genes que codifican como
CYP7A1 y ApoE, asi como posiblemente otros genes incluyendo ABCG5 y ABCGS,
existen como predictores de si los niveles de LDLc disminuiran o incluso aumentaran
tras la administracion de esteroles vegetales(191). Existe una asociacion dual de la
isoforma APOE y CYP7A1-rs3808607 con la respuesta del LDLc tras el consumo de
esteroles. La asociacién del CYP7A1 rs3808607 con la reduccién de LDLc y el consumo
de esteroles vegetales demuestra un efecto alelico, con falta de respuesta en los
portadores T/T y una respuesta incrementada con cada alelo G(192). También
relacionado con aspectos genéticos, en el estudio de Myrie et al.(193), se observd
como la eficiencia de absorcidn de colesterol se redujo (P =0,01) un 22% y un 17% vy la
tasa de sintesis aumentd (P = 0,04) un ~20% y un 24% en el grupo de pacientes
heterocigotos fitoesterolemicos y en el grupo control, respectivamente, en respuesta
al consumo de EV.

Pero no sélo existen particulas grandes, boyantes de LDLc. Hay un segundo subtipo
reconocido, el LDLc pequeiio y denso. En comparacidon con el LDLc, del que se ha
hablado anteriormente, las subclases de LDL pequeiias y densas se han presentado
como mas aterogénicas como resultado de su prolongada vida media en el plasma, su
baja afinidad de unidn con los receptores de LDL, su mayor grado de penetracion de la
pared arterial y su menor resistencia al estrés oxidativo. Los individuos con predominio
de LDLc pequefio y denso exhiben un riesgo triple de infarto de miocardio. El consumo
diario de 2 g de esteroles vegetales en los pacientes con dislipidemia, tiene también un
efecto beneficioso, no solo en los niveles totales de LDLc, sino también en sus
particulas mds pequefias, densas y aterogénicas(194).

Otro estudio(195), ha optado por identificar con precisién y cuantificar el efecto
reductor de los esteroles/estanoles vegetales del LDLc como suplementos, en
contraste con los enfoques basados en los alimentos. El analisis, no mostré diferencias

significativas entre la accién reductora del LDLc de los EV en suplementos (-12 mg / dL
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[-0,31 mmol / L]; IC del 95% -0,39 a -0,24; P <0,0001) frente a alimentos enriquecidos
con EV (-12 mg / dI [-0,31 mmol / L], IC 95% -0,35 a -0,27; p <0,0001).

EFECTO DE LA INGESTA DE ESTEROLES SOBRE LOS TRIGLICERIDOS.

Una posible ventaja de los alimentos enriquecidos con esteroles vegetales y/o esteres
de estanol, frente a los medicamentos dirigidos a un solo blanco, es que dichos
compuestos dietéticos, actian sobre multiples objetivos, puesto que no solo reducen
las concentraciones de LDLc en plasma, sino también las concentraciones de TG en
sujetos con concentraciones elevadas de los mismos; especialmente en sujetos con
sindrome metabdlico. En teoria, varios mecanismos podrian estar implicados sobre
dichos efectos, ya sea actuando sobre el mejor aclaramiento de la circulacién o sobre
la disminucién de la aparicidn de los TG en la circulacidn. Esto significa que los posibles
mecanismos podrian estar relacionados con: 1) el aumento de actividad de la
lipoproteina lipasa, 2) el aumento de la captacién de lipoproteinas ricas en TG
(quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad, o sus restos, 3) el cambio de
actividad de la proteina de transferencia de esteres de colesterol (CETP), 4) la
reduccidon de la absorcidn intestinal de grasas o, 5) la reduccién de la produccién
hepatica de VLDL (187).

No obstante, existe un debate cientifico no resuelto, sobre la eficacia de la ingesta de
EV para reducir estos acidos grasos en el plasma. Algunos investigadores, consideran
que los EV no tienen un efecto suficiente sobre TG en plasma, destacando otros
factores de la dieta como mads relevantes en su control(196). Este fue el caso de
McKenney et al. (197), quienes en su estudio a doble ciego, cruzado, controlado con
placebo y aleatorizado en pacientes con hipercolesterolemia, no observaron
reducciones significativas en los niveles de lipidos plasmaticos al analizar los
triglicéridos y el HDLc. Otros investigadores, si que han encontrado una disminucién
significativa. Los datos disponibles, indican que después de la suplementaciéon con
fitoesteroles a dosis de 1,5 a 2 g/dia se reducen los niveles de triglicéridos entre un 6 y
un 20% sin un efecto significativo sobre el HDLc(198). Algunos meta-analisis asi lo
corroboran, con reducciones de un 6 % con ingestas de 1,6-2,5 g de EV y del 4% en

aquellos individuos con un consumo de 2 g/dia de estanoles, ademas de una relacion
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dosis-dependiente de la concentraciéon basal de TG(199), y un 19 % con la ingesta de 4
g/dia(200). Por lo tanto, se puede estimar que una disminucién del 10% en los TG
podria reducir el riesgo de ECV un 4-5%, independientemente de los cambios en el
LDLc(201).

Como ya se ha expuesto, en nuestros ensayos, no se obtuvo una reduccidn significativa

de los TG plasmaticos.

RELACION DE LA APOA CON EL HDLc

Uno de los focos de actuacién en el manejo del riesgo cardiovascular, se esta
centrando en el aumento de las HDLc, por su nivel en la regulacidon del colesterol
plasmatico.

Recientemente, se ha establecido que las HDLc estan constituidas por una poblaciéon
heterogénea de particulas, identificAndose al menos dos principales subpoblaciones,
una que contiene apoA-l y apoA-Il, denominada LpA-l:A-ll y otra que contiene apoA-I
pero no apoA-Il, denominada LpA-1(202).

Se ha relacionado un aumento de 1 mg/dl del HDLc, con una disminucién de hasta un 3
% de infarto(203). Es por ello, que las apolipoproteinas mayoritarias que lo conforman,
adquieren un gran interés.

La apolipoproteina A-lI (Apo A-l), es la principal proteina estructural de las HDLc y esta
directamente involucrada en el transporte reverso de colesterol. En contraste, la
apolipoproteina B (Apo B), es la proteina estructural de las lipoproteinas aterogénicas
(VLDL, IDL y LDL) que transportan colesterol hacia los tejidos periféricos; cada particula
de estas lipoproteinas contiene una molécula de Apo B, por lo que el nivel en sangre
de esta apolipoproteina se corresponde con el nimero total de particulas aterogénicas
del plasma(204).

La ApoA-I se ha vinculado estrechamente a la cantidad de HDLc(205), como hemos
observado en nuestros resultados, con una correlacion entre ambos parametros que
también han observado otros autores(206). A pesar de que aun no estd claro el
mecanismo, parece aceptado que ni el ejercicio ni los esteroles vegetales interfieren
directamente en las ApoA-I(207). Es por ello que algunos autores, han sugerido que no

todas las HDLc participan en la funcion del transporte reverso del colesterol, pudiendo
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conformarse con proporciones diferentes en las ApoA-I, ApoA-Il y ApoB(208). En esta
linea, se estudia si un aumento de la Apo B vy el ratio Apo B/Apo A-l, ademas de una
disminucion de la Apo A-l son importantes predictores de ECV, demostrando ser aun
mas relevante que la concentracion de lipidos en si(209). La ApoB si parece
modificarse con la ingesta de esteroles, reduciendo el ratio ApoB/ApoA-1(210,211).
Estas variaciones podrian deberse a SNPs de los genes de las ApoA-1 y ApoB(212), pues
el estudio de la secuencia genética de la ApoA ha arrojado algo de luz(213). De esta
forma, se han agrupado directamente algunas mutaciones con la predisposicion a
distintas ECV. Obsevdndose una respuesta en el metabolismo de los lipidos diferente,
segun el patrén dietético(214), o estudiando el efecto de los componentes de algunos
extractos de alimentos, en la modulacién a la alza de la ApoA-I(215).

Un aspecto importante a destacar, es el hallazgo de niveles significativamente
menores de lipoparticulas LpA-l, acompafiado de mayores niveles de lipoparticulas
LpA-l:A-ll, en los pacientes coronarios respecto a los sujetos controles, atn cuando la
concentracion de apoA-I total fuera casi la misma en los dos grupos. Este nivel menor
de particulas LpA-l, se correlaciond inversamente con el porcentaje de estenosis; en
cambio, las particulas LpA-l:A-Il mostraron una correlacién positiva con el grado de
estenosis(202). Estos resultados, concuerdan en parte con lo reportado por otros
autores(216), quienes encontraron menores concentraciones de LpA-l, pero iguales
concentraciones de LpA-I:A-ll en pacientes con enfermedad coronaria, en relaciéon a un
grupo control. En otro estudio, realizado con un grupo de pacientes previo a bypass
coronario, se demostré que tanto las concentraciones de LpA-I como de LpA-l:A-ll
fueron mas bajas en los pacientes que en los sujetos controles(217). Trabajos mas
recientes, comparan las concentraciones de LpA-l en tres regiones distintas con
diferentes tasas de mortalidad por infarto al miocardio, demostrando que la
concentracion de LpA-I fue menor en aquella poblacidn con mas alta mortalidad por
infarto(218). En el estudio de Calvo et al. (202), se demostré que la concentracion del
HDLc no seria un buen indicador de riesgo de patologia cardiovascular, en cambio, las
subpoblaciones de HDL, LpA-I y LpAl:A-Il demostraron ser Utiles para la evaluacion del
riesgo relativo. Es asi como, sujetos con concentraciones de LpA-l por debajo de los
niveles de corte presentan un incremento de 2,5 veces en el riesgo relativo de

presentar patologia coronaria. En sujetos con concentraciones de LpA-I:A-1l sobre los
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niveles de corte, el riesgo es 3 veces superior. Todos estos antecedentes, demuestran
la existencia de una alteraciéon en los niveles de particulas LpA-1y LpA-I:A-1l asociados a
enfermedad coronaria, y sugieren fuertemente que la determinacién de estas
particulas seria una prueba mas eficiente que el HDLc para la deteccion de individuos
con riesgo de desarrollar esta enfermedad.

Diferentes investigaciones, han encontrado una gran correlacion entre los niveles de
los lipidos plasmaticos y las concentraciones de Apo B y Apo A-1(219-220). Tales
evidencias coinciden en una disminucion significativa a Apo A-l1 y aumento de la Apo B
y rApo B/Apo A-l entre los individuos con hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia o
HDLc baja, resultados que se esperaban, dado que la Apo B constituye un resumen de
todas las particulas aterogénicas Apo B dependientes mientras que la Apo A-I refleja la
via ateroprotectora del metabolismo lipidico al participar activamente en Ia
depuracion del colesterol de los tejidos (204).

La reduccién de la rHDLc/Apo A-l, se interpreta como un descenso de la eficiencia del
transporte reverso del colesterol (TRC) desde los tejidos extrahepaticos, lo cual se
refleja en la circulacién con particulas de HDL pobres en colesterol esterificado(221).
La rHDLc/Apo A-I disminuye significativamente en los individuos mayores de 56 afios
de edad, dada la disminucién de la capacidad de las HDL de los individuos mayores
para promover dicho transporte. De igual manera, los participantes con
hipertrigliceridemia, muestran una rHDLc/Apo A-l promedio significativamente mas
baja que aquellos normotrigliceridémicos. El aumento de los triglicéridos se acompana
de una disminucidn del tamafio de las particulas de HDL, por fallas en la maduracién de
esta lipoproteina y con ello de la eficacia del TRC(222).

Al secuenciar las conocidas mutaciones naturales en el modelo monomérico de
longitud completa de |la apoA-l, da una idea del desarrollo de la aterosclerosis a través
de la alteracidn del haz de hélices N-terminal o de la supresién del dominio C-terminal
de unién a lipidos. El andlisis de secuencias de la apoA-l, sugiere que la alpha-hélice
anfipatica es el disefio estructural de la apolipoproteina intercambiable. La estructuray
funcién del dominio de apoA-I libre de lipidos son los siguientes: el dominio N-terminal
[1-184] forma un haz de hélice, mientras que el dominio C-terminal [185-243] carece
en su mayoria de estructura definida y es responsable de iniciar la unidn, agregacién

de lipidos y también esta implicado en el eflujo de colesterol. Los primeros 43 residuos
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de apoA-l son esenciales para estabilizar la estructura libre de lipidos. Ademas, la
estructura cristalina del dominio C-terminal truncado de la apoA-l, sugiere un
mecanismo monodmero-dimero mediado a través de la reorganizacién y dimerizacién
de la hélice-5 durante la formacion de HDLc(223).

Algunos autores, han estudiado el efecto dietético en estas apolipoproteinas. En
concreto, la ingesta de pan de centeno enriquecido con 2 g/dia de esteroles vegetales
durante 2 semanas redujo significativamente el Ct y LDLc en suero, la apoB/apoAl y
los ratios de Ct/HDLc un 5,1%, 8,1%, 8,3% y 7,2%, respectivamente, de los sujetos en
el estudio de Soderholm et al. (224)

Con relacion a los niveles de LPA, un uUnico estudio enfocado en valorar los cambios en
las concentraciones LPA antes y después de la suplementacion con fitoesteroles,

sugiere que los fitoesteroles no influyen en las concentraciones de esta particula(225).
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7.CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

La ingesta de 2,24 g de EV suministrados en leche de forma diaria durante 3
semanas, ayudan en el control y manejo de la hipoercolesterolemia
disminuyendo el colesterol sanguineo LDLc. La diferencia entre los marcadores
basales y finales fueron de 23,7+23,04 mg/dl, 21,7+22,84 mg/dl, y 23,9+22,43
para el CT, el LDL-c, y el colesterol no HDL, respectivamente. Esto supuso una
reduccion en porcentaje del 9,73%, 12,5%, y 13,2% para el CT, LDL-c, y
Colesterol no HDL (p<0,001). Sin sufrir cambios considerables en las fracciones
de HDL-c, 1,4+10,07 mg/dl para los consumidores en la fase de la leche con
esteroles (1,9%,), diferencia entre basal y final. Aunque si se encontraron, entre
el tratamiento con esteroles y placebo, ya que en el tratamiento del placebo, se
incrementd levemente (3,4mg/dl) el HDLc, suponiendo una diferencia entre

placebo y esteroles significativa de p=0,02.

En cuanto a los triglicéridos, las diferencias observadas entre la ingesta de leche
con esteroles frente al placebo, no fueron significativas (p=0,547), aunque si se
observé una modesta reduccion de los TG de 6,8454,07 mg/dI, un 3,15%, entre

el basal y el final.

Se pudo comprobar una relaciéon importante entre el HDLc y ApoAl. Lo cual
sucedio tanto en la medida basal como en la final del tratamiento con esteroels
vegetales, correlacién de Person = 0,846 y 0,903, respectivamente.
Observandose una alta dependencia en la regresién lineal (R* = 0,715 y 0,816,
respectivamente). Surgiriendo a la ApoAl como un buen indicador para

mejorar el HDLc y con él, una posible modulacion del riesgo cardiovascular.
En base a los resultados, se puede afirmar que una dosis diaria de 2,24 g de

esteroles vegetales suministrados en leche, pueden representar una estrategia

terapéutica, no farmacoldgica, de control y manejo de la hipercolesterolemia.
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8.LIMITACIONES
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LIMITACIONES

Los ensayos clinicos se disefiaron a medida para evitar la mayor parte de sesgos
posibles, pero se deben tener en cuenta las siguientes limitaciones que pudiesen
perturbar los resultados, como ocurre en otros estudios:

- No hubo un periodo de adaptacién a la dieta, ni una dieta homogénea para
evitar sesgos, aunque se tuvieron en cuenta los alimentos ingeridos como se
describié en la metododologia, no se pudo estandarizar a toda la muestra por
igual. Ademads, de existir sujetos con un colesterol basal con un rango amplio.

- Las bioimpedancias usadas fueron 2 diferentes, y a pesar de cumplir con las
recomendaciones que cada fabricante establece, especialmente al realizar la
medicion en ayunas, y la primera hora de la mafiana para los analisis de sangre,
eran las mds propias. Estos equipos miden agua corporal, extrapolando
después las proporciones de otros compartimentos, por lo que una variacién en
la hidratacion, puede indicar resultados diferentes de grasas y musculo.

- El periodo de lavado pudo ser insuficiente en los sujetos que emepzaron el
tratamiento por la leche con esteroles de forma aleatoria, a pesar de haber
replicado otros protocolos y la bibliografia al respecto, que indicaba que no
deberiamos haber tenido ese efecto de arrastre. Ademds, no todos los sujetos
hicieron exactamente 2 semanas, sind 2 semanas minimo, pero algunos
tiuvieron un periodo de descanso superior, segun disponibildiad de las
siguientes citas. Aun asi, se tomarén muestras al inicio y al final de cada
periodo de tratamiento, midiendo la efectividad segun la diferencia entre

ambos (basal-final).
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ANEXOS

ANEXO 1. CONFIRMACION APROBACION POR EL CEIC ENSAYOS 1Y 2

Informe Dictamen Protocolo Favorable
-‘ . . . EECC con Medicamento — Unicéntrico/Local
‘f Hospital Clinico San Carlos - CP.-NE. -- - C1. 12233

13 de junio de 2012

CEIC Hospital Clinico San Carlos

Dra. Mar Garcia Arenillas
Secretaria del CEIC Hospital Clinico San Carlos

CERTIFICA

1°, Que el CEIC Hospital Clinico San Carlos en su reunion correspondiente al acta 6.1/12 ha evaluado la propuesta
del investigador referida al estudio:

Titulo: "Uso de leches enriquecidas con fitoesteroles como estrategia de reduccion de factores de
riesgo de enfermedad cardiovascular en poblacion joven adulta”

Cddigo Interno: 12/233
Promotor: Catedra Extraordinaria UCM-CLAS de Investigacion y Formacidn en Nutricion y Educacion para la Salud.
Investigador: Dr. Luis Rodolfo Collado Yurrita

29, Considera que:

- El ensayo se plantea siguiendo los requisitos del Real Decreto 223/2004, de 6 de febrero y las normas que lo
desarrollan, y su realizacién es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacion prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion en €l ensayo.

- El alcance de las compensaciones econémicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- La capacidad del investigador y sus colaboradores, y las instalaciones y medios disponibles, tal y como ha sido
informado, son apropiados para llevar a cabo el estudio.

3%, Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE.

40, Este CEIC acepta que dicho ensayo sea realizado en:

CEIC Hospital Clinico San Carlos Dr. Luis Rodolfo Collado Yurrita
Departamento de Nutricién y Educacién para la Salud. Facultad de
Medicina. Universidad Complutense de Madrid

Lo que firmo en Madrid, a 13 de junio de 2012

Comité Etica de

0stgaci

—
™ o Hospital-CHic
Saa Carlos
d
5%

Dra. Mar Garcia Arenillas
Secretaria del CEIC Hospital Clinico San Carlos

Hospital Clinico San Carl

Doctor Martin Lagos, s/n. Madrid 28

Madrid Espafa

Tel. 91 330 34 13 Fax. 91 330 32 99 Correo electrénico ceic.hcsc@salud.madrid.org
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m Comunidad de Madrid

‘P Fuerta de Hie

SaludMadrid

| ) o ROCip LAYUNTA, SECRETARIA DEL COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO PUERTA DE
HIERRO MAJADAHONDA DE MADRID

CERTIFICA
Que dicho Comité ha evaluado el proyecto de investigacion titulado:

“ESTUDIO SOBRE EL CONSUMO DE LECHES ENRIQUECIDAS CON
FITOESTEROLES Y LA REDUCCION DE FACTORES DE RIESGO DE
ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR EN POBLACION JOVEN ADULTA.”

del que es Investigador Principal el Dr. Javier Andrés Blumenfeld Olivares,
Servicio de Pediatria. Hospital El Escorial, considerando que su planteamiento
global es aceptable desde el punto de vista metodolégico y ético. Actan® 301.

En Majadahonda, a 24 de julio de 2014

-
‘ 1 Hospital Universitaiic
Puertsjoe Mierro
/) [Mzj2 ondza
Comité co(iie_ Investigacién
nica

Fdo.: D*. Rocio Layunta

Secretaria del CEIC
ZONA NOROESTE Red
C/ Joaquin Rodrigo, 2 —"
28222 Majadahonda / Madrid k“ = H

Hospitales sin Hum
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ANEXO 2: HOJA INFORMACION AL PACIENTE (HIP)

Catedra Extraordinaria UCM - CLAS
de formacion e inuestigacion en
nutricion y educacion para la salud

TITULO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION: “Uso de leches enriquecidas con Fitoesteroles
como estrategia de reduccion de factores de riesgo de enfermedad cardiovascular en
poblacion joven-adulta”

Introduccién.

El uso de esteroles vegetales se ha evidenciado cientificamente como componentes que
modaulan el colesterol, disminuyendo el riesgo de enfermedad cardiovascular.

éCual es el objetivo de este estudio?

El objetivo principal es determinar mediante el analisis de resultados del estudio el uso de una
leche enriquecida en fitoesteroles para la disminucién de marcadores de ECV (colesterol y
triglicéridos) en poblacién joven adulta.

¢Quién puede participar en el estudio?

La participacidn, va destinada a todos aquellos voluntarios, hombres o mujeres de edad
comprendida entre 18 y 45 afios. Los voluntarios se clasificardan en funcion de sus habitos de
consumo de leche del estudio, en dos posibles grupos.

¢En qué consistira participar en el estudio?

El estudio consiste en hacer una evaluacidn de la variacidon en el perfil lipidico y riesgo
cardiovascular, tras la ingesta durante un tiempo controlado de leche enriquecida en esteroles
vegetales.

éCuales son los riesgos potenciales de su participacion en este estudio?

La participacidn en el estudio no entrafia riesgo alguno.

éCuales son los beneficios de su participacion?

El estudio, podra proporcionar evidencias de los posibles efectos beneficiosos para la salud del
consumo de leches enriquecidas con esteroles vegetales. A nivel particular, los voluntarios
que lo deseen, obtendran como beneficio un informe con el resultado de los andlisis que se
les realicen y de los resultados del estudio.

éSe mantendra la confidencialidad de su participacion en este estudio?

En todo momento se mantendra la confidencialidad de sus datos y siempre respetando la ley

de proteccién de datos vigente en Espafia (Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre). Los
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resultados del estudio podran ser publicados, pero no se hard referencia a su nombre ni

tampoco se le identificard y los datos referenciados no permitirdn remontar hasta Ud.

éQuién ha revisado el estudio?

El estudio ha sido revisado por representantes del Hospital Universitario Clinico San Carlos.
Contacto para informacion adicional

Si tiene cualquier problema, dudas o cualquier pregunta acerca de este estudio, debe
contactar con:

Dr. Luis Collado Yrrutia 6 Ismael San Mauro Martin

Catedra UCM-CLAS.

Plaza Ramoén y Cajal, s/n. 28040. Madrid

TF: 913941263 (Luis); 617765976 (Ismael).

e-mail: Icollado@med.ucm.es ; ismael.sanmauro@pdi.ucm.es
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ANEXO 3. HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO:

Consentimiento informado para participar en un estudio de investigaciéon médica

Titulo del estudio: “Uso de Leches enriquecidas con Fitoesteroles como estrategia de reducciéon de
Factores de Riesgo de enfermedad cardiovascular en poblacién joven-adulta”

Investigador

Sede donde se realizara el estudio: Madrid

Nombre del paciente:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion cientifica. Antes de
decidir si participa o no, debe conocer y comprender todas las caracteristicas del mismo. Este proceso se
conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre cualquier
aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira que firme

esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia firmada y fechada.

ACLARACIONES

— Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

— No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacion.

— Sidecide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, -aun cuando el
investigador responsable no se lo solicite, pudiendo informar o no, las razones de su decisidn, la
cual sera respetada en su integridad.

— No tendrd que hacer gasto alguno ni recibira retribucién econdmica por su participacion.

— En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacidn actualizada sobre el mismo, al
investigador responsable.

— Lainformacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada paciente, serd
mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

— Los objetivos del mismo son: la valoracién del consumo de una leche comercializada y disponible en
el mercado espafol, enriquecida con fitoesteroles como mecanismo para la reduccién de factores
de riesgo de enfermedad cardiovascular en poblacion joven adulta. Y tendrd una duracion de 6
semanas con un periodo de lavado (interrupcion), de un mes.

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, , con DNI he leido y comprendido Ia

informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y
entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos.
Convengo en participar en este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta

forma de consentimiento.

Firma del participante o Representante legal Fecha

A COMPLETAR POR EL INVESTIGADOR RESPONSABLE:
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He explicado al Sr(a).- la naturaleza y los propésitos de la

investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacién. He
contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que
he leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacién con seres humanos y me
apego a ella. Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedid a firmar el presente

documento.

Firma del investigador/colaborador Fecha

CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del protocolo: “Uso de Leches enriquecidas con Fitoesteroles como estrategia de
reduccion de Factores de Riesgo de enfermedad cardiovascular en poblacién joven adulta”
Equipo

Investigador

Sede donde se realizara el estudio: Madrid

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de este protocolo de investigacion
por las siguientes razones: (Este apartado es opcional y puede dejarse en blanco si asi lo desea

el paciente)

Si el paciente asi lo desea, podra solicitar que le sea entregada toda la informacién que se

haya recabado sobre él, con motivo de su participacion en el presente estudio.

Firma del participante Fecha
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ANEXO 4. HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

Caddigo del participante: /2014 Sexo: V |:| M Decha de nacimiento: / /

ENFERMEDADES Y SITUACION DE SALUD

éPadece o ha padecido alguna enfermedad en el Gltimo afio?

PATOLOGIA ¢La ha padecido

en el ultimo afio?

¢Esta tomando medicacidn

por este problema?

éPadece alguna otra enfermedad crénica? indique cual:

éConsume algin medicamento ademads de los anteriores?

En el momento actual, ¢sigue usted alguna dieta o régimen especial? __Si

En Caso afirmativo indique cual

__No

éCual es su habito intestinal? _1 vez cada 3-4 dias __1 vez cada 2 dias __1-2 vez al dia __> 2 veces al dia

éCual de las siguientes formas describe mejor su consumo de tabaco?

_Fumo diariamente _Fumo pero no diariamente _No fumo, pero he fumado _Nunca he fumado

El dia que fuma, ¢ Cuantos cigarrillos consume por término medio ese dia?

Cigarrillos/dia de diario Cigarrillos/dia de fin de semana

éDurante cuanto tiempo ha fumado? ____ Afios ¢A qué edad comenzé a fumar?___ Afios

éCuanto tiempo (afnos) hace que no fuma?

ANTROPOMETRIA: Talla:__m. Peso:___Kg. Grasa total:

INFORMACION DIETETICA:

, Grasa V.:___; Mdusculo:__, G metabdlico:__

Alimento

Ingesta a la semana/diay

cantidad que toma

Frutas

Verduras (ensalada y cocinada)

Cereales integrales: pan, pasta, arroz, cereales de desayuno

Legumbres

Pescado azul

Frutos secos

Embutidos (Tipo )

Dulces, pasteleria y bolleria industrial (tipo

Queso [ |Curado [ ] Semicurado

Postres lacteos no yogur (natillas, pettit suis, flanes, mouses...)

Aperitivos (patatas fritas, snacks, etc.)
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Comida Répida

Suplemento 1:

Suplemento 2:

Consumo de alimentos que pueden interferir en los niveles de colesterol por el contenido en fibra,

grasas PUFAS o MUFAS, o con alto contenido en grasas saturadas, colesterol y trans.

éCuantas comidas realiza a lo largo del dia?

RECUERDO DE 24 HORAS CODIGO: /2014 FECHA /
ALIMENTOS Y SUPLEMENTOS CONSUMIDOS
LUNES  MARTES  MIERCOLES JUEVES VIERNES SABADO DOMINGO

DESAYUNO ALIMENTOS (ingredientes del ment)

Cantidad (g) o tamaiio

Hora de inicio:

Hora de finalizacion:

Lugar:

MEDIA MANANA

Hora de inicio:

Hora de finalizacién:

COMIDA

Hora de inicio:

Hora de finalizacion:

Lugar

MERIENDA ALIMENTOS Y SUPLEMENTOS

(ingredientes del menti)

Cantidad (g) o tamafio

de las porciones

Hora de inicio:

Hora de finalizacién:

Lugar:

Menu:

CENA

Hora de inicio:

Hora de finalizacidn:

Lugar

Este dia ha sido diferente a un dia habitual en suvida: Si 0 No O
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ANEXO 5. CONTROL DE CONSUMO DE LA LECHE DURANTE EL ESTUDIO.

Hoja de recogida de consumo de leche. (Marcar el recuadro con una “X” AL TOMARLO)

PRIMER PERIODO SEMANAS 1-3*

DIAS VASO LECHE 1

VASO LECHE 2

=

|'S 1o 16| IN| 1] 10| I™N] W[ IN

|H
~

|I~A
N

I

|I~A
£y

G

1| & K| I
| 1| IN| &

IS

N
LY

NOTA: INDICAR LA RAZON POR LA QUE NO LO TOMO, EN SU CASO

*Se entregaron hojas de control para el periodo 1y el periodo dos.
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ANEXO 6. Copyright de las editoriales de las revistas donde fueron publicados los articulos

—_—

gq ulamédica :

GRUPO AULA MEDICA, S. L.
Empresa editora de la revista

NUTRICION HOSPITALARIA
Factor de impacto: 1,040 JCR

Organo oficial de la Sociedad Espafiola de Nutricion Enteral y Parenteral
) Organo oficial de la Sociedad Espariola de Nutricion
Organo oficial de la Federacion Latino Americana de Nutricion Enteral y
Parenteral
Organo oficial de la Federacion Espariola de Sociedades de Nutricién,
Alimentacion y Dietética

CERTIFICA que el articulo 7564

Manejo del riesgo de enfermedad cardiovascular con
leche enriquecida en esteroles en poblacion joven
adulta; ensayo clinico controlado aleatorizado y
cruzado

AUTORES:

Ismael San Mauro Martin', Luis Collado Yurrita', Maria
José Ciudad Cabafas' , Maria Angeles Cuadrado Cenzual?,
Marta Hernandez Cabria* y Maria Elisa Calle Purén:

! Departamento de Medicina (Universidad Complutense de Madrid). 2 Unidad de Andlisis
clinicos. Hospital Universitario Clinico San Carlos de Madrid. 3 Departamento de Medicina
Preventiva y Salud Publica (Universidad Complutense de Madrid. * Departamento de Nutricion
(Corporacion Alimentaria Pefiasanta S.A). Espana.

Ha sido aceptado y publicado en

Nutr Hosp v30 n4

Nutr Hosp. ISSN 0212-1611 « CODEN NUHOEQ S.V.R. 318
Depésito Legal: M-34.850-1982

Para que asi conste, expido el certificado en Madrid a 21 de marzo de 2016

I g ~

Fdo: José Antonio Ruiz — Director
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GRUPO AULA MEDICA, S. L.
Empresa editora de la revista

NUTRICION HOSPITALARIA

Factor de impacto: 1,040 JCR

Organo oficial de la Sociedad Espaiiola de Nutricion Enteral y Parenteral
Organo oficial de la Sociedad Espaiiola de Nutricion
Organo oficial de la Federacion Latino Americana de Nutricién Enteral y
Parenteral
Organo oficial de la Federacién Espafiola de Sociedades de Nutricion,
Alimentacion y Dietética

CERTIFICA que el articulo 8147

Role of ApoA1 on High-Density Lipoprotein: an
intervention with plant sterols in patients with
hypercholesterolemia

AUTORES:

Ismael San Mauro Martin'?, Luis Collado Yurrita' , Maria Angeles
Cuadrado Cenzual® , Maria José Ciudad Cabarias' and Paula
Mendive Dubourdieu®

" Medicine Department, Complutense’s University of Madrid.
2 Clinical Analysis Unit, Hospital Universitario Clinico San Carlos de Madrid.
® Research Centers in Nutrition and Health (CINUSA Group). Spain.

Ha sido aceptado y publicado en

Nutr Hosp v31 n1

Nutr Hosp. ISSN 0212-1611 « CODEN NUHOEQ S.V.R. 318
Depésito Legal: M-34.850-1982

Para que asi conste, expido el certificado en Madrid a 21 de marzo de 2016

;;[—f T rrreedd
A e N—
Fdo: José Antonio Ruiz — Director

159



Nutricion
Hospitalaria

ARAN Ediciones, S. L. certifica que Ismael San Mauro-Martin, Luis
Collado-Yurrita, Javier Andrés Blumenfeld-Olivares, Maria Angeles Cuadrado-
Cenzual, Maria Elisa Calle-Purén, Marta Herndndez-Cabria, Elena Garicano-
Vilar, Eva Pérez-Arruche, Esperanza Arce-Delgado y Maria José Ciudad-
Cabafias son autores del articulo “Efecto de esteroles vegetales en Ia
reduccion del colesterol plasmdtico: ensayo clinico, controlado,
aleatorizado, cruzado, doble ciego” (Ref. 9920). Este articulo ha sido
aceptado con fecha 27 de octubre de 2015 y esta a la espera de publicacién

en la revista Nutricién Hospitalaria.

Y para que asi conste donde proceda, se firma el presente en

Madrid, a 18 de marzo de 2016,

Fig-28/863199

Qgsdena, 176, 28006 Madrd

Depaktamente Editorial
Nutricion Hospitalaria
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