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Introduction. Different alcohol beverages have not the same effect on triglyceridemia,
inflammation and oxidative stress but this results are controversial and scanty in some aspects.
Our objective was to examine the effect of alcohol intake in diurnal triglyceridemia in general
population in a free-living situation and its association to usCRP concentrations. Also, we
analyse the effect of different alcohol beverages after a fat enriched diet on lipid profile,
inflammatory factors and oxidative stress in healthy people in a controlled situation.

Material and methods. During 3 days, 273 volunteers measured their own cTG concentrations
on six fixed time-points daily and recorded their alcohol intake. The impact of daily alcohol
intake (none, low <10g/day; moderate 10-30 g/day; high >30g/day) on ¢cTG was analyzed and
stratified for gender. usCRP measurements were collected from 80 subjects from this cohort.
Secondly, we have performed a cross-over design in five different weeks. 16 healthy young
volunteers received the same oral fat-enriched diet (1486 kcal/m2) and 16 g/m2 of alcohol. In
each week the alcoholic beverage was different (red wine, vodka, brandy ,rum). In the control
phase, the caloric intake of alcohol was replaced with sugar and water. We measured the levels
of serum lipids, usCRP, TNF-a, sPLA,, LPO and TAC.

Results. Fasting cTG were similar between the alcohol groups in males. In females fasting cTG
were lowest in those with low and moderate alcohol intake and higher in women with high
alcohol intake (p <0.05). The mean diurnal triglyceridemia (AcTG-AUC), was lower in males with
low alcohol intake compared to males with no, moderate or high alcohol intake, when adjusted
for age, smoking and BMI (p <0.05). No significant differences were found in females. High
alcohol intake was associated to higher usCRP concentrations in females but not in males.
usCRP concentrations were associated to alcohol intake and fasting TG in females after
adjustment for age, smoking and BMI. Red wine intake was associated with decreased mean
change of concentrations of usCRP, TNFa and IL-6 induced by fat enriched diet (p<0,05)
nevertheless sPLA; concentrations were not modified significantly. After red wine intake and a
fat enriched diet, total antioxidant capacity was increased compared to control period, rum,
brandy and vodka intake (p<0,05).

Conclusions. Gender differences were found in the relation between alcohol intake and fasting
and diurnal triglyceridemia. Low alcohol intake was associated with decreased diurnal
triglyceridemia in males but not in females after adjustment for age, BMI and smoking in a free-
living situation. usCRP has been associated to alcohol intake and fasting TG in females.
Moderate red wine intake and not other alcoholic drinks decreased proinflammatory factors and
increased total antioxidant capacity in spite of a fat enriched diet intake in healthy young

volunteers.
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Introduction

Atherosclerosis is considered a chronic local micro-inflammatory process in the
subintimal space of arteries due to the deposit of oxidised LDL particles, where
inflammatory factors and oxidative stress play a role’. Dietary composition is involved
in atherogenesis, not only by modifying cholesterol levels, but also modifying the pro-
oxidant/anti-oxidant and pro-inflammatory/anti-inflammatory profile. Moderate red wine

"2 due to

intake has been related to this effect which was known as “the French Paradox
the increase in HDL cholesterol and the benefits on haemostatic factors®. In fact, since
the French paradox was reported, many studies have demonstrated that moderate
alcohol intake has a cardioprotective effect’. The association between alcohol and TG
is complex and does not always fit a simple linear association since a J-shaped
association between alcohol intake and TG has recently been described*®. This
reported J-shaped association is similar to the J-shaped association between alcohol
intake and cardiovascular risk ®'°. However, epidemiologic evidence is inconsistent on
the effects of low-to moderate alcohol consumption on TG concentrations®®'"™. In
contrast, high alcohol intake has been consistently related to elevated TG '>'°,
Increased alcohol-mediated free fatty acid oxidation in the postprandial state may
exaggerate postprandial triglyceridemia while fasting TG are within normal ranges 16,
The effect of alcohol consumption on diurnal triglyceridemia has not yet been studied
and data on the impact of alcohol on both fasting and non-fasting TG in an uncontrolled
real life situation is limited.

Moreover, the relation between alcoholic beverages intake, inflammation and
triglycerides is controversial. CRP is one of the main inflammation markers, due to its
ability of being a cardiovascular and atherosclerosis risk marker®'’. Many studies have

18-20
P

showed an association between fasting TG and CR as well as a J-shaped
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association between alcohol intake and CRP?'. However the association between
postprandial triglyceridemia and CRP depend on alcohol intake has not been studied
previously.

The association between alcohol intake and inflammation could be justified by
an ethanol-dependent effect®. In fact, light to moderate alcohol intake is associated to

lesser concentrations of inflammatory factors, as IL-6, usCRP and TNFa 2%

, although
the role of new markers of inflammation, as sPLA,, is not well known. Nevertheless,
some prospective studies have shown that the results are better for the consumption of
red wine than beer or other alcoholic drinks?®?’. Concerning the oxidative damage,
data are controversial. Intervention studies showed that moderate alcohol consumption
was linked to increase free radicals and lipoperoxidation?®?° but on the other hand
moderate alcohol consumption decreased DNA oxidation markers®* and increased
antioxidant capacity>'.

Polyphenols, which are abundant in red wine, are thought to stimulate the
prevention of atherosclerosis, and a regular moderate intake of wine has been shown
to decrease the concentration of proinflammatory®? and lipid peroxidation markers®***
and to increase antioxidant capacity®. But this effect appears only in an oxidative

environment®®

, such as the postprandial state.

It seemed the effect of different alcohol beverages on inflammation and
oxidation differed depend on the polyphenols concentrations, but data on inflammatory
and oxidative factors in one experimental study is scarce.

In a previous study from our group, moderate intake of vodka but not red wine,
together with a fat-rich diet has been shown to activate NF-kB in circulating monocytes

37
I

in healthy people in an acute model”’. If the same intake is maintained for 5 days

together with a fat-enriched usual diet, red wine -but not vodka nor brandy- decreases

15
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expression of NF-kB in circulating monocytes. To a lesser extent, rum, which has a

moderate level of polyphenols, decreases MCP-13%.

Objectives

The general objectives of this study were :

1.

To know the impact of consumption of different amounts of alcohol on daytime
triglyceridemia (measured as capillary triglyceridemia) in an uncontrolled
situation in the general population.

To establish if there is any association between the consumption of different
amounts of alcohol and the concentration of usCRP, fasting TG
concentrations and diurnal triglyceridemia in uncontrolled situation in the
general population.

To know the effect of different polyphenols concentrated beverages in similar
dietetic conditions we compare the effect of different alcohol beverages (red
wine, rum, brandy or vodka intake) together a fat diet on inflammatory factors
(usCRP, TNF-qa, IL-6, sPLA,), lipid peroxidation (LPO), antioxidant capacity

(TAC) and its relation in healthy people after a five days period.

Material and methods

The thesis employed a designed in two stages. First of all an observational

study was designed. During 3 days, volunteers measured their own capillary

triglyceride (cTG) concentrations on six fixed time-points daily and recorded their

alcohol intake. Subjects were healthy volunteers or patients with hyperlipidemia or a

known medical history of CVD, type 2 diabetes mellitus (T2DM) participating in several

clinical studies with the same protocol, aimed to investigate factors influencing

16
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postprandial lipemia ****. Males and females were aged 18-80 years. Exclusion criteria
were the presence of renal, liver or thyroid disease. Subjects using lipid lowering drugs
were investigated after withdrawal of these drugs during 4 weeks. Clinical, biochemical
characteristics and usCRP concentrations were measured at inclusion. Self-
measurements of cTG were performed with a TG-testing device (Accutrend GCT®,
Roche Diagnostics, Germany). Dietary fat and alcohol intake on the days of cTG
measurements were recorded in a diary. The impact of daily alcohol intake (none, low
<10g/day; moderate 10-30 g/day; high >30g/day) on ¢cTG was analyzed and stratified
for gender. The study was approved by the Local Medical Ethical Committee of the
UMC Utrecht. The study protocol has been registered at Clinicaltrials.gov
NCT01786421.

Secondly, we have performed a cross-over design in five different weeks. Six-
teen healthy young volunteers received the same oral fat-enriched diet (1487 kcal/m?
with 654 kcal/m? (44%) as fat. The distribution of fat was 22% saturated, 12%
monounsaturated, and 10% polyunsaturated) in these 5 weeks, in addition to a daily
total amount of 16 g/m? of alcohol. In each week the alcoholic beverage was different
(red wine, vodka, brandy or rum). Total phenols, expressed as gallic acid equivalents,
were determined using the Folin-Ciocalteu reagent as previously described®. In the 5th
week, the caloric intake of alcohol was replaced with sugar and water (control group).
Fasting blood samples were drawn the 1*' and the 5™ day of each week of study. We
measured the levels of serum lipids, usCRP, TNF-a (tissue necrosis factor-a), sPLA;
(secretory phospholipase A2), lipid peroxidation (-LPO-), and total antioxidant capacity
(-TAC-). The study was approved by the Local Medical Ethical Committee of the HGU
Gregorio Marafion.

All statistical analyses were performed using PASW statistics version 18.0. The

17
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cTG-AUC and AcTG-AUC were calculated with PRISM version 3.0 (Graph Pad

Software, San Diego). Statistical significance was set at P<0.05 (two tailed).

Results

Observational study in general population

In the observational study, 273 subjects were included (139 males and 134
females). Compared to males, females had significantly higher apo Al and HDL-C (p
<0,001) and significantly lower fasting plasma TG, LDL-C and apo B (p<0,05). Alcohol
consumption was significantly higher in males compared to females (p<0,001).

Concerning the anthropometric variables, females with low alcohol intake had a
lower BMI compared to females without alcohol intake (p<0,05) and lower fasting
plasma TG compared to females without alcohol intake(p<0,05) or high alcohol intake
(p<0,05). Females with high alcohol intake were more frequently smokers compared to
females with less alcohol consumption (p<0,05). Males with high alcohol intake were
significantly older compared to males who did not consume alcohol (p<0,05). As in
females, males with high alcohol consumption were more frequently smokers
compared to males with lower amounts of alcohol intake (p<0,05). No differences were
found in fasting plasma TG between males with different amounts of alcohol
consumption. Dietary fat intake was similar between alcohol groups in both females
and males.

No significant differences were found in fasting cTG and cTG-AUC within the
different groups between the three individual measurement days. Females showed a
more horizontal pattern in diurnal triglyceridemia, whereas males showed a more
pronounced diurnal cTG increase. Fasting cTG were significantly different between the

alcohol groups in females (p for trend < 0.05) and this was also the case for cTG levels

18
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before lunch (p for trend < 0.001). Females with low or moderate alcohol intake tended
to have lower cTG levels compared to non-drinkers and females with high alcohol
intake in the fasting state or before lunch. In males cTG were similar between the
groups from fasting until before dinner but differed significantly between the alcohol
groups after dinner (p for trend < 0.001) and at bedtime (p for trend < 0.001). In males,
low alcohol intake was associated with decreased TG, whereas moderate and high
alcohol intake were associated with increased cTG after dinner and at bedtime.

In males and females no significant differences were found for the cTG-AUC
and AcTG-AUC between no, low, moderate and high alcohol intake in univariate
analysis. After adjustment for age, smoking and BMI, males with low alcohol intake had
a significantly lower AcTG-AUC (274.58+168.29 mg.h/dl ; n=27) compared to males
with no (628.87+159.43 mg.h/dl; n=34), moderate (575.73£159.43 mg.h/dl; n= 54) or
high alcohol intake (646.59+194.86 mg.h/dl; n=24) (adjusted p < 0.05). The absence of
significant differences in the cTG-AUC and AcTG-AUC between the different alcohol
groups in females remained after adjustment for age, smoking and BMI.

High alcohol intake was associated to higher usCRP concentrations compared
to no, low and moderate intake in females (p < 0,01) but not in males. No association
was found between usCRP and diurnal trigliceridemia in females, neither males.
usCRP concentrations were associated to alcohol intake and fasting TG in females

after adjustment for age, smoking habits and BMI.

Cross-sectional study in healthy volunteers

The adherence to protocol was completed. Anthropometric parameters and
weight were constant along the study. No differences were found in lipid profile after

intervention.

19
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The fat-enriched diet led to increased plasma usCRP when comparing basal
values with 5™ day values (0.81+0.86 and 1.22+1.26 mg/dl, respectively ;p<0.05). A
trend was observed toward increased plasma concentrations of TNF«,IL-6 and sPLA;
as a result of the diet but no significant differences were found.

The oral fat enriched diet caused an increase in plasma concentrations of lipid
peroxidation (58,29 +/- 0,88 and 48,12+/- 0,66 respectively p < 0.05 and a decrease in
plasma concentrations of total antioxidant capacity (13,84 +/- 0,18 and 17,94 +/- 0,15;
p<0,05) at5 days.

No differences were observed on usCRP when comparing baseline values and
values after intake of different alcoholic drinks at 5" day.

Red wine intake decreased plasma levels of IL-6 from 5.41+3.75 to 4.53+3.40
pg/ml, (p<0.05). Plasma concentrations of TNFx and IL-6 tended to increase but no
significant differences were achieved after rum, brandy, and vodka intake. No
statistical significance was found for any alcohol beverage on sPLA; concentrations.

TNFa, IL-6, and usCRP decreased significantly after red wine intake, compared
with an oral fat diet without ethanol beverages (28.9519.7% and 55.23+33.8%
respectively— p= 0,016; —15.40%£14.28% and 16.74+11.11% respectively p<0.05;
9.401£14.06% and 38.00+20.66% respectively, p<0.05), whereas after rum, brandy and
vodka intake there were no differences. No changes were found in circulating
concentrations of sPLA; after the fat enriched diet, neither alcoholic beverages.

The amounts of total polyphenols in the studied alcoholic beverages, expressed
as equivalents of gallic acid, were the following: 2660 mg/L red wine, 357 mg/L rum,
and 89 mg/L brandy. Vodka is the only beverage without polyphenolic compounds.

The administration of different alcohol beverages along with a fat enriched diet

did not modify the baseline concentrations of lipid peroxidation. It seemed vodka intake
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was superior to rum intake in increasing lipid peroxidation (p=0.05). A positive
correlation was found between usCRP and LPO concentrations after red wine intake
(R= 0.57; p=0.042).

Total antioxidant capacity increased after red wine intake compared to controls
and rum, vodka or brandy intake (p for trend=0.024). No differences were found
between rum, brandy and vodka. TAC showed a negative correlation with TNFa after

red wine intake (R=-0,51; p= 0.044) and with IL6 after rum intake (R= -0,57; p= 0,026).

Discussion

Since non-fasting TG independently predict the risk for cardiovascular disease
and are potentially an even better predictor than fasting TG "%, it is important to
investigate the impact of lifestyle factors like alcohol consumption on non-fasting TG in
a free living situation. Our study suggests that low alcohol intake is associated with a
decrease in diurnal triglyceridemia in males, especially after dinner and at bedtime.
Whereas low-to moderate alcohol intake was associated with lower cTG at fasting and
before lunch in females. However, overall the results suggest that alcohol does not
seem to contribute significantly to diurnal triglyceridemia in our free living study
population. Our results are in line with a recent meta-analysis and other studies on
alcohol consumption, suggesting that small-to moderate alcohol consumption does
have a slight TG lowering effect*® or no major impact on TG concentrations "',
In contrast, metabolic studies have shown that alcohol contributes to alterations in TG
metabolism contributing to increased TG. Alcohol have been shown to stimulate the
secretion of very low density lipoproteins, to reduce lipoprotein lipase activity, to
stimulate adipose tissue lipolysis resulting in elevated hepatic delivery of free fatty
acids and to impair the oxidation of fatty acids in the mitochondria'®*"*°. The literature

is consistent regarding high alcohol intake and increased TG®®. Increased
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postprandial TG after dinner after three weeks of high alcohol intake (40g of alcohol

daily) have also been described °'.

These results are comparable with our
observations, because a trend for increased cTG in males with moderate and high
alcohol intake was observed after dinner and at bedtime. A similar pattern was
observed in females with high alcohol intake, but the group was too small (N=5) to
reach statistical significance. It seems likely that alcohol consumption caused the
elevated cTG since alcohol is most often consumed around dinner **.

Possible explanations for our observed differences between males and females
may be related to the activity of alcohol-metabolizing enzymes *? and the effects of
estrogens on TG metabolism °3. However, it should be noted that only 5 women in our
study reported high alcohol consumption above 30g/day. Women usually drink less
alcohol than men * and women tend to underreport their alcohol intake compared to
men °*. This should be considered a potential information bias in our study. However,
the number of females included in the other groups was sufficient.

Concerning the association between diurnal trigliceridemia and usCRP there
was not any correlation. Marked gender differences were found, in fact usCRP was
related to fasting TG and alcohol intake in women, but no in men. These results are
similar to those obtained in a sub-analysis of the Women's Health Study where they
found that women with hypertriglyceridemia had higher CRP levels then those with
normal fasting plasma®. Therefore in our study high alcohol intake has been
associated to higher usCRP concentrations in females. In an epidemiological study
coming from the cohort who participated in the Pravastatin/ Inflammation CRP
Evaluation Study, moderate alcohol consumption was associated with lower
concentrations of CRP and lower plasma TG concentrations in both men and women,

but this study did not found any difference between high and moderate consumption
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group ¢, differences that were found in our study.

Theoretically, it is possible that a bias was introduced and that some of the
subjects altered their drinking habits during the study despite the fact that we asked all
participants to adhere to their regular diet and drinking habits. Another limitation of the
present study is the possibility of inaccuracy in the self-reported amount of alcohol

% However, all

intake, due to the fact that we used questionnaires and diaries
answered questionnaires were evaluated individually, which may have improved the
validity. Furthermore, subjects were in a free living, non-controlled situation with
different drinking habits and meals which could all affect lipoprotein metabolism
differently ***”. The majority of subjects consumed wine and beer and therefore our
results can not be extrapolated to other beverages. The impact of different beverages
on TG metabolism and usCRP concentrations remains uncertain, but there is some
evidence that red wine increases TG less **® and decreases usCRP* compared to
other type of alcoholic drinks. Moreover, it was not possible to analyse the effect of
different drinking patterns on diurnal triglyceridemia with our observational study
design.

It seems alcohol has different antiatherogenic effects depending on the plasma
oxidative status and the type of alcohol beverage®. This is the main reason to develop
the cross-sectional study. The present study suggests that a fat enriched diet, causes
a prooxidative environment, increasing lipid peroxidation and decreasing total
antioxidant capacity. In this prooxidative environment, red wine intake but not other
alcoholic beverages modifies the increase caused by the fat diet on IL-6, TNFa, usCRP
and shows a relation between usCRP and LPO concentrations. Also, the total
antioxidant capacity increases after red wine intake despite an oral fat diet, supporting

the antioxidant properties of this beverage against other with lower polyphenol
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concentration.
Previous studies have found an association between a high fat meal intake and

inflammatory markers® and postprandial plasma lipid peroxidation®®®’

. Our study
demonstrates that this effect persists after a fat enriched diet for 5 days, although no
change in lipid profile has been found, which it could be explain due to short time of
study®®.

It is not clear whether the impact of alcoholic drinks on proinflammatory factors
differs with the type of drink. Cohort studies showed an association between moderate
alcohol consumption and lower concentrations of IL-6, TNFa and a U shape distribution
of concentrations of usCRP related to alcohol intake®?*®2. In contrast a meta-analysis
did not find any association between moderate alcohol consumption and
proinflammatory factors, neither although they stratified the sample according to the
type of alcoholic beverage''. Intervention studies in healthy volunteers have shown that
those drinks with a greater concentration of polyphenols, such red wine, decrease the
levels of these factors®*®*. In our study, inflammatory factors as usCRP, IL-6 and TNFa
were significantly decreased by red wine intake in accordance with these studies. No
changes were found on sPLA, after a fat enriched meal neither after different
beverages. It could be explained by the absence of changes in lipid profile after the
intervention. In a previous study it was found a correlation between lipid concentrations
and Lp-PPA2%, which could justify it.

Concerning the oxidative stress it seems red wine phenolics plays a role in the
protection of LDL against oxidative damages in vitro®® and in vivo®’. LPO decreased
after red wine intake when it was compared to gin®. Similar results were found by Krnic

69
I

et al””, where they showed that red wine but not vodka intake decreased the

postprandial oxidative stress. However some studies done in healthy volunteers have
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shown oxidizability of lipids was not affected by red wine intake”®"

, similar findings
were seen in our results although we have found a trend to increase LPO by vodka
intake compared to brandy, which could be explained by the absence of polyphenols
in vodka and LPO showed a weak positive correlation with usCRP after red wine
intake, which prove the link between inflammation and oxidation.

Antioxidant capacity of Mediterranean diet has been widely demonstrated’.
Several studies have shown that a moderate red wine intake could be related to low

t73

cardiovascular risk despite fat rich meals, as it occurs in the French diet’”. Previous

studies have reported red wine intake is able to increase antioxidant capacity in the

74|75

postprandial state although it exists controversial data. In fact other studies did not

observe any change in a postprandial state’® neither in a chronic model”

nor an
increase in lipid oxidation’®. In a chronic model of (alcohol or red wine) consumption
Micallef et al”®, had similar results as they found that red wine intake promoted an
antioxidant effect in two weeks. Our study demonstrate fat enriched diet decreases
total antioxidant capacity. Therefore red wine intake plus a fat enriched diet compared
to other beverages, is able to increase antioxidant capacity, probably due to its high
phenolic concentrations, only after 4 days of consume and in the fasting state.

It should be noted the small population of our study limited the power of the
data. Further cohort studies should be design for it. Therefore, it is important to remind

alcohol intake has a J shape curve over cardiovascular risk and mortality. In fact, high

alcohol intake has a deleterious effect on cardiovascular diseases and mortality®.

Conclusion

Low intake of alcohol was associated with decreased diurnal triglyceridemia in

males, which was most pronounced during the evening. In contrast to males, low
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alcohol intake in females was associated with decreased TG in the fasting state and
before lunch. High alcohol intake seems to contribute to increased TG during the
evening. usCRP is associated to fasting TG and alcohol intake in females but not in
males.

Our study contributes to amplify the knowledge about the beneficial effects of
moderate red wine intake compared to other beverages, with different amounts of
polyphenols, on proinflammatory factors and antiantioxidant capacity after a
proatherogenic meal, finding a relation between the inflammatory and oxidant status

but no clear benefit is found on sPLA;, neither in decreasing lipid peroxidation.
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La enfermedad cardiovascular constituye una de las principales causas de
mortalidad en Europa. En Espafia es la primera causa de muerte asi como de estancia

| 8. Todas

hospitalaria, siendo uno de los principales motivos del gasto sanitario actua
las medidas preventivas relacionadas con los cambios de vida incluyendo patrones de
alimentacion son motivo de gran interés, no sélo ya cientifico, sino social también, por
lo que puede suponer de ahorro en episodios cardiovasculares y en gasto

farmacéutico, la adopcion de medidas que suponen simplemente cambiar o afiadir

determinados alimentos o bebidas, lo que explica el interés de esta tesis.

3.1. El proceso aterosclerético

Hoy se entiende la aterosclerosis como una enfermedad inflamatoria
crénica®. El origen se encuentra en una alteracion funcional del endotelio vascular que
permite que las lipoproteinas junto con los macrofagos y los monocitos se acumulen
en la subintima®.

Las lipoproteinas circulantes, en concreto las lipoproteinas de baja densidad
8 atraviesan el endotelio por las regiones donde exista una leve alteracion de la
funcidon endotelial, las zonas de flujo lento (flexuras y acodaduras arteriales). Esa
disfuncion endotelial facilita la entrada y depdsito de forma pasiva de las LDL en el
espacio subendotelial, que vuelven a salir después. El equilibrio entre el flujo de
entrada y de salida se ve alterado si hay exceso de LDL, si esas LDL han sido
previamente modificadas por oxidacién o por glicosilacién, o bien si el endotelio esta
alterado por situaciones patologicas. Esas LDL, bien porque ya entraron con

modificaciones o porque permanecen mas tiempo de lo fisiolégicamente posible y se

oxidan, alteran sus caracteristicas fisico-quimicas y empiezan a ser reconocidas como
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cuerpos extrafos, provocando una “reaccién a cuerpo extrafio” lo que supone
importantes cambios en la fisiologia subendotelial ®.

En condiciones normales el endotelio se encarga de la regulacion de las
relaciones entre la pared vascular y el torrente sanguineo, incluyendo entre otras
funciones la de evitar la adhesion leucocitaria®. La hipertension, la obesidad, la
hipercolesterolemia, la resistencia a la insulina, la diabetes, el tabaquismo y la ingesta
de una dieta rica en grasas constituyen un estimulo pro-inflamatorio que altera esta
funcion.®

La disfuncién endotelial implica una alteracion de las funciones que ejerce el
endotelio sobre la funcién vascular y que se caracteriza por la pérdida de su accion de
barrera selectiva para macromoléculas, un aumento a la adhesion de leucocitos, un
tono vasoconstrictor, un aumento de la proliferacién de células musculares lisas y
fibroblastos, asi como a la agregacion plaquetaria y a la formacién de trombos®’.

La disfuncion endotelial se basa en una menor disponibilidad del 6xido nitrico.
Esto puede suceder por dos mecanismos diferentes:

. la disminucion de su sintesis y/o

. el aumento en su degradacion por los aniones superoxido, dando lugar

a peroxinitritos.

Generalmente, las lesiones ateroscleréticas aparecen en la bifurcaciones
arteriales, zonas con flujo turbulento. Este flujo disminuye la sintesis del 6xido nitrico®.
El déficit de 6xido nitrico origina una mayor adhesion de los monocitos al endotelio, ya
que aumenta la expresién de selectinas E y P y de moléculas de adhesién (VCAM 1 e
ICAM 1) en la membrana de la célula endotelial®®. Los monocitos atraviesan la pared

endotelial atraidas por la expresion de moléculas quimiotacticas como la MCP-1
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(monocyte chemotactic protein type 1). Esta proteina se produce en respuesta a
lipoproteinas modificadas, encargandose de la migracion y diapédesis de los
monocitos y linfocitos T adheridos a la pared %.

La migracion subendotelial, se induce por la presencia de quimiocinas en la
intima, la MCP-1 entre otras. En los pasados 20 afios se han identificado numerosas
sustancias que inducen la quimiotaxis de los monocitos: como las LDL oxidadas o con
otras modificaciones como la glicosilacion, citoquinas como la MCP-1, la interleuquina
1 (IL-1) y el factor de necrosis de tumoral (TNF-a), el colageno degradado y las
elastinas®’. Segun estudios realizados en ratones, parece que no todos los monocitos
migran, sino que solo son seleccionados aquellos subtipos de monocitos con
capacidad pro-inflamatoria®2.

En el espacio subintimal, los monocitos se diferencian y se transforman en
macrofagos, accion favorecida por el factor estimulante de colonias de monocitos (M-
CSF) que interacciona con el receptor del monocito CCR2, TNF-a, etc.. y
posteriormente, si se mantiene el estimulo proinflamatorio, se convertiran en células
espumosas. El M-CSF y otras citoquinas estimulan la expresion de receptores para
LDL oxidadas, como el CD 36 y el SR-A (scavenger receptor A) en la superficie del
macroéfago. Esto favorece la captacion de LDL modificadas, de forma que aumenta la
concentracion de lipidos en el citoplasma de los macréfagos, dandoles la aparicion de
células espumosas®.

Los macréfagos proliferan en la intima, manteniendo y amplificando la
respuesta inflamatoria por su capacidad de sintesis de numerosos factores de
crecimiento, citoquinas e incluso enzimas capaces de destruir la matriz extracelular
como las metaloproteinasas y el factor tisular®. Dentro de las citoquinas y factores

sintetizados destacan los CD 40 y CD40 ligando, el TNF-q, la interleuquina 1beta (IL-
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18) vy la interleuquina 6 (IL-6). Estas citoquinas y la proteina C reactiva (PCR)
aumentan la expresion de la molécula de adhesién vascular (VCAM), la molécula de
adhesion intercelular (ICAM-1), y la MCP-1 en la célula endotelial, favoreciendo la
entrada de LDL y monocitos al subendotelio y la produccion de aniones superoxido,
perpetuando asi la disfuncién endotelial.

Como resultado de la migracion de los monocitos, se produce una
estimulacion de fibras musculares lisas de la media y una migracion de miocitos hacia
el espacio subendotelial, donde adquieren capacidad fagocitaria de LDL modificadas y
modifican su fenotipo de contractil a secretor de proteinas de matriz extracelular,
aumentando la expresion de factores de crecimiento como el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento transformador beta (TGF B) y
el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF)¥'.

Todos estas moléculas se encuentran controladas por el factor de
transcripcién nuclear NF-KB constituyendo una de las principales sefiales
intracelulares. Las LDL oxidadas, las citocinas y la angiotensina Il estimulan su
activacion, favoreciendo la expresion de otras citoquinas, moléculas de adhesion,
moléculas quimiotacticas, metaloproteinasas y factores tromboticos®.

Todo este proceso deriva en la formacién de la placa de ateroma. Las células
espumosas acaban muriendo, liberando su contenido lipidico al espacio intersticial
subintimal, donde se va acumulando. En éste siguen llegando LDL que se modifican o
ya vienen modificadas, dando pie a nuevas estimulaciones de citoquinas, nuevas
llegadas de monocitos que van fagocitando esas LDL y transformandose en células
espumosas que se acaban rompiendo, aumentando el acumulo sobre todo de
colesterol, que no puede ser degradado, y liberando al espacio subendotelial su

contenido en enzimas hidroliticas (metaloproteasas, elastasas, colagenasas) que van
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danando la estructura subendotelial. El ciclo se va repitiendo, de modo que el espacio
subendotelial a nivel local va cargandose cada mas de colesterol y detritus celulares
que van reduciendo progresivamente la luz del vaso, dando pie a sintomas de
isquemia.

Desde el punto de vista funcional, y con una base morfolégica, se han
diferenciado clasicamente dos tipos de placa, la estable y la inestable, dependiendo de
la composicion de la misma y no del grado de estenosis del vaso. La estable (Figura
1A) esta formada por un nucleo lipidico de tamafio variable, generalmente pequefio,
pero con una cubierta fibromuscular, formada por células musculares lisas, y matriz
extracelular. Este tipo de placa no suele dar sintomas pues su lenta evolucion permite

el desarrollo de colaterales.

Figura 1A. Placa estable. Adaptado de Ross et al. N Engl J Med 1999;340:115-126.
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La inestable o “vulnerable” (Figura 1B), sin embargo, presenta un nucleo
lipidico blando, con gran cantidad de factores proinflamatorios y con una delgada capa
fibromuscular, lo que favorece que la placa presente fisuras o incluso se rompa,
facilitando la brusca formacion de un trombo sobre dicha fisura o rotura que puede
ocluir la luz vascular sin que haya habido tiempo para el desarrollo de colaterales. Se
considera placa vulnerable aquella con un grosor de capa fibrosa inferior a 65 micras,
con un core lipidico mayor del 40% de la placa y con un contenido del core lipidico
predominante de ésteres de colesterol. Estos son mas blandos que otros derivados del
colesterol, lo que favorece una menor estabilidad y la ruptura de la placa. Otra de las
caracteristicas de estas placas es el predominio de células espumosas, linfocitos T y

macréfagos, lo que favorece un ambiente proinflamatorio®.

Figura 1B. Placa inestable. Adaptado de Ross et al. N Engl J Med 1999;340:115-126.
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El proceso de ruptura o fisura de la placa ateromatosa ocurre porque la placa
estable “reblandece su estructura” por lisis de su urdimbre de fibras elasticas y
colagenas. Eso facilita que las fuerzas de cizallamiento y el bamboleo de la pared
provocados por los cambios de diametro en relacion con la variacion de presion
arterial rasguen la capa endotelial. La razén fisiopatolégica de ese “reblandecimiento”
es la sintesis y liberacién desmesurada de metaloproteasas por los macrofagos y
linfocitos T acumulados. Las metaloproteasas van destruyendo las fibras colagenas y
elasticas de la capa fibromuscular que cubre la placa, favoreciendo su ruptura. Las
citocinas, como el TNF-a , la IL-1 y el factor estimulante de colonicas de monocitos-
granulocitos (MG-CSF), que se encuentran en el core lipidico también juegan un papel
importante ya que se encargan de la regulacion de las metaloproteasas *'.

Se debe tener el cuenta el papel de los linfocitos T. Generalmente el subtipo
predominante son los CD4+, que reconocen antigenos presentados por el complejo de
histocompatibilidad tipo 1l. En humanos, los linfocitos T presentes suelen ser reactivos
a antigenos relacionados con la patogenia de la aterosclerosis, principalmente
relacionados con las LDL oxidadas. Las citoquinas presentes en la placa de ateroma
promueven una respuesta T helper 1, induciendo la diferenciacion a células T helper
efectoras.”” Estas células amplifican la inflamacién local, produciendo IFN-gamma vy
CD40 ligando (CD 40L).*® EI CD-40L que se encuentra en los linfocitos se une al CD-
40 expresado en la superficie de los macréfagos, induciendo la sintesis de
metaloproteasas y favoreciendo la progresion de la placa y su ruptura®.

Otro hecho que apoya el papel de la activacién de la inflamacién en la
aterosclerosis es el resultado de los estudios realizados in vitro donde se mide la
heterogenicidad “termogénica” de las placas estables frente a aquellas inestables

cercanas de la ruptura. En animales de experimentacion se ha observado que las
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placas inestables, presentaban una mayor termogénesis que las estables®. Esto se
ha analizado en humanos, midiéndolo mediante un catéter de termografia en las

arterias coronarias, confirmando los mismos resultados'®.

3.1.1 Papel aterogénico de las VLDL y de los triglicéridos

Los triglicéridos (TG) de la dieta se absorben a nivel de intestino delgado
junto al colesterol formandose una vez unido a la apoB48 los quilomicrones. Estos se
transfirieren a la linfa y posteriormente al torrente sanguineo donde reciben apoC y
apoE por parte de las particulas de HDL. A nivel de la pared vascular se encuentra la
lipoproteinlipasa (LPL) periférica, principalmente en tejido adiposo y muscular donde
son hidrolizados a glicerol y acidos grasos. Los remanentes de quilomicrones acuden
al higado donde son captados por receptores hepaticos B48:E para continuar su
catabolismo por la LPL hepatica. A nivel hepatico se sintetizan las particulas de VLDL
a partir de los TG sintetizados en el higado unido a la apoB100, apoC y apoE. Las
particulas de VLDL son hidrolizadas al igual que los quilomicrones por la LPL, aunque
parece que el aclaramiento no es igual en ambas, siendo los quilomicrones el sustrato
“preferido” por esta enzima'®', acudiendo los remanentes de VLDL parte al higado y
parte sintetizandose como particulas de LDL.

El aumento de la trigliceridemia postprandial se asocia a una serie de
cambios proaterogénicos como el aumento de las concentraciones de quilomicrones y
sus remanentes, aumento de las concentraciones de VLDL y remanentes a nivel
hepatico, disminucién de las HDL por un aumento de la actividad de la CETP
transfiriendo colesterol HDL a las lipoproteinas ricas en triglicéridos, una disminucién

del tamafio y una mayor densidad de las LDL favoreciendo su oxidacién y una mayor
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asociacion de la Lp(a) a las lipoproteinas ricas en triglicéridos'®. Los remanentes de
quilomicrones y de VLDL son capaces de atravesar el endotelio disfuncional'®,
acumulandose a nivel del espacio subendotelial y siendo captados por los macréfagos.
Este proceso favorece la formacion de las células espumosas, iniciando la formacion
de las estrias grasas.

Ademas actualmente existen estudios que plantean la existencia de nuevas
vias de interaccion de las lipoproteinas con las células sanguineas (leucocitos y
eritrocitos). De hecho se postula que la interaccion lipoproteina-célula puede estar
implicada en el proceso aterosclerético induciendo cambios proinflamatorios en el caso
de los leucocitos y antiinflamatorios a través de los eritrocitos mediante un sistema de
transporte ligado al receptor de complemento 1 (CR1) por el que se unirian
lipoproteinas que contengan ApoB. Las lipoproteinas ricas en triglicéridos median la
activacion de los leucocitos aumentando la produccién de citoquinas y originando por
tanto en un dafio endotelial agudo, mientras que los eritrocitos podrian constituir un

sistema de extraccion de particulas proinflamatorias'®.
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3.2. Marcadores de inflamacién y aterosclerosis

Numerosas evidencias a nivel epidemiologico establecen una asociacion
directa entre las elevaciones plasmaticas de marcadores inflamatorios como la PCR, la
IL-6 y el TNF-a, con un mayor riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular %%,
pues posiblemente el aumento local de mediadores de la inflamacion en distintos
puntos arteriales facilita el paso de estas sustancias a la sangre, reflejandose en un
incremento sérico de estos marcadores.

Al ser la aterosclerosis un proceso inflamatorio crénico, los factores pro-
inflamatorios podrian constituir un marcador de riesgo por si mismos,

independientemente de los niveles de colesterol y de los reguladores de la presion

arterial.®®

3.2.1. La proteina C reactiva (PCR)

La PCR es una proteina pentamérica sintetizada en el higado en su mayor
parte aunque se han sugerido otras localizaciones de sintesis y secrecion a nivel local,
como a nivel de la placa de ateroma'®. Su accién es activar el complemento vy
contrarrestar las infecciones, siendo el principal estimulo para su sintesis la IL-1y la
IL-6 e indirectamente el TNF-a'%.

Si se analiza su papel dentro de la patogenia de la aterosclerosis, en aquellos
estados donde hay una mayor produccion de IL-6 a partir de los adipocitos, como en el
sindrome metabolico®, la resistencia a la insulina, la obesidad abdominal'® e incluso la
diabetes mellitus' se asocian con un aumento en las concentraciones de PCR. Este

incremento puede ser secundario al aumento de las concentraciones de IL-6.
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La PCR tiene la capacidad de unirse a los lipidos y a las lipoproteinas
plasmaticas LDL y VLDL de forma selectiva''’. Se cree que se une particularmente a
las LDL oxidadas, aquellas con mayor potencial aterogénico, favoreciendo
posteriormente la activacion del complemento’".

En estudios realizados in vitro a partir de extractos de arteria procedente de
endarterectomias o by-pass cardiaco se observa que expresan ampliamente ARN
mensajero para PCR, relacionandose con las concentraciones de PCR plasmaticas y
confirmando la colaboracion de la placa de ateroma en el aumento de los niveles de
PCR en plasma''? Al afadir PCR a un cultivo celular en presencia de LDL se
favorece la formacion de células espumosas'”® aunque se desconoce si se debe a un
efecto directo de la PCR sobre el macréfago o bien si actuan sobre la LDL
favoreciendo la opsonizacion.

En estudios realizados en modelos animales se observa que la PCR junto con
la Lp-PLA2 (fosfolipasa tipo 2 asociada a las lipoproteinas) pueden predecir la
inestabilidad de la placa de ateroma''*. Sin embargo, en un estudio realizado con
ratones knockout incapaces de producir PCR, no se observa un menor desarrollo
aterosclerotico™".

Datos procedentes de estudios prospectivos en humanos demuestran que la
PCRus puede predecir de forma independiente la aparicion de enfermedad
cardiovascular'’®. De hecho actualmente la American Heart Association considera la

17118 recomendandose

PCRus un marcador independiente de riesgo cardiovascular
su uso como marcador de riesgo principalmente en pacientes asintomaticos con riesgo
cardiovascular intermedio. Estas recomendaciones se basan en una serie de estudios

de cohortes donde se objetiva la relacion entre concentraciones elevadas de PCR y la

aparicion de un mayor riesgo o enfermedad cardiovascular.
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En el estudio MONICA (Monitoring trends and determinants in cardiovascular
disease), realizado en hombres sanos de mediana edad se observé que los niveles de
PCRus elevados constituian un factor de riesgo cardiovascular, de forma que el
aumento de 1 desviacién estandar de PCRus se asociaba con un riesgo relativo de
1,67 (95%IC 1,29-2,17) de desarrollar enfermedad cardiovascular'*®.

En otro trabajo realizado en hombres sanos se vio que aquellos con
concentraciones mas elevadas de PCRus presentaban mayor riesgo de desarrollar
infarto agudo de miocardio o accidente cerebro vascular frente a aquellos con
concentraciones bajas. En aquellos hombres con concentraciones elevadas de PCRus
a los que se les administré aspirina ° se aprecié una menor incidencia de enfermedad

cardiovascular que en los que tomaron placebo'®°

, apoyando el papel antiinflamatorio
beneficioso o antiagregante del AAS en la aterosclerosis y una situacion de mayor
micro- inflamacion y por tanto de mayor riesgo en los sujetos con PCRus mas alta.

En un estudio realizado en mujeres dentro del Women’'s Health Study se
observé que, en las de bajo y alto riesgo cardiovascular segun los parametros
clasicos, la PCRus era un factor de riesgo independiente de desarrollo de enfermedad
cardiovascular'®'. En un trabajo posterior también realizado en mujeres del mismo
estudio, pero en este caso post-menopausicas, se comprobd que afadir los valores de
PCRus a los valores de medicion tradicionales de riesgo cardiovascular, constituia un
mejor método para seleccionar personas en riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares'®.

En el caso de los pacientes diabéticos, la PCRus constituye un factor
predictor de riesgo de mortalidad cardiovascular y mortalidad por todas las causas

situacion que se observd también en los controles no diabéticos'”.

Si se analiza el papel de la PCRus en los ancianos, también se observa en
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este grupo de edad que las concentraciones elevadas constituyen un factor de riesgo
de mortalidad'®®. En otro trabajo publicado, se ve que la PCRus constituye un factor de
riesgo independiente de mortalidad, s6lo en aquellos pacientes de 75 anos, frente a
otras cohortes de 80 y 85 afios, estando no obstante asociados los niveles elevados
de PCRus con otros factores de riesgo convencionales en los tres grupos de edad "%

Dentro de los trabajos realizados en prevencién primaria se encuentra el
estudio Air Force/Texas Coronary Atherosclerosis Prevention que comparo el efecto
de lovastatina frente a placebo en hombres y mujeres sin enfermedad cardiovascular
con bajo colesterol-HDL. En el brazo de lovastatina se observé un marcado descenso
del riesgo cardiovascular en aquellos con un ratio colesterol total: colesterol-HDL por
debajo de la media y con PCRus elevada'® frente a aquellos sin tratamiento con
estatinas y con un ratio colesterol total: colesterol-HDL por debajo de la media y con
PCRus elevada. Esto plante6 que la PCRus elevada por si misma podria constituir un
factor de riesgo vascular en personas en prevencion primaria con concentraciones de
colesterol-LDL o un ratio colesterol total: colesterol HDL por debajo de la media. Por
ello se planted el desarrollar un estudio prospectivo randomizado contra placebo a
gran escala para corroborar esta hipétesis: el estudio JUPITER '%.

El estudio JUPITER hizo un seguimiento prospectivo donde se examiné el
efecto del consumo de rosuvastatina en pacientes con PCR elevada (> 2 mg/l), sin
enfermedad cardiovascular previa y con niveles normales o bajos de colesterol de baja
densidad (colesterol LDL < 130 mg/dI, colesterol LDL< 3,4 mmol/l) frente a placebo. El
objetivo primario del estudio era comparar la aparicion de un episodio cardiovascular
mayor en ambos grupos (infarto agudo de miocardio, accidente cerebro vascular
agudo no fatal, hospitalizacién por angina inestable, revascularizacién arterial o muerte

secundaria a enfermedades cardiovasculares). Las caracteristicas basales de ambos
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grupos no diferian presentando una concentracién media de PCRus de 4,2 mg/l en el
grupo de rosuvastatina y de 4,3 mg/l en el grupo de placebo, con cifras de colesterol
LDL 2,8 mmol/l (108 mg/dl) de mediana en ambos grupos. Tras un seguimiento de
media de 1,9 afos se vio una reduccidén del 44% en la aparicion de enfermedad
cardiovascular y una disminucion del 20% en la mortalidad total en los pacientes
tratados con rosuvastatina frente a placebo. Estos resultados ponen de manifiesto que
la PCRus superior a 2 mg/l puede constituir el Unico factor o marcador de riesgo
vascular y que aquellos pacientes con este Unico factor de riesgo se pueden beneficiar
de un tratamiento con estatinas para disminuir su mortalidad tanto cardiovascular
como total.

En pacientes con enfermedad coronaria aguda, la PCRus también puede
ayudar a estratificar el riesgo de apariciéon de nuevos eventos y tiene un valor
prondéstico.

En el estudio CARE se demostré que la presencia de niveles elevados de
PCRus después de un infarto agudo de miocardio (IAM) se asocia con un mayor
riesgo de enfermedad cardiovascular recurrente. Ademas, se observé que el
tratamiento con estatinas disminuye las concentraciones de PCRus en 20-30%,
disminuyendo el riesgo cardiovascular sin considerar el propio secundario al descenso
de colesterol'?. En estudios realizados en pacientes con sindrome coronario agudo se
observd, mediante un catéter de termografia, un aumento de temperatura de las
placas inestables, que guardaba relacién con mayores concentraciones de PCRus'®.
El hecho de presentar concentraciones de PCRus elevadas en el momento del ingreso
en pacientes con angina inestable, se asocia con una peor evolucién'®. No obstante,
hay una relacion mas potente entre una peor evolucidén post-angina y las

concentraciones de PCRus al alta, que en el momento del ingreso'®. Sin embargo, en
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otros dos trabajos publicados, la PCRus no era capaz de predecir la evolucion de los
pacientes en cuanto al desarrollo de enfermedad cardiovascular'®'" 3.

En aquellos pacientes donde se realiza trombolisis tras IAM, el presentar
concentraciones elevadas de PCRus se relaciona con una mayor mortalidad a los 6
meses después del IAM'®. Resultados similares se encontraron en pacientes a los
que se les realiza coronariografia, donde las concentraciones elevadas de PCRus se
relacionan con el desarrollo de nuevos episodios cardiovasculares'*.

En el caso de la prevencion secundaria, un sub-estudio del PROVE-IT evalué
los efectos de pravastatina vs atorvastatina en pacientes con antecedentes de IAM, y
revelé que las disminuciones de la PCRus se relacionaban con un menor riesgo de
presentar enfermedad coronaria recurrente en pacientes que ya habian presentado un
infarto agudo de miocardio. Aquellos pacientes que tras el tratamiento con estatinas
presentaban altas concentraciones de PCRus, pese a tener bajas concentraciones de
colesterol-LDL tenian mayor riesgo de nuevos episodios cardiovasculares'®. En otro
estudio realizado en pacientes que habian padecido un episodio de angina inestable o
con angina estable, la PCRus elevada se considera un factor de riesgo de desarrollo
de nuevos episodios de angina, siendo util, por tanto, en el manejo de la enfermedad
coronaria'*. Si nos preguntamos sobre el efecto de la PCRus sobre la progresion de
la lesion aterosclerética en pacientes con enfermedad coronaria, en el estudio

REVEAL se vio que al disminuir las concentraciones de PRCus con tratamiento

intensivo con estatinas, disminuia la progresion de la placa'™’.
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3.2.2. La interleucina-6 (IL-6)

La IL-6 es una de las principales citoquinas proinflamatorias junto con el TNF
alfa y la IL-1. Es un mediador central de la respuesta inflamatoria de fase aguda y uno
de los principales determinantes de la produccién de PCR'™. Es secretada por
monocitos y macréfagos, promoviendo la disfunciéon endotelial, la proliferacion y
migracion de células musculares lisas, reclutamiento y activacion de células
inflamatorias y la formacién de células espumosas™®. Ademas parece que las
especies reactivas de oxigeno lipidicas y la angiotensina Il juegan un papel en la
regulacion de la expresion de IL-6".

En un estudio realizado in vitro, se demostré6 que los extractos de placa
ateromatosa humana aumentaban la expresion de ARN mensajero de factores
proinflamatorios como la IL-6, entre otras citoquinas, en los macrofagos.™' Esto
demuestra el papel pro-inflamatorio de la placa y la vinculacién de los factores
proinflamatorios con la activacién y perpetuacion del proceso aterosclerético. No
obstante, actualmente se plantea si la IL-6 puede jugar un papel protector de la
acumulacion de colesterol en los macréfagos. Los macréfagos con gran carga lipidica
presentan una gran expresion de IL-6. Esta mayor expresion de IL-6 origina una mayor
expresion de ABCA1 (ATP binding cassette A1), transportador encargado de mantener
la homeostasis del macréfago y por tanto del acumulo lipidico en su interior mediante
la capacidad de eliminar colesterol libre hacia la apoA1. En un estudio reciente se
observé que los macréfagos tratados con IL-6 aumentaban su capacidad de fagocitar
células apoptéticas, aumentaban la sintesis de citoquinas antiinflamatorias como la IL-
4 o la IL-10, minimizando el fenotipo inflamatorio de los macréfagos, y favorecian la

eliminacion de colesterol libre mediante la ABCA1'%2,
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En estudios experimentales realizados en ratones modificados
genéticamente, susceptibles a la aterosclerosis, que son alimentados con una dieta
rica en grasas aumentaban las lesiones ateroscleréticas al tratarlos con IL-6"*. Esto
es apoyado por otros trabajos experimentales con ratones donde observan una
asociacion causal entre la IL-6 y el TNFa y el desarrollo de la aterosclerosis'**'*°. Sin
embargo, en ratones IL6/ApoE doble KO mantenidos durante un afio con una dieta
proaterogénica, rica en grasas, se observaba un factor ateroprotector de la IL-6. Por
eso parece que la IL-6 puede jugar diferentes papeles dentro del proceso
aterosclerdtico, una veces de proteccion, otras de dafio'®.

La asociacion existente en estudios epidemiolégicos entre la IL-6 y el TNFa y
el aumento del riesgo cardiovascular es mas débil que para la PCRus'’. De todos
modos existen varios estudios de casos-controles y prospectivos poblacionales en
pacientes sanos y/o con enfermedad cardiovascular donde se observa que la IL-6 se
asocia con el desarrollo de enfermedad cardiovascular o con progresién de la misma.

En la Offspring Cohort del estudio de Framingham, la concentracién de IL-6
se asociaba con un mayor grosor de intima media y con la presencia de estenosis
carotidea’®. En un estudio prospectivo realizado en mujeres postmenopausicas se
observé que la IL-6 se asocia con el desarrollo de enfermedad cardiovascular, siendo
definida ésta como muerte por enfermedad coronaria, IAM, accidente cerebrovascular
o necesidad de revascularizacion coronaria'®. En un trabajo prospectivo realizado en
hombres sanos, se observd que aquellos con concentraciones de IL-6 mas elevadas,
presentaban mayor riesgo de desarrollo de IAM en 6 afios de seguimiento'®.

Si se analizan los estudios prospectivos realizados en pacientes ancianos

sanos se observa que las concentraciones elevadas de IL-6 se relacionan con una

mayor mortalidad a los 4 afios de seguimiento tanto de origen cardiovascular como por
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todas las causas'?®. Resultados similares se obtienen en una cohorte donde se
observé que las concentraciones plasmaticas elevadas de IL-6, TNF-a y PCRus
pueden predecir el desarrollo de enfermedad cardiovascular, siendo la asociacién mas
consistente para la IL-6". Sin embargo, en una cohorte italiana (InChianty Study)
también de ancianos, se vio que las concentraciones elevadas de IL-6 se asocian con
concentraciones bajas de colesterol-HDL''. No obstante se desconoce el por qué de
esta asociacion.

En lo referente al papel de la IL-6 en pacientes con enfermedad
cardiovascular establecida, se vio en estudios de casos-controles en comparacion con
pacientes sanos que aquellos pacientes con angina estable presentaban
concentraciones de IL-6, PCRus e IL-1B superiores a los controles, disminuyendo
estas concentraciones tras tratamiento con aspirina durante 6 semanas'*. Similares
resultados se observaron en otros trabajos realizados en pacientes con enfermedad
coronaria cronica’'®'%,

En el caso de la enfermedad coronaria aguda, no se observaron diferencias
en la concentracién de IL-6 entre pacientes con angina inestable y angina estable'®.
Sin embargo en un estudio prospectivo se vio que aquellos pacientes ingresados por
un episodio de angina inestable que presentaban un incremento de niveles de IL-6 a
las 48h respecto al dia de ingreso, presentaban una mayor tasa de complicaciones
hospitalarias'®.

En lo referente a la arteriopatia periférica cronica, las concentraciones
elevadas mantenidas de IL-6 se asocian con un empeoramiento funcional mas rapido
en comparaciéon con aquellos pacientes con concentraciones de IL-6 fluctuantes o mas

bajas de forma persistente’’.
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3.2.3. El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

El TNF o es una citoquina multifuncional, sintetizada en el endotelio, en las
células de musculo liso, en los macréfagos, mastocitos y neutréfilos. Juega uno de los
papeles principales en la cascada inflamatoria y estimula la sintesis de otras
citoquinas.

Como se ha comentado previamente la aterosclerosis comienza con el dafo
endotelial, aumentando la expresiéon de moléculas de adhesion celular como la VCAM-
1, ICAM-1 que a su vez favorecen la migracion al espacio subendotelial de leucocitos y
su reclutamiento. Dentro de los estimulos necesarios para una mayor expresion de
estas moléculas se encuentra el TNFa®? junto a otras citoquinas como la IL6 y el IFNy.
Siendo el TNFa la que induce una repuesta mas potente activando la célula endotelial
y la promoviendo la adhesién de los neutréfilos’®. Ya que la fuente de sintesis del
TNFa puede ser multiple a nivel de la lesion aterosclerética, en un estudio reciente se
ha observado que la funcionalidad de ésta es la misma independientemente de su
origen en cuanto a estimulo sobre las moléculas de adhesion molecular expresadas
por el endotelio.

En cuanto a la relacion entre la dieta y las concentraciones de TNFa, en
estudios realizados en cultivos celulares, la incubacién de macréfagos con colesterol
resultaba en un incremento en la secrecién de TNFa'*®. En estudios realizados en
animales de forma experimental, se observd que aquellos ratones knockout para apoE
y TNFa, presentaban menos lesiones aterosclerdticas pese a una dieta rica en
grasas144,145 _

En un analisis multi-variante de estudios poblacionales se observo que

aquellos pacientes tratados con estatinas no presentaban concentraciones menores
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de TNFa que aquellos sin tratamiento, mientras que si presentaban una menor
concentracion de PCRus'®. Sin embargo en un trabajo realizado en pacientes con
enfermedad aterosclerética establecida, se vio que las concentraciones de TNFa junto
con las de PCRus y del grosor intima media carotideo, aportan un valor afiadido en la
estratificacién del riesgo cardiovascular'®’.

En pacientes con enfermedad coronaria aguda, no se observaron diferencias
en la concentracion de TNFa entre pacientes con angina inestable y angina estable'®.
En otro trabajo realizado en pacientes que habian sufrido un 1AM, tras un seguimiento
de tres afos, no existian diferencias en las concentraciones de TNFa entre aquellos
que padecian un nuevo episodio coronario frente a aquello que se mantenian estables.
Ello puede justificarse porque aquellos pacientes de alto riesgo cardiovascular

presentan un estado inflamatorio crénico inestable, pese a la estabilidad de su

enfermedad’®?.
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3.2.4. La fosfolipasa A2 secretora (PLA3s)

La fosfolipasa A2 es una enzima ubicua, encargada de la hidrdlisis de la
porcién sn-2-acyl de los fosfolipidos de las membranas celulares y de las
lipoproteinas, y de ceder acidos grasos libres y liso fosfolipidos, precursores de varios
mediadores inflamatorios como los leucotrienos, eicosanoides, prostaglandinas y el
factor activador de plaquetas’®. Se han diferenciado hasta 15 grupos de fosfolipasa
A2, dividiéndose en 4 grupos principales'®*:

* La secretora (PLA,S)

* La citosdlica

* La calcio-independiente

* La acetilhidrolasa del factor activador de plaquetas o fosfolipasa

asociada a las lipoproteinas (Lp-PLA,).

La PLA,s se caracteriza por ser una enzima de tamafio menor que el resto de
la familia de PLA,, y es calcio-dependiente. Se diferencian 3 grupos segun su
localizacién, encontrandose en el hombre la tipo IB o pancreatica y la tipo [IA que se
encuentra en la sinovial, plaquetas y placa de ateroma'®.

Se expresa en gran cantidad en la pared arterial a nivel de las placas
aterosclerdticas'®®, colaborando en la induccién de la diferenciacion de los monocitos
a macrofagos, incrementando su capacidad adhesiva y migratoria y posteriormente
participando en su transformacién en células espumosas'®.

En modelos animales transgénicos que expresan PLAys tipo I, éstos
presentan una marcada aterosclerosis y alteracién de las lipoproteinas sugiriendo un

papel dentro de la patogenia de la aterosclerosis®’.
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Los pacientes con enfermedad coronaria establecida, presentan
concentraciones mas elevadas de PLA;s tipo Il, prediciendo estos niveles la aparicion
de nuevos episodios cardiovasculares en este grupo de pacientes'®®. En pacientes con
angina, los niveles de PLA;s tipo Il se correlacionan de forma positiva con la edad y
con las concentraciones de PCRus. Se ha visto que las concentraciones en pacientes
diabéticos son superiores asi como en los pacientes con angina estable o
vasoespastica. Ademas constituyen un factor de riesgo independiente para el
desarrollo de angina vasoespastica'®. En un estudio publicado muy recientemente, la
fosfolipasa A2 plasmatica es capaz de predecir mortalidad a las 16 semanas de un
episodio de angina coronaria. Parece que las estatinas, en este caso atorvastatina,
presenta efectos moduladores de la inflamacién sobre las fosfolipasas, disminuyendo
su concentracion después de un episodio de angina coronaria'”°.

Otro trabajo de reciente publicacion, realizado en una cohorte sueca de
pacientes ancianos, muestra que las concentraciones plasmaticas de la PLA,s son
un factor de riesgo para la mortalidad por todas las causas (HR 1,45 para 1 desviacion
estandar de incremento (IC 95% 1,15-1,18)) asi como para un nuevo infarto agudo de

miocardio en pacientes con un episodio previo'’".
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3.3. Oxidacién, capacidad antioxidante y aterosclerosis

El metabolismo aerdbico en el ser humano origina especies reactivas de
oxigeno que son pro-oxidantes. Estas especies pro-oxidantes lesionan las moléculas
biologicas como el ADN, los lipidos o proteinas, por lo que el organismo debe tener
capacidad de neutralizarlas, es decir tiene que disponer de toda una serie de
mecanismos antioxidantes tanto intra como extracelulares'’? . La ingesta de una dieta
aterogénica estimula el desarrollo de mecanismos de defensa antioxidantes'’”® pero si
se mantiene el estimulo aterogénico, estos mecanismos llegan a ser insuficientes. La
oxidacion de las biomoléculas origina una pérdida de sus funciones bioldgicas, de la
homeostasis del medio y la alteracion de células y tejidos. La cronicidad de este dafio
conlleva el desarrollo de enfermedades cronicas no transmisibles como la
aterogénesis, la diabetes mellitus y el cancer'"*""®.

Una de la biomoléculas capaces de ser oxidada es el colesterol. El colesterol
participa de forma activa en el mantenimiento de la funcionalidad de las membranas
biologicas. Al ser oxidado, da lugar a oxiesteroles, promoviendo la oxidacion de otros
lipidos de membrana y de las LDL. Ello favorece no solo alteraciones en la
permeabilidad de las membranas, sino también el proceso aterosclerético’”®

La oxidacion del colesterol de las LDL se lleva a cabo principalmente en la
intima de la pared arterial. Uno de los principales oxidantes implicados es el anion
superoxido, liberado por los monocitos-macréfagos y por las células de musculo liso.
Dentro de las posibles vias para la oxidacion in vivo se encuentran las mediadas
por'’”:

e La NADPH oxidasa de membrana.

* La inhibicidon de la superéxido dismutasa a través de los neutrdfilos y
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monocitos activados.

* Los quelantes de metales. Los tioles se autooxidan en presencia de
metales, formando radicales libres y superéxidos.

* La mieloperoxidasa, secretada por macréfagos activados.

* El 6xido nitrico y peroxinitritos producidos por las células endoteliales y

macrofagos activados.

Las LDL oxidadas desempefian un papel importante tanto en el inicio como
en la progresion de la placa de ateroma. De este modo, una vez que se inicia la
oxidacién de una particula de LDL a nivel del espacio subendotelial ésta se
transforma en una LDL con una oxidacién lipidica minima (LDL-MM) o media (LDL-M).
Una vez transformada se comporta como un cuerpo extrafo y provoca el aumento de
la adhesién vascular de los linfocitos y la secrecion de MCP-1 por el endotelio y
posteriormente por los monocitos que son atraidos para eliminar esos cuerpos
extrafios en los que se han convertido las LDL modificadas. Posteriormente los
monocitos transformados en macréfagos también liberan M-CSF, favoreciendo la
proliferacion celular en el espacio subendotelial. Segun aumenta la concentracion de
macroéfagos, las LDL-MM aumentan su oxidacion, perdiendo la capacidad para ser
reconocidas por el receptor de LDL, siendo eliminadas a través de los receptores
scavengers de los monocitos-macréfagos. Este proceso no es regulado por las
concentraciones de colesterol intracelular, como si ocurre con el receptor clasico de
LDL, que se “satura” impidiendo que entren mas LDL a las células de los parénquimas.
Esa falta de inhibicion del receptor scavenger favorece el acumulo de lipidos en su
interior y con ello la transformacién de los macréfagos en células espumosas. Estas

originan un aumento de la inflamacién, de la agregacion plaquetaria y de la
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proliferacion de células musculares lisas'’®.

Frente a la tendencia oxidativa, el organismo ha desarrollado una serie de
mecanismos que lo protegen frente a ella, desempefiado por los factores
antioxidantes.

La alteracion del balance entre factores oxidantes y antioxidantes es lo que
origina las alteraciones a nivel de la pared arterial. Se ha de tener en cuenta que los
radicales de oxigeno libre, en concentraciones bajas, son necesarios para regular la
contraccion relajacion de células musculares lisas, su crecimiento, etc., actuando
como moléculas sefalizadoras y tienen un papel en condiciones fisiolégicas

normales®'. Dentro de los elementos antioxidantes se encuentran:

* Enzimas como la glutation peroxidasa y la glutatién reductasa, la catalasa
y la superdxido dismutasa "'

* Sustancias lipofilicas como el a-tocoferol, el p-caroteno, retinoides,

flavonoides, ubiquinol-10.

* Sustancias hidrosolubles como la vitamina C, tioles, bilirrubina y uratos.

* Cofactores de las enzimas citadas previamente, como el cobre, selenio,

hierro, manganeso, zinc y aminoacidos.

La superdxido dismutasa ' es la principal defensa antioxidante del
organismo de los mamiferos. Existen 3 isoformas: la citoplasmatica, la mitocondrial y
la extracelular, necesitando todas ellas un metal como coenzima (cobre o manganeso)
para su activacion'’®. Juega un papel importante en la inhibicion del éxido nitrico,

previene la formacion de peroxinitritos y por tanto la disfuncién endotelial y

mitocondrial. La isoforma citoplasmatica se expresa en la mayor parte de las células,
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estando también presente en la pared arterial. Su expresion es mayor en las mujeres y
tras la realizacion de ejercicio. Su déficit se relaciona con una mayor respuesta
vasoconstrictora, mayor permeabilidad vascular y con mayor hipertrofia de la muscular
arteriolar en estudios realizados en ratas'®. La isoforma extracelular se encuentra en
la pared arterial, entre el endotelio y la capa muscular, y parece que es el musculo y
no el endotelio el que la produce. Constituye la mayor parte de la SOD activa en el
vaso, de forma que su expresion se puede alterar por la presencia de citoquinas,
angiotensina Il, etc. Se cree que su principal funcion es la de proteger frente al NO
mientras atraviesa la pared vascular. La isoforma mitocondrial se encuentra en menor
concentracion en el vaso sanguineo, existiendo diferencias segun el sexo,
probablemente secundarias al estimulo estrogénico, de forma que las mujeres
expresan mas esta enzima'’®.

Las glutation peroxidasas son una familia de enzimas encargadas de
disminuir la oxidacién de los lipidos. Se encargan de reducir los peroxidos de
hidrégeno a agua y los hidroperéxidos lipidicos a alcohol. Existen varias isoformas de
las cuales la 1 se encuentra en el citoplasma y en la mitocondria y la 3 en las
moléculas de HDL. Aquellos individuos con una menor actividad plasmatica de esta
enzima y bajas concentraciones de colesterol HDL tienen una mayor mortalidad
cardiovascular'®’.

Dentro de los antioxidantes liposolubles, el a-tocoferol es el principal
antioxidante de las particulas de colesterol LDL, con una media de 6 moléculas en
cada una. Esta capacidad la desarrolla gracias al transporte de radicales peroxido,
siendo de esta forma menos reactiva. El ubiquinol-10, beta caroteno, y los flavonoides,
también juegan un papel en inhibir la oxidacion del colesterol LDL 883,

No esta claro el papel de los tioles en la oxidacién de las moléculas de LDL,
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existiendo datos que apuestan por un papel en la oxidacion, mediante el estimulo de

)184

iones férricos (lll)™" y otros que hablan de cierto potencial antioxidante, a través de la

inhibicién mediada por el cobre (Cu 11)'®°.

La vitamina C es uno de los antioxidantes hidrosolubles mas potentes, siendo
la base de su capacidad antioxidante el hecho de que es capaz de donar electrones,
siendo ella oxidada en ese proceso. En comparaciéon con otros radicales libres, el
radical ascérbico es mas estable, en lo que se basa su capacidad antioxidante. La
accion antioxidante del acido ascérbico esta presente a nivel del metabolismo de los
lipidos, las proteinas y el ADN. A nivel vascular parece que favorece la sintesis de NO,
protegiéndolo de su oxidacién. Sin embargo a nivel de estudios in vivo es dificil asociar
un efecto protector de la vitamina C con un menor riesgo cardiovascular debido a la
presencia de numerosos factores de confusion'®. Si parece que existe una asociacion
entre menores concentraciones de PCRus y mayor concentracion de vitamina C en
plasma'®’.

Respecto al papel de los uratos en el proceso aterosclerético, éstos
constituyen otras de las sustancias encargadas de la resistencia a la peroxidacion
lipidica. Esto se debe a la interaccion con otro potente antioxidante como el acido

ascorbico. No solo actua como scavenger sino que es capaz de estabilizar el acido

ascorbico, gracias a la quelacion del hierro originada por el 4cido trico'®®.
3.3.1 Polifenoles y antioxidacion

Los polifenoles son ure de los antioxidantes mas ubicuos en la naturaleza,
estando presentes en multitud de alimentos de origen vegetal, asi como en bebidas

realizadas a partir de estos alimentos como el vino, el té, la cerveza y el café. Los
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polifenoles son sustancias bioactivas derivadas de estructuras fendlicas que engloban
numerosos compuestos quimicos con diferente estabilidad, biodisponibilidad y
funciones biolégicas.

Se pueden clasificar segun su estructura quimica en acidos fendlicos,
flavonoides, amidas polifendlicas y otros polifenoles donde se englobarian el
resveratrol, la curcumina, los lignanos, el acido galico y elagico, el acido rosmarinico,
el gingerol, etc."®

El vino tinto es una de las bebidas con mayor concentraciéon de polifenoles
(1.000-4.000 ng/ml), como el acido fendlico, flavonoides, resveratrol, quercetina, los
antocianinos, los taninos y los estilbenos. La capacidad de absorcion oral de los
polifenoles se ve influida por el metabolismo intraluminal y de primer paso, junto a
otros menos conocidos que disminuyen la biodisponibilidad de los polifenoles en su

forma metabolizada'®.

De hecho la absorcion oral de la quercetina es de
aproximadamente un 20% en humanos'®'.

Dentro de los efectos antioxidantes de los polifenoles destacan la proteccion
contra la oxidacién de las LDL' y la disminucién de la expresién del CD 36 en los

)193

macrofagos (receptor scavenger que origina una menor progresion a células

194 195
1 1

espumosas, la activacion de ABCA y la disminucién de MCP-1"", asi como un
efecto antitrombético'®.

Diferentes estudios de cohortes han observado una asociacién entre una
menor ingesta de polifenoles (flavonoides) y un mayor riesgo de mortalidad por
enfermedad coronaria. En una cohorte de ancianos se observé un mayor riesgo de
mortalidad coronaria en aquello con menor ingesta de flavonoides aunque la

asociacién con el infarto agudo de miocardio no tuvo diferencias significativas'®’.

Posteriormente se analizaron cohortes mas amplias como la perteneciente al estudio
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de Siete Paises'® donde la ingesta de flavonoides se asocié con una menor
mortalidad cardiovascular y una cohorte de poblacion finlandesa'® sin enfermedad
cardiovascular donde la ingesta baja de flavonoides se asocié con un mayor riesgo de

enfermedad coronaria. Sin embargo, en el caso de las cohortes del Health

200 201

Professionals Follow up Study“™" y Caerphilly Study“”" no se objetivé asociacion entre
el consumo de flavonoides y la mortalidad de origen coronario. Debido a la
controversia en los resultados en 2002 se desarrollé6 un nuevo trabajo a partir de la
cohorte del Rotterdam Study donde se confirmaba de nuevo que la ingesta de
flavonoides se asociaba de forma inversa con la aparicion de infarto agudo de

miocardio fatal®2.
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3.4. Papel del consumo de una dieta rica en grasas

3.4.1. Sobre el proceso aterosclerético y la enfermedad cardiovascular

Los cambios en el estilo de vida constituyen una de las principales y primeras
medidas para la prevencion y tratamiento de la enfermedad cardiovascular. Junto con
las recomendaciones de evitar el habito tabaquico y realizar ejercicio fisico diario se
encuentran las relacionadas con la dieta.

Dentro del contenido en grasas se ha de diferenciar la repercusion de los
diferentes tipos de acidos grasos. Mientras que las grasas saturadas y las grasas
insaturadas trans aumentan las concentraciones de colesterol total y colesterol LDL y
por tanto incrementan el riesgo cardiovascular, las grasas monoinsaturadas y las
grasas poliinsaturadas lo disminuyen2°3. Dentro de las grasas poliinsaturadas se
encuentras los acidos grasos omega 3 y 6, esenciales y éstos ultimos también con un
efecto ateroprotector, debido a su capacidad para disminuir las concentraciones de
triglicéridos®®. El consumo de &cidos grasos omega-3 se asocia con una menor
mortalidad cardiovascular en pacientes de alto riesgo®®.

Tanto la dieta occidental como la dieta mediterranea tienen aproximadamente
un 35-38% de contenido en grasas. Sin embargo la dieta mediterranea tiene menor
porcentaje de 4acidos grasos saturados, por lo que presenta un perfil mas
cardiosaludable®®.

Los animales no desarrollan aterosclerosis de forma espontanea, por lo que
para poder extrapolar los resultados a humanos se deben crear modelos de
experimentacion. Desde hace un siglo se conoce la repercusion de la dieta rica en

|207

grasas sobre el perfil lipidico en experimentacion anima Estas lineas de
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investigacion siguen en plena vigencia, ya que persiste el interés en mejorar el
conocimiento en la patogenia de la aterosclerosis y su relacion con los cambios
dietéticos.

En un estudio reciente realizado en ratones, en un modelo de
hipercolesterolemia moderada se establecid no sélo la repercusion sobre el perfil
lipidico sino también el tiempo en el que se desarrollan. El consumo de una dieta rica
en grasas saturadas origina un incremento de colesterol total y colesterol LDL en las
primeras 2 semanas, seguido de un descenso posterior, quiza debido al desarrollo de
mecanismos de compensacion y una posterior elevacion en un seguimiento a un afio.
Sin embargo el colesterol HDL se eleva levemente y no se ven cambios en las
concentraciones de triglicéridos. Si se analiza la repercusion sobre las lesiones
aterosclerdticas, el consumo de una dieta rica en grasas saturadas se asocia con el
desarrollo de lesiones a nivel de grandes vasos a partir del 3° mes de comenzar con la
dieta aterogénica. La frecuencia de aparicion de las lesiones varia segun el vaso, de
modo que las primeras lesiones aparecen en el seno aodrtico, extendiéndose
posteriormente a la aorta toracica y abdominal. La progresion de las lesiones se
correlaciona con el desarrollo del proceso aterosclerético a nivel microscopico,
cursando a los 9 meses con estrechamiento y pérdida de la estructura del vaso®®.

A nivel experimental, en humanos se ha observado que el consumo de acidos
grasos saturados y &acidos grasos trans actuan negativamente sobre la funcion
endotelial, principalmente a través del aumento de las concentraciones de moléculas
de adhesion vascular que favorecen el proceso aterosclerético, asi como reduciendo la
capacidad de vasodilatacion arterial, medida empleada tradicionalmente para conocer
la funcionalidad del endotelio. Estos resultados se han corroborado posteriormente en

estudios observacionales en humanos, lo cual apoya los datos descritos
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previamente?®.

A partir de la estudios experimentales y de los resultados obtenidos en los
estudios transversales de poblaciones con diferentes habitos de vida a partir de los
anos 50, se disefiaron diferentes estudios de cohortes. Su seguimiento nos ha
permitido establecer la base de las recomendaciones citadas previamente, en cuanto a
estilo de vida y prevencion del riesgo cardiovascular. Dentro de estos trabajos destaca
el estudio de los 7 paises dirigido por Ancel Keys, donde se analiz6 la incidencia de
mortalidad coronaria, cerebrovascular, y total y la prevalencia de factores de riesgo
cardiovascular y los habitos dietéticos en 12.763 hombres de 40 a 59 afos
pertenecientes a 18 cohortes de 7 paises diferentes (Yugoslavia, Grecia, ltalia,
Holanda, Finlandia, Japén y Estados Unidos). Con este estudio se demostré la
asociacion existente entre las concentraciones de colesterol total, la obesidad y el
sobrepeso y una mayor mortalidad cardiovascular*'®. Se relaciond el consumo de una
dieta mediterranea con una menor mortalidad cardiovascular al comparar las cohortes
mediterraneas frente a las del norte de Europa, o Estados Unidos a los 10 afos de
seguimiento?'"*. Del mismo modo se ha observado que el cambio dietético en los
paises de la cuenca mediterranea hacia el modelo occidental incrementa el riesgo de
enfermedad coronaria®'®. El efecto protector de la dieta mediterranea se ha asociado
tanto con un mayor consumo de grasas mono-insaturadas, fibra, asi como con el
consumo moderado de vino tinto®"’.

Respecto a los beneficios de intervencion con cambios de alimentacion
introduciendo la dieta mediterranea cabe destacar dos grandes estudios de cohortes.

En el Lyon Diet Heart Study se demuestra la eficacia de la dieta mediterranea
en la prevencion secundaria de enfermedades cardiovasculares, con un 50% de

reduccion del riesgo de recurrencia a los 4 afios. Sin embargo no se encontraron
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diferencias entre la dieta mediterranea y una dieta hipolipemiante en las
concentraciones de colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, triglicéridos, Apo
Al, Apo By Lp(a)?™®.

En el estudio PREDIMED (prevencién con dieta mediterranea) se analiz6 el
papel de la dieta mediterranea en la prevencion primaria sobre el riesgo
cardiovascular. Es un estudio multi-céntrico, aleatorizado, prospectivo y controlado que
pretendia estudiar la eficacia de dos dietas mediterraneas suplementadas bien con
aceite de oliva en una de las ramas de intervencidon o bien con nueces en otra de las
ramas de modificacion dietética frente a una tercera opcion dietética, una dieta pobre
en grasas. El estudio se llevd a cabo en pacientes de alto riesgo. Se estudié la
repercusion sobre el perfil lipidico, glucosa basal en plasma, tension arterial y
marcadores de inflamacién, obteniendo una disminucion en la relacidon colesterol
total/colesterol HDL, en las concentraciones basales de glucosa y en la presion arterial
con los dos tipos de dieta mediterranea. Ademas en este trabajo la dieta mediterranea
suplementada con aceite de oliva se asocia con concentraciones menores de PCR
frente a una dieta baja en grasas®'®. Recientemente, se ha demostrado a partir de este
estudio que ambos tipos de dieta mediterranea reducen un 30 % la incidencia de
episodios cardiovasculares mayores (infartos de miocardio, ictus o muertes

cardiovasculares)®®°.

3.4.2.  Sobre los factores proinflamatorios.

El consumo de una dieta rica en grasas saturadas puede aumentar la

concentraciéon plasmatica de marcadores inflamatorios®™. A nivel molecular se sabe

que tras el inicio de una dieta aterogénica, las células endoteliales comienzan a
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expresar en su superficie moléculas de adhesion selectivas como la molécula de
adhesion vascular-1 (VCAM-1), que se encargan de fijar leucocitos, monocitos y
linfocitos T a la placa de ateroma en fases iniciales®” , favoreciendo la cascada
aterogénica.

Las concentraciones de acidos grasos en suero se relacionan con una alta
ingesta de grasas saturadas. El tipo de &cidos grasos de la dieta se refleja en la
composicion de los acidos grasos en el suero, unidos tanto a las distintas lipoproteinas
como a las membranas de las células circulantes®’. En una poblacién de jovenes
indios se observd que los acidos grasos saturados de la dieta eran el nutriente que
mas colaboraba a incrementar las concentraciones de PCR?*. En un estudio realizado
en una poblacion con una edad media de 70 afios se observa que las concentraciones
de acidos grasos en plasma se relacionan de forma independiente con las
concentraciones de PCR, pero no con otros marcadores de inflamacion como la IL-6,
TNF alfa o MCP-1%%,

Sin embargo, en el caso de pacientes con sobrepeso, el consumo de 3 tipos
de dieta ricas en grasas (acidos omega 3 poli-insaturados, grasas saturadas y grasas
monoinsaturadas, respectivamente) se relaciona con un aumento en las
concentraciones de PCR, sin encontrar diferencias entre los 3 tipos de dieta®®.
Similares resultados se han encontrado en un estudio multi-céntrico realizado en 417
voluntarios con sindrome metabdlico donde las concentraciones de PCR eran
similares en los 4 tipos de dieta administrados: dos dietas ricas en grasas, en una
principalmente saturadas y en otra mono-insaturadas y dos dietas pobres en grasas,
rica en carbohidratos una de ellas suplementada con acidos grasos poliinsaturados n-

225
377

Por tanto parece que una dieta rica en grasas saturadas eleva las
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concentraciones de PCRus en pacientes sanos, no estando tan clara esta asociacion
en pacientes con sobrepeso o sindrome metabdlico con un estado proinflamatorio
basal.

Respecto a la asociacion entre TNF alfa e IL-6 con la dieta rica en grasas en
un estudio realizado en mujeres sanas, parece que el consumo de acidos grasos
insaturados trans se asocia positivamente con las concentraciones de TNF alfa, pero
no con las concentraciones de IL-6 y PCRus, siendo mayor cuando se compara con
los efectos de acidos grasos insaturados cis. Sin embargo, parece que este efecto no
se encuentra mediado por los efectos de los acidos grasos sobre los lipidos y que el
IMC juega un papel importante. De forma que en pacientes con mayor IMC si se
relaciona con concentraciones elevadas tanto de TNF alfa como de IL-6 y PCRus
209,226_

Dentro de los estudios de cohortes realizados para conocer la relacion entre
dieta e inflamacion se encuentra el Health ABC Study (Health, Aging and Body
Composition Study) . En este trabajo se analizé la repercusion de diferentes tipos de
componentes de la dieta sobre los factores de inflamacion en 1.751 participantes de
70 a 79 afos. Para ello dividieron los alimentos en “saludables” (que incluia productos
bajos en grasas saturadas, fruta, cereales, pescado, vegetales y aves), “desayuno con
cereales”, “carne y alcohol”, “dulces y postres”, “granos refinados” y “productos con
alto contenido en grasa”. El consumo de alimentos saludables se asocié con una
concentracion inferior de IL-6 frente al grupo de consumo de dulces y de consumo de
alimentos ricos en grasas. Sin embargo no se obtuvieron diferencias significativas en

227

las concentraciones de PCR ni de TNF alfa Sin embargo, en otros trabajos, como

el realizado en pacientes con insuficiencia cardiaca, el consumo de acidos grasos

saturados se correlacionaba positivamente con las concentraciones de TNF alfa®®.
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Respecto a la relacion entre el consumo de una dieta rica en grasas y la

concentracion de PLAZ2s no existen datos.

3.4.3. Sobre la capacidad antioxidante

La oxidacion juega un papel primordial en la aterosclerosis, existiendo
mecanismos naturales para intentar conseguir un balance entre oxidacion-
antioxidacion. Es conocido que determinados tipos de dieta asi como otros factores
exogenos influyen sobre la capacidad antioxidante. De hecho, el efecto beneficioso de
la dieta mediterranea sobre los marcadores de estrés oxidativo y factores de
inflamacién esta asociado probablemente con la sinergia entre macro vy
micronutrientes procedentes de alimentos que constituyen esta dieta. A favor de esa
idea conviene mencionar que, las dietas ricas en grasas®® y azicares refinados
empeoran estos marcadores®, mientras que la dieta mediterranea aumenta la
capacidad antioxidante como se ha observado en el estudio PREDIMED? .

En un trabajo realizado en ratas alimentadas con una dieta de similares
caracteristicas (rica en grasas saturadas y azucares refinados) se observa una mayor
actividad de la NADPH oxidasa, relacionandose con una mayor capacidad para la
produccién de especies reactivas de oxigeno, asi como con una menor actividad de
enzimas encargadas de la antioxidacién, como diferentes isoformas de la superdxido

228" La disminucion de la

dismutasa, glutation peroxidasa y hemo-oxigenasa
capacidad antioxidante junto con la deficiencia de éxido nitrico causada por la dieta,
son las causantes de la disfuncion endotelial, como se objetiva en otro trabajo del

mismo grupo realizado sobre modelos murinos®?.

Parece que el efecto antioxidante interfiere en el metabolismo lipidico. La
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antioxidacion afecta a la actividad de la lipoprotein lipasa directa y/o indirectamente a
través de la eliminacidn de especies reactivas de oxigeno. En un trabajo realizado en
ratas se observa que después de una dieta rica en grasas, la actividad de la LPL
disminuye y aumenta el estrés oxidativo, hecho que se revierte tras la administracion
de antioxidantes a la dieta rica en grasas®*°.

Para poder conocer el efecto de la dieta sobre la capacidad antioxidante se
deben analizar diversos estudios de casos y controles realizados en diferentes
poblaciones. En el caso de pacientes sanos con diferentes patrones dietéticos
(vegetarianos frente a omnivoros) ambos presentan concentraciones similares de
antioxidantes plasmaticos?**. Sin embargo otros trabajos difieren de estos resultados,
de forma que los pacientes vegetarianos presentan mayores concentraciones de
superdxido-dismutasa®®®. En pacientes obesos destaca el trabajo de Peairs et al.?*
donde una dieta hipocaldrica rica en grasas origina una pérdida de peso, pero se
correlaciona con una menor capacidad antioxidante.

En el caso de la adherencia a la dieta mediterranea, en pacientes con
obesidad abdominal, ésta origina a los 2 meses un aumento de la capacidad

antioxidante®’ .

3.5. Efecto del consumo de alcohol

3.5.1. Sobre la enfermedad cardiovascular

Numerosos estudios prospectivos asocian el consumo de cantidades

moderadas de alcohol inversamente con el desarrollo de la enfermedad

cardiovascular, presentando los consumidores moderados un riesgo de aparicién de
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enfermedad coronaria hasta un 40% inferior al de los abstemios. Esta reduccién se ha
relacionado con el efecto del alcohol sobre el perfil lipidico, principalmente debido al
efecto sobre la elevacion de las concentraciones de colesterol HDL®.

La relacién existente entre el consumo de alcohol y la enfermedad
cardiovascular sigue un modelo de curva en J o U de modo que el consumo de altas
cantidades de alcohol, aproximadamente superiores a 60 g/dia originan un aumento
de la mortalidad cardiovascular.

En cuanto a la relacion existente entre el consumo de alcohol y la aparicion
de accidentes cerebrovasculares, si se analizan los estudios publicados parece que es
casi inexistente, pero debido a que en la mayoria de ellos no se diferencia entre
aquellos de origen hemorragico o isquémico.

En el caso del andlisis realizado en el Physicians'Health Study en 22.071
varones, el consumo de cantidades moderadas de alcohol se relaciona con una menor
incidencia de accidentes cerebrovasculares isquémicos, no encontrando mayor riesgo
de aparicién de episodios hemorragicos®?. En el Nurses Health Study se obtuvieron
resultados similares a los del trabajo previo, pero en este caso en mujeresm.

De modo que el consumo de alcohol parece tener un efecto protector para los
de origen isquémico y un aumento del riesgo de ictus hemorragico para los
consumidores de alcohol**.

Respecto a la incidencia de enfermedad coronaria en la mayoria de estudios
publicados el consumo de alcohol se relaciona con un bajo riesgo de aparicion, al igual
que con una baja incidencia de mortalidad por la misma causa. No obstante, dos
trabajos publicados en 1987 y 2007, el primero perteneciente a la cohorte del British

241

Regional Heart Study**' y el segundo a una cohorte de 500 pacientes australianos®*

hallan un mayor riesgo de IAM en pacientes que consumian alcohol.
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Curiosamente, en ciertos paises como Francia, a pesar de que se ingiere una
dieta rica en grasas saturadas, presentan una incidencia y prevalencia de enfermedad
cardiovascular similar a la de paises con un consumo de grasas saturadas mucho
menor. Este fendmeno se describe como la paradoja francesa 243 y se ha atribuido al
consumo moderado de vino que ejerceria un efecto protector *°.

Otro aspecto importante en cuanto al consumo de alcohol es el tipo de patrén
de consumo. En el estudio Onset, la mortalidad después de un infarto agudo de
miocardio fue superior en bebedores de fin de semana tanto en aquellos que
presentaban un consumo leve como alto®**. En el estudio PRIME, un estudio
prospectivo donde se han comparado el patrén de consumidor habitual y el consumo
de fin de semana, se ha observado que el consumo regular y moderado de alcohol
durante la semana se asocia con un menor riesgo de aparicién de enfermedad
coronaria frente al patron de bebedor de fin de semana, confiriendo este patréon un
mayor riesgo”’.

En cuanto al tipo de bebida alcohdlica, el consumo de vino tinto aporta un
menor riesgo de aparicion de enfermedad coronaria frente al consumo de cerveza y
otras bebidas (HR 0,51 con IC 95% de 0,20-1,27-frente HR 1,75 con IC 95% de 0,68-
4,46 y 1,28 con IC 95% de 0,68-2,41 respectivamente)’. De todos modos parece que
el consumo de fin de semana se asocia con una mayor mortalidad por enfermedad
coronaria (muerte subita o muerte de origen cardiovascular) que con la morbilidad de
origen cardiovascular®*>?*. Por otra parte, al interpretar los resultados, se ha de tener
en cuenta el estilo de vida de los diferentes tipos de consumo puede ser un factor de
confusién importante®’, de forma que el consumo habitual de vino tinto se relaciona

con niveles socioecondmicos mas elevados.
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3.5.2. Efecto del consumo de alcohol sobre el perfil lipidico

Es conocido la relacion existente entre el consumo moderado de alcohol y la
mejoria del perfil lipidico. Esta mejoria se basa principalmente en el aumento en las
concentraciones de HDL y en menor medida sobre un descenso de las
concentraciones de LDL aunque este ultimo efecto no aparece de forma constante en
personas sanas y si en consumidores cronicos de alcohol en cantidades moderadas-
elevadas®®.

Si se estudian los mecanismos por los que el alcohol interfiere sobre el
metabolismo de los lipidos, principalmente sobre el colesterol HDL, parece que existen
diferentes vias.

Tradicionalmente se ha relacionado con una disminucion de la CETP
(colesterol ester transferasa) aunque esta asociacion no es clara. En trabajos
realizados en consumidores de altas concentraciones de alcohol se ha relacionado el
incremento en las concentraciones de HDL con una menor concentraciéon y actividad
de la CETP™. No obstante actualmente se plantea que la repercusion del consumo de
alcohol sobre el riesgo cardiovascular puede verse modificado segun el genotipo de la
CETP. Se sabe a partir del estudio del genoma humano que existen ciertos SNPs
(single nucleotide polymorphism) en la CETP que se asocian con las concentraciones
de HDL mas que otros loci del genoma®®. Ciertas variantes del gen de la CETP se
asocian con una menor actividad enzimatica y menor concentracién de la CETP,
siendo la mas estudiada la TaqlB SNP?*. Dentro de esta, los portadores de los alelos
B2/B2 en homocigosis, asociado con menor concentracion de CETP, tienen
concentraciones mas elevadas de HDL que los portadores de los alelos B1/B1

homocigotos®®'. En un estudio realizado en poblacién espafiola se objetiva que
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aquellos sujetos con consumo de alcohol y con genotipo B2B2 de la CETP tienen
mayor riesgo cardiovascular, por lo que se plantea que el alcohol puede jugar un papel
modulador, aunque se desconocen los mecanismos?®*2.

Otro de los posibles mecanismos que parece relacionarse es el aumento de la
ratio de transporte de la apo Al inducido por el alcohol, aumentando por tanto la
sintesis de colesterol HDL?.

En estudios realizados en animales, el consumo cronico de vino tinto se

L%4 asi como una

asociaba con un aumento en las concentraciones de HD
hipertrigliceridemia e hiperquilomicronemia postprandial menos pronunciada que en el
consumo agudo, por lo que parece que se justificaria el efecto beneficioso del
consumo mantenido de dosis moderadas de vino®*°.

Si se analizan los estudios de intervencion, existen mas de 70 estudios en
humanos que estudian el efecto del consumo de alcohol sobre los lipidos'".

1.2%¢ en voluntarios sanos, el consumo

En el estudio realizado por Masarei et a
de moderadas cantidades de alcohol provocd un incremento en las concentraciones
de triglicéridos, colesterol HDL, HDL 2 y HDL 3, apoAl y apoAll, a las 6 semanas,
mientras que las concentraciones de LDL disminuyeron. Parece que este efecto es

1°” se observan

dosis dependiente, ya que en el trabajo realizado por Valimaki et a
resultados similares siendo la respuesta del HDL y la apoAl, mayor en aquellos
consumidores de elevadas cantidades de alcohol (60 g/dia) que en los que tenian un
consumo moderado.

En un meta-analisis publicado se observa que el consumo moderado de
alcohol, entendiendo como tal el consumo de 30 g/dia, aumenta las concentraciones

de HDL, de apoAly de TG. Sin embargo no se vieron cambios en las concentraciones

de colesterol total, colesterol LDL ni apo B®.
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En el caso de que se compare el efecto del consumo de vino tinto frente otras
bebidas alcohdlicas, parece que el efecto sobre el perfil lipidico difiere segun el tipo.
De este modo se observa que el vino tinto eleva las concentraciones de HDL en mayor
medida frente al vino blanco u otras bebidas alcohélicas®®.

Respecto a la asociacion entre el consumo de alcohol y las concentraciones
de triglicéridos, es compleja, presentando una distribucién en J*°, muy similar a la
distribucién en J que presenta la asociacién entre consumo de alcohol y el riesgo
cardiovascular®'®. De hecho la consistencia epidemioldgica de la asociacién entre TG
y consumo de leve o moderado de alcohol es bajo, mientras que el consumo elevado
esta claro que eleva las concentraciones de TG'®. Se han publicado trabajos donde se
observa un aumento, un descenso o cambios nulos de la trigliceridemia en relacion
con el consumo leve o moderado de alcohol, no estando claro el efecto del
alcohol>®"".

A nivel metabdlico se cree que puede tener diferentes efectos sobre la
sintesis de VLDL?®. En estudio en animales alimentados con alcohol, éste es capaz
de estimular la secrecion hepatica de VLDL, mediante el aumento de la expresion de
la proteina microsomal transportadora de TG aunque también presentan una menor
expresion de ARNm de apoB*.

A nivel de la LPL el consumo de alcohol agudo disminuye su actividad, dando
lugar a una menor hidrélisis de quilomicrones y del VLDL, viéndose reflejado con un
aumento de las concentraciones de TG postprandiales®’. No obstante el consumo
cronico parece que estimula una mayor actividad de la LPL como efecto
compensatorio siendo en el consumo elevado de alcohol insuficiente®.

El impacto del consumo de alcohol sobre la trigliceridemia diurna no ha sido

estudiado, siendo los datos referentes a las concentraciones de TG en ayunas y
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postprandiales muy limitados.

3.5.3. Efecto del consumo de alcohol sobre los factores proinflamatorios

Existe disparidad de criterios en cuanto al efecto del consumo de las bebidas
alcohdlicas sobre los marcadores de inflamacién. En un meta-analisis publicado en
2011 se analiz6 el efecto del consumo moderado de alcohol sobre marcadores de la
inflamacién en pacientes sin enfermedad cardiovascular y el riesgo de desarrollar
enfermedad coronaria. Para ello se revisaron 63 trabajos, de los cuales 12 incluian un
analisis de la PCR, IL-6 y TNF-a ( tabla 1).

En este meta-analisis no se encontro relacién entre el consumo de alcohol y
las concentraciones de PCR, IL-6 o TNF-a. Cabe destacar que la mayor parte de los
trabajos emplearon el vino tinto, aunque en el analisis estratificado para diferentes
tipos de bebidas alcohdlicas (vino, cerveza y bebidas de alta graduacién) se
encontraban resultados similares’’. No obstante, en otros trabajos parece que la
reduccidon del riesgo cardiovascular es mas destacable para los que consumen vino
que para aquellos que consumen habitualmente cerveza u otras bebidas alcoholicas®.
Por ello se plantea que la presencia de polifenoles, abundante en la composicién de
los vinos, puede estar participando activamente en la prevencion de la aterosclerosis,
ya que hay algunos datos que demuestran que el consumo regular de moderadas

cantidades de vino disminuye la concentraciéon de marcadores inflamatorios®’ 2",
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Un estudio previo de nuestro grupo demostré que, en un modelo de consumo
agudo de una dieta hipercaldrica rica en grasa saturada se activaba la expresion de
NF-KB en monocitos circulantes de jovenes sanos a las pocas horas®. Sin embargo,
el vino tinto, pero no el vodka, acompafando a ese desayuno hipercalorico, rico en
grasas saturadas, bloqueaba la activacion de NF-KB en monocitos circulantes en
jovenes sanos®, es decir reducia la expresién de un factor de transcripcion de
numerosas citocinas pro-inflamatorias. Posteriormente, en un modelo de dieta
hipercaldrica, con exceso de grasas saturadas, mantenida durante 5 dias se demostro
que el vino tinto y en menor grado el ron afejo, pero no el vodka ni el brandy, reducian
claramente la expresion de NF-KB en monocitos circulantes. Aunque en mucha menor
medida que el vino tinto, el ron afiejo también contiene una buena cantidad de
polifenoles. En este ultimo estudio, el vino tinto, en comparacion con las otras bebidas
alcoholicas, redujo también de forma significativa; las concentraciones de MCP-1 *%.

En otro trabajo donde se comparaba el efecto del consumo de diferentes
bebidas alcohdlicas (vino tinto, vino blanco, cerveza, whisky y agua) en dosis
moderadas, se observaba un beneficio del consumo de vino y de cerveza sobre la
funcidon endotelial pero no hubo cambios en las concentraciones de marcadores

inflamatorios?®2.
3.5.4.Efecto del consumo de alcohol sobre la capacidad antioxidante

En el metabolismo del etanol se producen radicales libres®®®, pudiendo
aumentar la peroxidacidén lipidica y disminuir los niveles de glutation en los
hepatocitos?®

El etanol se metaboliza de forma diferente dependiendo de las
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concentraciones del mismo. La ingesta cronica elevada de etanol induce el sistema
microsomal oxidante de etanol. Este sistema tiene una constante de disociacién del
complejo sustrato-enzima elevada, por lo que en altas concentraciones, el etanol se
metaboliza en acetaldehido sin producir NADH (dinucleétido adenina nicotamida

264

hidrogenasa) reducida En su lugar produce NADPH reducida, que produce un

ambiente oxidativo. Ademas inhibe la aldehido deshidrogenasa, disminuyendo la

capacidad de la mitocondria para oxidar acetaldehido®®.

Sin embargo, el etanol a
concentraciones bajas se puede metabolizar por una alcohol deshidrogenasa con una
constante de disociacién baja hacia acetaldehido y posteriormente por una aldehido
deshidrogenasa a acetato, produciendo NADH en ambas reacciones®®*. La NADH es
una de las enzimas con mayor capacidad antioxidante del organismo, con una gran
capacidad reductora. Aunque el etanol se metaboliza principalmente en el higado,
también existe cierta capacidad de metabolizacién en otros 6rganos, como los vasos

sanguineos, originando un ambiente reductor o lo que es lo mismo, antioxidante,

precisamente donde se encuentra la actividad aterosclerética (figura 3).

ACETATO

NADH
NAD!
: : Radicales
ACETALDEHIDO

NADP' Ak reducidos

Alcohol

SMO deshidrogenasa
NADPH NAD' Radicales

libres
Alta concentracion Baja concentracion

Figura 3. Metabolismo del alcohol segun sus concentraciones plasmaticas. SMO = sistema de
oxidacion microsomal de etanol. Adaptado de Vasc H R Manag 2006;2: 263-276
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Apoyando esta idea, el etanol in vitro actua como antioxidante disminuyendo
la formacion de lipoperéxidos 6%’ En modelos animales de aterosclerosis se ha visto
que el consumo leve-moderado de alcohol disminuia la proliferacién de la neo-intima,
la peroxidacion lipidica y el nimero de células espumosas®®. Resultados similares se
han encontrado en humanos donde se ha observado que el consumo leve-moderado
de alcohol disminuye el estrés oxidativo® y aumenta la capacidad antioxidante®'.

No obstante, se cree que este efecto puede variar segun el tipo de bebida
alcohdlica, influyendo no sdlo el etanol sino otros componentes de la bebida. En varios
trabajos se ha comprobado que el consumo de vino pero no de otras bebidas

alcohdlicas, aumenta la capacidad antioxidante®® asi como disminuye la

33,34

susceptibilidad a la peroxidacion lipidica del plasma humano Este efecto

beneficioso se relaciond con la alta concentracion de polifenoles del vino tinto, de

269

hecho en algunos trabajos se ha comprobado que tanto el vino tinto™ como el vino

270

tinto dealcoholizado”’” son capaces de aumentar la capacidad antioxidante. Del mismo

modo que en trabajos realizados en humanos administrando alcohol solo, éste no

tiene efecto sobre la capacidad antioxidante®”".

No obstante se ha visto que la
capacidad de absorcién de los polifenoles en el ser humano por la dieta es muy baja,
relacionandose el aumento en la capacidad antioxidante con una mayor concentracion
de uratos en plasma y no sélo con las concentraciones de polifenoles?”’. El aumento
de &cido Urico se ha relacionado con un aumento del riesgo cardiovascular?’, sin
embargo el incremento de urato originado por el vino tinto junto con la dieta
mediterranea previene la peroxidacion lipidica, coincidiendo con el estrés oxidativo
postprandial®®.

El efecto de otras bebidas alcohdlicas sobre la capacidad antioxidante no esta

muy claro, aunque en algun trabajo se observa que el consumo agudo de whisky
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origina un aumento de la concentracién de fenoles y de la capacidad antioxidante
similar al del vino tinto?”®. En un estudio realizado con cerveza sin alcohol se ha visto
que el consumo de esta bebida durante 45 dias origina una disminucion del estrés
oxidativo, pero sin originar una modificacion de los mediadores de inflamacion?’“.

Hoy en dia, no esta claro el efecto del consumo de alcohol sobre la
trigliceridemia diurna, por ello nos planteamos investigar si el consumo cronico de leve
o moderadas cantidades de alcohol puede influir de forma beneficiosa en las
concentraciones plasmaticas en ayunas de triglicéridos y sobre la trigliceridemia a lo
largo del dia en poblacién general con una dieta libre, y si este efecto beneficioso
puede estar acompafado por una disminucién de la inflamaciéon, medido por la
PCRus. A la vista de la dudas surgidas de los resultados de esta parte del estudio
sobre la PCRus se planted llevar a cabo un estudio mucho mas controlado y en
poblacion sana, con un disefio de “ensayo clinico”, pretendiendo en esa segunda
parte dar respuesta a otras preguntas con respuestas inciertas en relacion con
aspectos diferenciales de distintas bebidas alcohdlicas. Hay falta de informacion o
controversia en relacion con el efecto del consumo de vino tinto o de otras bebidas
alcohodlicas sobre la capacidad antioxidante y los niveles de marcadores de

inflamacién en sangre.
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4a.1 Hipétesis del estudio

La hipotesis de este estudio es doble:

El consumo crénico de pequefias o moderadas cantidades de alcohol puede
asociarse de forma beneficiosa con la trigliceridemia diurna en una poblacién general
en una situacién no controlada. Este potencial efecto beneficioso debe acompanarse
con una disminucién de los marcadores de inflamaciéon como la PCRus.

El consumo de vino tinto, rico en polifenoles, pero no otras bebidas alcohdlicas,
reduce el estrés oxidativo y los marcadores de inflamacion inducidos por una dieta rica
en grasas saturadas en una poblacidn sana con un consumo de alcohol y una dieta

controlada.

4a.2 Objetivos del estudio

1. Conocer el impacto del consumo de diferentes cantidades de alcohol sobre la
trigliceridemia diurna (medida como trigliceridemia capilar) en una situaciéon no
controlada en poblacion general.

2. Establecer si existe alguna asociacién entre el consumo de diferentes
cantidades de alcohol y la concentracion de PCRus en una situacion no
controlada en poblacion general.

3. Analizar si existe alguna asociacién entre las concentraciones de PCRus en
poblacion general y las concentraciones de TG en ayunas y la trigliceridemia
postprandial.

4. Analizar los cambios en la concentracion plasmatica de marcadores de
inflamacién (PCRus, TNF-a e IL-6 y PLA;s) producidos por una dieta rica en

grasa saturada mantenida durante 5 dias en jovenes sanos.

5. Evaluar los cambios en la concentracidn plasmatica de marcadores de
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oxidacién: capacidad antioxidante total (CAT) y peroxidacién lipidica 2%

producidos por una dieta rica en grasa saturada mantenida durante 5 dias en
jovenes sanos.

Valorar el efecto del consumo de bebidas con diferente contenido en
polifenoles (vino tinto, ron, brandy y vodka) junto a una dieta rica en grasas,
sobre las concentraciones plasmaticas de los marcadores inflamatorios
(PCRus, TNF-a.e IL-6 y PLAss ) .

Conocer el efecto del consumo de bebidas con diferente contenido en
polifenoles (vino tinto, ron, brandy y vodka) junto a una dieta rica en grasas
sobre los marcadores de oxidacion (CAT y LPO) potencialmente inducidos por
esa dieta rica en grasa saturada.

Determinar si existe alguna correlacion entre las concentraciones plasmaticas

de marcadores de inflamacién (PCRus, IL-6, TNF-a y PLAs) y marcadores de

oxidacion (LPO y CAT) después del consumo de diferentes bebidas

alcohdlicas.
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4b.1. Hypothesis of the study

The hypothess of this study is double:

The chronic consumption of moderate or small amounts of alcohol can
influence beneficially in fasting triglycerides and postprandial triglyceridemia in the
general population with a free diet. This potential beneficial effect may be go with a
decrease in plasma markers of inflammation such as usCRP.

The consumption of red wine, rich in polyphenols, but not other alcoholic
beverages, reduces oxidative stress and inflammatory markers concentration induced
by a diet rich in saturated fats in a healthy population with a controlled diet and alcohol

consumption.

4b.2. Objectives of the study

1. To know the impact of consumption of different amounts of alcohol on
daytime triglyceridemia (measured as capillary triglyceridemia) in an
uncontrolled situation in the general population.

2. To establish if there is any association between the consumption of
different amounts of alcohol and the concentration of usCRP in
uncontrolled situation in the general population.

3. To analyse if there is any association between usCRP concentrations in
the general population and fasting TG concentrations and diurnal
triglyceridemia.

4. To analyse changes in plasma concentration of inflammatory markers
(usCRP, TNF-q, IL-6 and sPLA;) produced by a saturated fat enriched diet

during 5 days in healthy young people.
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To evaluate changes in plasma oxidation markers: total antioxidant

25 and lipid peroxidation 2 produced by a saturated fat enriched

capacity
diet during 5 days in healthy young people.

To assess the effect of alcohol consumption with different content in
polyphenols (red wine, rum, brandy and vodka), added to a saturated fat-
enriched diet on plasma concentrations of inflammatory markers (usCRP,
TNF-q, IL-6, sPLA,).

To know the effects of alcohol consumption with different content in
polyphenols (red wine, rum, brandy and vodka), consumed with a diet
enriched with saturated fat, on markers of oxidation (TAC and LPO).

To determine if there is any correlation between plasma concentrations of
inflammatory markers (usCRP, IL-6, TNF-a and PLAZ2s,) and markers of

oxidation (LPO and TAC) after consumption of different alcoholic

beverages.
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5.1. Estudio observacional en poblacién general

5.1.1. Poblacion del estudio

Se incluyeron voluntarios sanos o pacientes con hiperlipemia, enfermedad
cardiovascular establecida o diabetes tipo 2 que participaron en diferentes estudios
con el mismo protocolo con el objetivo de estudiar la lipemia postprandial 3%4%*.
Presentaban una edad entre 18 y 80 afios. Los criterios de exclusion fueron la
presencia de enfermedad renal, hepatica o tiroidea. Los sujetos en tratamiento con
farmacos hipolipemiantes suspendieron éstos durante 4 semanas previas a la
inclusion en el estudio. Era poblacion holandesa del entorno de la ciudad de Utrecht.

El estudio fue aprobado por el comité ético local del University Medical Center de

Utrecht.

5.1.2. Determinaciones analiticas

El dia de la inclusion se realizé la medida del peso, talla, indice de masa
corporal (IMC) y presién arterial. Ademas se extraia una analitica sanguinea después
de un periodo de ayunas de 12h para la determinacion de lipidos, apolipoproteinas y
glucosa plasmatica. El colesterol total, triglicéridos plasmaticos y colesterol HDL
(obtenido tras precipitacién con dextranosulfato/MgCI?) se determinaron empleando el
analizador Vytros 250 (Johnson & Johnson Rochester, NY,USA). La apolipoproteina B
plasmatica (Apo B) se midi6 mediante nefelometria empleando anticuerpos
monoclonales contra Apo B(Behring Diagnostics NV, OSAN 14/15). La apolipoproteina

plasmatica Al (Apo Al) se midi6 mediante nefelometria empleando anticuerpos
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monoclonales contra Apo Al (Behring Diagnostics NV, OUED 14/15). La glucosa
plasmatica se midi6 mediante quimica seca con oxidasa (Vitros Glu slides) y
colorimetria. El colesterol LDL se calculé mediante la féormula de Friedewald. La
determinacion cuantitativa de PCRus se midié mediante un inmunoensayo de alta

sensibilidad empleando un nefelémetro (Dade Behring, Inc, Newark, DE).

5.1.3. Auto-medidas capilares de triglicéridos

La auto-medida capilar de triglicéridos se llevd a cabo con un dispositivo para
determinacion de ftriglicéridos (Accutrend GCT®, Roche Diagnostics, Germany). Los
sujetos fueron instruidos en lavarse las manos y secarselas antes de cada medicion.
Con una lanceta se obtenia una gota de sangre (30 ul) del pulpejo del dedo y se
aplicaba sobre la tira que se insertaba en el analizador de triglicéridos. El resultado de
la trigliceridemia diurna era anotado en un diario por los sujetos del estudio. Se les
ensefd a medir su trigliceridemia capilar (TGc) durante 3 dias (preferiblemente lunes,
miércoles y viernes) durante los siguientes horas fijas: en ayunas, antes de comer, 3h
después de comer, antes de cenar, 3h después de cenar y antes de acostarse.

Se incidié en los participantes en el estudio que evitasen actividad fisica
severa, recomendandose que realizasen sus actividades diarias habituales. El rango
de medidas para la TGc es de 0,80 a 6,86 mmol/l ( 71- 607 mg/dl). El analizador de TG
mide de forma fiable, independientemente de la naturaleza de las lipoproteinas que
transporten los triglicéridos. El coeficiente de correlaciéon entre las medidas de TGc con
el analizador de TG y las mediciones realizadas de acuerdo con métodos enzimaticos

39,41

es de 0,94%"®. Resultados similares se obtuvieron en nuestro laboratorio®**'. Las

concentraciones de TGc son generalmente 0,2-0,3 mmol/l superiores a las medidas de
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TG venosas en plasma*, lo que puede justificar las diferencias encontradas entre

muestras capilares y venosas.

5.1.4. Ingesta de alcohol y grasas

La ingesta de grasas y alcohol se recogié en un diario los dias de medida de
TGc. Todos los cuestionarios se evaluaron individualmente por un médico entrenado
junto al sujeto que participaba en el estudio. La ingesta de grasas y la cantidad de
alcohol se estimé de acuerdo con las guias dadas por un dietista. Las comidas
ingeridas se transformaban en nutrientes a partir del Dutch Nutrient Data Base®’El
consumo de alcohol inferior a 10 g/dia se considerd bajo, el consumo de alcohol entre
10 y 30 g/dia se consideré6 moderado y mas de 30 g/dia se consideré elevado. Los
sujetos no recibieron ninguna sugerencia en cuanto a composicién y frecuencia de sus
comidas, y se les explicd que debian llevar a cabo su dieta y consumo de alcohol

habitual durante el estudio.

5.1.5. Analisis estadistico

Los datos obtenidos procedian de diferentes estudios empleando el mismo
protocolo. Los datos se has descrito como media + desviacién estandar (DE). El
consumo de alcohol se dividié en: no consumo, consumo leve (<10 g/dia), moderado
(10- 30 g/dia), elevado (>30 g/dia). Las diferencias entre los grupos se analizaron
mediante el test ANOVA, empleando para analisis post hoc el test de Bonferroni, Chi
cuadrado o la exacta de Fisher cuando fuese apropiado. Ya que los hombres tienden a

tener mayores concentraciones de TG y mayor consumo de alcohol en comparacion
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con las mujeres, todos los analisis se estratificaron por sexo. La trigliceridemia diurna
se definié como el area total bajo la curva de TGc (ABC-TGc) y como el incremento del
area bajo la curva de TGc ( AABC- TGc). El consumo dietético y la trigliceridemia
diurna se calcul6 empleando la media de 2 6 3 dias. Se empled un analisis de
regresion lineal para analizar las diferencias en trigliceridemia diurna entre los
diferentes grupos de consumo de alcohol con y sin ajuste para edad, IMC vy
tabaquismo, ya que el IMC se relaciona con las concentraciones de TG y el consumo
de alcohol interacttia con el consumo de tabaco y las concentraciones de TG?’%. Se
realizd una regresion lineal para analizar la asociacion de las concentraciones de
PCRus con el consumo de alcohol y aquellas variables con diferencias significativas
entre los grupos de consumo de alcohol en el analisis univariante. Se realiz6 una
transformacion logaritmica de aquellas variables sin distribucion normal, pero los
valores sin transformar son los que se muestran en las tablas y figuras. Todo el
analisis estadistico se realiz6 usando el paquete estadistico PASW versién 18.0. El
ABC-TGc y el AABC- TGc se calcularon mediante PRISM version 3.0 (Graph Pad
Software, San Diego). Se consideré estadisticamente significativo una p inferior a 0,05

(dos colas).

5.2, Ensayo clinico en voluntarios sanos

5.2.1. Poblaciéon del estudio

Se incluyeron 16 estudiantes sanos no fumadores de 20 a 30 afos, 8
hombres y 8 mujeres, que participaron voluntariamente y firmaron un consentimiento
informado. Se les realiz6 un estudio clinico y analitico para confirmar su estado de

salud. Se incluyeron aquellos que presentaban una colesterolemia < 220 mg/dl y
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triglicéridos < 200 mg/dl, no eran fumadores y presentaban un indice de masa corporal
inferior (IMC) a 25. Se determiné el peso y la talla de todos, calculandose la superficie
corporal por la féormula de Dubois. Todos los participantes incluidos cumplian los
criterios. El estudio obtuvo la aprobacion del comité ético del hospital, siguiendo las

guias de buena practica clinica.

5.2.2. Diseno del estudio

Todos los participantes pasaron por 5 fases de 5 dias cada una. Durante las 5
fases los participantes recibieron la misma dieta hipercaldrica controlada. En 4 de las 5
fases recibieron ademas una bebida alcohdlica, diferente en cada una de ellas: vino
tinto, ron afiejo, vodka o brandy. Se administr6 la misma bebida alcohdlica durante los
4 primeros dias, administrando en todos los casos los mismos gramos de alcohol para
todas las bebidas alcoholicas. La bebida alcohdlica se administré con la comida y con
la cena. En la quinta fase o de control, se sustituyeron las calorias del alcohol por
azucar que se afiadio a la dieta, diluida en las bebidas de la comida y de la cena. El
estudio tuvo un disefio cruzado, de modo que los 16 participantes pasaron por las 5
fases de estudio. Entre cada una de las 5 fases del estudio se dejaron transcurrir al
menos 2 semanas de lavado con su alimentacion habitual. Durante el periodo de
observacion los participantes mantuvieron sus actividades habituales, absteniéndose
de tomar alimentos o bebidas, salvo agua, fuera de las 3 comidas principales. El peso

se mantuvo constante durante el estudio.

Dieta. Los desayunos y las comidas tuvieron lugar en el comedor del hospital y la cena
en sus domicilios. Los desayunos y las cenas fueron los mismos durante los 4 dias de
observacién (lunes a jueves), y se elabor6 de forma personalizada después de una

encuesta dietética previa para conocer los gustos de cada participante. La comida era
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el menu del hospital, que se repite de forma ciclica cada 3 semanas. Se
suplementaron los menus (comida y cena) con queso, unas galletas con chocolate
(Kit-Kat®) y una bebida azucarada, para lograr una dieta de 1.487 * 39 Kcal/m?

diarias, con 654 + 15 Kcal/m? (44 + 2,2 % de las calorias) en forma de grasa.

Aporte de alcohol. Durante los 4 dias de cada una de las fases se administré la misma

bebida alcohdlica (vino tinto, ron, brandy o vodka), a la dosis diaria de 16 g/m? de
alcohol (12 g/m? en el caso de las mujeres), repartida 2/3 en la comida y 1/3 en la
cena. La bebida alcohdlica se administraba diariamente en pequefios envases de
plastico individualizados durante la comida, con la medida exacta de bebida
alcohdlica de cada participante. La bebida alcohdlica correspondiente a cada una de
las fases se diluia en la bebida azucarada administrada como suplemento a cada uno
de los participantes junto con los suplementos grasos hipercaloricos correspondientes
(queso y chocolate). Para mantener la dieta isocalérica en las cinco fases, el aporte
calérico del alcohol en la fase de dieta control se administré en forma de azulcar, que
se afiadio a las bebidas azucaradas.

En cada comida se entregaba a cada uno de los participantes una bolsa con
los suplementos caldricos, el envase con la bebida alcohdlica y la bebida dulce
correspondientes a la cena. Al menos uno de los investigadores desayunaba y comia
diariamente con los 16 participantes para vigilar el cumplimiento dietético en el
hospital. Se telefoneaba por las noches cada segundo dia, y de forma aleatoria a 3-4
participantes para confirmar el cumplimiento de la cena.

Se advirti6 a todos los participantes que se abstuvieran de compartir sus
suplementos caloricos o la bebida calérica con sus familiares, administrandose incluso

una pequefa cantidad aparte si algun familiar mostraba especial interés en probar la
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bebida alcohdlica o los suplemento caldricos.

Extracciéon de sangre. Se obtuvo sangre en cada uno de los 5 periodos en la manana

del comienzo del estudio (basal), antes de administrar el primer desayuno y en la
mafana del quinto dia, también en ayunas. En las dos extracciones se obtuvo sangre

tras al menos diez horas en ayunas.

5.2.3. Determinacion de parametros del perfil lipidico

Las muestras venosas se recogieron en tubos con citrato. Posteriormente se
almacenaron a -80° C hasta que fueron procesadas.

Las determinaciones de lipidos se realizaron siguiendo técnicas estandar. El
perfil lipidico incluia: colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL vy triglicéridos. Las
lipoproteinas se aislaron mediante un método de ultracentrifugacién®®. El colesterol
total y los triglicéridos se analizaron mediante un método enzimatico mediante analisis
en las sub-fracciones obtenidas. El colesterol HDL se obtuvo después de tratar el
sobrenadante de la ultra-centrifugacién con acido magnésico fosfotlungstico. El
colesterol LDL se calculé como la diferencia existente entre el colesterol infranadante y
el colesterol HDL. Para ello se emplearon kits enzimaticos comerciales (Boehringer
Mannheim, Mannheim, Germany) adaptado a un autoanalizador RA-XT (Bayer
Diagnostics, Tarrytown, NY, EEUU). En todos los casos, los procesos se adaptaron
(ratio muestra/reactivo) para obtener un precision fotométrica equivalente a unas

concentraciones de colesterol y triglicéridos en el rango de 150 a 300mg/dI.
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5.2.4. Determinacion de IL-6, PCR us, y TNF-a

La determinacién de IL-6 y TNF-a en suero se realizé mediante una técnica
cuantitativa tipo sandwich de inmuno-ensayo enzimatico con kits comerciales (R&D
Systems, Inc. Minneapolis, EEUU). Para ello se emplearon anticuerpos monoclonales
especificos para IL-6 y TNF-a .

La PCRus se midi6 mediante un inmuno-ensayo turbidimétrico de latex de

alta sensibilidad en un auto-analizador (Ortho Clinical Diagnostic, Rochester, EEUU).

5.2.5. Determinacion de fosfolipasa A, secretora (PLA5s)

Las concentraciones de PLA;s en suero se determinaron con kits comerciales
(EIA cat. No. 585000. Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Ml, EEUU) mediante
un inmuno-ensayo enzimatico empleando fosfolipasa A, secretora de origen sinovial
humano. Las muestras se diluyeron 1:20 con un buffer procedente del Kkit,
empleandose para el estudio 100 pyl de la muestra diluida, realizdndose las
determinaciones por duplicado. El inmunoensayo enzimatico es especifico para
determinar las concentraciones de fosfolipasa A, secretora tipo IIA, no presentando
reacciones cruzadas con la fosfolipasa A, tipo I, IV,V ni con otros mediadores de la
inflamacién como el TNFa, la IL-1 o el factor activador de plaquetas. La concentracion

minima detectable por el kit es 15,6 pg/ml.

5.2.6. Determinacion de lipoperoxidos

La medida de Ila concentracion de hidroperdxidos lipidicos se realizd
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utilizando un kit comercial (Lipid Hydroperoxide (LPO) Assay Kit Catalog No. 705002.
Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, EEUU), que se basa en reacciones redox

con el ién ferroso siguiendo el siguiente esquema:

ROOH + Fe*  _ > RO" + Fe®*
RO + Fe* + H' . > ROH + Fe*
Fe* +5SCN" - > Fe(SCN)s?

El ion férrico se detecta con i6n tiocianato que es utilizado como cromdgeno.
Para evitar cualquier interferencia con los iones férricos contenidos en la muestras se
realizé una extraccidn de las muestras con cloroformo y se realizé la medida en el

extracto obtenido. La determinacion de la LPO se midi6é en uM.

5.2.7. Determinacion de la capacidad antioxidante total (CAT)

La medida de la concentracion total de antioxidantes (hidrosolubles vy
liposolubles) se realizd mediante un inmuno-ensayo basado en la capacidad de los
antioxidantes de la muestra en inhibir la oxidacidon del compuesto (2,2 -acino-di-[3-
etilbenzotiazolina sulfonato] por met-mioglobina con un kit comercial (Antioxidant
Assay Kit Catalog No 709001. Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MIl, EEUU).

La concentracion de este compuesto se midié por espectrofotometria con
una sensibilidad para determinar antioxidantes sin diluir ni concentrar la muestra de

0,044- 0,330 nM (capacidad para medir la absorbancia a 750nm).
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5.2.8. Cuantificacion de fenoles de las diferentes bebidas alcohédlicas

El total de los fenoles, expresado como equivalentes del acido galico, se

obtuvieron mediante los reactivos de Folin-Ciocalteu como ya esta descrito®®,

5.2.9. Andlisis estadistico

Se calcularon las cifras de TNF-a (pg/ml), IL6 (pg/ml), PCRus (mg/dl), PLA,s
(pg/ml), CAT(nM) y LPO (uM) a nivel basal y al 5° dia tras la ingesta de una dieta rica
en grasas y los diferentes tipos de bebidas alcohdlicas. Se calculé el porcentaje de
incremento/decremento de los valores finales respecto de los basales (cambios

relativos) empleando la siguiente férmula:

(C al 5° dia — C basal) / C basal

Siendo C = concentracion de TNF-o (pg/ml), IL6 (pg/ml), PCRus (mg/dl), PLAzs

(pg/ml), CAT(nM) 6 LPO(uM).

Para el analisis estadistico se empled el programa SPSS 18.0. Se calculé la
normalidad de las muestras mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. La t de Student
para datos apareados se empled para calcular las diferencias existentes entre los
diferentes grupos antes y después de la intervencion. Se empled el test estadistico
ANOVA para calcular los cambios a nivel relativo de los diferentes factores

proinflammatorios/antioxidantes. Las comparaciones post-hoc se realizaron mediante
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el test de Tukey para identificar diferencias entre grupos.

Se calcularon las correlaciones existentes al 5° dia tras el consumo de las
diferentes bebidas alcohdlicas, entre las concentraciones plasmaticas de los factores
proinflamatorios, peroxidacion lipidica y capacidad antioxidante total (correlacion de
Pearson).

Los datos absolutos se expresaron como media * error estandar de la media.
Los datos relativos se expresaron como porcentaje + error estandar de la media. Las

diferencias se han considerado significativas cuando p<0,05.
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6. Resultados
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6.1. Estudio observacional en poblacién general

6.1.1. Caracteristicas generales

Las caracteristicas generales de 273 individuos (139 hombres y 134 mujeres)

se muestran en la tabla 2. En comparacion con los hombres, las mujeres presentan

concentraciones mas elevadas de apoAl y colesterol HDL junto con una menor

concentracién de ftriglicéridos en ayunas, colesterol LDL y apoB. El consumo de

alcohol fue significativamente superior en hombres que en mujeres (tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de hombres y mujeres

Mujeres Hombres

(n=134) (n=139)
Edad (anos) 415+ 14,2 39.9+14.2
IMC (kg/m?) 254 +50 246 +3.4
TAS (mmHg) 1255+ 161 125,0 £ 13,5
TAD (mmHg) 82,6 +9,6 81,5+10,2

Fumadores (n,%)
Historia de ECV (n, %)
Historia de DM2 (n, %)

Colesterol total (mg/dl)
Colesterol LDL (mg/dl)
Colesterol HDL (mg/dl)
Apo B (g/l)

Apo A-l (gl)

TG plasmaticos (mg/dl)

Ingesta de alcohol
No consumo (n, %)
Bajo, <10g/dia (n, %)
Moderado, 20-30 g/dia (n, %)
Alto, >30qg/dia (n, %)

39 (27,9%)
20 (14,3%)
4 (2,9%)

197,21 £ 46,40
119,88 + 38,67
54,14 + 14,69
0,85 +0,25
1,48 £ 0,31

108,06 + 65,54

64 (45,7%)

36 (25,7%)

35 (25,0%)
5 (3,6%)

35 (25,2%)
27 (19,4%)
3(2,2%)

204,95 + 38,67
131,48 + 38,67 °
4756 + 11,99 °
0,97 +0,24°
1,32+0,22°
119,57 + 68,20 °

34 (24,5%) "
27 (19,4%) "
54 (38,8%) "
24 (17,3%) °

@ Diferencias significativas respecto al valor en mujeres (p < 0,05)
® Diferencias significativas respecto al valor en mujeres (p < 0,001)
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6.1.2. Efectos del consumo de alcohol sobre la trigliceridemia basal y variacion diurna

Las caracteristicas clinicas segun la ingesta de alcohol para hombres y
mujeres se muestran en la tabla 3 y en la tabla 4 respectivamente.

Respecto a las variables antropométricas, las mujeres con bajo consumo de
alcohol tienen un IMC mas bajo en comparaciéon con mujeres que no consumen
alcohol y valores de TG en ayunas menores en comparaciéon con mujeres que no
consumen alcohol o con un alto consumo. Las mujeres con alto consumo de alcohol
son fumadoras con mayor frecuencia que aquellas con menor consumo.

Si se analizan las caracteristicas clinicas de los varones, aquellos con
elevado consumo de alcohol son de mayor edad que aquellos que no consumen, sin
encontrarse diferencias en los valores de IMC. Como en las mujeres, los hombres con
mayor consumo de alcohol son con mayor frecuencia fumadores en comparacion con
aquellos que consumen alcohol en bajas cantidades. No se encontraron diferencias
en las concentraciones plasmaticas de TG en ayunas segun diferente consumo de
alcohol.

En cuanto a la dieta, la ingesta de grasas fue similar en todos los grupos
segun consumo de alcohol tanto en hombres como en mujeres.

El patron de trigliceridemia diurna capilar para mujeres y hombres segun el
consumo de diferentes cantidades de alcohol se muestra en la figura 4.

No se han encontrado diferencias significativas en la TGc en ayunas y en
ABC-TGc entre las medidas de los tres dias consecutivos en cada grupo de consumo
de alcohol. Las mujeres presentan un patrén de TGc diurna con menos variaciones
que los hombres. En mujeres, las concentraciones de TGc en ayunas difieren segun el

consumo de alcohol (p para la tendencia < 0,05), sucediendo lo mismo con las
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concentraciones de TGc antes de la comida (p para tendencia < 0,001). Ver figura 4A.
Sin embargo, en los hombres las concentraciones de TGc son similares entre todos
los grupos tanto en ayunas como antes y después de la comida y antes de la cena,
encontrando diferencias significativas después de la cena (p para tendencia < 0,001)
y antes de acostarse (p para tendencia < 0,001). Ver figura 4B.

No se encontraron diferencias significativas en el ABC-TGc ni en AABC-TGc
entre no consumo, bajo consumo, consumo moderado o alto, ni en hombres ni en
mujeres, sin ajuste por edad, IMC y tabaquismo ( tablas 3 y 4). Tras ajuste por edad,
tabaquismo e IMC, los hombres con bajo consumo de alcohol presentan menor AABC-
TGc en comparaciéon con aquellos que no consumen alcohol, con consumo moderado
o alto (p ajustada < 0,05), sin embargo los resultados en mujeres no se vieron

modificados tras el ajuste.
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Figura 4. Concentracion de TGc segun la ingesta de alcohol en mujeres (A) y en

hombres (B). Los datos se expresan como media + EEM.

*Diferencias significativas en TGc para un punto de tiempo especifico (p para la

tendencia < 0,05). ** Diferencias significativas en TGc para un punto de tiempo

especifico (p para la tendencia < 0,001).
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6.1.3. Asociacion entre el consumo de alcohol y las concentraciones de PCRus

En una muestra aleatoria de la poblacion estudiada previamente con las
mismas caracteristicas clinicas y bioquimicas, 49 hombres y 31 mujeres, se calcularon
las concentraciones de PCRus en ayunas para analizar su asociacion con el consumo
de alcohol, la trigliceridemia diurna y la concentraciones de TG en ayunas. Se observa
que, en varones, el consumo de alcohol no se asocia con diferentes concentraciones
de PCRus (p para la tendencia de 0,846. ver figura 5), no existiendo tampoco una
correlacion con las concentraciones de ftriglicéridos basales (r= 0,017, p= 0,910) ni

con el ABC-TGc (r= 0,117, p= 0,420) o el AABC-TGc (r= 0,065, p= 0,665).

0,6

0,5

PCRus (mg/dl)
R R e N R
[ [} w N

o

No (n=13) Bajo (n=13) Moderado Alto (n=11)
(n=12)

Consumo de alcohol

Figura 5. Concentraciones de PCRus en varones segun el consumo de alcohol. Datos

expresados como media + EEM.

Sin  embargo, en mujeres se ve una clara asociacion entre un mayor
consumo de alcohol y unas concentraciones superiores de PCRus (p para la tendencia
de 0,007) (figura 6). En cuanto a su asociacién con la trigliceridemia basal, si existe

una correlacion entre ambos parametros ( r= 0,474; p=0,007), aunque no con el ABC-
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TGc (r=0,272, p=0,119) ni con el AABC-TGc (r= 0,155, p= 0,381).

0,6 - I \

PCRus (mg/dl)
o o o
w = (92}

=]
N

O
=

No (n=16) Bajo (n=5) Moderado (n=7)  Alto (n=3)
Consumo de alcohol

Figura 6. Concentraciones de PCRus en mujeres segun el consumo de alcohol. Datos

expresados como media + EEM. ** p<0,01.

Debido a las diferencias encontradas en las concentraciones de PCRus en
mujeres al comparar abstemias con bajo, moderado y alto consumo
se realiz6 una regresion lineal, manteniéndose la asociacién entre el consumo de
alcohol y las concentraciones de PCRus (p = 0,001) y las concentraciones de TG en
ayunas (p<0,001) tras ajuste con la edad, con las concentraciones de TG en ayunas,

el habito tabaquico y el IMC (p ANOVA<0,001). Ver tabla 7.
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Variable dependiente Variables introducidas B corregida p
logPCRus logTG 0,749 0,000
+Consumo de alcohol 0,597 0,001

+Edad 0,006 0,138

+Tabaquismo 0,066 0,647

+IMC 0,222 0,180

R? del modelo = 0,582. R? corregida del modelo= 0,498. p<0,001

Tabla 7. Regresioén lineal de las concentraciones de PCRus en mujeres.

6.2. Ensayo clinico en voluntarios sanos

La adherencia al protocolo fue completa en todos los casos. El peso y los
parametros antropométricos se mantuvieron constantes a lo largo del estudio.

Se analizé el componente en fenoles de las diferentes bebidas alcohdlicas. El
vino tinto presentaba 2.660 mg/l, el ron 375 mg/l y el brandy 89 mg/Il. El vodka carecia
de polifenoles. Las medidas se expresan como equivalentes del acido galico.

Todas las variables analizadas presentaban una distribucion normal.

6.2.1. Efecto del consumo mantenido de una dieta rica en grasas y distintas bebidas

alcohdlicas sobre el perfil lipidico basal

El consumo de una dieta rica en grasa mantenida durante 5 dias no se asocia
con diferencias significativas en las concentraciones basales de colesterol total, cLDL,
cHDL, cVLDL, TG, apoA1 ni apoB. El consumo de las diferentes bebidas alcohdlicas

con la dieta rica en grasas no se asocia con un incremento significativo en las
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concentraciones de colesterol total, cLDL, cHDL, TG, apoA1 ni apoB (tabla 8).

CT (mg/dL) p LDL (mg/dL) p ApoB (g/L) p

Eontral Dia0 163,33 +5,84 103,6 + 4,97 0,68 £ 0,28
Dia5 167,19 £5.07 0,451 104,06 + 4,28 0,853 0,69+0.24 1,000

Vino Dia0 165,88 £6,38 104,25+ 5,11 0,68 £ 0,27
Dia 5 169 + 525 0,426 104,25 + 4 45 1,000 0.69 0, 27 0,625

B Dia0 162,19 +6,45 98,13+5,13 0,65+ 0,33
Dia5 166,19 £ 5.62 0,234 101.31+4.20 0,283 0.64 £ 0.30 0,653

Brandy Dia0  171,31£6,37 97,07 £ 5,07 0,66+ 0,32
Dia5 173.19+5.30 0,542 102,06 +5.16 0,928 0.67+ 0.36 0,666

Vodka Dia0 155,53 £+6,35 110 £ 5,59 0,72 £0,31
DiaS  162,31+5.47 0,141 110.31 £ 4,61 0,300 0.72+ 0.31 0,684

TG (mg/dL) p HDL (mg/dL) p ApoAl (g/dL) p

Control Dia 0 81791 51+ 0 1,44 £0,40
Dia 5 83.75+7,34 0,639 52,94 +2.94 0,490 1.46 0, 41 0,304

Vino Dia0 76,44 £ 540 53,88 + 2,65 1,46 £ 0,49
Dia 5 90.25 + 8,18 0,070 53,38 + 2,64 0,796 1.47 £ 0.33 0,803

Ron Dia 0 80 £5,26 50,69 + 2,49 147 £041
Dia 5 87.75+591 0,239 51,88 + 2,68 0,277 1.44 £ 0,49 0,209

Brandy Dia0 78,63 + 5,82 50,67 + 3,26 1,43+ 0,39
Dia 5 86.19 + 7,64 0,086 52,13+2.78 0,356 1.42 £ 0.42 0,637

Vodka Dia 0 71,93+ 8,38 53,81+3,32 1,47 £0,35
Dia 5 83,69 + 5,88 0,099 55,44 + 3,16 0,226 1.46 £ 0,57 0,745

Tabla 8. Perfil lipidico antes y después de la intervencién. Los datos se expresan como

media * error estandar de la media.
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6.2.2. Efecto del consumo crénico de una dieta rica en grasas y diferentes bebidas

alcohdlicas sobre los factores proinflamatorios

6.2.2.1. Efecto sobre las concentraciones de TNFa

La dieta rica en grasas (periodo control) aumenta sus concentraciones
plasmaticas (6,08 + 0,73 vs 7,34 + 0,72 pg/ml) aunque de forma no significativa. La
dieta rica en grasas suplementada con vino tinto desciende las concentraciones
plasmaticas (7,42 £+ 0,69 vs 5,95 + 0,84 pg/ml) mientras que el resto de las bebidas
alcohdlicas seguian manteniendo las elevaciones de TNF-a propias de la dieta rica en

grasa, aunque sin existir diferencias significativas en ninguno de los casos (figura 7).

12,00
10,00 1
.
—_ 8,00 A . n
£ 7 7
o5 1 1 h
S 6,00
=}
<3
z
4,00
2,00
0,00 n X
Control Vino Ron Brandy Vodka
H1edia 6,08 7,42 6,25 7,34 6,42
H 52 dia 7,34 5,95 6,48 8,72 8,27

Figura 7. Niveles plasmaticos de TNFa al 1° y 5° dia después del consumo de una
dieta rica en grasas con o sin los diferentes tipos de bebidas alcohdlicas
en voluntarios sanos (pg/ml). Expresado como media + EEM. *p<0,05.
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Si se calcula el cambio relativo, el vino disminuye los valores un 28,95 +
9,75% frente al control que incrementa los valores un 55,23 + 33,85% (p<0,05). Las
otras bebidas alcohdlicas lo incrementan sin existir diferencias estadisticamente

significativas con respecto a los cambios porcentuales de la dieta basal (figura 8).

100%

80% l

60%

40% {

20% [ ‘ }
0%

Porcentaje (%)

-20%
-40%

-60% .
Control Vino Ron Brandy Vodka

55,00% @ -28,95% @ 10,94% 27,96% 59,24%

Figura 8. Cambio porcentual de los niveles plasmaticos de TNFa después del
consumo de una dieta rica en grasas con o sin los diferentes tipos de
bebidas alcohdlicas en voluntarios sanos. Expresado como media en

porcentaje + EEM. * p<0,05 vs control.
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6.2.2.2. Efecto sobre las concentraciones de IL-6

La ingesta rica en grasas (periodo control) no modifica las concentraciones de
IL-6. EI consumo de bebidas alcohdlicas tampoco modifica las concentraciones de IL-
6. (figura 9), aunque se observd una leve tendencia no significativa al descenso
durante la fase de consumo de vino tinto, mientras que tanto en la dieta sin alcohol

como en las fases con los otros alcoholes, la tendencia era la contraria.

10,00
1
9,00
8,00
7,00
1
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@
& 5,00
b
= 4,00
3,00
2,00
1,00
0,00 =
Control Vino Ron Brandy Vodka
E12dia 5,03 5,58 6,63 6,14 5,49
E52dfa 5,13 5,33 7,89 6,30 6,22

Figura 9. Niveles plasmaticos de IL-6 al 1° y 5° dia después del consumo de una
dieta rica en grasas con o sin los diferentes tipos de bebidas alcohdlicas en
voluntarios sanos (pg/ml). Expresado como media+ EEM. *p<0,05.
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En cuanto a las diferencias relativas entre los niveles de IL-6 antes y después
de la ingesta de los diferentes tipos de alcoholes, se obtiene un descenso significativo
(-16,74 + 10,08 % vs 15,40 + 13,84%; p<0,05) en los valores de IL-6 obtenidos con el
vino comparandolo con el control. El descenso fue menor con el consumo de ron (-
0,82 £+ 7,97 %) y no alcanzd significacion estadistica. El resto de las bebidas
alcohodlicas muestran una tendencia a incrementar las cifras, aunque de forma no

significativa con respecto al control. (figura 10).

40% =

30%

20% {
2. 10%

0% TQ

-10%

Porcentaje (%)

-20% \

-30%
Control Vino Ron Brandy Vodka

15,40% @ -16,74% -0,82% 19,31% 18,08%

Figura 10. Cambio porcentual en las determinaciones plasmaticas de IL-6 después del
consumo de una dieta rica en grasas con o sin los diferentes tipos de
bebidas alcohdlicas en voluntarios sanos. Expresado como media en

porcentaje +t EEM. * p<0,05 vs control.
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6.2.2.3. Efecto sobre las concentraciones de PCR ultrasensible

La dieta rica en grasas (control) origind un incremento de las mismas (0,81 +
0,23 vs 1,22 + 0,32 mg/dl; p= 0,019), mientras que el consumo de las bebidas

alcohdlicas consideradas las redujo, aunque de forma no significativa. (figura 11).

1,00
20,80
&

&)

£ 0,60
0,40
0,20

0,00
Control Vino Ron Brandy Vodka

®1°dia 0,81 1,06 1,18 0,92 1,06
m5edia 122 | 080 | 099 | 066 089

Figura 11. Concentraciones plasmaticas de PCRus al 1° y 5° dia después del
consumo de una dieta rica en grasas con o sin los diferentes tipos de
bebidas alcohdlicas en voluntarios sanos(mg/dl). Expresado como media =
EEM. *p<0,05 vs 1° dia.
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Si se comparan los cambios porcentuales entre el periodo control y cuando
consumieron los diferentes tipos de bebidas alcohdlicas, se observa que el vino
provoca un descenso de -21,50 + 14% (p< 0,05). En el resto de bebidas se aprecio

incremento, aunque no se vieron diferencias con respecto al control (figura 12).

200% ”

150%

100%

50%

Porcentaje (%)

0% | |
l

Control Vino Ron Brandy Vodka
63,71% @ -21,50% 7,60% 40,86% @ 91,15%

-50%

Figura 12. Cambio porcentual en las determinaciones de PCRus después del consumo
de una dieta rica en grasas con o sin el consumo anadido de los diferentes
tipos de bebidas alcohdlicas en voluntarios sanos. Expresado como media

en porcentaje + EEM. * p<0,05 vs control.
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6.2.2.4. Efecto sobre las concentraciones de fosfolipasa A2 plasmatica (PLAs).

La dieta rica en grasas (control) origina una tendencia a incrementar las
concentraciones de PLA;s y sin embargo, al afadirle vino y ron esta tendencia se
invierte, aunque de forma no significativa. El consumo de brandy y vodka origina una
tendencia a incrementar las concentraciones de PLA;s sin encontrar diferencias

significativas (figura 13).
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Control Vino Ron Brandy Vodka
Eledia  5436,32 7293,68 8501,05 5983,95 6477,80
[=]
E59dfa  7134,62 6360,93 7691,62 7876,18 7925,53

Figura 13. Concentraciones plasmaticas de PLA;s al 1° y 5° dia después del
consumo de una dieta rica en grasas con o sin los diferentes tipos de
bebidas alcohdlicas en voluntarios sanos(pg/ml). Expresado como media
+ EEM.

Si analizamos los cambios porcentuales de las concentraciones de PLAys, el
consumo de vino y de ron originan un descenso en el porcentaje de las

concentraciones de PLA,s frente al control, aunque no alcanzan diferencias
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significativas (figura 14) .
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Control Vino Ron Brandy Vodka
23,38% -6,17% | -12,92% @ 22,97% @ 17,53%

Figura 14. Cambio porcentual de las concentraciones de PLA,s después del
consumo de una dieta rica en grasas con o sin diferentes bebidas
alcohdlicas. Expresado como media en porcentaje + EEM. *p<0,05.
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6.2.3. Efecto del consumo crénico de una dieta rica en grasas y diferentes bebidas

alcoholicas sobre los marcadores de oxidacién

6.2.3.1. Efecto sobre las concentraciones de la peroxidacion lipidica
El consumo de una dieta rica en grasas (periodo control) origina un
incremento significativo de la LPO (p=0,04). El consumo de vino, ron, brandy y vodka

no modifica de forma significativa las concentraciones de LPO (figura 15).

60,00
50,00
40,00
30,00

20,00

Peroxidacion lipidica (pM)

10,00

Control Vino Ron Brandy Vodka
1¢ dia 48,13 58,84 33,65 47,27 39,11
m52dia, 56,28 56,11 33,81 45,82 53,34

Figura 15. Concentraciones plasmaticas de LPO al 1° y 5° dia después del consumo
de una dieta rica en grasas con o sin los diferentes tipos de bebidas

alcohdlicas en voluntarios sanos. Expresado como media + EEM. *p<0,05
vs 1° dia.
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Si se compara el cambio porcentual de las concentraciones de LPO, se
observa que el consumo de vodka incrementa la peroxidacion lipidica frente a otras
bebidas alcohdlicas como el brandy, que muestra una tendencia a disminuirla con
respecto a la dieta basal sin alcohol (77,47 £ 0,21% vs 2,48 + 0,49%; p=0,05). Al
compararlo con el consumo de vino y ron, también parece que muestran una
tendencia a disminuir la LPO originada por la dieta aunque no se vieron diferencias

significativas (p=0,07), ( figura 16).
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31,14% 8,72% 7,98% 2,49% 77,47%
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Figura 16. Cambio porcentual en las determinaciones de LPO después del consumo
de una dieta rica en grasas con o sin los diferentes tipos de bebidas
alcohdlicas en voluntarios sanos. Expresado como media en porcentaje =

EEM. ¢p=0,05 vs brandy.
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6.2.3.2. Efecto sobre las concentraciones de la capacidad antioxidante total (CAT).

El consumo de una dieta rica en grasas (periodo control) origina una
disminucion de la capacidad antioxidante total (17,94 + 0,14 uM vs 13,84 + 0,18 uM,;
p=0,036). El consumo de vino tinto origina un incremento de la capacidad antioxidante
total a pesar de la ingesta de una dieta rica en grasas (17,91 £ 0,16 uM vs 21,71 %
0,12 uM; p= 0,018). Con la ingesta de ron, brandy y vodka no se obtuvieron diferencias

en la CAT con respecto a sus respectivos valores basales (figura 17).
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Figura 17. Concentraciones plasmaticas de CAT al 1° y 5° dia después del consumo
de una dieta rica en grasas con o sin los diferentes tipos de bebidas
alcohdlicas en voluntarios sanos. Expresado como media = EEM, * p<0,05
vs 1° dia.
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Al analizar el cambio porcentual de la CAT se observa que el vino tinto origina
un incremento frente al descenso originado por la dieta rica en grasas (60,60 * 33,16%
vs -21,75 + 9,89%; p=0,002). Si se compara el consumo de vino tinto con las otras
bebidas alcohdlicas se observa que aumenta la capacidad antioxidante total respecto
al consumo de ron (60,60 + 33,16% vs 3,35 + 19,47%. p=0,028), al consumo de
brandy (60,60 + 33,16% vs -7,59 % 4,24%; p=0,01) y al consumo de vodka (60,60 +

33,16% vs 2,51 + 5,14%; p=0,026). Los datos se reflejan en la figura 18.
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Figura 18. Cambio porcentual en las determinaciones de CAT después del consumo
de una dieta rica en grasas con o sin los diferentes tipos de bebidas
alcoholicas. Expresado como media en porcentaje + EEM. *p<0,05 vs

consumo de vino.
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6.2.4. Correlaciones entre las concentraciones plasmaticas de los factores

proinflamatorios, peroxidacion lipidica y capacidad antioxidante total

En las siguientes tablas se exponen las diferentes correlaciones calculadas
entre los factores proinflamatorios, la peroxidacién lipidica y la capacidad antioxidante
total después del consumo de una dieta rica en grasas (tabla 9), y el consumo de vino

tinto (tabla 10), ron (tabla 11 ), brandy (tabla 12) y vodka (tabla 13).

r p

IL-6 TNF 0,202 0,454
PCR us -0,379 0,164
PLA2s -0,149 0,628
LPO -0,049 0,858
CAT -0,572 0,026

TNF PCR us 0,707 0,007
PLA2s 0,425 0,168
LPO 0,184 0,496
CAT -0,243 0,365

PCR us PLA2s 0,138 0,654
LPO 0,174 0,535
CAT 0,265 0,339

PLA2s LPO 0,514 0,072
CAT -0,022 0,943

LPO CAT 0,309 0,244

Tabla 9. Correlacién de Pearson entre los diferentes factores proinflamatorios,
peroxidacion lipidica y capacidad antioxidante total después de una dieta
rica en grasas en voluntarios sanos. r= coeficiente de correlacion. p=
significacion estadistica.
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r P
IL-6 TNF -0,305 0,268
PCR us -0,373 0,232
PLA2s -0,627 0,039
LPO 0,394 0,147
CAT 0,267 0,336
TNF PCR us 0,717 0,006
PLA2s 0,425 0,168
LPO 0,273 0,307
CAT -0,510 0,044
PCR us PLA2s 0,249 0,487
LPO 0,412 0,162
CAT -0,357 0,231
PLA2s LPO -0,252 0,429
CAT -0,347 0,269
LPO CAT -0,113 0,676

Tabla 10. Correlacion de Pearson entre los diferentes factores proinflammatorios,
peroxidacion lipidica y capacidad antioxidante total después de una dieta
rica en grasas y consumo de vino tinto en voluntarios sanos. r= coeficiente
de correlacion. p= significacion estadistica.

119



=
Iz
Z

Universidad
Complutense
Madrid

Tabla 11.

r p
IL-6 TNF 0,583 0,023
PCR us -0,322 0,242
PLA2s 0,136 0,689
LPO 0,235 0,473
CAT -0,199 0,460
TNF PCR us -0,500 0,058
PLA2s -0,273 0,417
LPO 0,216 0,459
CAT -0,284 0,306
PCR us PLA2s 0,624 0,040
LPO 0,009 0,976
CAT 0,264 0,342
PLA2s LPO 0,055 0,873
CAT 0,098 0,762
LPO CAT -0,188 0,503

Correlacion de Pearson entre los diferentes factores proinflamatorios,
peroxidacion lipidica y capacidad antioxidante total después de una dieta
rica en grasas y consumo de ron en voluntarios sanos. r= coeficiente de

correlacion. p= significacion estadistica.
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Tabla 12.

r P
IL-6 TNF 0,405 0,120
PCR us 0,163 0,579
PLA2s 0,018 0,957
LPO 0,495 0,051
CAT 0,001 0,998
TNF PCR us 0,071 0,808
PLA2s 0,077 0,811
LPO 0,284 0,286
CAT 0,334 0,206
PCR us PLA2s -0,128 0,709
LPO -0,048 0,871
CAT -0,078 0,791
PLA2s LPO 0,134 0,678
CAT -0,609 0,035
LPO CAT 0,282 0,289

Correlacion de Pearson entre los diferentes factores proinflamatorios,
peroxidacion lipidica y capacidad antioxidante total después de una dieta
rica en grasas y consumo de brandy en voluntarios sanos. r= coeficiente
de correlacion. p= significacion estadistica.
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r P
IL-6 TNF 0,402 0,122
PCR us 0,038 0,890
PLA2s -0,231 0,470
LPO 0,473 0,064
CAT -0,199 0,460
TNF PCR us 0,191 0,480
PLA2s 0,204 0,524
LPO 0,325 0,219
CAT -0,374 0,154
PCR us PLA2s 0,000 1,000
LPO 0,222 0,409
CAT 0,017 0,950
PLA2s LPO 0,046 0,887
CAT 0,049 0,879
LPO CAT 0,128 0,637

Tabla 13. Correlacion de Pearson entre los diferentes factores proinflamatorios,
peroxidacion lipidica y capacidad antioxidante total después de una dieta
rica en grasas y consumo de vodka en voluntarios sanos. r= coeficiente
de correlacion. p= significacion estadistica.

Dentro de todas las correlaciones estudiadas, se observaron sélo algunas

significativas tras el consumo de vino tinto, ron y brandy, y no de otras bebidas

alcoholicas como el vodka. Se ha observado una correlacion positiva tras el consumo

de vino tinto, entre las concentraciones de PCRus y LPO (r= 0,57; p=0,042) y entre

PCRus y la PLA2s tras el consumo de ron ( r=0,624; p= 0,040).

Ademas se ha encontrado una correlacion negativa entre las concentraciones
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plasmaticas de la CAT y el TNFa tras el consumo de vino tinto (r= -0,51; p= 0,044),
entre las concentraciones de CAT e IL6 tras el consumo de ron (r= -0,57; p= 0,026) y
entre las concentraciones de CAT y PLA2s tras el consumo de brandy ( r= -0,609); p=

0,035).
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La aterosclerosis es la primera causa de mortalidad en el mundo (OMS
2011)%°. Los habitos de vida saludables constituyen la primera medida para controlar
y evitar el desarrollo de las enfermedades cardiovasculares. Dentro de estos habitos
de vida se encuentra el realizar una dieta sana pobre en grasas saturadas, evitar el
consumo de tabaco y realizar ejercicio fisico diario. EI consumo de alcohol constituye
una parte de la dieta importante debido a sus efectos sobre el organismo tanto
deletéreos como posiblemente beneficiosos, dependiendo de la cantidad y del patron
de consumo. Del mismo modo se plantea que el tipo de alcohol puede constituir un

factor determinante en los efectos del consumo de diferentes bebidas alcohdlicas.

7a.1. Efecto del consumo de alcohol sobre la trigliceridemia diurna

Desde que la trigliceridemia postprandial es capaz de predecir de forma
independiente el riesgo de desarrollar la enfermedad cardiovascular y de ser incluso

un mejor predictor que la trigliceridemia en ayunas”'%4®

, s importante el investigar el
impacto de los factores de estilo de vida, como el consumo de alcohol sobre la
trigliceridemia diurna en una situacion real, no controlada.

En nuestro estudio se sugiere que la ingesta de bajas concentraciones de
alcohol se asocia con una menor trigliceridemia diurna en hombres, pero si
consideramos en su conjunto esta parte de estos resultados parece que el consumo
de alcohol no contribuye significativamente a la trigliceridemia diurna en la vida diaria
sin intervencion. Estos resultados estan en linea con un reciente meta-analisis y otros
trabajos sobre el consumo de alcohol , donde se sugiere que el alcohol no tiene mayor
11-14.

impacto sobre las concentraciones de triglicéridos

En estudios experimentales, sin embargo se ha observado que el alcohol
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afecta al metabolismo postprandial de las lipoproteinas. El consumo crénico de alcohol
aumenta la captacién hepatica y la oxidacion de los acidos grasos en la mitocondria,
aumentando la sintesis hepatica de TG, dirigido a aumentar la secrecion y
acumulacion de VLDL en el higado'. El consumo de alcohol antes de la comida se
asocia con una disminucion de la hidrdlisis de los quilomicrones tras una sobrecarga
oral de grasa®®'. Sin embargo, el consumo regular de alcohol se asocia con una mayor
hidrélisis de los TG procedentes de las particulas de VLDL por accién de la LPL lo cual
atenta las concentraciones de TG'®?%2%%3_gGj se analiza la repercusion del consumo de
alcohol sobre las concentraciones de TG, un estudio experimental realizado en
hombres sanos de mediana edad donde durante 3 semanas se observoé que el
consumo de 40g de alcohol en la cena, originaba un incremento de las
concentraciones de TG tras la cena, a las 5h de consumo®'. Estos resultados son
comparables a los obtenidos en este trabajo, ya que la trigliceridemia capilar es
significativamente superior en hombres con alto o moderado consumo de alcohol
durante la noche. El consumo de alcohol origina este incremento en la trigliceridemia
capilar ya que éste es mas frecuente a la hora de la cena®®. En comparacién con los
hombres, el consumo de alcohol en las mujeres se asocia mejor con las
concentraciones de TGc en ayunas. Una posible explicacion para estas diferencias
secundarias al sexo puede ser una diferente actividad de las enzimas metabolizadoras

Iy el efecto de los estrogenos sobre el metabolismo de los TG**. Ademas

de alcoho
debemos tener en cuenta que en nuestro trabajo sélo 5 mujeres consumian altas
concentraciones de alcohol, sobre 30g al dia. No obstante, el numero de mujeres
incluidas en los otros grupos era suficiente. Las mujeres habitualmente consumen

menos alcohol que los hombres* y tienden a comunicar un consumo de alcohol inferior

al real en comparacién con los hombres®. Esto debe ser considerado como un
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potencial sesgo de informacién en nuestro estudio.

El consumo leve a moderado de alcohol se relaciona con una disminucion del
riesgo de la enfermedad cardiovascular debido a un incremento en las
concentraciones de colesterol HDL, apoAl y una disminucion de las concentraciones
de fibrindgeno, pero este efecto “protector” del consumo de alcohol disminuye con el

consumo excesivo'!?40,

En nuestro trabajo encontramos un descenso de las
concentraciones de TGc en los sujetos con bajo consumo de alcohol, siendo en
mujeres ese descenso en ayunas y antes de la comida y en varones después de la
cena y a la hora de acostarse. Ademas, el AABC-TGc disminuye en varones con baja
ingesta de alcohol, pero sélo tras correccién por el IMC y el consumo de tabaco.
Potencialmente estos resultados contribuyen a demostrar que el consumo leve o
moderado pueden disminuir el riesgo cardiovascular, ya que la hipertrigliceridemia se
asocia con el proceso aterosclerético?®*2%.

Tedricamente, es posible que exista algun sesgo en el consumo de alcohol,
de modo que los sujetos que se incluyeron en el estudio alterasen su consumo
habitual, a pesar de que se les instruyé para que mantuviesen adherencia a sus
habitos dietéticos y de consumo de alcohol habituales. Otra limitacion para el estudio
actual es la inexactitud al reflejar el consumo de alcohol en los cuestionarios y
diarios®. No obstante, todos los cuestionarios se evaluaron individualmente, lo cual
puede mejorar su validez. Ademas los sujetos vivian en una situacion no controlada,
con diferentes habitos de consumo de alcohol y comidas lo cual puede afectar de
diferente modo al metabolismo de las lipoproteinas®®®’. La mayoria de los sujetos
consumen vino y cerveza y por tanto estos resultados no pueden ser extrapolados al

consumo de otras bebidas alcohdlicas. El impacto del consumo de diferentes bebidas

alcohdlicas sobre el metabolismo de los TG no esta claro. Parece que el consumo de

127



Universidad
Complutense
Madrid

7

7

vino tinto incrementa menos los TG en comparacidon con otras bebidas®, con
resultados similares en mujeres postmenopausicas®®. De todos modos, con el disefio
observacional de nuestro estudio no es posible analizar el efecto de diferentes
modelos de consumo sobre la trigliceridemia diurna.

En conclusion, el consumo de alcohol en bajas cantidades se asocia con una
menor trigliceridemia diurna en hombres tras ajuste por IMC y habito tabaquico pero el
consumo de alcohol no impresiona que contribuya de forma importante a la
trigliceridemia diurna tanto en hombres como en mujeres en una situacién de vida

normal.

7a.2. Efecto del consumo de alcohol sobre las concentraciones de PCRus y la

trigliceridemia diurna

La PCR constituye un importante marcador de riesgo de desarrollar
enfermedad cardiovascular, principalmente enfermedad coronaria asi como de
aterosclerosis''®'??. Respecto a su asociacién con las concentraciones de TG, varios
estudios epidemiologicos han demostrado la relacién entre la hipertrigliceridemia y las
concentraciones de PCR, principalmente estudiado como un criterio dentro del
sindrome metabdlico, tanto en poblacién generalzo como en pacientes con cardiopatia
isquémica’® o ancianos?®.

En este trabajo se observa una marcada diferencia entre hombres y mujeres,
de modo que en estas ultimas si existe una correlacién entre las concentraciones de
PCRus y las concentraciones en ayunas de TG aunque esta relaciéon se pierde al
analizar la trigliceridemia postprandial. En el caso de los hombres no encontramos

asociacion en ninguno de los casos. Estos datos son similares a los obtenidos en un
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subestudio del Women’s Health Study donde se observé que aquellas mujeres con
hipertrigliceridemia presentaban concentraciones de PCR superiores frente a aquellas
con concentraciones normales de TG plasméticos en ayunas (2,56 mg/dl vs 1,11 mgl/l,
p<0,001)*. No obstante, no existen muchos trabajos publicados donde se estudie la
asociacion entre la PCRus y la trigliceridemia postprandial. En uno reciente de casos y
controles realizado en un grupo de varones japoneses sanos, si encuentran una
relacion entre las concentraciones de PCRus vy la hipertrigliceridemia postprandial y en
ayunas frente a normotrigliceridémicos®®’.

Respecto a la asociacion entre PCRus y consumo de alcohol, de nuevo
queda patente una diferencia entre hombres y mujeres en nuestro estudio. Mientras
que en éstos no parece que presenten diferencias en concentraciones de PCRus
segun consumo de alcohol, en mujeres, aquellas que no consumen o con consumo
bajo o moderado presentan cifras de PCRus similares e inferiores a las de aquellas
con alto consumo de alcohol, observandose una cierta tendencia a una distribucién en
J. De hecho aquellas que presentan concentraciones mas bajas de PCRus son las que
tienen un consumo moderado de alcohol. Esta asociacién es independiente de las
concentraciones de TG en ayunas, de la edad, del habito tabaquico y del IMC. Otros
trabajos publicados ya han descrito la asociacion en J entre el consumo de alcohol y
los factores de inflamacion, encontrandose entre ellos la PCR?". En un estudio
epidemiolégico realizado a partir de la cohorte que participd en el Pravastatin/
Inflammation CRP Evaluation Study también se ha asociado el consumo de
moderadas cantidades de alcohol con concentraciones menores de PCR y con
menores concentraciones de TG plasmaticos tanto en hombres como en mujeres, pero
no encontraron diferencias entre el grupo de mayor consumo y los de consumo

moderado®, diferencias que si encontramos en nuestro trabajo.
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De todos modos al interpretar estos resultados debemos considerar las
limitaciones del estudio. En primer lugar el tamafio muestral es pequefio, y la
poblacion analizada heterogénea. Por ello planteamos a partir de estos resultados el
desarrollo de un ensayo clinico controlado en sujetos sanos donde se pudiesen

minimizar los sesgos y los factores de confusion.

7a.3. Efecto del consumo de diferentes bebidas alcohdlicas después de una

dieta rica en grasa sobre el perfil lipidico

En nuestro estudio no se observa un cambio significativo del perfil lipidico
basal a pesar de la ingesta de una dieta hipercalérica rica en grasas. Esto se podria
deber a distintos motivos. Uno de ellos, que no hubiera habido suficiente tiempo para
originar un aumento del perfil lipidico, debido al desarrollo de mecanismos de
compensacion fisiolégicos, como se citdé en un trabajo publicado al respecto por
nuestro grupo38. Otra razon podria ser el numero de casos estudiados, que se suponia
suficiente para analizar cambios en parametros en marcadores de inflamacién y de
oxidacion, pero no para valorar cambios en el perfil lipidico.

En este modelo de consumo mantenido durante 5 dias, no se ven
modificaciones en el perfil lipidico tras el consumo de ninguna de las bebidas
alcohdlicas estudiadas a pesar de la ingestion de una dieta rica en grasas. Estos

I*' donde el

resultados son similares a los encontrados en el trabajo de van Tol et a
consumo de dosis moderadas de vino, cerveza o licores después de una comida, no
provocaba diferencias en el perfil lipidico entre ellas, aunque en este caso la medicion

era del perfil lipidico postprandial y no del basal.

En el caso de la lipemia postprandial, se sabe que el consumo agudo de
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alcohol es uno de los factores dietéticos que la incrementan, principalmente debido a
la induccion de una mayor oxidacién de las grasas y a una inhibicion de la lipoprotein-
lipasa (LPL), mientras que las concentraciones basales permanecen dentro de la
normalidad o aumentan en el caso del consumo elevado de alcohol. En el caso del
consumo cronico, el alcohol favorece una mayor hidrélisis de los TG procedentes de
las VLDL debido a una mayor actividad de la LPL secundaria a una adaptacion al
alcohol de su actividad a un consumo moderado de alcohol 2, disminuyendo por tanto
las concentraciones de TG, lo que justificaria que no hubiese cambios después del
consumo croénico de bebidas alcohdlicas en dosis moderadas'®. Similares resultados
se han obtenido en trabajos realizados en hombres sanos donde se les administraba
vino tinto durante un tiempo similar (10 dias), de forma que no se observan cambios
en las concentraciones de colesterol total, HDL o triglicéridos®®. Si se comparan
nuestros resultados con un meta-analisis donde se analiza el efecto del consumo
moderado de alcohol sobre el perfil lipidico se observa que el consumo moderado de
alcohol no origina un incremento en las concentraciones de colesterol total, colesterol
LDL, Lp(a) ni triglicéridos'’. Sin embargo esto no debe confundirse con los efectos
deletéreos del consumo de elevadas cantidades de alcohol sobre el perfil lipidico, que
causan principalmente una hipertrigliceridemia®®®.

Respecto a las concentraciones de HDL y apo A1 en nuestro trabajo no
vemos un incremento tras el consumo de alcohol que si se mencionan tanto en el
metaanalisis descrito previamente'' como en otros trabajos® se asocian con el
consumo de alcohol. El hecho de que el tamafio muestral del estudio sea pequefo
puede ser una de las causas, asi como la mezcla del efecto de una dieta rica en
grasas saturadas con el del alcohol. Ademas es posible que el realizar una ingesta rica

en grasas saturadas modifique la capacidad del alcohol para activar el transporte
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reverso de colesterol, y por ello no veamos los cambios esperados en las
concentraciones de HDL y apo A1. En estudios realizados en animales que expresan
la CETP humana se observa que el consumo de acidos grasos mono-insaturados en
presencia de colesterol implica que no se produzca la expresion de genes

relacionados con la estimulacion de la CETP?,

7a.4. Efecto del consumo de diferentes bebidas alcohdlicas después de una

dieta rica en grasa sobre los factores proinflamatorios

En este trabajo se pone de manifiesto que el consumo de una dieta rica en
grasas durante 4 dias origina una elevaciéon de las concentraciones de la PCRus.
Estudios experimentales han demostrado que las dietas ricas en grasas saturadas
incrementan las concentraciones de PCRus tanto en modelos animales sanos*' como
en aquellos con alto riesgo vascular®®. Estudios de cohortes como el Multi-Ethnic
Study of Atherosclerosis®® pusieron de manifiesto la asociacion existente entre el
consumo de una dieta rica en grasas saturadas (aperitivos salados, carnes
procesadas, aceites industriales, patatas fritas) con una mayor concentracion de
PCRus, no modificandose esta asociacion tras ajuste por estilo de vida, caracteristicas
demograficas y circunferencia de cintura.

Sin embargo, los cambios en las concentraciones de TNFa e IL-6 no
muestran diferencias significativas, si bien podemos observar en el caso de las
concentraciones plasmaticas de TNFa cierta tendencia a aumentar su concentracion.

Estos datos apoyan los resultados obtenidos en varios estudios en poblacion
d 222,223.

sana, independientemente de la eda

En este trabajo se ha puesto de manifiesto que el consumo de diferentes tipos
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de alcohol acompanando a una dieta hiperlipemiante no tiene los mismos efectos
sobre distintos factores pro-inflamatorios plasmaticos.

En el caso de la PCRus, el incremento originado por la dieta hiperlipémica se
anula con la toma de cantidades moderadas de bebidas alcohdlicas, con un efecto
similar para las 4 bebidas alcohdlicas analizadas, aunque solo el consumo de vino
tinto es capaz de disminuir las concentraciones de PCRus de forma significativa
cuando se hace una valoracion porcentual de los descensos. En un trabajo de
intervencién publicado por el grupo de Estruch et a*?, el consumo moderado de vino
tinto disminuia las concentraciones de PCRus frente a la ginebra, que no las
modificaba. Si se analizan estudios de cohortes, en el British Regional Heart Study, el
consumo de vino tinto se asociaba inversamente con las concentraciones de PCRus,
mientras que no encontraron asociacion entre consumo de alcohol
independientemente del tipo y las concentraciones de PCRus®. Se ha de considerar
que este efecto es dosis dependiente, asociandose con el consumo moderado y no
con el excesivo. En aquellos paises donde el consumo mayoritario de alcohol es de
vodka, se observé un aumento de las concentraciones de PCR y de la peroxidacién
lipidica en sujetos con consumo excesivo. Los ex alcohdlicos son el grupo con
mayores concentraciones de PCR frente a consumidores habituales y abstemios, con
una distribucién de la PCR en U segun cantidad de alcohol consumida diaria. Este
relacion en U se pierde para el consumo de vodka donde a mayor consumo mayores
son las concentraciones de PCR?%.

En el caso de las concentraciones de TNFa e IL-6, el vino tinto muestra una
tendencia a disminuir la elevacion de estos factores originada por la dieta, y al analizar
la disminucion de forma porcentual, ésta resulta significativa. Sin embargo, en el caso

del ron, brandy y vodka las concentraciones son similares a las originadas por la dieta,
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no teniendo por tanto el efecto beneficioso que implica el consumo de vino tinto.
Similares resultados se han obtenido en un trabajo publicado recientemente pero
realizado en ese caso en sujetos con alto riesgo cardiovascular donde se ve que los
fenoles que forman parte del vino tinto aumentan las concentraciones de IL-6 tras 4
semanas de consumo, cosa que no ocurria tras el consumo de ginebra®®. Sin
embargo en un meta-analisis realizado por Brien et al'’, no encuentran asociacion
entre el consumo de cantidades moderadas de alcohol (15 a 30 g/ dia) de alcohol y las
concentraciones de PCRus, IL-6 ni TNFa. Aunque el analisis lo realizaron para todo
tipo de bebidas alcohdlicas, posteriormente lo estratificaron sin encontrar diferencias
significativas. No obstante se ha de considerar que en este meta-analisis se han
analizado 13 estudios, con una gran heterogeneidad y con un tiempo de intervencion
muy variable (de 10 dias a 12 semanas) y sin analizar la dieta ni el indice de masa
corporal de los participantes. De hecho actualmente se plantea si cantidades
moderadas de alcohol, en nuestro caso vino tinto, pueden tener un efecto beneficioso
sobre el riesgo cardiovascular no solo a través de su efecto sobre el perfil lipidico si no
a través de una mejoria de la sensibilidad a la insulina®®. En nuestro trabajo, el
consumo de vino tinto disminuye el incremento de IL-6 y TNFa inducido por la dieta,
pudiendo estar originado por una menor liberacion de IL-6 por los adipocitos como
postulan Pai et al., y por una menor activaciéon de los macrofagos a través de la
inhibicién de NF-KB como ha demostrado nuestro grupo en trabajos previos. En estos
trabajos se observd que el consumo de una dieta rica en grasas originaba a las 9h una
elevacion en la expresién de NF-KB, en los monocitos plasmaticos, disminuyendo su
activacion tras el consumo moderado de vino tinto pero no de vodka®. Posteriormente
se cred un modelo de consumo de una dieta rica en grasas durante 5 dias donde se

comprobo que al afadir el consumo de bebidas alcohdlicas ricas en polifenoles como
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vino tinto o el ron se inhibia la expresion de NF-KB en los monocitos plasmaticos®®.
En nuestro trabajo, por tanto, se encuentra un beneficio del consumo de vino
tinto frente otras bebidas alcohdlicas sobre las concentraciones de factores pro-
inflamatorios, resultado similar a los de otros estudios de intervenciéon y estudios de
cohortes. Si se revisa el estudio realizado en poblaciéon americana, tanto en hombres
como en mujeres tras unificar dos cohortes (la perteneciente al Health Professionals
Follow Up Study (HPFS), compuesta por hombres y la de las Nurses Health Study II
(NHS 1), compuesta por mujeres, los participantes que consumian cantidades
moderadas de alcohol presentaban concentraciones inferiores de IL-6, una menor
expresién del receptor de TNFa y una relacién en U entre el consumo de alcohol y las
concentraciones de PCRus®®. Similares resultados se han encontrado en otros
estudios de cohortes como el de Health, Aging And Body Composition Study donde
también se relacionaba con un patrén en J entre el consumo de alcohol y las
concentraciones de IL-6 y PCRus®. En el caso de estudios de intervenciéon cabe
destacar los realizados con vino tinto, cava y ginebra por un grupo espafnol. En estos
trabajos, el consumo de vino tinto da lugar a una disminucion de la concentracion de
PCRus frente al consumo de ginebra® asi como el consumo de cava a una menor
concentracion de IL-6 frente a ginebra también® . Parece que este efecto beneficioso
del consumo de vino tinto se debe a la modulacidn sobre los factores inflamatorios de
los polifenoles del vino aunque el etanol también puede jugar un papel?®®. De hecho, si
extrapolamos estos efectos al de los polifenoles incluidos en otros alimentos, como el
aceite de oliva, es conocido que poseen una capacidad antiinflamatoria y antioxidante
independientemente de su concentracion en acido oleico®. Parece que los fenoles del
aceite de oliva son capaces de modular la expresion de genes relacionados con las

rutas de sefializacion celular, con el estrés oxidativo®®’ y la aterosclerosis®®.
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Respecto a los resultados obtenidos con las concentraciones de PLA;s, se
puede apreciar que el patron seguido es similar al de la PCRus aunque las diferencias
no fueron significativas, quiza secundario al bajo numero de participantes y a la gran
dispersion de resultados.

El consumo de una dieta rica en grasas origina un aumento en las
concentraciones de PLA,;s plasmatica. Este incremento tiende a anularse tras el
consumo de las bebidas alcohdlicas, no existiendo claras diferencias entre ellas. Al
analizar el cambio porcentual de PLA,s se observa una disminucion con todas las
bebidas alcohdlicas, excepto con el consumo de vodka aunque las diferencias no
fueron significativas. Actualmente existe un escaso numero de publicaciones sobre el
efecto del consumo de alcohol sobre la PLA2s. En un trabajo realizado por Beulens et
al.?*® en un grupo de 20 hombres, 11 con un indice de masa corporal dentro de la
normalidad y 9 con sobrepeso, se observo que tras el consumo de dosis moderadas
de cerveza durante 3 semanas tampoco existian modificaciones en la actividad de la
lipoproteina asociada a la actividad de la PLA;s frente a aquellos que consumieron
cerveza sin alcohol. En este caso la dieta administrada era la habitual de los
voluntarios®®. En el caso del Nurses Health Study, la modificacién de carbohidratos
por proteinas y el consumo de alcohol se relacionaba con una menor actividad de la
Lp-PLA2, relacionandose con las concentraciones de VLDL-C*®,

Nos planteamos que el consumo de alcohol anule el posible efecto de la dieta
hiperlipémica, no encontrando diferencias, si bien, tampoco apreciamos una mayor
actividad de la PLA;s tras la ingesta s6lo de dieta. Quiza eso se deba a que en nuestro
trabajo no existen diferencias en las concentraciones de colesterol total, colesterol
LDL, colesterol HDL ni VLDL. De hecho en un trabajo realizado en voluntarios

vegetarianos estos tenian menor actividad de PLA; frente a participantes omnivoros,
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pero se relacionaba con una menor concentracion de colesterol total y colesterol
LDL®®. Otra posibilidad es que la PLA,s se secreta en respuesta a citoquinas como la
IL-6 o el TNFa, siendo la elevacién de la PLAs posterior a la de otras citoquinas y
similar en el tiempo a la de la PCRus, como se ha descrito en el caso de los pacientes
con cardiopatia isquémica®’. Por ello es posible que en 5 dias no seamos capaces de
ver diferencias significativas en las concentraciones de PLA;s, aunque si hemos
objetivado una correlacion con las de la PCRus en el caso del consumo de una dieta

rica en grasas y el consumo de ron.

7a.5. Efecto del consumo de diferentes bebidas alcohdlicas después de una

dieta rica en grasa sobre la capacidad antioxidante

En nuestro estudio se objetiva que una dieta rica en grasas origina un
aumento de la peroxidacion lipidica y una clara disminucién de la capacidad
antioxidante total. Estos resultados son similares a los realizados en otros estudios de
intervencion como el de Leighton et al.®’, donde a dos grupos de 21 hombres sanos se
les administr6 una dieta rica en grasas o bien una dieta mediterranea durante 3
meses, aiadiendo el segundo mes una dosis isocalérica de 240 ml de vino tinto al dia.
El consumo de una dieta rica en grasas origina un aumento del estrés oxidativo,
mientras que la dieta mediterranea aumenta la capacidad antioxidante. El aumento del
estrés oxidativo inducido por la dieta rica en grasas disminuye cuando se suplementa
con vino tinto, incrementando la capacidad antioxidante. Ademas este aumento de la
capacidad antioxidante originado por el consumo de vino tinto se ve en el grupo que
consumié la dieta mediterranea. Similares resultados se obtuvieron en otro estudio de

este mismo grupo pero ampliado a 42 hombres sanos®%? .
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El consumo de diferentes bebidas alcohdlicas tiende a minimizar el aumento
de la peroxidacion lipidica originado por la dieta rica en grasas, sin existir diferencias
significativas entre ellas. No obstante, si analizamos los cambios porcentuales, se
objetiva que el consumo de vodka origina un gran aumento de la peroxidacién lipidica,
mayor incluso que el originado por la dieta sola en comparacion con el brandy.
Nuevamente vemos en este caso que el consumo de diferentes bebidas alcohdlicas no
tiene la misma repercusion sobre la peroxidacién lipidica. EI vodka carece de
polifenoles, por lo que presenta menor accién antioxidante que otras bebidas
alcohdlicas. Esta podria ser la causa de que no descienda la peroxidacion lipidica
inducida por la dieta con la toma de vodka.

En un trabajo llevado a cabo en un modelo agudo de consumo en voluntarios
sanos, a los 90 minutos el consumo de vino tinto consigue disminuir el estrés oxidativo
frente al vodka, el cual tiene valores similares al de los controles®.

El consumo de una dieta rica en grasas origina una disminucion de la
capacidad antioxidante total. El consumo de vino tinto, pero no las otras bebidas
alcoholicas origina un incremento de la misma pese a la ingesta de una dieta rica en
grasas.

El incremento de la capacidad antioxidante inducido por el consumo de vino
tinto puede estar relacionado con el efecto de los polifenoles asi como con cierto papel
del incremento en &cido urico. Los vinos y principalmente el vino tinto,
independientemente de la variabilidad asociada a los diferentes tipos de vino
existentes, presenta altas concentraciones de polifenoles como la rutina, el cis-
resveratrol, la quercitrina y la quercetina®®®. En estudios in vitro el resveratrol se asocia
con la inhibicion de la oxidacion de las LDL asi como con una disminucién de la

agregacion plaquetaria®®. No obstante para extrapolar estos resultados al ser humano
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hemos de considerar la concentraciéon de polifenoles que se absorbe a nivel intestinal
y el porcentaje que alcanza el torrente sanguineo. De todos los polifenoles que
contiene el vino tinto las isoflavonas, el acido galico, las catequinas, flavononas y la
quercertina son los mejor absorbidos a nivel intestinal, presentando mayores
concentraciones a nivel del plasma humano®®. Aquellos sujetos con una mayor
capacidad de absorcion de polifenoles presentan menores concentraciones de
factores de inflamacién plasmatico que aquellos con menor absorcion, aunque la
microflora bacteriana juega también un papel importante®*. En cuanto al efecto de los
polifenoles in vivo, principalmente las concentraciones de catequinas y de quercetina
se asocian con una mayor capacidad antioxidante total, una disminucion de la
peroxidacion lipidica y una menor agregabilidad plaquetaria®®®%"’

Es conocido que la hiperuricemia cronica constituye un marcador de riesgo
cardiovascular y de aparicion de sindrome metabdlico, sin embargo, el aumento
agudo inducido por el consumo de vino tinto constituye un antioxidante contra el estrés
oxidativo inducido por la hiperoxia secundario al consumo de alcohol’®. En otros
trabajos publicados se ha demostrado la relacién entre la capacidad antioxidante y el

309 confirmandose

aumento de las concentraciones de urato inducidas por el vino tinto
posteriormente que hasta un 50% de la capacidad antioxidante del vino se debe a un
incremento del acido urico®. Desafortunadamente, en nuestro estudio no se midié
uricemia.

En otros trabajos publicados se ha demostrado que el consumo de vino tinto
aumenta la capacidad antioxidante pero en modelos de consumo agudo. En un trabajo
realizado en voluntarios sanos el consumo de vino tinto aumentaba la capacidad

antioxidante tanto in vitro como in vivo en comparacion con el consumo de vino blanco,

alcanzando concentraciones similares a las de la ingesta de antioxidantes como la
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vitamina C *. En un trabajo italiano, el consumo de vino, en este caso tanto tinto como
blanco incrementaba las concentraciones de la capacidad antioxidante a la hora y a

las 2 horas del consumo en voluntarios sanos, sin hacer referencia al tipo de dieta®’®.

En el estudio de Krnic et al.®®

, ya citado previamente, se obtienen resultados similares
a las 2 horas, en beneficio del consumo de vino tinto frente a vodka y a un grupo
control.

Nuestro trabajo aporta que este efecto beneficioso se mantiene incluso tras
la ingesta de una dieta hiperlipémica, tras 5 dias de consumo y comparandolo con
otras bebidas alcohdlicas. De hecho, si analizamos los cambios porcentuales de la

capacidad antioxidante, el vino tinto origina un incremento que no se consigue con el

ron, brandy o vodka.

7a.6. Limitaciones del estudio en voluntarios sanos

Dentro de las limitaciones de nuestro estudio se encuentra que éste se ha
desarrollado sobre una poblacidon pequefia de sujetos sanos, por dificultades de
reclutamiento y de manejo de las muestras biologicas. Por ello es necesario realizar
estudios sobre una poblacion mas amplia que apoyen estos resultados. Debido a que
la muestra era pequefia, no se han realizado comparaciones entre sexos, pese a que
es posible que hombres y mujeres respondan de forma diferente al consumo
moderado de alcohol. Otro factor importante es la cantidad de consumo de alcohol. El
consumo de alcohol presenta una curva dosis — respuesta en forma de J sobre los
factores inflamatorios asi como sobre el riesgo cardiovascular®?*. En nuestro trabajo
las dosis de alcohol son moderadas, que son las que se vinculan con una disminucién

del riesgo cardiovascular. EI consumo de dosis superiores se asocia con un mayor
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riesgo cardiovascular y otros efectos deletéreos derivados del consumo de alcohol.
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Atherosclerosis is the leading cause of death worldwide (WHO 2011)%°.

Adopting healthy habits such as eating a diet low in saturated fat, avoiding smoking
habits and doing daily physical exercise, constitute the first step to control and prevent
the development of cardiovascular diseases. Alcohol consumption is an important part
of the diet because of its deleterious as well as beneficial effects on the body,
depending on the amount and pattern of consumption. Similarly it is argued that the
type of alcohol can be a factor in the effects of alcohol consumption on cardiovascular

diseases and atherosclerosis.

7b.1. Effect of alcohol consumption on diurnal triglyceridemia.

Since non-fasting TG independently predict the risk for cardiovascular disease

and are potentially an even better predictor than fasting TG "°4°

, it is important to
investigate the impact of lifestyle factors such as alcohol consumption on diurnal
triglyceridemia in a real not controlled situation.
Our study suggests that intake of low concentrations of alcohol is associated
with reduced diurnal triglyceridemia in men, but if we consider this part of results as a
whole it seems that alcohol consumption does not contribute significantly to the diurnal
triglyceridemia in daily life without intervention. These results are in line with a recent
meta-analysis and other studies on alcohol, suggesting that alcohol has no more
impact on TG concentrations'™*.
In experimental studies it has been observed that alcohol intake affects the
postprandial metabolism of lipoproteins. Alcohol have been shown to stimulate the

secretion of very low density lipoproteins, to reduce lipoprotein lipase activity, to

stimulate adipose tissue lipolysis resulting in elevated hepatic delivery of free fatty
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acids and to impair the oxidation of fatty acids in the mitochondria . Alcohol
consumption before the meal is associated with a decrease in the hydrolysis of
chylomicrons after an oral fat overload®®'. However, regular alcohol consumption is
associated with an increased hydrolysis of the TG from VLDL particles by the action of

LPL that attenuates TG concentrations'®282283,

If we analyse the impact of alcohol
consumption on TG concentrations, increased postprandial TG after dinner have also
been described after three weeks of high alcohol intake (40g of alcohol daily) *'. These
results are comparable with our observations, because a trend for increased cTG in
males with moderate and high alcohol intake was observed after dinner and at
bedtime. A similar pattern was observed in females with high alcohol intake, but the
group was too small (N=5) to achieve statistical significance. It seems likely that
alcohol consumption caused the elevated cTG since alcohol is most often consumed at
the dinner time *®. Therefore alcohol consumption in women is more associated with
fasting TG concentrations compared to men. One possible explanation for these
gender differences may be related to different alcohol -metabolizing enzyme activity?
and the effects of estrogens on TG metabolism®. However, it should be noted that only
5 women in our study reported high alcohol consumption above 30g/day. Women
usually drink less alcohol than men® and women tend to underreport their alcohol
intake compared to men®*. This should be considered a potential information bias in
our study. However, the number of females included in the other groups was sufficient.

Mild to moderate consumption of alcohol is associated with a decreased risk
of cardiovascular diseases, due to an increase in HDL cholesterol, apoAl and a
decrease in fibrinogen concentrations, but this "protective" effect of alcohol
consumption disappears with a high alcohol consumption'"?*°. In our work we found a

decrease in ¢cTG concentrations in subjects with low alcohol consumption, finding
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gender differences on time-of-day effects. In fact, cTG declines in the fasting state and
before meals in women but after dinner and at bedtime in males. In addition, the
AABC-cTG decreases in men with low alcohol intake, but only after correction by BMI
and smoking habits. Potentially these results serve to demonstrate that mild to
moderate consumption cardiovascular may decrease cardiovascular risk because
hypertriglyceridemia is related to atherosclerotic process?42%.

Theoretically, it is possible that a bias was introduced and that some of the
subjects altered their drinking habits during the study despite the fact that we asked all
participants to adhere to their regular diet and drinking habits. Another limitation of the
present study is the possibility of inaccuracy in the self-reported amount of alcohol
intake, due to the fact that we used questionnaires and diaries®. However, all
answered questionnaires were evaluated individually, which may have improved the
validity. Furthermore, subjects were in a free-living, non-controlled situation with
different drinking habits and meals which could all affect lipoprotein metabolism
differently®®®”. The majority of subjects consumed wine and beer and therefore our
results cannot be extrapolated to other beverages. The impact of different beverages
on TG metabolism remains uncertain, but there is some evidence that red wine
increases TG less compared to other type of alcoholic drinks *. Moreover, it was not
possible to analyse the effect of different drinking patterns on diurnal triglyceridemia
with our observational study design.

In conclusion, low intake of alcohol was associated with decreased diurnal
triglyceridemia in males, which was most pronounced during the evening. In contrast to
males, low alcohol intake in females was associated with decreased TG in the fasting

state and before lunch.
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7b.2. Effect of alcohol consumption on concentrations of usCRP and diurnal

triglyceridemia.

CRP is an important marker of risk for cardiovascular disease, especially
coronary artery disease as well as atherosclerosis ''*'?, Regarding its association with
TG concentrations, several epidemiological studies have shown the relationship
between hypertriglyceridemia and CRP, mainly studied in people with the metabolic
syndrome within the general population?, as well as within patients with coronary heart
disease "*® and with old ages ***.

In our study there is a marked gender difference, so that a correlation
between the concentrations of usCRP and fasting TG concentrations was found in
women although this relationship was lost when we analysed postprandial
triglyceridemia. We did not find association in any of the cases in men. These data are
similar to those obtained in a sub-analysis of the Women's Health Study where they
found that women with hypertriglyceridemia had higher CRP levels then those with
normal fasting plasma TG (2.56 mg/l vs 1.11 mg/l, p <0.001) **. However, there are few
published papers examing the association between usCRP and postprandial
triglyceridemia. In one recent case- control study developed in a group of healthy
Japanese men, they found a relationship between usCRP concentrations, postprandial
hypertriglyceridemia and fasting triglycerides®’.

Regarding the association between usCRP and alcohol consumption, again it
is patent a difference between men and women in our study. While men do not seem to
differ in usCRP concentrations according to alcohol consumption, nondrinker and light
to moderate drinking women have lower usCRP concentrations compared to high

drinkers, showing a tendency to a distribution in J. Indeed, those women having the
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lowest usCRP concentrations are those who have moderate consumption of alcohol.
This association is independent of the fasting TG concentrations, age, smoking status
and BMI. Other published papers have described the association in J between alcohol
consumption and inflammatory factors, such as usCRP?'. In an epidemiological study
coming from the cohort who participated in the Pravastatin/ Inflammation CRP
Evaluation Study, moderate alcohol consumption was associated with lower
concentrations of CRP and lower plasma TG concentrations in both men and women,
but this study did not found any difference between high and moderate consumption
group ¢, differences that were found in our study.

Anyway we must consider the limitations of the study when we evaluate the
results. The sample size is small and the study population is heterogeneus. This is the
reason why we propose from these results the development of a controlled clinical trial

in healthy subjects that could minimize biases and confounding factors.

7b.3. Effect of consumption of different alcoholic beverages after a fat

enriched diet on lipid profile.

In our study we did not observe a significant change in the fasting lipid profile,
neither fasting triglycerides despite eating a saturated fat enriched diet. This could be
due to various reasons. One of them, could be that there was not enough time to
cause an increase in the lipid profile, due to the development of
physiological compensation mechanisms, as quoted in a paper published by our
group®®. The number of cases studied could be another reason. This is
supposed to be sufficient to analyse changes in inflammatory and oxidation markers

parameters, but not to assess changes in the lipid profile.
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In this model of consumption maintained for 5 days, there are not
changes in lipid profile after consumption of any of the alcoholic drinks
studied despite the ingestion of a high fat diet. These
results are similar to those found in the work of van Tol et al’', where

consumption of moderate doses of wine, beer or spirits after a meal, did not
cause differences in lipid profile between them, although in this case they measured
postprandial but not fasting lipid profile.

In the case of postprandial lipemia, acute alcohol intake is one of the dietary
factors that increases it, mainly due to the induction of increased fat oxidation and the
inhibition of lipoprotein lipase (LPL),while basal LPL concentrations remain within the
normal range or increased in the case of high alcohol consumption. It is known that
acute alcohol intake

Nevertheless chronic alcohol consumption promotes greater hydrolysis of TG
from VLDL due to an increased LPL activity secondary to an adaptation of
its activity to a regular intake of alcohol?®®, decreasing the concentrations of TG. This
process would justify that there is not any change after moderate chronic consumption
of beverages on triglyceridemia'®. Similar results were obtained in a study conducted
in healthy men where after red wine intake for 10 days, no changes in total cholesterol,
HDL or TG concentrations were seen®®. If we compare our results with a
meta-analysis which analyses the effect of moderate alcohol consumption on
lipid profile it showed that moderate alcohol consumption did not rise total cholesterol,
LDL, Lp (a) or triglycerides concentrations''. However this should not be confused with
the deleterious effects of consumption of large quantities of alcohol on the lipid profile,

which causes a hypertriglyceridemia®®.

Concerning HDL and apo A1 concentrations we did not see an increase after
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alcohol consumption as we expected. In fact, this association has been described in
the meta-analysis cited before'” as well as in other studies’. The
fact that the sample size of our study is small can be one of the causes. We should
also consider the mixed effect of a diet rich in saturated fats and alcohol together.
Studies realized in animals that express human CETP showed that the consumption of
monounsaturated fatty acids in the presence of cholesterol decreased the expression
of genes involved in CETP activity®®. It is possible that a saturated fat enriched diet
may affect alcohol’s capacity to activate reverse cholesterol transport, and perhaps this
is the reason why we do not see the expected changes in HDL and apo A1

concentrations.

7b.4. Effect of different alcoholic beverages intake after a fat enriched diet on

inflammatory factors.

This study shows that consuming a fat enriched diet for 4 days results in a
increase of usCRP concentrations. Experimental studies have shown that diets rich in

291

saturated fat increase usCRP concentrations in both healthy animal models*™" as in

k?2, Cohort studies such as the

those conducted in animals with high cardiovascular ris
Multi-Ethnic  Study of Atherosclerosis®® showed the association between the
consumption of a diet rich in saturated fat (salty snacks, processed meat, industrial oils,
chips) with a higher concentration of usCRP, not modified after adjustment for waist
circumference, demographic and lifestyle characteristics.

However, changes in TNF-a and IL-6 concentrations did not show significant

differences after a fat enriched diet, but we can observe in the case of

plasma concentrations of TNF-a a tendency to increase their concentration.
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These data support the results of several population studies developed in
healthy population??%%*,

Our study has shown that the consumption of different types of alcohol with a
fat enriched diet does not have the same effect on pro-inflammatory factors.

In the case of usCRP, the increase originated by the lipid-rich diet is
cancelled by taking moderate amounts of alcoholic beverages, with an similar effect
for all analyzed drinks, although only red wine consumption is able to lower usCRP
concentrations significantly. In an intervention study published by Estruch et al*,
moderate red wine consumption decreased usCRP concentrations compared to gin
intake, whereas gin did not modify it. If cohort studies are analysed, in the British
Regional Heart Study, the red wine consumption was inversely associated with usCRP
concentrations, while no association between alcohol consumption regardless of the
type and concentrations of usCRP was found. ®2. This effect may be considered dose
dependent and it is associated with moderate consumption but not with excessive
alcohol intake. In those countries where the major intake of alcohol is vodka, there was
an increase of CRP and lipid peroxidation in patients with high consumption. Former
alcoholics were the group with higher CRP concentrations compared to regular users
and abstainers with an U-distribution of CRP, according to quantity of alcohol
consumed. This U shaped distribution was lost for vodka consumers, where the higher
the vodka intake, the higher the concentrations of CRP were found®*. In case of TNF-a
and IL-6 concentrations, red wine intake shows a tendency to decrease the elevation
induced by the diet on these inflammatory factors. However, TNF-a and IL-6
concentrations after rum, brandy of vodka intake are similar to those concentrations

after only the fat enriched diet. In fact, the beneficial effect showed by red wine intake

on inflammation was not reach by these beverages. A recent study developed in high
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cardiovascular risk subjects found similar results. They showed that red wine but not
gin intake increased IL-6 concentrations after four weeks of consumption®*°.

However a recent metanalysis'’, did not find any association between moderate
alcohol consumption (15 to 30 g/ day) and usCRP, IL-6 and TNFa concentrations.
Although the meta-analysis was performed for all types of beverages, further analysis
stratifying the sample according to different alcohol beverages did not achieve
significative differences. Nevertheless we may consider that only 13 studies were
analysed, with a large heterogeneity and a variable intervention time ( from 10 days to
12 weeks) without a correct analysis of diet and BMI of participants. In fact, nowadays
it is considered that moderate amounts of red wine intake improves cardiovascular risk
due to a beneficial effect not only in lipid profile, but also to an increase in sensitivity to
insuline®®. In our study, red wine intake decreases IL-6 and TNFa concentrations,
induced by the fat enriched diet which may be caused by a lower release of IL-6 by
adipocytes®® and a lower macrophague activation induced by NF-KB inhibition. In a
previous study a fat enriched diet increased the NF-KB expression in plasmatic
monocytes, lowering its activation after red wine but not vodka intake®. These initial
results led to an analysis within a chronic model of consumption, where after 5 days of
red wine intake or rum plus a fat enriched diet NF-KB expression of plasmatic
monocytes was inhibited>®.

In our study, therefore, there is a benefit of red wine consumption
compared to spirits on proinflammatory factor concentrations. If we review an American
population study after unifying two cohorts ( belonging to Health Professionals Follow
Up Study (HPFS), composed by men and the Nurses Health Study I
(NHS 1I), composed by women), participants who consumed moderate quantities

of alcohol had lower concentrations of IL-6, lower TNF receptor expression and an U-
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shaped relationship between alcohol consumption and usCRP concentrations®. Similar
results have been found in other cohort studies such as the Health, Aging And Body
Composition Study where also alcohol consumption and IL-6 and usCRP
concentrations are associated following to a J pattern distribution®. In case of
intervention studies, those conducted by a Spanish group highlighted that the
consumption of red wine but not vodka resulted in a decreased concentration of
usCRP* | as well as the sparkling wine but not vodka intake decreased IL-6
concentrations® . It seems that this beneficial effect of red wine consumption is due to
the modulation of inflammatory factors induced by red wine polyphenols although
ethanol can also play a role?®. In fact, if we extrapolate the effects of polyphenols
included in other foods, such as olive oil, it has been shown that they possess an anti-
inflammatory and an antioxidant capacity regardless of its oleic acid concentrations®®.
It seems that phenols from olive oil can modulate the expression of genes involved in
cellular signalling routes, oxidative stress®*’ and atherosclerosis®®. May be phenols

from red wine had the same properties.

Concerning sPLA, concentrations, we found that the effect of the different
types of alcohol intake on sPLA; concentrations has a similar pattern compared to
usCRP concentrations. However significant differences were not reached in this case,
perhaps due to the low number of volunteers or the scattered results.

Consuming a high-fat diet causes an increase in the sPLA; concentrations.
This increase tends to be cancelled after the alcohol consumption, with no clear
differences between the different beverages. When we analyse the effect on sPLA;
concentrations there is a decrease after the intake of any of the studied

alcoholic beverages, except to the vodka consumption although the differences are not
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significant. Currently there is a limited number of publications about the
effect of alcohol consumption on the sPLA; . In a study conducted by Beulens et al.?*®,
developed in a group of 20 men, 11 with a normal BMI and 9 overweighted, no
changes were observed in the activity of the lipoprotein-associated sPLA2 activity
between those who consumed beer and non-alcoholic beer for 3 weeks. In this study
the volunteers were told to maintain their usual diet”®. In the case of the Nurses Health
Study, the substitution of carbohydrates with protein and the alcohol consumption was
associated with lower Lp- PLA; activity, interacting with the concentrations of VLDL-
C300.

We propose that alcohol consumption may override the effect of an
hyperlipidemic diet, although we did not appreciate higher sPLA; concentrations after
ingestion of a fat enriched diet only. May be that is because in our study no differences
in the concentrations of total cholesterol, LDL, HDL and VLDL were found. In fact, in a
study conducted in vegetarian volunteers they had lower sPLA, concentrations against
omnivores participants, but it was associated with a lower concentration of total
cholesterol and LDL®®. Another possibility is that sPLA; is secreted in response to
cytokines such as IL-6 and TNFa, being the plasmatic sPLA2 increase after other
cytokines release and at similar time of usCRP, as described in the case of patients
with coronary heart disease®’. Perhaps it could be a reason explaining why we were
not be able to see significant differences in the concentrations of sPLA; after five days,
although we have observed a correlation to usCRP in the case of consumption of a fat

enriched diet consumed in addition to rum.
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7b.5. Effect of different alcoholic beverages intake after a fat enriched diet on

antioxidant capacity.

Our study shows that a fat enriched diet causes a increased lipid peroxidation
and a clear reduction in the total antioxidant capacity. These results are similar to those
found in other intervention studies. Leighton et al.®!, evaluated two groups of 21 healthy
men who received a high fat diet or a Mediterranean diet for 3
months, adding in the second month an isocaloric dose of 240 ml of red wine a day.
Consuming a high-fat diet leaded to an increased oxidative stress,
while the Mediterranean diet increased the antioxidant capacity. The increase of
oxidative stress induced by high fat diet decreased when it was supplemented with red
wine, Furthermore this increase of antioxidant capacity caused by the consumption of
red wine is seen in the group who consumed the Mediterranean diet. Similar results
were obtained in another study of this same group but expanded to 42 healthy men®® .

The consumption of different alcoholic beverages tends to minimize the
increase on lipid peroxidation caused by high-fat diet, without significant differences
between them. However, if we look at the percentage changes, vodka consumption
results in a large increase on lipid peroxidation even higher than the one caused by the
diet compared with brandy. Again we see in this case that the consumption of different
alcoholic beverages has not the same effect on lipid peroxidation. Vodka lacks
polyphenols, so it has lower antioxidant properties than other alcoholic beverages. This
may be the reason explaining the lack of decrease of diet induced-lipid peroxidation
after the vodka intake. Similar results were found in a study carried out in an acute
model of alcohol consumption in healthy volunteers, where after 90 minutes of the

consumption of red wine there was a decreased oxidative stress in comparison to
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vodka intake®®.

Fat enriched diet causes a decrease in the total antioxidant capacity. The
consumption of red wine, but not the other alcoholic drinks causes an increase in its
concentrations despite the ingestion of a diet rich in fats. The increase in antioxidant
capacity induced by the consumption of red wine may be related to the effect of
polyphenols as well as a role of higher concentrations of uric acid. The wines and
specially red wine, irrespective of the variability associated with different types of wine,
presents high levels of polyphenols as routine, cisresveratrol,
quercitrin and quercetin®®.

In in vitro studies, resveratrol is associated with the inhibition of LDL oxidation
as well as with a decrease in platelet aggregation®. However if we want to extrapolate
these results to humans, we have to consider the concentration of polyphenols that is
absorbed in the intestine and the percentage of this polyphenols that reaches the
bloodstream. Isoflavones, the gallic acid, the catechins, flavanones and
quercertin are the best absorbed red wine polyphenols in the intestine, reaching the
highest concentrations in human plasma®®.

Those subjects with a greater absorption capacity of polyphenols have lower
concentrations of inflammation factors than those with lower plasma absorption,
although intestinal bacterial micro-flora plays an important role®. Regarding the effect
of the polyphenols in vivo, particularly the concentrations of catechins and quercetin,
they are associated with a higher total antioxidant capacity,a lower lipid peroxidation
and a lower platelet aggregability®*®-3%’.

It is known that chronic hyperuricemia is a cardiovascular risk marker and

predictor of metabolic syndrome. However, the increase of uric acid induced by acute

consumption of red wine is an antioxidant against hyperoxia-induced oxidative stress

155



Universidad
Complutense
Madrid

secondary to alcohol consumption®®. Other published studies have shown the
relationship between the antioxidant capacity and the increased concentrations of urate
induced by the red wine®®, supporting that 50% of the antioxidant capacity of red wine
is associated to uric acid concentrations®. Unfortunately, we did not measure uricemia
in our study.

Consumption of red wine increases the antioxidant capacity in acute
consumption models. In a study conducted in healthy volunteers, wine consumption
increased antioxidant capacity both in vitro and in vivo, compared with white wine
consumption, reaching similar concentrations than other antioxidants such as
vitamin C*. In a Italian study, red and white wine intake increased antioxidant capacity
after one and two hours of consumption in healthy volunteers, without reference to the
type of diet?®. Similar results were obtained in other study after two hours of red wine
consumption but not after vodka intake®®.

Our study contributes to clarify that the beneficial effect of moderate red wine
consumption remains even after a 5 days hyperlipidemic diet intake, when compared to
other alcoholic beverages. In fact, red wine intake decreases inflammation and

oxidative stress, benefits that are not achieved with rum, brandy or vodka intake.

7b.6. Limitations of the study developed in healthy volunteers.

The main limitation of our study is that it has been
developed on a small population of healthy subjects, due to difficulties in
recruitment and management of biological samples. Therefore it is necessary
to desing further studies on a larger population to support these results. Because the

sample was small, no comparisons were made between sexes, although
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it is possible that men and women respond differently to moderate alcohol consumption
Another important factor is the amount of alcohol consumption. Alcohol has a J dose -

k%324 In our

response curve on inflammatory factors as well as the cardiovascular ris
study alcohol doses are moderate, which are those that are associated with decreased
cardiovascular risk. Higher consumption is associated with an increased

cardiovascular risk and other deleterious effects derive from the alcohol consumption.
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El efecto del consumo de alcohol sobre la trigliceridemia diurna y en ayunas
presento diferencias entre mujeres y hombres. En condiciones de vida habitual,
un bajo consumo de alcohol se asociaba con reduccion de la trigliceridemia
diurna cuando se ajustaba por la edad, el indice de masa corporal y el
consumo de tabaco en los hombres, pero no en las mujeres. Sin embargo, y
por el contrario, en las mismas condiciones, un bajo consumo de alcohol se
asociaba con menor trigliceridemia en ayunas en las mujeres, no asi en los

hombres.

También se mantuvieron diferencias de género en la asociacion entre consumo
de alcohol, la trigliceridemia y la inflamacion en personas en condiciones de
vida habitual. Un alto consumo de alcohol se asocia con mayor concentracion
de PCRus en mujeres, hallandose una correlacion positiva entre las
concentraciones de triglicéridos en ayunas y el consumo de alcohol con las
concentraciones basales de PCRus persistiendo tras ajuste por edad, indice de
masa corporal y habito tabaquico de forma independiente en las mujeres pero

no en los hombres.

El consumo de una dieta rica en grasas durante 5 dias aumenté las
concentraciones de PCRus, pero no las concentraciones de TNFa, IL-6 o

PLA,s en una poblacién joven y sana.

La dieta rica en grasas en esa poblacién aumentd la peroxidacion lipidica y

disminuyé la capacidad antioxidante total.
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5. El consumo de bebidas alcoholicas pobres en polifenoles o carentes de ellos,
tal como ron, brandy o vodka no modificé los cambios inducidos por la dieta
rica en grasa sobre PCRus, TNFa, IL-6 o PLAs ni tuvo efecto sobre los
marcadores de oxidacién, aunque parecia que habia una tendencia a
aumentar la concentracién de la peroxidacion lipidica plasmatica tras el

consumo de vodka.

6. El consumo de vino tinto se asocid con un descenso en el cambios
porcentuales de las concentraciones de PCRus, TNFa e IL-6 provocados por
una dieta rica en grasas. Sin embargo, los cambios en las concentraciones de
PLA.S no se vieron modificados de forma significativa. Tras el consumo de vino
tinto y una dieta rica en grasas, la capacidad antioxidante total aumento en
relacion con los valores previos a dicho consumo, pero también con respecto al
consumo de la misma dieta rica en grasas acompanada bien fuera por ron,
brandy o por vodka. Esto apoya la idea de que las bebidas ricas en polifenoles
pueden jugar un papel relevante en la inflamacion y en la oxidacion y por tanto

también en la prevencion de la aterosclerosis.
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Gender differences were found in the relation between alcohol intake and
fasting and diurnal triglyceridemia. Low alcohol intake was associated with
decreased diurnal triglyceridemia in males but not in females after adjustment
for age, body mass index and smoking in a free-living situation. However low

fasting triglyceridemia was related to low alcohol intake in females.

Again gender differences exist in the association between alcohol intake,
triglyceridemia and inflammation. High alcohol intake is associated with higher
usCRP levels in females and a positive correlation between fasting
triglyceridemia and usCRP was found in women but not in men in a free-living
situation. The association between usCRP, fasting triglyceridemia and alcohol
intake remained after adjustment for age, smoking habits and body mass index

in women.

After 5 days of a controlled fat enriched diet, usCRP concentrations increased

but not the concentrations of TNFa, IL-6 nor sPLA; in young healthy volunteers.

The fat enriched diet increased the plasmatic lipid peroxidation and decreased

total antioxidant capacity under the same circumstances.

Low or no polyphenol containing beverages intake, as rum, brandy or vodka,
did not modify the usCRP, TNFa, IL-6 nor the sPLA; concentrations induced by
fat enriched diet, neither an effect was found on oxidation markers although it

seemed a tend to increase lipid peroxidation by vodka intake.
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Red wine intake was associated with decreased mean change of
concentrations of usCRP, TNFa and IL-6 induced by fat enriched diet,
nevertheless sPLA, concentrations were not modified significantly. After red
wine intake and a fat enriched diet, total antioxidant capacity was increased
compared to control period, rum, brandy and vodka intake. This supports the
idea that high polyphenol beverages can modulate inflammation and oxidation,

thus potentially can play a role in the prevention of atherosclerosis.
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