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Introducción. En la actualidad hay evidencias
claras de que las lipoproteínas posprandiales ricas
en triglicéridos son un factor independiente para el
desarrollo de la enfermedad arteriosclerótica. Por
ello, resulta interesante estudiar el efecto agudo de
la ingesta de distintos tipos de grasa sobre el
endotelio vascular.

Objetivo. Estudiar si las lipoproteínas
posprandiales grandes, ricas en triglicéridos
obtenidas tras la ingesta aguda de 3 comidas ricas
en grasa de diferente origen (mantequilla, aceite de
oliva o nueces) inducen una citotoxicidad in vitro
diferente sobre las células endoteliales humanas.

Pacientes y métodos. Se seleccionó a 
8 voluntarios normolipémicos y homocigóticos
para el alelo E3 de la Apo E que recibieron una
comida rica en grasa (1 g/kg de peso corporal,
60.000 U de vitamina A y 7 mg de colesterol/kg de
peso), que contenía un 60% de calorías como
grasa, un 15% como proteínas y un 25% como
hidratos de carbono. Se llevaron a cabo
extracciones en el tiempo 0 y cada hora hasta las
11 h. Las partículas grandes (Sf > 400) ricas en
triglicéridos fueron aisladas inmediatamente tras

la obtención de plasma. Se establecieron cultivos
de células endoteliales humanas de vena de cordón
umbilical y se determinó el grado de citotoxicidad
mediante el ensayo colorimétrico de cuantificación
de células muertas, basado en la medida de
actividad de la lactato dehidrogenasa.

Resultados. La citotoxicidad, medida como
actividad de LDH, inducida por las lipoproteínas
grandes, ricas en triglicéridos obtenidas tras la
ingesta de la comida rica en mantequilla (30,35 ±
3,07 U/l) fue superior a la producida por la comida
rica en aceite de oliva virgen (23,08 ± 3,81 U/l; 
p < 0,049) y la dieta rica en nueces (21,63 ± 3,18 U/l;
p < 0,012). No se observaron diferencias
significativas en la citotoxicidad producida entre la
comida rica en aceite y la rica en nueces (p < 0,763).

Conclusiones. Nuestros datos sugieren que la
ingesta de una comida grasa rica en aceite de oliva
o en nueces induce una menor citotoxicidad en
células endoteliales en cultivo. Este mecanismo es
protector frente a la enfermedad arteriosclerótica.
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PROTECTIVE EFFECT OF A MEDITERRANEAN-
TYPE DIET ON THE SATURATED FAT-INDUCED
HUMAN ENDOTHELIAL CULTURED CELLS
CYTOTOXICITY

Introduction. Evidence points to elevated levels
of postprandial triglyceride-rich lipoproteins as a
risk factor in the development of the
atherosclerotic disease. Then, it would be
interesting to study the acute effect of three
different meals on the vascular endothelium.
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Objective. To analyze the different effects of the
postprandial triglyceride-rich lipoproteins obtained
during three meals on endothelial cells cytotoxicity.

Patients and methods. Eight healthy apoE 3/3
male volunteers were given a vitamin A fat-loading
test (1 g of fat/kg body weight, 60,000 IU of vitamin
A and 7 mg of cholesterol/kg body weight)
consisting of 60% fat, 15% protein and 25%
carbohydrates. Blood samples were taken at time 0
and every hour until the 11th hour. The large
triglyceride-rich proteins (Sf > 400) were isolated
from 4 ml of plasma. Human umbilical vein
endothelial cells were grown and the cytotoxic
effect of the large triglyceride rich proteins were
measured by the colorometric assay with the
quantification of dead cells and cell lysis based on
the measurement of lactate dehydrogenase (LDH).

Results. The triglyceride rich lipoproteins from a
butter-rich meal induced a higher cytotoxicity
(30.35 ± 3.07 IU/L) than the particles from an olive
oil-rich (23.08 ± 3.81 IU/L; p < 0.049) or a walnut-
enrich meal (21.63 ± 3.18 IU/L; p < 0.012). No
significant difference was found between olive oil
and walnuts meals (p < 0.763).

Conclusions. Our data suggest that the
consumption of an olive oil-enriched or a walnuts-
enriched meal induced a lower cytotoxicity on
endothelial cells, as a protection from
atherosclerotic disease.
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Introducción
El estado posprandial es la situación metabólica

habitual en la que se encuentra el ser humano a lo
largo del día, debido a que el aclaramiento de las
partículas ricas en triglicéridos de origen intestinal
se prolonga durante 8-12 h. Este período se carac-
teriza por un aumento de los triglicéridos totales y
de las lipoproteínas ricas en triglicéridos de origen
intestinal y hepático. Estudios previos sugieren que
las partículas remanentes posprandiales tienen un
valor predictivo para el desarrollo de la enferme-
dad coronaria1,2. Sin embargo, su metabolismo
muestra una gran variabilidad individual como
consecuencia de varios factores, entre los que la
alimentación tiene una gran importancia. El estado
posprandial ha despertado gran interés desde que
se descubrió que las lipoproteínas ricas en triglicé-
ridos (LRT) estaban involucradas en el desarrollo
de la arteriosclerosis, por lo que muchos investiga-

dores han centrado sus estudios en el análisis del
metabolismo lipoproteico, en respuesta a una ali-
mentación grasa estandarizada.

Estudios previos han analizado la toxicidad de las
LRT previamente oxidadas sobre cultivos celulares
en personas sanas3. Además, Chung et al4, en pa-
cientes hipertrigliceridémicos, observaron que los
remanentes de las LRT eran citotóxicos sobre 
los macrófagos debido, en parte, a la alta concen-
tración de ácidos grasos no esterificados que conte-
nían. En la misma línea, Hennig et al5 constataron
que el suero procedente de pacientes hipertriglice-
ridémicos alteraba la permeabilidad de la barrera
endotelial. Otros estudios han observado una dis-
minución en la viabilidad celular tras la incubación
de células musculares con remanentes de quilomi-
crones6. 

Ante estas evidencias, decidimos estudiar el efec-
to de las lipoproteínas ricas en triglicéridos gran-
des posprandiales obtenidas tras la ingesta aguda
de 3 comidas (rica en aceite de oliva virgen, rica en
mantequilla y rica en nueces) sobre las células en-
doteliales humanas.

Pacientes y métodos
Población

Se seleccionó a 8 voluntarios varones sanos, estudiantes de
la Universidad de Córdoba, a los que se realizó una historia
clínica y una exploración física completa. Ninguno presentó
enfermedad crónica u obesidad, y tampoco tomaba medica-
ción o vitaminas que pudieran afectar a los valores de lípidos.
Todos fueron instruidos para que mantuvieran constantes sus
hábitos de vida mientras se realizaba el estudio, que fue apro-
bado por el Comité Ético de Investigación Clínica del Hospital
Universitario Reina Sofía.

Estudio de lipemia posprandial
Todos los participantes, durante las 4 semanas previas al

estudio, tomaron una dieta típica occidental rica en grasa sa-
turada (un 38% de grasa con un 16% ácidos grasos saturados
[SAT], un 16% de ácidos grasos monoinsaturados (MONO) y
un 6% de ácidos grasos poliinsaturados (POLI); un 15% de
proteínas, y un 47% de hidratos de carbono) como período de
homogeneización dietética. Posteriormente fueron sometidos
a 3 estudios de lipemia posprandial con la misma cantidad de
grasa (1 g de grasa/kg, 7 mg de colesterol/kg y 40 equivalen-
tes/kg de peso corporal de retinol), pero distinta composición
grasa. Después de 12 h de ayuno, se les administró una comida
grasa con la distribución calórica siguiente: un 60% de grasa,
un 15% de proteínas y un 25% de hidratos de carbono. Las 
3 comidas fueron: a) comida rica en grasa monoinsaturada,
cuya fuente era el aceite de oliva virgen (un 22% de SAT, un
38% de MONO, un 4% de SAT y un 0,7% de ácido α-linoléni-
co); b) comida rica en grasa saturada compuesta principal-
mente por mantequilla (un 35% SAT, un 22% MONO, un 4%
de POLI y un 0,7% ácido α-linolénico), y c) comida rica en gra-
sa poliinsaturada, basada en la ingesta de nueces (un 20% de
SAT, un 24% de MONO, un 16% de POLI y un 4% de ácido 
α-linoleico). La administración de cada comida se realizó de
acuerdo con un diseño de cuadrados latinos y con una semana
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entre cada período. En el estado basal y cada hora hasta la
hora 6 y a las 8.30 y 11.00 h, se les extrajo muestras de sangre
venosa en tubos conteniendo 1 mg/ml de ácido etilendiamino-
tetraacético (EDTA).

Determinaciones bioquímicas
Inmediatamente después de la extracción sanguínea se pro-

cedió a la separación del plasma mediante centrifugación
(2.500 rpm a 4 °C durante 15 min). Las partículas ricas en tri-
glicéridos grandes (LRT grandes y lipoproteínas de muy baja
densidad [VLDL] grandes, Sf > 400) se aislaron a partir de 
4 ml de plasma recién obtenido, al que se le superponían, en
capa, 0,15 mol/l de NaCl, 1 mmol/l de EDTA (pH, 7,4; densidad
< 1,006 kg/l)7 y, posteriormente, ultracentrifugadas (20.000
rpm a 4 °C durante 30 min) en un rotor tipo Beckman 50,
(Beckman Instrument, Fullerton, Estados Unidos). Las LRT
grandes se recogieron en la capa superficial mediante aspira-
ción y fueron congeladas a –80 °C. 

Cultivos celulares y determinación 
de la citotoxicidad

Para la realización de los estudios de citotoxicidad, se utilizó
la línea celular de células endoteliales humanas de vena de cor-
dón umbilical (human umbilical vein endothelial cells [HU-
VEC]), obtenidas de Clonetics (Biowhittaker, Bélgica). Las célu-
las se cultivaron en medio EGM (Clonetics, BioWhittaker Inc.,
Bélgica) suplementado con 10 µg/ml de factor de crecimiento
epitelial humano recombinado (hEGF), 1 mg/ml de hidrocorti-
sona, 50 mg/ml de gentamicina, 50 µg/ml de anfotericina B (Clo-
netics, BioWhittaker, Bélgica), 3 mg/ml de extracto de cerebro
bovino (BBE) y un 2% v/v de suero bovino fetal. Las células en-
doteliales fueron resembradas en placas de 96 pocillos a una
concentración de 20.000 células/pocillo. Una vez que las células
alcanzaron la confluencia se incubaron con las LRT grandes, a
una concentración final de 600 nmol/ml de triglicéridos3, proce-
dentes de cada uno de los 8 voluntarios estudiados y por dupli-
cado, en medio sin suero de ternera fetal, pero con un 1% de al-
búmina bovina (BSA) (Sigma, St Louis, Estados Unidos). 

Transcurridas 24 h, se recogieron 100 µl/pocillo de sobrena-
dante del cultivo y se procedió al estudio de la citotoxicidad in-
ducida por las partículas, con el ensayo colorimétrico para la
cuantificación de lisis y muerte celular, basado en la medida
de la actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) de las células
dañadas y su liberación al sobrenadante (Roche Molecular
Biochemicals, Alemania). Para medida de la absorbancia se
utilizó un espectrómetro Spectra Fluor (Tecan, Austria), con
una longitud de onda de 492 nm y, como referencia, 600 nm. 

Análisis estadístico
Se llevó a cabo con el programa SPSS versión 8.0 (SPSS

Inc, Chicago, Estados Unidos), utilizando un análisis de la va-
rianza (ANOVA) para medidas repetidas. Las diferencias se
consideraron significativas cuando la p < 0,05. Los datos 
se encuentran expresados en media ± error estándar.

Resultados
Al analizar la toxicidad de las LRT grandes obte-

nidas tras la ingesta de las 3 comidas grasas sobre
la línea celular endotelial humana de vena de cor-
dón umbilical, se observó que las lipoproteínas
procedentes de la comida rica en mantequilla indu-
jeron una mayor citotoxicidad (30,35 ± 3,07) frente
a la que produjeron las LRT grandes obtenidas tras
la ingesta de la comida rica en aceite de oliva
(23,08 ± 3,81; p < 0,049) o la de la comida rica en
nueces (21,63 ± 3,18; p < 0,012) (fig. 1). No se en-
contraron diferencias significativas en la citotoxici-
dad producida tras la comida rica en aceite de oli-
va y la ingesta de nueces (p < 0,763).

Discusión
Nuestros resultados demuestran que las LRT

grandes, obtenidas tras la ingesta aguda de una co-
mida con distinta composición grasa, inducen una
diferente citotoxicidad sobre las células endoteliales
humanas de cordón umbilical (HUVEC). Cuando se
incubaron dichas células con las partículas obteni-
das tras la ingesta de mantequilla, la citotoxicidad
fue significativamente superior a la obtenida con la
ingesta de la comida rica en aceite de oliva y la rica
en nueces. En un estudio previo de lipemia pos-
prandial, Mabile et al3 investigaron el efecto citotó-
xico de las lipoproteínas ricas en triglicéridos oxida-
das tras la ingesta de 3 dietas con diferente
contenido graso (dieta rica en SAT, en MONO o en
POLI), sobre células endoteliales y mononucleares
humanas. La citotoxicidad obtenida tras la ingesta
de MONO fue significativamente inferior a la que
produjo la dieta rica en SAT, pero las LRT grandes
procedentes de la dieta rica en POLI indujeron una
mayor citotoxicidad. En nuestro estudio encontra-
mos también una menor citotoxicidad en relación
con la ingesta de aceite de oliva virgen y, a diferen-
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Figura 1. Porcentaje de citotoxicidad producida por las lipopro-
teínas ricas en triglicéridos posprandiales sobre células endote-
liales humanas de cordón umbilical (n = 8). *p < 0,05 mante-
quilla frente a oliva y nueces. Media ± error estándar.



cia del estudio previo, también observamos una me-
nor citotoxicidad tras la ingesta aguda de nueces.
Este hecho podría explicarse, en parte, por el em-
pleo de partículas nativas, lo que reproduce mejor
lo que sucede in vivo, ya que en el trabajo citado
oxidaban previamente las LRT grandes. En un estu-
dio reciente realizado sobre esta misma población,
en el que se analizaba la activación posprandial de
NF-κB, se observó que los triglicéridos totales y los
triglicéridos en las LRT grandes aumentaban signi-
ficativamente en la hora 3 (p < 0,001), pero no se
encontraron diferencias entre las concentraciones
de dichas partículas en las 3 comidas8, y se pudo re-
lacionar la citotoxicidad producida por dichas par-
tículas a su composición lipídica y no a su concen-
tración. 

Estudios in vitro han analizado este efecto pro-
tector del aceite de oliva intentando establecer si 
es el ácido oleico o los polifenoles los que inducen 
el efecto beneficioso. Hennig et al5 analizaron el 
efecto de la incubación de células vasculares con 
ácidos grasos de 18 carbonos con diferente satura-
ción: ácido esteárico (18:0), oleico (18:1n-9), lino-
leico (18:2n-6) y linolénico (18:3n-3). Las células
incubadas con ácido oleico no redujeron los valo-
res de glutatión, cuya disminución está asociada a
un aumento del estrés oxidativo, mientras que el
ácido esteárico y el linoleico lo disminuyeron, y 
el ácido linolénico no afectó sus valores intracelu-
lares. Mabile et al3 ya observaron que los quilomi-
crones procedentes de una dieta rica en MONO,
cuya fuente principal era el aceite de oliva, tenían
menos capacidad para oxidarse que los proceden-
tes de una dieta rica en POLI y, por tanto, la citoto-
xicidad sobre células en cultivo era menor. Estos
datos están en concordancia con los obtenidos en
nuestro estudio, ya que la comida rica en aceite de
oliva, con un alto contenido en ácido oleico y
MONO, produjo una menor citotoxicidad. No obs-
tante, sería interesante estudiar si este efecto favo-
rable se mantiene cuando la ingesta se realiza de
forma crónica.

En conclusión, la ingesta aguda de una comida
rica en aceite de oliva virgen y rica en nueces ejerce
un papel protector sobre el endotelio, al inducir una
menor citotoxicidad que la comida rica en mante-
quilla, lo que sugiere un menor daño endotelial. 
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