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I. RESUMEN.

ANTECEDENTES: La disfuncion endotelial desempefia un papel clave en el desarrollo
de la enfermedad cardiovascular. En este sentido, es un hecho demostrado que
aproximadamente el 50% en la reduccion de la mortalidad por las enfermedades
cardiovasculares se debe a un control adecuado de los diferentes factores de riesgo, por
tanto, es imperativo identificar a los pacientes de mayor riesgo y centrar los esfuerzos
preventivos en ellos, siendo el estudio no invasivo de la funcion endotelial una
herramienta que puede proporcionarnos la informacion necesaria para este fin.

Es conocido que sobre la reactividad vascular pueden influir factores relacionados
con la dieta, sin embargo, hasta la fecha, no existen estudios a largo plazo que muestren
los efectos de la dieta sobre la funcion endotelial en pacientes con enfermedad coronaria
establecida, especialmente en aquellos de muy alto riesgo cardiovascular en los que
coexisten factores de riesgo como la prediabetes o diabetes.

Nuestra hipétesis es demostrar que el consumo a largo plazo de dos modelos de
alimentacion saludable, uno de tipo Mediterraneo (>35% de grasa total y 22% de grasa
monoinsaturada) y otro pobre en grasa (<30% grasa total y 12% de grasa
monoinsaturada), inducen una mejoria de la funcion endotelial en pacientes de alto riesgo
cardiovascular. La hipdtesis nula es que nuestro estudio no logre demostrar que estos

modelos de alimentacion provocan una mejoria de la funcidén endotelial.

OBJETIVOS:

-Principal:

Investigar si el consumo a largo plazo, durante un afio y medio, de una dieta
Mediterranea [>35% de las calorias de grasa (22% monoinsaturada) y <50% de

carbohidratos] o de una dieta pobre en grasa [<30% grasa (12% monoinsaturada) y >55%
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de calorias de carbohidratos] se asocia con una mejoria de la funcion endotelial en
pacientes del estudio CORDIOPREV (NCT00924937).

Secundarios:

-Objetivo 1. Evaluar si el consumo a largo plazo de ambos modelos de
alimentacion se asocia a una mejoria de la funcion endotelial dependiendo del estatus
diabético de la misma poblacion (pacientes con diabetes tipo 2, prediabetes y sin
diabetes).

-Objetivo 2. Evaluar si el consumo a largo plazo de uno de los modelos de
alimentacion induce una respuesta diferencial sobre la mejoria de la funcion endotelial en
comparacion con el otro, tanto en la poblacién total como en los diferentes subgrupos de

poblacion.

POBLACION, DISENO Y METODOLOGIA: El estudio CORDIOPREV es un
ensayo clinico, aleatorizado, simple ciego de pacientes con enfermedad cardiovascular
establecida. Se midi6 la funcion endotelial en un total de 805 pacientes, pertenecientes al
dicho estudio, utilizando ultrasonografia de la arteria braquial para calcular la
vasodilatacion mediada por flujo (VMF) antes y después de 1,5 afios de intervencioén con
una alimentacion Mediterranea [>35% de las calorias de grasa (22% monoinsaturada) y
<50% de carbohidratos] y dieta pobre en grasa [<30% grasa (12% monoinsaturada) y
>55% de calorias de carbohidratos]. A continuacidn, clasificamos a los participantes
como pacientes con diabetes tipo 2, prediabetes y sin diabetes tipo 2 segun los criterios
de la Asociacion Americana de la Diabetes (ADA) y en ellos se evaluo la funcion

endotelial.

RESULTADOS: En primer lugar, la dieta Mediterranea mejord la vasodilatacion
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dependiente de endotelio en comparacion con los estudios basales tras 1,5 afios de
seguimiento (4,9 + 0,3% frente a 3,9 + 0,3%, respectivamente; p=0,014). Adicionalmente,
la dieta Mediterranea indujo una mejoria de la VMF en comparacion con la dieta pobre
en grasa a los 1,5 anos (4,9 = 0,3% vs 4,04 = 0,7%, respectivamente; p=0,024). En
segundo lugar, la dieta Mediterranea mejorod la vasodilatacion dependiente de endotelio
en pacientes diabéticos [5,2 = 0,4% a los 1,5 afios frente a 3,8 + 0,4% al inicio del estudio;
p=0,04] y prediabéticos [4,9 = 0,4% vs. 3,8 =+ 0,4%; p=0,04]. Finalmente, la dieta
Mediterranea indujo una mejoria en vasodilatacion dependiente de endotelio en
comparacion con la dieta pobre en grasa en pacientes con diabetes [5,2 + 0,4% dieta
Mediterranea vs 3,7 = 0,4% en la dieta pobre en grasa; p=0,01]. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la vasodilatacion mediada por flujo, entre

dietas, en los pacientes sin diabetes.

CONCLUSIONES: El consumo habitual de una dieta Mediterranea rica en aceite de
oliva virgen extra mejora la funcion endotelial, en comparacion con una dieta pobre en
grasa en pacientes de alto riesgo cardiovascular. Adicionalmente, la dieta Mediterranea
induce una mejoria de la funcion endotelial en pacientes con prediabetes y diabetes. Estos
hallazgos son de gran importancia dado que la dieta debe ser la piedra angular del

tratamiento de los pacientes con diabetes y alto riesgo cardiovascular.
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SUMMARY

BACKGROUND: Endothelial dysfunction plays a key role in the development of
cardiovascular disease. In this sense, it is a proven fact that approximately 50% in the
reduction of mortality of cardiovascular diseases is due to an adequate control of the
different risk factors, therefore, to identify the patients at greatest risk and center
preventive efforts in them is a priority area, thus, the non-invasive study of the endothelial
function a tool that can provide us with the necessary information for this purpose.

It is known that factors related to diet can influence vascular reactivity, however,
to date, there are no long-term studies showing the effects of diet on endothelial function
in patients with established coronary disease, especially in those with high cardiovascular
risk in which risk factors such as prediabetes or diabetes coexist.

Our hypothesis is to demonstrate that the long-term consumption of two models
of healthy dietary pattern, one the Mediterranean diet (>35% of total fat and 22% of
monounsaturated fat) and another, the low fat diet (<30% total fat and 12% of
monounsaturated fat) ), induce an improvement in endothelial function in patients at high
cardiovascular risk. The null hypothesis is that our study don’t demonstrate that these

dietary patterns cause improve the endothelial function.

OBJECTIVES
Main objective:

To investigate whether the long-term consumption, for 1,5 years , of a
Mediterranean diet [>35% of the calories from fat (22% monounsaturated) and <50%
carbohydrates] or from a low fat diet [<30% fat] (12 % monounsaturated) and >55%
carbohydrate calories] is associated with an improvement in endothelial function in

patients of the CORDIOPREV study (NCT00924937).
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Secondary objectives

-Objective 1. To evaluate if the long-term consumption of both dietary patterns
are associated with an improvement in endothelial function according to the diabetic
status of the same population (patients with type 2 diabetes, prediabetes and without
diabetes).

-Objective 2. To evaluate if the long-term consumption of both dietary patterns
induce a differential response on the improvement of the endothelial function in
comparison with the other, both in the total population and in the different subgroups of

the population.

POPULATION, DESIGN AND METHODOLOGY: The CORDIOPREYV study is a
randomized, single-blind clinical trial of patients with established cardiovascular disease.
The endothelial function was measured in a total of 805 patients using brachial artery
ultrasonography to calculate the flow-mediated vasodilation (FMD) before and after 1.5
years of intervention with a Mediterranean diet [>35% of calories from fat (22%
monounsaturated) and <50% carbohydrates] and low-fat diet [<30% fat (12%
monounsaturated) and >55% carbohydrate calories]. Next, we classify the participants
as patients with type 2 diabetes, prediabetes and without type 2 diabetes according to the
criteria of the American Diabetes Association (ADA) and we evaluated the endothelial

function in them.

CONCLUSIONS: Long-term consumption of a Mediterranean diet rich in extra virgin
olive oil improves endothelial function, compared to a low-fat diet in patients at high

cardiovascular risk. Additionally, the Mediterranean diet induces an improvement in
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endothelial function in patients with prediabetes and diabetes. These findings highlight
the role of diet as the cornerstone of the treatment of patients with diabetes and high

cardiovascular risk.
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CAPITULO I

INTRODUCCION
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II. INTRODUCCION

1. ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR Y DISFUNCION ENDOTELIAL.

La enfermedad cardiovascular es la primera causa de muerte en los paises
occidentales y, especificamente, la enfermedad coronaria sigue siendo la causa principal
de muerte de etiologia cardiovascular (1). La investigacion sobre la etiopatogenia de esta
enfermedad sigue siendo un campo prioritario, ya que la intervencion sobre los factores
de riesgo clasicos no ha mostrado el impacto deseado sobre morbilidad y mortalidad, y a
pesar del tratamiento intensivo, los pacientes con un evento coronario siguen presentando
recurrencias (2). Aunque el manejo de los factores de riesgo cardiovascular tradicionales,
incluyendo hipercolesterolemia, hipertension arterial, diabetes y tabaquismo desempefian
un papel crucial en la prevencion primaria y secundaria de la enfermedad, y a pesar de un
tratamiento y control adecuado de estos factores de riesgo, en la actualidad no
conseguimos reducir completamente el riesgo de presentar una manifestacion clinica de
la enfermedad cardiovascular en estos enfermos. Por tanto, la busqueda de nuevos
biomarcadores y mediadores de la enfermedad constituye un objetivo prioritario en la
mayoria de los programas de investigacion cardiovascular, lo que ademas nos puede hacer
profundizar en los mecanismos implicados en el inicio y evolucion de la arteriosclerosis,
causa inicial de la enfermedad cardiovascular.

En este sentido, la alteracion en la funcion endotelial es la precursora de los
cambios morfologicos arterioscleroticos considerandose la disfuncion endotelial como
marcador temprano de arteriosclerosis (3). Si bien la funcion endotelial estd influenciada
por factores no modificables como la edad o variaciones genéticas que influyen sobre la
ruta del 6xido nitrico (ON) (4, 5), si podemos actuar sobre aquellos factores de riesgo
modificables que pueden influir sobre ella, especificamente, es de especial interés evaluar

si la dieta es capaz de modular la funcion endotelial.
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1.1 DIETA Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR. EVIDENCIAS QUE
APOYAN EL BENEFICIO DE UNA DIETA RICA EN GRASA
MONOINSATURADA Y UNA DIETA POBRE EN GRASA.

Existen dos patrones dietéticos, con efecto potencialmente beneficioso en la
prevencion y tratamiento de la arteriosclerosis, la dieta pobre en grasa y la dieta
Mediterranea, rica en aceite de oliva.

Respecto a la dieta Mediterranea, el estudio de los 7 paises (6), mostré como la
dieta rica en grasa saturada se asocia a una mayor mortalidad cardiovascular, mientras
que el consumo de grasa monoinsaturada se correlacionaba con una menor frecuencia de
muerte por esta causa. A raiz de esta evidencia surgio el concepto, definido por Willet et
al. (7) de dieta Mediterranea, en la que destacaba el elevado consumo de grasa
monoinsaturada proporcionada por el aceite de oliva. Posteriormente, se publicaron
numerosos observacionales, tanto de casos y controles, como de tipo trasversal y de
cohortes, mostrando que la Dieta Mediterranea reduce el riesgo cardiovascular (8).

Finalmente, la confirmacion de estos beneficios desde el punto de vista clinico la
proporcioné en el afio 2013 el estudio PREDIMED (Prevencion con Dieta Mediterranea)
(9). En dicho estudio se reclutaron 7447 pacientes de alto riesgo cardiovascular en
prevencion primaria. Dichos pacientes fueron aleatorizados a seguir, a largo plazo, tres
modelos de dietas: una dieta mediterranea suplementada con aceite virgen extra de oliva,
una dieta mediterranea suplementada con frutos secos o una dieta control pobre en grasa.
Tras el seguimiento se demostré que una dieta Mediterranea suplementada con aceite
extra virgen de oliva o frutos secos reduce la incidencia de eventos cardiovasculares.

En cuanto a la dieta pobre en grasa, la AHA (American Heart Asocciation) y el
National  Cholesterol Education Program (NCEP) (10), elaboraron wunas

recomendaciones dietéticas para prevenir la enfermedad cardiovascular. El pilar basico
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de estar recomendaciones es una reduccion del consumo de grasa, fundamentalmente la
saturada y potenciandose el consumo de hidratos de carbono complejos. A este respecto,
por su relevancia, es necesario destacar los siguientes estudios que refuerzan y sustentan
estas recomendaciones:
- The Oslo Study (11). Estudio de prevencion primaria, con 1232 participantes,
sometidos a una intervencion dietética en la que se redujo el consumo de grasa
desde el 44% del aporte caldrico al 28% y las calorias saturadas desde 18% a 8%.
Si bien no se observaron cambios en la mortalidad, el descenso en el aporte de
grasa indujo un descenso en el riesgo de sufrir un evento coronario.
-The DART Study (12). Estudio prospectivo de prevencion secundaria, realizado
en 2033 hombres con antecedentes de cardiopatia isquémica en el que se
compararon 3 dietas, una con reduccion del aporte graso, otra en la que se aumento
el consumo de pescado y por ultimo una en la que se anadieron cereales. Se
observo una reduccion de la mortalidad por cualquier causa y coronaria en el
grupo de la dieta pobre en graso con consumo de pescado.
-The Lifestyle Heart Study (13). Estudio de intervencion en prevencion
secundaria, en que se estudio el efecto de una dieta pobre en grasa, ejercicio fisico
y técnicas de relajacion, sobre la evolucion de las lesiones angiograficas. En el
grupo de intervencion se demostraron una mejoria del porcentaje de estenosis.

- 8t Thomas™ Atherosclerosis Regression Study (14). Este estudio investigo la

relacion entre los nutrientes de la dieta y la progresion de la arteriosclerosis en
enfermos con cardiopatia isquémica. Se utilizaron 2 dietas, una pobre en grasa
comparada con otra dieta con una mayor proporcion de grasa saturada. Este
estudié demostro que el indicador de mayor relevancia implicado en la progresion

de la arteriosclerosis fue la presencia de grasa saturada en la dieta.
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-The Lyon Heart Diet Study (15). Estudio de prevencion secundaria,

aleatorizado, en el que se utilizé un alto porcentaje de MUFA. Se usaron dos
dietas pobres en grasas con una composicion muy parecida a las de la AHA. La
dieta de intervencidn incluia alto contenido en acido oleico y linolénico, que
presentd una mortalidad del 8% en comparacion con el grupo control en el que la

mortalidad fue del 20%.

1.2 ENDOTELIO Y DIETA: EVIDENCIAS CLINICO-EXPERIMENTALES.

Se ha demostrado que parte del grado de disfuncion endotelial depende de factores
no modificables, como la edad, el sexo, la existencia de enfermedades croénicas o
variaciones genéticas que alteren la ruta metabdlica del ON (16, 17). En esta linea, nuestro
grupo demostré como los portadores de una mutacion genética en el gen de la sintasa de
oxido nitrico endotelial (SONe) (rs1799983) tienen una peor funcidon endotelial
postprandial tras una comida rica en grasa (18). Sin embargo, se ha demostrado que
factores modificables como la dieta también puede tener influencia sobre el endotelio. En
este sentido, numerosos estudios de intervencion dietética han demostrado una mejora de
la funcion endotelial ya sea con nutrientes aislados como componentes fendlicos del
aceite de oliva virgen (19), L-arginina y compuestos antioxidantes (20, 21), asi como con
la ingesta de una alimentacion saludable (22). Asi, nuestro grupo ha demostrado que el
consumo de una dieta rica en acidos grasos monoinsaturados a expensas de aceite de oliva
virgen extra, mejora la disfuncion endotelial en pacientes con hipercolesterolemia (22) y
evita el deterioro de la funcidn endotelial postprandial (23) aumentando Ila
biodisponibilidad de ON, en comparacion con una dieta rica en grasa saturada o una dieta
baja en grasa enriquecida con acido a- linolénico en pacientes sanos. Adicionalmente

hemos demostrado que la sobrecarga aguda de grasa a expensas de aceite de oliva virgen
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extra mejora el perfil tromboético postprandial (24). Finalmente, demostramos que la
ingesta de una dieta rica en acidos grasos monoinsaturados mejora la funcién endotelial
postprandial y disminuye los niveles plasmaticos de la molécula de adhesion celular

ICAM-1 en pacientes con sindrome metabolico (25).

1.3 EL ENDOTELIO. CONCEPTO TRADICIONAL Y EVOLUCION
HISTORICA

El endotelio se ha considerado de manera tradicional una monocapa que recubre
la pared de los vasos sanguineos, actuando como barrera que separa la luz vascular del
resto de la estructura del vaso sanguineo y tejidos. Con el paso de los afios, este concepto
ha experimentado una gran evolucion, considerandose en la actualidad un organo,
endocrino, autocrino y paracrino, dindmico, complejo, con maultiples funciones,
encargado de mantener la homeostasis vascular a través de diversas interacciones entre
las células endoteliales y la luz vascular (26).

El endotelio vascular, desde el punto de vista estructural, se puede clasificar en

endotelio en continuo, fenestrado y discontinuo (27), (Figura 1):

I.  Endotelio continuo: se localiza en la mayor parte pared vascular de vasos
cerebrales, pulmonares, cardiacos, musculares y cutaneos. En este endotelio las
c€lulas se unen entre y comparten una membrana basal continua.

II.  Endotelio fenestrado: se encuentra en glandulas endocrinas y exocrinas, tubo
digestivo, glomérulos, tubulos renales y plexos coroideos. Presenta una
membrana basal continua y en el aparecen unos poros transcelulares.

III.  Endotelio discontinuo: aparece en médula 6sea, bazo e higado. Se caracteriza
por la presencia de una membrana basal mal estructurada y fenestraciones de gran

tamano.
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A su vez, las células endoteliales poseen una gran plasticidad y difieren en forma,
clase de uniones intercelulares y composicion del glicocalix, lo que les permite adaptarse

a los diferentes microambientes existentes en el organismo.

Continuo Fenestrado Discontinuo
T 1 T 1 r 1
Lumen Lumen Lumen
Canal Transporte . I}gua. Pozo
endotelial Union Diafragma Agua. Pequefios solutos De
intercelular Pequeios solutos claritrina
Froal aad o %aal a & e > &
. RN & oo 4
Corazén Gléndulas endocrinas "
Pulmén Tubo digestivo Higado
Piel Glomérulo

Figura 1. Tipos de endotelio. Modificado y adaptado de Aird WC.Cirs Res. 2007;100(2):158-73.

1.4 FUNCIONES DEL ENDOTELIO.
Las principales funciones del endotelio(2) que permiten mantener la homeostasis
vascular son:
1-Regulacion del tono vascular, a través de la produccion de factores
vasodilatadores y vasoconstrictores, que actiian sobre las células musculares lisas
de la capa media.
2- Regulacion de la coagulacion sanguinea por medio de la produccion de factores
reguladores del sistema fibrinolitico, actividad plaquetaria y de la cascada de la
coagulacion.
3-Produccion de citoquinas y moléculas de adhesion que regulan la funcion

inflamatoria vascular.

1.5 DISFUNCION ENDOTELIAL.
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1.5.1 CONCEPTO

La disfuncion endotelial se define como la alteracion de la fisiologia del
endotelio, caracterizada por un desequilibrio en la biodisponibilidad de sustancias activas
de origen endotelial que predispone a la inflamacidn, la vasoconstriccion y el incremento
de la permeabilidad vascular, facilitando la agregacion plaquetaria, trombosis y
arteriosclerosis. En definitiva, esta disfuncion endotelial representa un paso temprano
clave en el desarrollo de la aterosclerosis, participando en la progresion de la placa y la
aparicion de complicaciones aterosclerdticas (3).
1.5.2 FISIOPATOLOGIA DE LA DISFUNCION ENDOTELIAL. FACTORES
QUE INFLUYEN SOBRE EL ENDOTELIO.

El endotelio controla la circulacion de diferentes moléculas gracias a una
estructura formada por caveolas y el glicocélix. En el momento en el que estas estructuras
no son capaces de modular la circulacion de las mismas desde la luz hacia la pared
vascular se produce un acimulo a modo de pool circulante capaz de iniciar y perpetuar la
disfuncion endotelial. Todo ello produce un aumento de la permeabilidad vascular que
conlleva a una modificacion y destruccion del citoesqueleto al aumentar la contraccion
celular que acaba degradando las uniones adherentes existentes entre cada célula
endotelial (28). En referencia al acumulo de moléculas en la luz vascular referidas con
anterioridad, esta descrito como concentraciones aterégenas de LDL inducen una
destruccion de la matriz extracelular al producir una lisis de los proteoglicanos que lo
componen o bien disminuye la actividad de las enzimas que se encargan de su maduracion
(29, 30).

Ademas de la alteracion en la permeabilidad vascular, se ha descrito que en la
disfuncion endotelial existe un proceso de “activacion endotelial (31)”. Este proceso

consiste en la secrecion de diferentes citocinas, factores quimiotacticos, factores de
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crecimiento y moléculas de adhesion. Estas moléculas expresadas por la célula endotelial
interactlian con las membranas de los leucocitos y aumentan la adhesion al endotelio,
siendo sus concentraciones mayores en las zonas donde existen lesiones
arteriosclerdticas. Una vez iniciada la cascada inflamatoria se continllan expresando
moléculas de adhesion (32) que no encontramos cuando existe integridad endotelial. Es
importante destacar que existe una porcion extracelular de estas moléculas de adhesion
que se liberan a la circulacion y que se encuentran en mayores concentraciones en sujetos
con enfermedad coronaria (33), diabetes mellitus (34), hiperlipemias (35) e hipertension
arterial (36). Por otro lado, se ha demostrado como estas moléculas de adhesion son
predictoras de la aparicion de eventos cardiovasculares (37).

En todo este proceso juega un papel fundamental el descenso de produccion y
disponibilidad del ON, molécula que es considerada el factor vasodilatador de mayor
importancia en el endotelio, con efectos vasoprotectores como son al inhibir la
proliferacion de células musculares lisas, la agregacion plaquetaria y la expresion de
moléculas de adhesion (38). Adicionalmente, tiene un papel antioxidante ya que
contrarresta el dafio inducido por el anidén superoxido. Por tanto, cuando se altera la
produccion de ON y desciende su biodisponibilidad se induce una alteracion de la
homeostasis vascular y un desarrollo de disfuncidén endotelial (39).

La homeostasis del endotelio vascular puede verse alterada por factores de riesgo
como: factores de riesgo tradicionales (tabaquismo, envejecimiento, hipertension arterial,
hiperglucemia e hipercolesterolemia), nuevos factores de riesgo cardiovascular
(hiperlipoproteinemia a, aumento del estrés oxidativo, infeccion, inflamacion,
hiperhomocisteinemia y el deterioro de la funcion endotelial postprandial) genéticos,
locales y desconocidos.

Factores de riesgo tradicionales:
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-Tabaquismo: el habito tabaquico reduce la biodisponibilidad de ON e inhibe la sintasa
de 6xido nitrico endotelial (SONe) ocasionando una disminucion de la accion del ON
sobre las células musculares lisas (40). La nicotina afecta de manera aguda y cronica la
accion de ON y en este sentido, Toda et al. (41), demostraron que la nicotina inducia una
disminucién del flujo sanguineo cerebral, aumentando la disfuncién endotelial, y al
mismo tiempo incrementaba la génesis de B amiloide implicado en el desarrollo de
enfermedad de Alzheimer.

-Envejecimiento: la disfuncion endotelial asociada a la edad es un proceso complejo que
implica mediadores prooxidantes y proinflamatorios. Rodriguez Mafas et al. (4),
estudiaron los mecanismos subyacentes en la disfuncion endotelial asociada al
envejecimiento en relacion al estrés oxidativo en pacientes de edades comprendidas entre
18 y 91 afios sin enfermedades o factores de riesgo cardiovascular. En la circulacién
mesentérica, se objetivo un deterioro dependiente de la edad de relajacion dependiente
del endotelio, de modo que, en sujetos menores de 60 afios la mayor parte de la relajacion
fue debida a la liberacion de ON, mientras que en mayores de 60 aflos mostraron mayores
concentraciones de aniones superoxido y un aumento de la activacion del factor nuclear
de transcripcion kappa B (NF-kB) correlacionados con la disfuncion endotelial. Estos
autores concluyeron que la disfuncion endotelial dependiente de la edad se debe al efecto
combinado de estrés oxidativo y la inflamacion de la pared vascular.

Por tanto, se ha propuesto que el envejecimiento vascular humano es fruto de la
existencia de un entorno proinflamatorio, que induce un del estrés oxidativo e inflamacion
de la pared vascular, y la disfuncién endotelial seria la consecuencia final del
envejecimiento de las células endotelial. En contraposicion, puede ocurrir que el estrés
oxidativo, la inflamacion y la disfuncion endotelial sean el origen del envejecimiento de

las células endoteliales (42).
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-Hipertension arterial: en la hipertension arterial aparece una menor sintesis y
bioactividad del ON que produce un defecto en la relajacion dependiente de endotelio.
En este sentido, se ha demostrado que en pacientes sin hipertension el flujo braquial es
mayor que en pacientes hipertensos (43).

-Hiperglucemia: la hiperglucemia mantenida provoca un incremento de la formacion de
productos finales de la glicosilacion (Advanced glycation end products, AGEs) y un
aumento del estrés oxidativo (44), existiendo en consecuencia, en los sujetos diabéticos
una alteracion tanto en la sintesis como en la biodisponibilidad del ON. De este modo,
las células endoteliales en condiciones de hiperglucemia mantenida y aparece una pérdida
de la integridad del endotelio vascular. Este hecho se ha puesto de manifiesto en la
circulacion coronaria de los pacientes diabéticos, en los que, en lugar de sufrir una
vasodilatacion ante acetilcolina aparece una vasoconstriccion paradojica (45).
-Hipercolesterolemia: el aumento de moléculas de LDL causa lesion endotelial y es
responsable de la disminucidn de la relajacion dependiente de endotelio. Como hemos
comentado previamente, el aumento de las LDL altera la estructura de la matriz
extracelular, produce una activacion endotelial y un descenso en la produccion del LDL
(35). Esta demostrado que en sujetos con hipercolesterolemia existe disfuncidon endotelial

en comparacidn con sujetos sanos (46).

-Ejercicio fisico: el ejercicio da como resultado un estado agudo de estrés oxidativo, sin
embargo, a largo plazo origina una adaptacion oxidativa, aumentando el rendimiento
fisico. Un estudio llevado a cabo por grupo, Marcelo et al. (47), demostré como un
entrenamiento de resistencia de intensidad moderada-alta aumenta los efectos
beneficiosos de un modelo de dieta Mediterranea sobre la capacidad regenerativa del

endotelio.

Factores de riesgo cardiovascular emergentes.
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-Infeccion e inflamacion: el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica es una
manifestacion temprana que aparece en el enfermo critico, en el que estan implicados
diversos mediadores inflamatorios (IL1, IL6, IL8 y factor de necrosis tumoral alfa),
marcadores de activacion endotelial y se producen grandes cantidades de ON por el efecto
sobre la sintasa de O6xido nitrico inducible (SONi) apareciendo finalmente una
desregulacion de la funcion endotelial (48).

-Estrés oxidativo: existe una asociacion entre el exceso de especies reactivas de oxigeno
(ERO) en la pared vascular y la arteriosclerosis, ya sea bien por su accion directa al
modificar la funcionalidad de la célula endotelial, o bien por su capacidad para neutralizar
el efecto de sustancias vasoprotectoras (49). El estrés oxidativo tiene lugar cuando existe
un aumento en la génesis de ERO y de radicales libres y los mecanismos de proteccion
existentes no son lo suficientemente potentes como para inhibir sus efectos (50). Las ERO
son producidas por varias oxidasas, incluyendo la nicotinamida-adenina dinucleotido
fosfato oxidasa (NADPH), xantina oxidasa, sintasa endotelial de ON (SONe),
ciclooxigenasa y la glucosa oxidasa (51). Las ERO incluyen el anion superoxido (02-),
el peroxido de hidrogeno (H202), el radical hidroxilo (OH), el acido hipocloroso (HC10),
el ON y el peroxinitrito (ONOO-) (51). El estrés oxidativo juega un papel importante en
la patogénesis y el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (52). Existe en las células
endoteliales un equilibrio entre el grado de estrés oxidativo y la capacidad de defensa
antioxidante, siendo los mecanismos responsables de este balance complejos y
multifactoriales (53). De este modo, un incremento en la produccion de ERO deteriora la
funcion endotelial y, concretamente, el incremento del estrés oxidativo se traduce en un
desequilibrio en la produccion de ON (54).

-Hiperhomocisteinemia: es un factor de riesgo cardiovascular independiente de otros

factores de riesgo tradicionales (55). La hiperhomocisteinemia aumenta la formacion de
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peroxido de hidrogeno y radicales libres. Al mismo tiempo activa el factor V, XII con
efecto procoagulante e inhibe la proteina C y reduce la formacioén de trombomodulina,
que actta sobre el factor de Von Willebrand y conduce a un incremento de la agregacion
plaquetaria y, en consecuencia, provoca un déficit de ON que origina disfuncion
endotelial (56).

-Estado postprandial: el hombre moderno en las culturas occidentales vive en un estado
postprandial la mayor parte del dia. El estado postprandial se asocia a un aumento en la
produccion de ERO que origina una alteracion de la funcion endotelial (57) en la que
parece que algunos antioxidantes como la vitamina C, E (58) y los compuestos fenolicos
(59) tienen un efecto atenuante.

-Lipoproteina a (Lp(a)): es una lipoproteina plasmatica cuya estructura se asemeja a las
LDL. La diferencia entre la Lp(a) y las LDL es la presencia de una molécula adicional de
apolipoproteina a, con homologia estructural similar al plasmindégeno compitiendo por
los lugares de union en las células y con un papel aterogénico, capaz de deteriorar la
funcion endotelial al igual que LDL (60). Esta lipoproteina se ha asociado con la
cardiopatia isquémica y ahora es considerada como un factor de riesgo independiente para
la enfermedad cardiovascular (61).

-Factores genéticos. La variabilidad genética de SONe y la relacion con la enfermedad
cardiovascular ha sido objeto de numerosos estudios. Hasta la fecha, los polimorfismos
mas estudiados y funcionalmente relacionados son: Glu298Asp (rs1799983 ) (5), 786T /
C (152070744 ) (62), y el intron 4 (63). La evidencia apoya un papel importante de estas
variantes en el aumento de la susceptibilidad a las enfermedades cardiovasculares (64,
65). Cabe destacar, que uno de los polimorfismos mas estudiados es el SON3 Glu298Asp
(rs1799983), considerado para muchos autores como un factor de riesgo independiente

para enfermedad coronaria (64), ligado a su vez con el desarrollo de aterosclerosis
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carotidea (65).

1.6 EVALUACION DE LA FUNCION Y DISFUNCION ENDOTELIAL.

A la hora de realizar un estudio y evaluacion de la funcion endotelial disponemos
de métodos tanto invasivos como no invasivos (Tabla 1). En un primer momento, la
medicion de la vasodilatacion de la circulacion coronaria tras la administracion de
acetilcolina fue el método de referencia para la evaluacion de la funcion endotelial (66).
El fundamento de esta técnica se basa en la capacidad de la acetilcolina para inducir la
liberacion de ON y provocar una vasodilatacion de las arterias coronarias (67). Este
método tiene importantes limitaciones: es invasivo, requiere especializacion para realizar
la técnica y adicionalmente tiene un elevado coste.

Por este motivo, surgio la necesidad de desarrollar método que permitiesen medir
la funcion endotelial de manera sencilla y, en la medida de lo posible, no invasivos. Los
métodos no invasivos de mayor relevancia que actualmente tenemos a nuestro alcance

para el estudio de la funcion endotelial describen a continuacion:

1.6.1 Analisis de la velocidad de la onda de pulso

La velocidad de la onda de pulso (VO) se relaciona con la distensibilidad del vaso
sanguineo (79).

Para llevarla a cabo se coloca un tondmetro manual con un sensor en su zona distal
sobre la arteria radial. Es una técnica sencilla desde la perspectiva clinica y experimental,
que ocasiona escasas molestias al paciente, aportando una evaluacion reproducible de la
onda de pulso central. La VO se correlaciona con el nimero de factores de riesgo y
eventos cardiovasculares y la mortalidad en pacientes con enfermedad renal terminal y

diabetes (68).

1.6.2 Vasodilatacion de la arteria braquial dependiente de endotelio.
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Fundamento teorico. Fisiologia de la vasodilatacion dependiente de endotelio.

La evaluacion de la funcidon endotelial utilizando este método se basa en que un
aumento del flujo sanguineo en una arteria induce una respuesta vasodilatadora de la que
es responsable el endotelio (69). De este concepto y, como hemos mencionado
previamente, la necesidad de evaluar la funcién endotelial con métodos sencillos y
minimamente invasivos, se disefid0 una prueba capaz de medir la vasodilatacién
dependiente de endotelio en diferentes lechos vasculares periféricos. Asi, en el afio 1992
Celermajer diseiid6 el test de hiperemia reactiva post-isquemia para medir la
vasodilatacion dependiente de endotelio (VDE), también denominada vasodilatacion
mediada por flujo (VMF) (70).

El mecanismo de accion por el que se produce esta VDE que tiene lugar en el
endotelio (71) se inicia con un aumento de la tension y fuerzas de cizallamiento derivadas
del aumento de flujo sanguineo, que deforman la célula endotelial y activan los
mecanorreceptores situados en su membrana celular. La mecanotransduccion de la
tension de cizallamiento activa una sefial en cascada que origina una produccion de
diferentes sustancias con accion vasodilatadora, denominadas factores relajantes
derivados del endotelio (EDRF), de las cuales la que tienen una mayor relevancia son el
ON (producido por la activacion de la SONe), las prostaglandinas y el factor
hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF). Las sustancias vasodilatadoras se
difunden desde la célula endotelial hasta la célula muscular lisa, en la que la cascada de
sefalizacion origina un descenso de las concentraciones de calcio y una vasodilatacion.
Esta vasodilatacion dependiente de endotelio es considerada un indicador de la

biodisponibilidad de ON (72).
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Metodologia para el estudio de la vasodilatacion de la arteria braguial mediada por

Hujo.

La correcta realizacion de esta técnica esta descrita en “The International Brachial
Artery reactivity Task Force*(73).

Preparacion de los sujetos a estudio.

La prueba se lleva a cabo por la mafiana, en ayunas de al menos 8h. Debe
realizarse en una estancia tranquila en condiciones estables de temperatura. Los farmacos
vasoactivos deben interrumpirse previamente, al menos 4 vidas medias, si las
caracteristicas clinicas del sujeto a estudio lo permiten. Por otro lado, 4-6 h antes del
estudio los sujetos no deben consumir sustancias que puedan alterar la VMF como la
cafeina y la vitamina C, debiendo evitar comidas con un contenido elevado en grasa vy,
ademas no deben realizar ejercicio fisico ni fumar. Si el sujeto a estudio es una mujer,

debe tenerse en cuenta la fase del ciclo menstrual ya que puede afectar a la VMF.

Equipo y adquisicion de imagenes

Se utilizan sistemas de ultrasonido equipados con software vascular para
imagenes bidimensionales, doppler color y espectral, un monitor de electrocardiograma
interno y un transductor vascular de alta frecuencia. La frecuencia minima del transductor
es de 7 MHz. La resolucion de la imagen puede aumentarse con transductores de
frecuencia multiple (7 a 12 MHz). Durante todo el proceso de captura de iméagenes, el
paciente es monitorizado electrocardiograficamente coincidiendo las mediciones con la
onda R del electrocardiograma.

El paciente debe permanecer en reposo en posicion supina durante al menos 10
minutos y debe mantenerse en la misma posicion durante toda la prueba. Mediante
ultrasonografia, se obtiene una imagen braquial. El brazo se fija mediante una fijacion

externa de modo que no se pueda mover a lo largo de la duracion del periodo de estudio
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(20-30 minutos). Se localiza la arteria braquial en la fosa antecubital a la derecha en el
nivel de un segmento longitudinal no tortuoso en la que las capas de la intima anterior y
posterior puedan ser visualizadas y se toma una imagen basal. Durante el estudio se
pueden anotar puntos de referencias a anatdmicos como venas, fascias u otros elementos
que permitan mantener la misma imagen.

Induccion de la VMF

Para iniciar el estimulo de flujo en la arteria braquial, un manguito de presion se
coloca bien por encima de la fosa antecubital o en el antebrazo y es inflado a 300 mmHg
o al menos 50 mmHg por encima de la presion arterial sistolica y se mantiene durante 4,5
minutos para inducir una isquemia transitoria, a continuacion, el manguito se desinfla y
la hiperemia reactiva se mide un minuto después. El cambio porcentual entre el diametro
después de desinflar el manguito y el basal se denomina vasodilatacion de la arteria
braquial mediada por flujo (DABMF) y equivale a la VMF en esta arteria. Todo el proceso
desde los 30 segundos previos al inicio de la oclusion hasta 2 minutos después de
finalizarla se graba de manera continua.

Aplicaciones en la practica clinica y limitaciones.

La VMF es la técnica gold standard para el estudio de la funcidon endotelial. Es
interesante desde el punto de vista clinico ya que nos permite evaluar el funcionamiento
del endotelio vascular periférico en presencia de determinadas condiciones clinicas como
pueden ser la diabetes, prediabetes o enfermedad cardiovascular (arteriosclerosis
carotidea (74), enfermedad vascular periférica (75), enfermedad coronaria (76) y
enfermedad vascular cerebral (77)). Es importante destacar que es una técnica que tiene
una sensibilidad del 71% y una especificidad del 81% para predecir la existencia de

enfermedad coronaria (78). Al ser una técnica no invasiva, en la que cada examen tiene
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un bajo coste, permite evaluar con facilidad intervenciones, bien con farmacos, alimentos,
modelos dietéticos y ejercicio entre otros.

Sin embargo, esta técnica, tiene una serie de limitaciones que deben de ser tenidas
en cuenta. En primer lugar, no existe consenso sobre si el manguito oclusor debe
colocarse en el antebrazo o en la parte superior del brazo. Los estudios muestran como la
oclusion “superior”, inducen un cambio porcentual mayor y ademds implica mayor
complejidad técnica (79). Otras limitaciones relevantes son el elevado coste del equipo
(no asi de cada prueba realizada) necesario para realizar el estudio y la necesidad de
personal adiestrado en la realizacion de la técnica. Es necesario también realizar un
control exhaustivo de las condiciones ambientales para evitar cambios bruscos de
temperatura, el ejercicio fisico y el consumo de determinados alimentos. Finalmente, es
una técnica compleja que es dificil de implementar en la préctica clinica diaria, y la
naturaleza dindmica del endotelio reduce la reproducibilidad de los resultados y por tanto
su uso se centra actualmente en el campo de la investigacion.

1.6.3 Flujometria laser doppler.

Esta técnica permite estudiar la funcion endotelial microvascular utilizando
diferentes test de hiperemia reactiva tras oclusion arterial, test de hiperemia reactiva
térmica, test farmacoldgico local y test de enfriado local. Entre sus ventajas destaca
tratarse de una técnica sencilla de realizar, no requiere una alta especializacion y puede
llevarse a cabo en un periodo de 10 minutos, a la par que sus resultados son facilmente
reproducibles. Nuestro grupo, ha utilizado este método en varios estudios como marcador
de la funcidon endotelial periférica (23, 59), sin embargo, hasta la fecha no se ha

correlacionado directamente con la funcion endotelial coronaria.
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Prediccion de

Técnica Invasiva Repetible
eventos

Cateterismo
cardiaco

Plestimografia
venosa oclusiva

Ultrasonografia de
la arteria braquial

Analisis de la onda
de pulso

Flujometria laser
doppler

Tabla 1. Métodos para evaluar la funcion endotelial. +, indica que existe evidencia en

la literatura, —, indica que no existe evidencia.

1.7 DISFUNCION ENDOTELIAL COMO MARCADOR DE RIESGO
CARDIOVASCULAR.

La enfermedad cardiovascular, como ya hemos comentado con anterioridad, es la
principal causa de muerte en los paises desarrollados y, especificamente, la enfermedad
coronaria sigue siendo la causa principal de muerte de etiologia cardiovascular (1), a pesar
de la reduccion de la mortalidad alcanzada gracias los tratamientos médicos,
intervencionistas y al control de los diferentes factores de riesgo cardiovascular (2). La
alteracion en la funcién endotelial es la precursora de los cambios morfologicos
arterioscleréticos considerandose la disfuncion endotelial como marcador temprano de
arteriosclerosis y desempefia un papel fundamental en la apariciéon de isquemia

miocardica y en la aparicion de las manifestaciones clinicas de la cardiopatia isquémica

(80).
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Tanto el desarrollo de arteriosclerosis como la presencia de los factores de riesgo
que influyen en su génesis como hipertension, hipercolesterolemia, diabetes,
antecedentes familiares de enfermedad cardiovascular prematura, etc. se asocian a la
aparicion y desarrollo de disfuncion endotelial. La existencia de disfuncién endotelial
como predictor de eventos cardiovasculares, ya sean infarto de miocardio,
revascularizacion enfermedad cerebrovascular, artropatia periférica y muerte
cardiovascular esta bien documentada (74-77). A continuacion, detallamos las evidencias
disponibles que relacionan disfunciéon endotelial como predictor de eventos

cardiovasculares.

Disfuncion endotelial en sindrome coronario agudo.

El sindrome coronario agudo constituye un estado de agresion local intenso que
modifica la funcidon endotelial, de modo que aumenta la adhesién plaquetaria, la
incidencia de vasoespasmo coronario y el riesgo de rotura de placa intracoronaria (81).
Los datos disponibles muestran como la disfuncion endotelial estd presente en la mayor
parte de los pacientes que sufren un sindrome coronario agudo (82). La funcion endotelial
periférica tras un sindrome coronario es un predictor independiente de eventos
cardiovasculares mayores y, una mejoria/normalizacidén posterior se relaciona con una
menor tasa de eventos (83-85).

Disfuncion endotelial tras revascularizacion coronaria.

La revascularizacion coronaria con stent induce lesiones agudas en el endotelio,
de modo que la existencia de un endotelio disfuncionante y, en consecuencia, disfuncion
endotelial, incrementa el riesgo de trombosis de estos dispositivos (86). Ademas, los
estudios realizados con stent farmacoactivos demuestran que existe una vasodilatacion
dependiente de endotelio reducida en la circulacion coronaria tras la implantacion de los

mismos, sin embargo, los estudio realizados con stent de nueva generacion muestran el
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impacto negativo sobre la funcion endotelial coronaria es menor e incluso tiene efectos
positivos sobre la funcion endotelial a largo plazo (87). En definitiva, si bien a corto plazo
parece existir una disfuncion endotelial coronaria post implantacion de stent esta parece
resolverse a lo largo del tiempo y ademds la DABMF, y no solo la funciéon endotelial
coronaria, es predictora de reestenosis de stent (88).

Disfuncion endotelial en enfermedad coronaria estable.

En este subgrupo de pacientes la funcion endotelial es un predictor independiente
de riesgo cardiovascular tal y como muestran tanto los estudios realizados por Halcox et
al. (74) con 308 pacientes con y sin enfermedad coronaria en los que se realizd una
evaluacion directa de la funcion endotelial en la circulacidon coronaria, y el llevado a cabo
por Heitzer et al (89), en el que se evalu6 la funcion endotelial periférica.

Disfuncion endotelial e insuficiencia cardiaca.

La funcion cardiaca se ve afectada en la cardiopatia isquémica, con una alta
prevalencia de disfuncion diastolica que se correlaciona con disfuncion endotelial
evaluada con la VMF (90). Ademas, esta alteracion en las funciones reguladoras del
endotelio modula la remodelacion miocardica tras un infarto agudo de miocardio a la par
que se relaciona con la progresion de la enfermedad (91). Destacar que si bien la
disfuncion endotelial periférica esta presente en paciente con insuficiencia cardiaca tanto
de origen isquémico como por otras causas (92), la evidencia muestra que el papel de esta
disfuncion endotelial parece ser menos relevantes en los pacientes con insuficiencia
cardiaca de origen no isquémico (93) probablemente debido a la elevada carga
arteriosclerdtica que presentan los pacientes con cardiopatia isquémica.

Disfuncion endotelial y enfermedad cerebrovascular.
La disfuncion endotelial evaluada ya sea mediante biomarcadores séricos,

reactividad cerebrovascular a L-arginina o a través de DABMF se ha relacionado tanto

38



con la fisiopatologia, subtipo y gravedad del ictus (94). Sin embargo, en cuanto a la VMF
e ictus el nimero de estudios es limitado (95, 96). En concreto, un deterioro de la VMF
parece tener especial relevancia en los ictus lacunares ya que es un predictor
independiente (96) y por otro lado suele estar disminuida en los ictus de origen
aterotrombdtico con mayor frecuencia, observandose un menor deterioro en los pacientes
en los que el origen es embdlico (97). Ademas, un mayor deterioro de la VMF esta
relacionada con ictus de peor pronostico tal y como mostro el estudio llevado a cabo por
Santos-Garcia et al.(95), en el que se midi6 la funcion endotelial en 120 pacientes con
ictus isquémico agudo durante las primeras 48h, mostrdndose como aquellos con una
VMF < 4,5% presentaban peor evolucion clinica.

Disfuncion endotelial y arteriopatia periférica.

Los pacientes con enfermedad arterial periférica tienen una reduccion VMF (98)
que empeora en situacion en las que aumenta la demanda de oxigeno a los miembros
inferiores(99). Esta alteracion de la funcion endotelial se relaciona con la gravedad de la
insuficiencia circulatoria en la extremidad afectada y se traduce en un aumento plasmatico
de biomarcadores de inflamacion (100). Estos dos fendémenos son predictores
independiente de riesgo cardiovascular. En este sentido, cabe destacar un estudio llevado
a cabo en 131 pacientes diagnosticados de arteriopatia periférica, en los que se realizé un
seguimiento clinico durante 23+10 meses (101). En este trabajo un deterioro de la VMF
fue predictor independiente de riesgo cardiovascular, tanto ictus, infarto agudo de
miocardio e isquemia aguda de miembros inferiores, incluso después de ajustar por indice
tobillo brazo, que es el indicador de pronostico mas importante en la arteriopatia
periférica. Otro estudio, realizado por Gokce et al. (75), arrojo resultados similares. En
esta ocasion se analizaron un total de 199 pacientes que iban a ser sometido a

revascularizacion de miembros inferiores y se realizd un seguimiento de 1,2 afios tras la
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cirugia. Estos investigadores demostraron como la VMF es un predictor independiente de
eventos cardiovasculares y puede ser un marcador subrogado de riesgo cardiovascular.
Disfuncion endotelial en sujetos con y sin arteriosclerosis subclinica.

El desarrollo de la aterosclerosis es un proceso dindmico continuo que comienza
en una etapa temprana de la vida, tiene una larga fase inicial asintomatica y progresion
lenta inicial, posteriormente acelerada por la presencia de diferentes factores de riesgo
(102), siendo la disfuncion endotelial uno de los primeros signos reconocibles de su
desarrollo, presente mucho antes de la manifestacion de sus consecuencias. Por lo tanto,
se ha propuesto que la disfuncion endotelial constituye una primera etapa de la
arterosclerosis, en la que convergen la influencia de todos los factores de riesgo

cardiovascular y puede el detonante de los eventos cardiovasculares.

En la Tabla 2 se presentan los estudios mas relevantes que ponen de manifiesto

esta asociacion.
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Resultado

FATE study (103).

Multi-Ethnic
Study of
Atherosclerosis
(MESA Study)
(104).

Cardiovascular

health study(105).

NOMAS (106).

Nitenberg (45).

Sujetos sin enfermedad
cardiovascular (n=1574).

Sujetos sin enfermedad
cardiovascular conocida
(n=3026).

Sujetos sanos mayores de
65 anos (n=5200).

Asintomaticos, > de 40
afnos (n=819).

Sujetos diabéticos sin
cardiopatia isquémica
frente a controles no
diabéticos (n=128).

DABMF y velocidad de

hiperemia.

Funcion endotelial
coronaria y “Cold

DABMF.

DABMF.

DABMF

pressor test”.

La velocidad de hiperemia fue predictor
de eventos cardiovasculares.

La modificacion de DABMF mas de un
punto se asoci6 al aumento de eventos
cardiovasculares.

Mayor supervivencia a 5 afios en
aquellos sujetos con DABMF mayor a la
mediana que en aquellos en los que la
DABMF era menor a la mediana.

OR 2,89 para pacientes con disfuncion
endotelial y sindrome metabolico y OR
1.64 para con disfuncion
endotelial.

sujetos

Los diabéticos con funcion endotelial
anormal presentaban mayor incidencia
de eventos cardiovasculares.

Tabla 2. Asociacion de disfuncion endotelial en sujetos con y sin arteriosclerosis subclinica y

eventos cardiovasculares. Abreviaturas: OR: odds ratio; DABMF: vasodilatacion de la arteria

braquial dependiente de flujo.
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2. PREDIABETES Y DIABETES MELLITUS

2.1 DEFINICION DE PREDIABETES Y DIABETES MELLITUS

Prediabetes es el término utilizado para las personas cuyos niveles de glucosa no
cumplen los criterios para diabetes mellitus (DM), pero que son demasiado altos para
considerarse normales. Desde el punto de vista clinico y preventivo, identificar este
estado previo de enfermedad supone adelantarnos al desarrollo de la misma.

En 1979, el National Diabetes Data Group (NDDG) y el Comité de Expertos de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), propusieron una categoria clinica de
“intolerancia a la glucosa” y las estadisticas de “anormalidad previa” y “anormalidad
potencial a la tolerancia a la glucosa” (107). En ese momento no se utilizé el término
prediabetes para hacer referencia a estas condiciones si bien se conocia que implicaban
un mayor riesgo de desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

En el afio 2003 la ADA propone una definicion especifica de prediabetes, como
“aquel estado que precede al diagnostico de diabetes mellitus tipo 2 (DM2)” (108). Esta
condicion es comun, esta en aumento epidemioldgico y se caracteriza por elevacion de
los niveles plasmaticos de glucosa mas alla de los valores normales sin alcanzar los
niveles diagndsticos de diabetes. Se puede identificar mediante una prueba de tolerancia
oral a la glucosa, mediante una hemoglobina glicosilada, o bien determinando el nivel de
glucosa en ayunas. La mayoria de sujetos con cualquiera de estas dos condiciones,
desarrollard diabetes manifiesta dentro de un periodo de 10 afios.

En funcion de esta definicion el criterio de prediabetes se realiza con la
determinacion de glucosa basal alterada (GBA) y/o intolerancia a la glucosa (ITG). Sin
embargo, varios estudios muestran como existen diferencias entre los diagndsticos de

GBA e ITG. En este sentido, en el estudio DECODE (Diabetes epidemiology:
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collaborative analysis of diagnostic criteria in Europe), €l 28% de los sujetos presentaron
ambas alteraciones (109).

La prevalencia de prediabetes va en aumento de forma global y se asocia
simultdneamente a resistencia a la insulina y disfuncion de la célula B, que aparecen antes
que las alteraciones en sangre puedan ser detectadas. Ademas, existe una relacion de
prediabetes con formas precoces de nefropatia, insuficiencia renal cronica, retinopatia
diabética, neuropatia periférica, e incremento de complicaciones macrovasculares.

Desde el punto de vista terapéutico, si bien el tratamiento farmacolégico ha
demostrado ser eficaz, estudios previos han demostrado la importancia de la modificacion
del estilo de vida en la prevencion y tratamiento de la prediabetes reduce el riesgo de
desarrollar DM2 (110).

La DM2 es una alteracion metabolica caracterizada por la existencia de
hiperglucemia cronica acompanada de alteraciones en el metabolismo de los hidratos de
carbono, proteinas y lipidos. En la DM2 pueden existir alteraciones en la secrecion de
insulina, de resistencia a la accion de la hormona, o de ambas. En los casos en los que las
cifras de glucemia se encuentran elevadas y los sintomas son evidentes el diagndstico es
sencillo, sin embargo, en la mayor parte de las ocasiones se realiza el diagndstico inicial
en pacientes asintomaticos y de manera incidental al realizar controles analiticos
periddicos. La alta prevalencia de DM, la presencia de otras entidades que suelen
acompanarla, como son la hipertension y la hiperlipidemia, y las complicaciones cronicas
que pueden derivarse de ella, hacen de esta patologia uno de los principales problemas

sanitarios en la sociedad actual.
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2.2 EPIDEMIOLOGIA DE LA PREDIABETES Y DE LA DIABETES
MELLITUS TIPO 2.

Se estima que alrededor de 470 millones de personas a nivel mundial padeceran
prediabetes en el afio 2030 (111). El riesgo de padecer DM2 en la poblacidon con niveles
normales de glucosa es de un 0.7% al ano. Un meta-analisis de estudios prospectivos
hasta 2004 mostr6 la incidencia anual de DM2 en funcién de la presencia de ITG aislada
(4-6%), GBA aislada (6-9%) y ambos (15-19%) (112).

Varios estudios han estimado una tasa de incidencia anual similar:
- Diabetes Prevention Program (DPP) Outcomes Study: 11% (113).
- US Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis (MESA): 6 % GBA aislada (114).

- Enun estudio poblacion japonesa 9 % GBA, 7% HbAlc (115).

Se estima que alrededor de un 70% de los pacientes prediabéticos desarrollara
diabetes. En poblacion china prediabética (116), en un ensayo de prevencion de 20 afos
de evolucion el porcentaje fue del 90%.

Por otro lado, los niveles de glucemia basales en la poblacién general estan
incrementandose rapidamente en los paises desarrollados y llamativamente en los paises
en vias de desarrollo. De este modo, paises como Sur y Centro de Asia, América Latina,
Caribe y Norte de Africa son los que presentan mayores niveles respecto a los paises
occidentales (117). Finalmente, se ha demostrado que existe, gracias a la modificacion
del estilo de vida y/o tratamiento farmacolédgico, la posibilidad de reversion de pacientes
prediabéticos a una situacion de normalidad glucémica. Cabe destacar un estudio
observacional llevado a cabo en una cohorte de prediabéticos ingleses, con tasas de
reversion de hasta 55-80% a lo largo de 10 afios. En otras series el porcentaje observado

ha sido inferior el 20% en DPP QOutcomes Study (113).
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La DM2 es la forma mas frecuente de DM en la poblacion representando el 90-
95% de todos los pacientes que padecen diabetes. La incidencia de DM presenta un
aumento constante en los paises desarrollados, pero es destacable que la DM2 se ha
convertido en un problema grave en los paises en vias desarrollo. La prevalencia global
de DM en el afio 2017 en adultos mayores de 18 afios fue de 454 millones de sujetos,
concentrandose el mayor namero de pacientes entre los 40 y 59 afios (118). Por otro lado,
cabe destacar que la proporcion de diabetes no diagnosticada es variable, ya que del 24%
al 62% de las personas que padecen diabetes no han sido diagnosticadas ni tratadas
previamente (119).

Existe una relacion lineal entre la tasa de obesidad y diabetes, de manera que los
paises con mayores tasas de obesidad son los que presentan mayores tasas de diabetes y
si bien la edad constituye un factor de riesgo para el desarrollo de DM2, el aumento de la
obesidad en nifios, adolescentes y jovenes constituye un nuevo problema de salud publica
(118). En Espaia, los datos ofrecidos por el estudio Di@bet.es, muestran como la
prevalencia de diabetes en Andalucia es un 4% mayor que en el resto de Espafia. Esta
mayor prevalencia se debe a la alta tasa de obesidad, el estilo de vida sedentario y nivel
socio-econdmico bajo.
2.3 CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE PREDIABETES Y DIABETES

Inicialmente no existia uniformidad en los criterios diagndsticos para definir DM
y el resto de alteraciones del metabolismo hidrocarbonado. De la necesidad de concretar
y establecer estos criterios nacen las propuestas realizadas por el NDDG (120) , y la
OMS (121). Posteriormente, se ha ido profundizando en el estudio y conocimiento de la
etiologia y fisiopatologia de la DM, surgiendo la necesidad de revisar y homogeneizar los

criterios diagndstico con la consiguiente revision de los valores de glucemia basal y los
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resultados del test de sobrecarga oral de glucosa (SOG), emanando de esta revision los
sucesivos documentos publicados por la ADA.

Los criterios vigentes en la actualidad para el diagnostico de prediabetes se
muestran a continuacidén, y para establecer, el diagnostico de prediabetes debe de

cumplirse al menos uno de los tres criterios:

CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE PREDIABETES

o Glucemia en ayunas 100-125 mg/dL
o Glucemia a las 2h de SOG 140-200 mg/dL

o HbAIlc 5,7-6,4%

Tabla 3. Criterios diagnosticos de diabetes. Abreviaturas: SOG: test de sobrecarga oral de

glucosa; HbAlc: hemoglobina glicosilada.

El diagndstico actual de DM2 se establece en presencia de una de las siguientes
situaciones (122):
1) Glucemia en ayunas>126 mg/dL (ayunas un periodo sin ingesta de al menos 8
horas)
2) Glucemia a las 2h SOG> 200mg/dL.
3) HbA1c>6,5%.

4) Glucemia al azar > 200 mg/dL en presencia de clinica cardinal de diabetes.

En ausencia de hiperglucemia con descompensacion metabolica aguda, los
criterios deben de repetirse una segunda vez. Segtn las recomendaciones de la ADA, la
SOG no estd recomendada como método rutinario para el diagnostico de diabetes en la

practica clinica diaria, mientras que, la OMS recomienda su realizacion.
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2.4 DISFUNCION ENDOTELIAL EN LA PREDIABETES Y LA DIABETES
MELLITUS

Como hemos mencionado anteriormente, la hiperglucemia mantenida provoca un
incremento de la formacion de AGEs y un aumento del estrés oxidativo (44), existiendo
en consecuencia, en los sujetos prediabéticos y diabéticos una alteracion tanto en la
sintesis como en la biodisponibilidad del ON, provocando, a largo plazo, que las células
endoteliales pierdan su funcionalidad, deteriorandose la integridad del endotelio vascular.
Este fendmeno, estd presente en la circulacion coronaria de los pacientes diabéticos, en
los que, en lugar de sufrir una vasodilatacion ante acetilcolina aparece una
vasoconstriccion paraddjica (45).

En la DM tipo 1, la disfuncion endotelial se asocia a un mal control metabolico
(123). Este deficiente control metabolico es fruto de una disminucion de la reactividad a
acetilcolina, la elevacion de marcadores de inflamacion y trombosis (PCR, PAI-1) que
incrementan el riesgo de la aparicion de las complicaciones derivadas de la DM. De este
modo, la presencia de disfuncion endotelial en el paciente DM tipo 1, que parece ser un
fenomeno tardio en estos pacientes (124), se asocia a complicaciones macro y
microvasculares (125).

En el paciente con DM2, la disfuncion endotelial es consecuencia, ademas de un
estado de hiperglucemia mantenida, resultado de la existencia de resistencia a insulina e
hiperinsulinismo y, la progresion de esta resistencia es paralela a la de la disfuncion
endotelial y al desarrollo de arteriosclerosis (126). La glucotoxicidad inducida por la
presencia de hiperglucemia mantenida da como resultado la formacion de AGEs que
estimulas la produccion de ERO, lo que finalmente conduce a una disminucion de la
biodisponibilidad de ON(127). Adicionalmente, los AGEs inducen cambién en la matriz

de células endoteliales que alteran la elasticidad vascular e interaccionan con los
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macréfagos promoviendo arteriosclerosis (128). Por otro lado, la lipotoxicidad induce
estrés oxidativo a través de la presencia de acidos grasos libres, concretamente, estimulan
la NADPH oxidasa aumentando la produccion de ERO y disminuyendo la SONe y la
produccion de ON (129).

En la prediabetes, de manera similar a lo que ocurre en el paciente DM2, la
hiperglucemia, la resistencia a la insulina y la inflamacion causan alteraciones en la
funcion vasomotora endotelial y funcién fibrinolitica, lo que facilita la progresion de
prediabetes a DM (130).

2.4.1 Evidencias que apoyan intervenciones dietéticas para mejorar la funcion
endotelial en el paciente con prediabetes y diabetes.

La intervencion dietética es capaz de modular la sensibilidad a insulina y la
funcion endotelial. En este sentido hay estudios que demuestran el efecto beneficioso de
los polifenoles afiadidos a la dieta, como el t¢ verde, que act@ian imitando la accion de la
insulina, estimulan la captacion de la glucosa e inhiben la gluconeogénesis hepatica (131),
y por otro lado regulan la actividad de la SONe y la produccion de ON en el endotelio
(132), contribuyendo a sus propiedades antidiabéticas, sensibilizadoras de insulina e
hipolipemiante (133). Otro polifenol, la hesperidina, induce una disminucioén en la
oxidacion de 4cidos grasos libres, triglicéridos y marcadores inflamatorios (134).
Finalmente, los flavonoides, tienen un efecto positivo sobre la actividad de la SONe,
mejorando la sensibilidad a insulina y la funcion endotelial (135). Otra via implicada en
la modulacion de la resistencia a la insulina es la mediada por los AGEs, postulandose
que una terapia basada en la reduccion de los mismos, que minimice la inflamacién y la
arteriosclerosis constituya una diana terapéutica futura (135). En este sentido, nuestro
grupo ha demostrado como una dieta rica en grasa monoinsaturada reduce la

concentracion sérica de AGEs y regula la expresion génica implicada en el metabolismo
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de los mismos, remarcando el papel de la dieta como parte fundamental del terapéutico
fundamental en la lucha contra la enfermedad cardiovascular (136). Berk et al (137),
llevaron a cabo un estudio con 131 pacientes diabéticos con sobrepeso y obesos sometidos
a una dieta con restriccion calorica para evaluar los cambios en el peso y en los diferentes
factores de riesgo cardiovascular. La pérdida de peso inducida por esta dieta, redujo los
niveles de biomarcadores de disfuncion endotelial e inflamacion en estos
independientemente del uso de medicamentos y el tiempo de evolucion de diabetes. Otro
estudio (138), realizado en pacientes con DM2, evalu6 el efecto de una dieta rica en fibra
sobre la funcion endotelial. En concreto aleatorizaron a 14 pacientes a seguir una dieta
rica en arroz integral y a 14 pacientes a una con arroz blanco durante 8 semanas. Las
pacientes que consumieron arroz integral mejoraron su funcion endotelial en
comparacion con los pacientes que consumieron arroz blanco, teorizando los autores que
este efecto se debiese a una menor incidencia de excursiones glucémicas. Un fendmeno
similar, esta descrito también en paciente con prediabetes, en los que el consumo de arroz
con almidon resistente se asocid con una mejoria de la funcidon endotelial con reduccion
de la glucosa postprandial y el estrés oxidativo en comparacion con el control (139). Por
otro lado, una intervencion dietética basada en pescado mejora la funcion endotelial en
mujeres posmenopausicas con DM2 (140). Finalmente, destacar el trabajo realizado por
Ryan et al. (141) en el que el cambio de una dieta rica en grasas poliinsaturadas a una rica
en grasa monoinsaturada de tipo mediterrdneo en pacientes con DM2 redujo la resistencia
a la insulina y mejor6 la funcién endotelial, lo que sugiere una explicacion de los
beneficios anti-aterogénicos de una dieta tipo mediterranea.

En resumen, si bien es cierto que actualmente disponemos evidencias que

sugieren los beneficios de la dieta o de nutrientes individuales para mejorar la funcion
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endotelial en sujetos con diabetes y prediabetes, son necesarios estudios a gran escala que

permitan confirmar los datos y hallazgos arrojados por estudios previos.
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CAPITULO 3

HIPOTESIS
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ILHIPOTESIS

La enfermedad cardiovascular contintia siendo la primera causa de muerte en los
paises desarrollados. Lejos de disminuir, los factores de riesgo que conducen a su
desarrollo como la diabetes, contintian en ascenso. Por lo tanto, las actuales estrategias
terapéuticas y preventivas no estan siendo efectivas para frenar esta pandemia y es
necesario encontrar nuevas dianas que ayuden al control de esta enfermedad.

En este sentido, es conocido que la disfuncion endotelial desempefia un papel
clave en el desarrollo de la enfermedad cardiovascular. Es también un hecho comprobado
que aproximadamente el 50% en la reduccion de la mortalidad por las enfermedades
cardiovasculares se debe a un control de los diferentes factores de riesgo, por lo que es
imperativo identificar a los pacientes de mayor riesgo cardiovascular y centrar los
esfuerzos preventivos en ellos, siendo el estudio no invasivo de la funcion endotelial es
una herramienta que puede proporcionarnos la informacidn necesaria para este fin.

Es conocido que sobre la reactividad vascular pueden influir factores relacionados
con la dieta, sin embargo, hasta la fecha, no existen estudios a largo plazo que muestren
los efectos de la dieta sobre la funcion endotelial en pacientes de alto riesgo
cardiovascular y que ademas puedan presentar otros factores de riesgo sobreafiadidos
como son la coexistencia de prediabetes o diabetes.

Nuestra hipotesis es demostrar que el consumo a largo plazo (1,5 afios) de dos
modelos de alimentacion saludable, uno de tipo Mediterraneo (22% de grasa
monoinsaturada) y otro pobre en grasa (<30% grasa total y 12% de grasa
monoinsaturada), inducen una mejoria de la funcion endotelial en pacientes de alto riesgo
cardiovascular del estudio CORDIOPREV. Adicionalmente, dentro de esta cohorte
pretendemos demostrar que el consumo a largo plazo de ambos modelos de alimentacion

mejora la funcion endotelial en pacientes con diabetes y prediabetes. La hipotesis nula es
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que nuestro estudio no logre demostrar que estos modelos de alimentacidon provocan una

mejoria de la funcion endotelial.
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CAPITULO 4

OBJETIVOS
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IV.OBJETIVOS

1. OBJETIVO PRINCIPAL:

Investigar si el consumo a largo plazo, durante un afio y medio, de una dieta
Mediterranea [>35% de las calorias de grasa (22% monoinsaturada) y <50% de
carbohidratos] o de una dieta pobre en grasa [<30% grasa (12% monoinsaturada) y >55%
de calorias de carbohidratos] se asocia con una mejoria de la funcion endotelial en

pacientes de la cohorte del estudio CORDIOPREV (NCT00924937).

2. OBJETIVOS SECUNDARIOS:

Objetivo 1. Evaluar si el consumo a largo plazo de ambos modelos de
alimentacion se asocia a una mejoria de la funcion endotelial dependiendo del estatus
diabético de la misma poblacion (pacientes con diabetes tipo 2, prediabetes y sin

diabetes).

Objetivo 2. Evaluar si el consumo a largo plazo de uno de los modelos de alimentacion
induce un mayor incremento sobre la mejoria de la funcion endotelial en comparacion
con el otro, tanto en la poblacion total como en los diferentes subgrupos de poblacion

segun el estatus diabético.
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V. POBLACION, DISENO Y METODOLOGIA

1. DISENO DEL ESTUDIO

Nuestro trabajo se ha realizado dentro del marco del estudio CORDIOPREV
(NCT00924937). El estudio CORDIOPREV es un ensayo clinico, aleatorizado, simple
ciego que incluye 1002 pacientes con enfermedad coronaria, y, por tanto, en prevencion
secundaria. El objetivo principal del estudio es evaluar la eficacia de una dieta
Mediterranea rica en grasa monoinsaturada procedente del aceite de oliva, en
comparacion con una dieta pobre en grasa para prevenir eventos cardiovasculares y
disminuir la mortalidad en pacientes con enfermedad coronaria previa.

Los pacientes fueron reclutados desde noviembre de 2009 hasta febrero de 2012,
principalmente en el Hospital Universitario Reina Sofia, Cordoba, Espaiia, pero también
de otros hospitales de la provincia de Coérdoba y Jaén. Los detalles del estudio se
encuentran recogidos en la web clinicaltrials.gov (NCT00924937) y, adicionalmente, han
sido publicados con anterioridad (142).

El protocolo del ensayo y todas sus enmiendas han sido aprobados por el comité
¢tico del Hospital Universitario Reina Sofia siguiendo las indicaciones de la Declaracion
de Helsinki y el codigo de buenas précticas clinicas. Para asegurar que la principal fuente
de grasa en la dieta Mediterranea fuese el aceite de oliva, a todos los pacientes incluidos
en esta dieta se les proporciono este alimento donado por Hojiblanca® y la Fundacion
Patrimonio Comunal Olivarero®. Por otro lado, a los pacientes incluidos en el grupo de
la dieta pobre en grasa se les proporcionaron lotes de alimentos ricos en hidratos de
carbono, constituyendo el aceite de girasol la fuente grasa principal. Ninguno de los
sponsors mencionados tiene ninguna intervencion en el disefo, analisis y obtencion de

resultados del estudio.
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2. POBLACION DEL ESTUDIO

Los pacientes incluidos en el estudio fueron seleccionados si tenian edades entre
los 20 y los 75 afios, un evento coronario de mas de 6 meses de evolucion con respecto a
la fecha de su inclusién en el estudio y disposicion para seguir el ensayo durante la
duracion del mismo. Los criterios de inclusion y exclusion se describen a continuacion:

CRITERIOS DE INCLUSION

1.Firma de consentimiento informado aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Universitario Reina Sofia.
2.Criterios diagndsticos:

-Sindrome coronario agudo:

a- Infarto agudo de miocardio
b- Angina inestable

-Enfermedad coronaria cronica de alto riesgo.

CRITERIOS DE EXCLUSION

1.Edad <20 6 >75 afos (o esperanza de vida inferior a 5 afios).

2.Pacientes con una revascularizacion programada hace menos < 6 meses.

3.Grado II-IV de insuficiencia cardiaca. Disfuncion ventricular izquierda con una FEVI <
35 %.

4.Incapacidad o impedimento para seguir el protocolo.

5.Pacientes con diabetes tipo 2 no controlada, o aquellos con insuficiencia renal con
creatinina plasmatica por encima de 2 mg/dl.

6.0tras patologias cronicas: enfermedades psiquiatricas, insuficiencia renal cronica,
hepatopatia cronica, neoplasia activa, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y
enfermedades digestivas.

7.Participantes en otros estudios.

Tabla 4. Criterios de inclusion y exclusion del estudio CORDIOPREV. Modificado de Delgado-
Lista J. Am Heart J. 2016,177: 42-50.

El diagrama de flujo de pacientes en el estudio CORDIOPREV (142, 143) se
muestra en la Figura 2. Las variables usadas para la aleatorizacion fueron: 1) género
(hombre/mujer); 2) edad (<60 afios / mayor 61 anos) y 3) historia de infarto agudo de

miocardio previo (si/no). Con las combinaciones posibles de esas 3 categorias se crearon
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8 grupos con los que se aleatoriz6 a los pacientes en los 2 grupos de intervencion. Este
proceso se llevo a cabo por la Escuela Andaluza de Salud Publica, expertos en el proceso
de aleatorizacion de pacientes en estudios de intervencion. La dieta asignada al paciente
fue comunicada por teléfono utilizando un sistema de codificacion por el que el grupo de
la Escuela Andaluza de Salud Publica encargado de la aleatorizacion asignaba al paciente

a uno u otro grupo para mantener el ciego simple.

Screening de 1850
pacientes

848 Excluidos
424 No cumplian criterios de
inclusion. -
314 Rechazaron participar.
110 Otros motivos.

1002 aleatorizados

500 asignados a la 502 asignados a la
dieta pobre en grasa. dieta Mediterranea.

Figura 2. Diagrama de flujo de pacientes del estudio CORDIOPREYV. Modificado y adaptado de
Alcala-Diaz JF. PLoS One. 2014,9(5): 96297

Para estudiar los objetivos secundarios del presente proyecto, los pacientes fueron
clasificados en tres subgrupos atendiendo a su condicion diabética (no diabetes, diabetes
y prediabetes) siguiendo los criterios diagnoésticos actuales establecidos por la ADA

(144).
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3. DIETA. EVALUACION DIETETICA Y VISITAS DE SEGUIMIENTO.

La intervencion dietética del estudio CORDIOPREV es llevada a cabo por
dietistas que se encargan de proporcionar las directrices a seguir en cada grupo de
intervencion, de la elaboracion del material escrito para proporcionarlo en las sesiones
grupales periodicas a los participantes en el estudio y de la revision de los cuestionarios
de adherencia a la dieta. De este modo, durante el primer afo de estudio se disefiaron
varias sesiones de grupo con el fin de realizar un seguimiento exhaustivo de los pacientes,
discutir problemas encontrados durante el seguimiento y proporcionar soluciones a los
mismos, todo ello para lograr adaptar los habitos dietéticos de cada individuo al patrén

dietético por encima de nutrientes concretos.

3.1 MODELOS DIETETICOS.

Los patrones dietéticos del estudio CORDIOPREV incluyen alimentos de todos
los grandes grupos alimenticios sin una restriccion especifica sobre el consumo caldrico.
La principal diferencia entre los 2 grupos de intervencion se encuentra en la ingesta de
grasa total, asi como en su composicion cualitativa, de este modo, la dieta Mediterranea
le contenido graso viene representado por alimentos ricos en grasa monoinsaturada, como

el aceite de oliva, mientras que en la dieta baja en grasa el aporte de grasa estd limitado.

3.1.1 DIETA MEDITERRANEA

La composicion cualitativa de esta dieta se basa en un aporte caldrico total de
grasas del >35% (22% monoinsaturada, 6% poliinsaturada, <10% saturada), <50% de
hidratos de carbono y un 15% de proteinas. Las recomendaciones de este grupo de
intervencion estan basadas fundamentalmente en el cuestionario de 14 items de
adherencia a la dieta Mediterranea. Las recomendaciones suministradas a los
participantes de este grupo, detalladas en el proyecto completo del estudio disponible en

la web www.cordioprev.es, son:
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1) Consumo abundante de aceite de oliva virgen extra tanto para cocinar como
para la elaboracion de ensaladas (> 4 cucharadas diarias; 20 g).

2) Consumo de 2 o mas raciones diarias de vegetales (1 racién =200 g) y al menos
una de las raciones debe ser cruda.

3) Incluir al menos 3 piezas de fruta (tamafio medio = 125 g) al dia predominando
el consumo de frutas como postre.

4) Comer legumbres en al menos 3 comidas a la semana (150 g por racion
cocinada).

5) Consumir mas de 3 raciones (1 racion = 100-150 g) por semana de pescado
variado incluyendo pescado graso.

6) Consumo de nueces semanalmente en pequefas cantidades, aproximadamente
(30 g).

7) Ingesta de pan integral y cereales en las comidas.

8) Uso de productos lacteos bajos en grasa, con una preferencia por los productos

lacteos fermentados.
9) Reducir el consumo de carne y tomar preferiblemente carnes blancas (sin

piel). Evitar carnes rojas o procesadas. Consumo de huevos varias veces a la
semana (2 a4 unidades).
10) Incluir platos que usen "sofrito" (tomate, cebolla, ajo, especias y todo ello
cocinado a fuego lento con aceite de oliva).

La dieta Mediterranea incluye una cantidad moderada de vino durante las comidas
solo si el paciente es consumidor habitual de vino. Esta cantidad no debe superar una 1
copa de vino al dia (8g de alcohol) para las mujeres y no mas de 2 copas diarias (16 g de

alcohol) para los hombres.
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Se recomendo6 eliminar el consumo de otras grasas diferentes a las mencionadas
procedentes de: mantequilla, margarina, aceites de semillas, y por otro lado alimentos
ricos en azucares o grasas no saludables (bolleria industrial, alimentos precocinados,
postres industriales, etc.).

Para evaluar el grado de adhesion a esta dieta, se realizd el cuestionario de 14
items de adherencia a la dieta Mediterranea (9) (Tabla 5). Consta de 2 preguntas sobre
habitos alimenticios, 8 preguntas sobre la frecuencia de consumo de alimentos propios de
la dieta mediterranea y 4 acerca del consumo de alimentos no recomendados. Cada
pregunta se puntia 0 o 1. Una puntuacion > 9 puntos corresponde a una alta adherencia a

la dieta Mediterranea.
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PREGUNTAS

1. ;Utiliza el aceite de oliva principalmente como aceite culinario?

Si=1 punto

2. ;Cuanto aceite de oliva consume a diario (incluido para freir,

> 4 cucharas=1

platos preparados con sofrito (aceite de oliva, tomate, cebolla, puerro y

ajo) consume?

ensaladas, desayunos, etc.)? punto

3. ;Cuantas raciones vegetales consume a diario? (1 racion=200g) >2=1 punto

4. ;Cuantas piezas de fruta, incluido zumos de frutas naturales >3=1 punto

consume a diario?

5. ;Cuéantas raciones de carne roja, hamburguesa o salchichas consume | Menos de 1= 1

por semana? (1 racion=100-150g). punto

6. ;Cuantas raciones de mantequilla, margarina o nata consume por Menos de 1= 1

dia? (racion=12g) punto

7. ;Cuéntas bebidas azucaras consume al dia? Menos de 1=1
punto

8. ;Cuantos vasos de vino consume a la semana? >7 vasos= 1
punto

9. ;Cuantas raciones de legumbre consume por semana? (1 >3=1 punto

racion=150g)

10.Cuantas raciones por semana consume pescado o marisco consume? | >3=1 punto

(1 racién = 100-150 g de pescado, o 4-5 unidades de marisco)

11. ;Cuantas raciones de bolleria industrial, como tarta, galletas o <2=1 punto

natillas consume por semana? (racion de tarta = 80g; 6 galletas = 40g)

12. ;Cuantas raciones de frutos secos (incluidos cacahuetes) consume >3=1 punto

por semana? (1 raciéon =30 g)

13. Consume preferentemente pollo, pavo o carne de conejo en vezde | Si= 1 punto

ternera, cerdo, hamburguesa o salchicha?

14. ;Cuantas raciones por semana de vegetales, pasta, arroz u otros >2=1 punto

Tabla 5. Cuestionario 14 items de adherencia a la Dieta Mediterranea.
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3.1.2 DIETA POBRE EN GRASA

En este grupo de intervencion, el aporte calorico graso no supera el 30% (12%
monoinsaturada, 8% poliinsaturada, <10% saturada), 57% hidratos de carbono y 15%
proteinas, siguiendo las recomendaciones de la guia de la American Heart Association 'y
el National Cholesterol Education Program (145). Las diferencias con el grupo de dieta
Mediterranea se basan también en el cuestionario 9 items de adherencia a la dieta baja en

grasa y son:

a) Reducir la cantidad de aceite usado para cocinar y ensaladas (< 2 cucharadas al
dia, 10 g).

b) Eliminar la grasa visible (o la piel) del pollo, pato, cerdo, cordero etc. antes o
después de cocinar (sopas y platos cocinados).

¢) No comer mas de 1 porcion de carne roja (1 racion = 150 g) por semana.

d) Consumir productos lacteos bajos en grasa y en especial fermentados Se debe
consumir 2-3 porciones por dia.

e) Consumo de pescado magro en lugar de pescado graso o en conserva (<l
porcidn por semana, 50 g).

f) Limitar el consumo de frutos secos (<1 porcidén por semana, 10 g).

g) Suprimir el consumo de bolleria industrial.

h) Emplear técnicas de cocinado sin aceite.

Las recomendaciones sobre el consumo de vegetales, huevos y carnes blancas son
las mismas que las que se utilizan en el grupo de la dieta Mediterranea.

En este caso, para evaluar el grado de cumplimiento de esta dieta se realizo el
cuestionario de 9 items de adherencia a la dieta pobre en grasa elaborado en el estudio

PREDIMED (9) (Tabla 6).
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PREGUNTAS

1. ;Cuanto aceite consume a diario (incluido para freir, ensaladas, Menos de 2

desayuno, etc.)? (1 cucharada=10ml) cucharas=1
punto

2. ;Elimina la grasa visible (o la piel) del pollo, pato, cerdo, cordero, Si=1 punto.

etc. ;Antes o después de cocinar (sopas y platos cocinados)?

3. ;Cuéntas comidas rucas en grasa tipo hamburguesa, salchicha, 1 0 menos=1

embutido, bacon, etc., consume por semana? (racion carne=100g; punto

embutido o bacén=30g)

4. ;Cuantas raciones de mantequilla, margarina, manteca de cerdo, 1 0 menos=1

mayonesa, nata o helado consume por semana (racion=12g; punto

helado=100g)

5. ;Consume productos bajos en grasa de forma exclusiva? Si= 1 punto

6. ;Cuéntas veces por semana prepara pasta, arroz, patqoqw, 2 0 menos=1

legumbres utilizando “sofrito” (aceite de oliva), bacon, salami o carnes | punto

grasas como la de cerdo o cordero?

7. ;Cuéntas veces por semana consume pescado graso o pescado o 1 0 menos =1

conservas de pescado en aceite? punto

8. ;Cuantas raciones de bolleria industrial, como tarta, galletas o 1 0 menos=1

natillas consume por semana? (racion de tarta=80g; 6 galletas=40g) punto

9. ;Cuantas veces por semana consume frutos secos (incluyendo 1 0 menos=1

cacahuetes), patatas fritas u otros snacks? punto.

Tabla 6. Cuestionario 14 items de adherencia a la dieta pobre en grasa

4. VISITAS DURANTE LA INTERVENCION

4.1 BASAL

Las valoraciones basales de los participantes se realizaron en 2 visitas. En la
primera el paciente se entrevistd con la dietista durante 1 hora aproximadamente y se
llevo a cabo una valoracion por el especialista en Medicina Interna realizdindose un
cuestionario clinico, exploracién fisica y la firma de los consentimientos informados.
Posteriormente, se realizé la extraccion de una analitica general, un test de resistencia a

la insulina y una lipemia postprandial tras una sobrecarga grasa.

Junto con una explicacion detallada acerca de la intervencion con cada una de las
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dietas se realizaron los siguientes cuestionarios:

1) Cuestionario de frecuencia de consumo (FFQ) (146) que permite determinar

la ingesta dietética del afio previo a la inclusion del paciente.

2) Cuestionario para valorar la adherencia a la dieta baja en grasa y la dieta
Mediterranea.

3) Version espanola del “Minnesota physical activity questionnaire” (147) que
evalua la actividad fisica.

4) Cuestionario SF36 (148), que valora la calidad de vida de los participantes.

En esta visita se llevd a cabo la toma de medidas antropométricas: peso, talla,
indice de masa corporal y perimetro de cintura.

En la segunda visita, se revisaron los cuestionarios realizado previamente y
suministraron recomendaciones dietéticas especificas a cada grupo de intervencion
dietética adaptando estas recomendaciones a las caracteristicas clinica de los
participantes. Adicionalmente, a los participantes se les proporciono documentacion
informativa con recomendaciones dietéticas, estrategias para lograr modificar los habitos
dietéticos.

4.2 VISITAS DE SEGUIMIENTO Y SESIONES GRUPALES.

El objetivo de estas visitas es garantizar un consumo calorico adecuado y reforzar
la adherencia a la dieta. Cada visita de seguimiento incluye el cuestionario médico, la
evaluacion de la intervencion, la antropometria y provision de alimentos en cada grupo
de intervencion.

Se llevaron a cabo sesiones de grupo periddicas organizadas por separado para
cada brazo de intervencion. Los especialistas en nutricion del estudio CORDIOPREV se
encargaban de explicar diversos temas relacionados con su grupo de intervencion y por

otro lado resolvieron dudas de los pacientes, haciendo recordatorios de las

69



recomendaciones dietéticas de cada grupo. Estas sesiones estaban compuestas por

aproximadamente unos 20 participantes y tenian una duracion aproximada de 2 horas.

5. ESTUDIO DE LA FUNCION ENDOTELIAL.

La DABMEF se evalu6 en los pacientes al inicio y tras un afio y medio de estudio,
aleatorizados a uno de los dos patrones alimentacion saludables. La distribucion de los
pacientes que completaron estudios al inicio y en el seguimiento en cada uno de las dietas
se muestra en la Figura 3.

La ecografia de la arteria braquial se realizé utilizando las guias para la evaluacion
ecografica de la VMF elaborada por “The International Brachial Artery reactivity Task
Force” (73). La prueba se realizd en condiciones estables de temperatura, sin realizar
ejercicio fisico durante al menos 48h, sin ingesta de tabaco o alcohol y sin interrumpir la
toma de su medicacion habitual y debia permanecer en supino hasta que la imagen final
fuera registrada. El brazo se inmoviliz6 para evitar el movimiento durante todo el periodo
de estudio (20-30 min) utilizando un dispositivo estereotaxico para inmovilizar el brazo
y el transductor. Posteriormente se localizé la arteria braquial en la fosa antecubital
derecha en un segmento longitudinal no tortuoso, en el que las capas intima anterior y
posterior se podian localizar con un transductor de alta resolucién de 12 MHz a través de
equipo ultrasonografico Philips® EnVisor HD, y se obtuvieron imagenes basales.
Durante la adquisicion de la imagen basal, se identificaron marcas anatomicas (venas y
planos fasciales) para ayudar a mantener la misma imagen. Después de un afio y medio,
los técnicos verificaron estas imagenes para garantizar la ubicacion anatomica correcta
en la fosa antecubital derecha. Posteriormente, el manguito de presion se inflé a 300
mmHg y se mantuvo durante 4,5 minutos (Figura 4), tras lo cual se procedio6 a desinflar
el manguito, teniendo lugar un fendmeno de hiperemia reactiva, y se midi6 nuevamente

el diametro de la arteria braquial un minuto después. Todo el proceso desde 30 segundos
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antes de desinflar el manguito hasta 2 minutos después fue grabado en video. El cambio
porcentual entre los diametros después de desinflar el manguito (D2) y el didmetro basal,
es decir, en el periodo de preoclusion (D1), calculado como [(D2-D1) / D1] x 100%, se
defini6 DABMF. Los estudios de ultrasonografia fueron realizados por dos técnicos. La
variabilidad intraobservador e interobservador fue del 8,85% y del 8,7%,
respectivamente. Las imagenes se importaron y almacenaron en el disco duro del
dispositivo de ultrasonografia. Durante todo el proceso de captura de imagenes, el
paciente es monitorizado electrocardiograficamente coincidiendo las mediciones con la

onda R del electrocardiograma.

1002 participantes
aleatorizados

500 asignados a la 502 asignados a la
dieta pobre en grasa. dieta Mediterranea.

197 excluidos
161 No completaron el seguimiento
con estudio de imagen. -
35 tuvieron problemas con la
técnica.

805 completaron
seguimiento con
estudio de imagen.

Figura 3. Diagrama de flujo del estudio de la funcion endotelial con ultrasonografia en el

CORDIOPREYV.
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Figura 4. Técnica para el estudio de la funcion endotelial a través de la DABMF. Figura de

elaboracion propia.

6. EVALUACION ANTROPOMETRICA.

El peso y la estatura fueron medidos por dietistas usando una bascula (BF511
Body Composition Analyzer / Scale, OMROM, Japon) y un tallimetro calibrados (Seca
242, HealthCheck Systems, Brooklyn, NY), respectivamente. La circunferencia de la
cintura se midi6é a mitad de camino entre la ultima costilla y la cresta iliaca usando una
cinta antropométrica. El indice de masa corporal se calcul6 como el peso por metro
cuadrado (kg / m2). Las medidas de estatura y peso se tomaron tanto al inicio del estudio

como en el seguimiento.
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7. DETERMINACIONES ANALITICAS

Se tomaron muestras de sangre venosa de la vena antecubital y se recogieron en
tubos vacutainer que contenian EDTA. Los parametros séricos, glucosa, colesterol total,
c-HDL y TGs se midieron utilizando un analizador Architect c-16000 (Abbott®,
Chicago, Illinois, EE. UU.) mediante técnicas espectrofotométricas. El c-LDL se calculo
usando la formula de Friedewald (siempre que el nivel de TG fuera inferior a 400 mg /
dl). Las concentraciones de apolipoproteinas se determinaron mediante
inmunoturbidimetria.
8. ANALISIS ESTADISTICO.

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando SPSS 22 para Windows.
Los datos se presentan como media + error estdndar para variables continuas. Las
variables continuas se compararon entre los tres grupos (DM, prediabetes y ausencia de
diabetes) mediante el andlisis de varianza (ANOVA) y se realiz6 un andlisis de
comparaciones multiples post-hoc mediante la prueba de Bonferroni. Se usaron medidas
repetidas ANOV A para investigar los efectos del tipo de dieta sobre la VMF dependiendo
de la presencia de DM, prediabetes o ausencia de DM. La correlacion lineal de Pearson
se calculo para explorar las posibles correlaciones entre la VMF y las concentraciones
plasmaticas de c-LDL, c-HDL, TGs, proteina C reactiva, glucosa y HbAlc. Todos los
analisis fueron ajustados por posibles confusores; los factores considerados como factores
de confusidon potenciales o modificadores fueron la edad, el sexo, el indice de masa
corporal, los medicamentos (betabloqueantes, antagonistas de los receptores de
angiotensina, inhibidor de Ila enzima convertidora de angiotensina, nitratos,
medicamentos para tratar la DM) y el habito de fumar. Se consideraron significativos

valores de p <0.05.
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9. REVISION BIBLIOGRAFICA

Para la obtencidn de bibliografica se uso la web PUBMED y el motor de busqueda
MEDLINE ofrecido por la Biblioteca nacional de los Estados Unidos. Se empled el
proveedor de informacidén Ovid Technologies al que se accede a través del Ovid Web. Se
accedio a estas plataformas y a determinadas revistas a través de la Biblioteca Virtual del
Servicio de Salud Publico de Andalucia (http://www.bvsspa.es/profesionales/).Las
referencias se muestran segun el estilo Vancouver para la publicacién de manuscritos en

el ambito de las Ciencias de la Salud.
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CAPITULO 6

RESULTADOS
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VI. RESULTADOS.
1. Caracteristicas basales de los pacientes pertenecientes al estudio.

Como se ha descrito previamente, el estudio CORDIOPREYV estaba formado por 1002
pacientes. 502 pacientes fueron aleatorizados a una dieta mediterranea mientras que 500
fueron aleatorizados a una dieta baja en grasa. Al comienzo del estudio, no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos de intervencion. La edad
media fue de 59 afios y el peso basal tuvo una media de 85 kg. El resto de caracteristicas

antropométricas y bioquimicas basales de todos los pacientes del estudio CORDIOPREV.

Poblacion Dieta Dieta pobre en Valor de
n=1002 Mediterranea grasa p
n=502 n=500

Edad(afios) 59,5+0,2 59,7+0,4 59,5+ 0,4 NS
Peso (Kg) 85,1+0,4 84,9+0,6 85,4+0,7 NS
Perimetrode cintura 145103 104,940, 105,40,5 NS
(cm)

IMC(kg/m?) 31,1+0,1 31+0,1 31,2+0,2 NS
CT (mg/dL) 159+1 159+1,5 159+1,3 NS
¢-LDL (mg/dL) 88+0,8 88+1,2 88+1,1 NS
c¢-HDL (mg/dL) 42+0,3 4240,5 42+0,5 NS
TGs (mg/dL) 13542,2 134+3,1 136+3,2 NS
ApoA (mg/dL) 129+0,7 129+1 129+0,9 NS
ApoB (mg/dL) 73+0,5 73+0,8 73+0,8 NS
Glucosa (mg/dL) 113£1,2 114+£1,8 112+1,6 NS
Diabetes Mellitus (%) 32,3 31,9 32,8 NS

Tabla 7. Caracteristicas basales de los pacientes del estudio CORDIOPREYV. IMC, indice de
masa corporal; c-HDL, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; TGs, triglicéridos; CT,
colesterol total; y c-LDL, colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad. Los valores estan

expresados como la media + error estandar.

Basalmente, no existieron diferencias entre los dos subgrupos de poblacion
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estudiada (Dieta Mediterranea y dieta pobre en grasa). Adicionalmente, en la Tabla 8, se
presentan las caracteristicas bioquimicas y antropométricas basales de los participantes
en el estudio, divididos seglin el estatus diabético, ya que en dichos subgrupos seria
estudiada posteriormente la funcion endotelial. La edad, el peso, la circunferencia de la
cintura, IMC, CT, c-LDL, c-HDL, TG, ApoA-1, ApoB, glucosa y HbAlc fueron
diferentes en los 3 grupos de estudio (Tabla 8). De los 805 participantes que completaron
los estudios de ecografia de seguimiento, 438 se clasificaron al inicio como pacientes con

DM, 289 como pacientes con prediabetes y 78 pacientes no tenian criterios de diabetes.

Diabetes  Prediabetes No diabéticos Valor de p

n=438 n=289 n=78
Edad(afios) 61,1+0,1*  58,1+0,1° 56 +0,2° 0,001
Peso (Kg) 86,740,7°  83,1+0,7° 81,4+1,6° 0,001
Perimetro de cintura (cm)  106,6+0.5°  102,9+0,6" 100+1,24° 0,001
IMC(kg/m?) 31,840,2°  30,3+0,2° 29,540,5¢ 0,001
CT (mg/dL) 157+1,5° 162+1,7° 15243,2° 0,001
c-LDL (mg/dL) 87+1,2° 92+1,5° 86:+2,4° 0,001
c-HDL (mg/dL) 40+0,5° 430,6 43+0,9° 0,001
Lipoproteina a (mg/dL) 39+0,3 40+0,4 40+0,7 0,224
TGs (mg/dL) 149+3,8° 128+4,1° 107+5,6° 0,001
ApoA(mg/dL) 125+0,9° 133+1,2° 132+2,3° 0,001
ApoB (mg/dL) 75+1° 73+12° 67x1,7° 0,001
Glucosa (mg/dL) 128+1,9° 93+0,6° 92+1,2° 0,001
HbAlc (%) 7,340,06°  6,01+0,01° 5,4+0,02° 0,001

Tabla 8. Caracteristicas basales de los pacientes en funcion de su estatus diabético. IMC, indice
de masa corporal; HbAlc, hemoglobina glicosilada; c-HDL, colesterol unido a lipoproteinas de
alta densidad; TGs, triglicéridos,; CT, colesterol total; y c-LDL, colesterol unido a lipoproteinas
de baja densidad. Los valores estan expresados como la media * error estandar. ANOVA. p<0,05
analisis posthoc de Bonferroni para tres subgrupos. Los valores en la misma fila con diferentes

superindices presentan difieren significativamente.
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1. Influencia a largo plazo de dos modelos de alimentacion cardiosaludable sobre la
funcion endotelial.

De acuerdo con lo establecido en el objetivo principal, en primer lugar,
investigamos el efecto de ambas dietas sobre la VMF tras 1,5 afios consumiendo uno de los
dos patrones dietéticos en la totalidad de nuestros participantes (Figura 7). De este modo, la
dieta Mediterranea mejord la VMF en comparacion con los estudios basales (4,9 + 0,3% a
los 1,5 afios frente a 3,9 = 0,3% al inicio del estudio; p=0,014). Adicionalmente, la dieta
Mediterranea indujo una mejoria de la VMF en comparacion con la dieta pobre en grasa a los

1,5 afios (4,9 + 0,3% vs 4,04 + 0,3%; p=0,024).
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BASAL 1.5 afos BASAL 1.5 afios
Dieta Mediterrdnea Pobre en grasa
(n=418) (n=387)

Figura 7. Vasodilatacion mediada por flujo (VMF) al inicio del estudio y después de 1,5 arios de
consumo de una dieta Mediterranea y una dieta pobre en grasa. * p <0,05 indica diferencias

significativas.

Por otro lado, los pacientes que siguieron una dieta pobre en grasa durante 1,5

afios no experimentaron cambios en la funcion endotelial medida por VMF (4,04 + 0,3%
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vs 4,46 £ 0,3%; p=0,28) en comparacion con los estudios basales.

2. Influencia a largo plazo de dos modelos de alimentacion cardiosaludable sobre
la funcion endotelial segtn el estatus diabético del paciente.

De acuerdo con lo planteado en el primer objetivo secundario, en el presente
trabajo, examinamos el efecto de ambas dietas sobre la VMF después de 1,5 afios de
seguimiento de acuerdo con el estatus diabético. Nuestros resultados muestran que dieta
Mediterranea aument6 la VMF en pacientes diabéticos (5,2 = 0,4% a los 1,5 afios de
seguimiento frente a 3,8 = 0,4% al inicio del estudio; p=0,04) y prediabetes (4,9 + 0,4%
a los 1,5 afos de seguimiento frente a 3,8 = 0,4% al inicio, p=0,04). No se observaron

diferencias significativas en pacientes sin diabetes (p=0,53) (Figura 8).
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(n=44) (n=154) (n=220)

Dieta Mediterranea

(n=418)

Figura 8. Vasodilatacion mediada por flujo (VMF) al inicio del estudio y después de 1,5 arios de
consumo de una dieta Mediterranea en pacientes con prediabetes, diabetes y sin diabetes. * p

<0,05 indica diferencias significativas.

Ademas, el consumo a largo plazo de la dieta pobre en grasa mantuvo estable la

VMF en pacientes con diabetes (3,7 + 0,4% a los 1.5 afios de seguimiento frente a 3,8 +
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0,3% al inicio del estudio; p=0,9) y prediabetes (4,7+ 0,4% a los 1,5 afios de seguimiento
frente a 5,1+ 0,01% al inicio del estudio; p=0,5) (Figura 9). No se observaron diferencias
significativas en pacientes sin diabetes (p=0,1) (Figura 9).

Finalmente, en el presente trabajo se evaluo si el consumo a largo plazo de uno de
los modelos de alimentacion induce un mayor incremento sobre la mejoria de la funcion
endotelial en comparacion con el otro, tanto en la poblacion total como en los diferentes
subgrupos de poblacion segun el estatus diabético. En este sentido, la dieta Mediterranea
indujo una mejora en la funcion endotelial tras 1,5 afios en comparacion con la dieta con
pobre grasa en el grupo de pacientes con diabetes (5,2 + 0,4% frente a 3,7 = 0,4%; p=0,01)
(Figura 10). Finalmente, ambas dietas estabilizaron la VMF en pacientes sin diabetes
(Figura 8 y 9).
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No diabéticos Prediabetes Diabetes
(n=34) (n=135) (n=218)
Dieta pobre en grasa

(n=387)

Figura 9. Vasodilatacion mediada por flujo (VMF) al inicio del estudio y después de 1,5 arios de
consumo de una dieta pobre en grasa en pacientes con prediabetes, diabetes y sin diabetes. * p

<0,05 indica diferencias significativas.
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Figura 10. Vasodilatacion mediada por flujo (VMF) después de 1,5 arios de consumo, en funcion
del estatus diabético. Comparacion entre las dietas en pacientes con prediabetes, diabetes y sin

diabetes. * p <0,05 indica diferencias significativas.

Asi mismo, evaluamos la correlacion entre las concentraciones plasmaticas de c-
LDL, ¢-HDL, triglicéridos, PCR, glucosa y HbAlc, y el porcentaje de variacion de la
VMF. En este sentido, no se observaron correlaciones significativas durante el

seguimiento.
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CAPITULO 7

DISCUSION
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VIIL DISCUSION.

Este trabajo proporciona nueva evidencia que apoya la hipotesis de que el
consumo a largo plazo (1,5 afios) de un médulo de alimentacion saludable como la dieta
Mediterranea, con un alto contenido en acidos grasos monoinsaturados procedentes del
aceite de oliva virgen extra, mejora la funcion endotelial en pacientes de alto riesgo
cardiovascular. Especificamente, atendiendo al estatus diabético, la mejora dieta
Mediterranea se observa tanto en pacientes prediabéticos como en diabéticos.
Comparando ambos modelos de alimentacion cardiosaludable, nuestros resultados
muestran como la dieta Mediterranea induce una mayor mejoria sobre la funcion
endotelial en pacientes diabéticos en comparacion con una dieta pobre en grasa.

Estudios previos habian mostrado resultados similares anteriormente utilizando
diversos métodos para evaluar la funcion endotelial, como la velocidad de la onda de
pulso y la flujometria por laser doppler). En concreto, en nuestro grupo, Fuentes et al,
evaluaron la funcion endotelial en 22 pacientes con hipercolesterolemia que consumieron
una dieta Mediterrdnea o una dieta pobre en grasa durante 1 mes. Usando un disefio
cruzado, los pacientes siguieron una dieta rica en &cidos grasos saturados y
posteriormente se aleatorizaron para adherirse a una dieta Mediterranea, seguida de una
dieta de la NCEP-1; o una dieta de la NCEP-1, seguida por una dieta Mediterranea durante
28 dias. Se evaluaron los pardmetros lipidicos, niveles de P-Selectina y la VMF de la
arteria braquial. Los resultados mostraron como una dieta Mediterrdnea mejoraba
significativamente la VMF (22). Otro trabajo realizado por nuestro grupo a posteriori
evalué la funcion endotelial postprandial mediante ldser doppler en un ensayo
aleatorizado de disefio cruzado para valorar el efecto diferencial inducido por una dieta
rica en acidos grasos saturados, otra dieta pobre en grasa enriquecida con acido alfa-

linoleico y una dieta Mediterranea rica en acido grasos monoinsaturados (23). Esta dieta,
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comparada con las otras dos, mejoro tanto la funcion endotelial postprandial y en ayunas
a la par que redujo los niveles circulantes de VCAM y aument?6 la biodisponibilidad de
ON. En el marco del estudio LIPGENE, el trabajo desarrollado por nuestro grupo y
liderado por el Pérez-Martinez et al. (149) estudio la funcidén endotelial postprandial
usando laser doppler en sujetos con sindrome metabodlico asignados a cuatro dietas que
diferian en la cantidad y la calidad de grasa durante un periodo de intervencion de 12
semanas de duracion. En esta ocasion la hiperemia reactiva postprandial fue mayor en el
grupo aleatorizado a una Mediterranea con alto contenido en dacido grasos
monoinsaturados que en los grupos de dieta pobre en grasa suplementada con acido
grasos omega 3, la dieta pobre en grasa rica en hidratos de carbono complejos y la dieta
rica en acidos grasos saturados. Ademads, en la dieta Mediterranea rica en grasa
monoinsaturada se objetivaron niveles plasmaticos postprandiales mas bajos ICAM-1 y
mas elevados de ON que en el resto de las dietas.

Otro aspecto abordado en varios estudios de nuestro grupo es la relacion existente
entre la dieta y las células progenitoras endoteliales circulantes y las microparticulas
endoteliales como marcadores de funcion vascular. En uno de estos estudios realizado en
ancianos, la hiperemia reactiva postisquemia medida con laser doppler fue mayor en los
sujetos que habian consumido durante 4 semanas una dieta Mediterranea y una pobre en
grasa comparadas con aquellos que habia recibido una dieta con un contenido elevado en
acidos grasos saturados (150). Destacar, que la dieta Mediterrdnea de manera
sobreafiadida fue la Unica capaz de aumentar el numero de células progenitoras
endoteliales y de reducir las microparticulas endoteliales circulantes. Finalmente, en la
linea de este trabajo, otro estudio de nuestro grupo valoré si la combinacion de una dieta
Mediterranea y un programa de ejercicio fisico de modera-alta intensidad es capaz de

potenciar los efectos beneficiosos de este modelo de alimentacion sobre la capacidad
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regenerativa del endotelio (47). Para ello un total de 45 paciente con sindrome metabolico
se aleatorizaron a consumir durante 12 semanas una dieta Mediterranea o una dieta
Mediterranea mas ejercicio fisico de moderada-alta intensidad. A las 12 semanas la dieta
Mediterranea asociada al programa de ejercicio fisico aumentd tanto las células
progenitoras endoteliales como la hiperemia reactiva Se ha demostrado también una
mejoria de la funcién endotelial inducida por la dieta Mediterranea en otros subgrupos
como pacientes con hipertension arterial (151) y obesidad (152). Asimismo, Ryan et al.
mostraron que la VMF mejoro6 significativamente con una dieta rica en 4acido oleico y que
el cambio de una dieta en la que predominen grasas poliinsaturadas a una dieta en la que
predomine la grasa monoinsaturada en la diabetes tipo 2 reduce la resistencia a la insulina
y mejora la VDE (141). Esta evidencia sugiere que la calidad de la grasa dietética puede
modular en la funcion del endotelio vascular. En consonancia con estos hallazgos, nuestra
cohorte, atendiendo al estatus diabético del paciente, pudimos observar como la dieta
Mediterranea mejora la funcién endotelial, especialmente en los aquellos pacientes con
prediabetes o diabetes y que, sin embargo, apenas existian cambios en aquellos pacientes
de alto riesgo cardiovascular sin diabetes.

También se han llevado a cabo estudios sobre la influencia de una dieta pobre
en grasa o dietas bajas en carbohidratos sobre la funcion endotelial (153-155). En nuestro
trabajo, la dieta pobre en grasa mantiene la VMF estable a lo largo del tiempo, lo que
sugiere que este patron dietético puede evitar o ralentizar un empeoramiento de la funcion
endotelial propio de la edad y la enfermedad cardiovascular. Sellingman et al.
demostraron que una dieta pobre en grasa, combinada con ejercicio de alta intensidad, se
asocio con un aumento de la VMF y la proteccion vascular en pacientes con sindrome
metabolico (153). Por otra parte, Mohler et al. no encontraron diferencias entre los

cambios inducidos sobre VMF entre una dieta pobre en grasa (55% de las calorias de los
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carbohidratos, 30% de las grasas y 15% de las proteinas) y una dieta baja en carbohidratos
(ingesta limitada de carbohidratos, pero consumo no limitado de grasas y proteinas) (154).
Ademas, un estudio a corto plazo que utiliz6 la dieta DASH (Dietary Approaches to Stop
Hypertension) mostré mejoras en algunos marcadores cardiometabdlicos pero ningin
cambio en la funcion endotelial (155). Esta evidencia sugiere que las dietas pobres en
grasa pueden frenar el deterioro de la funcion endotelial (156), no obstante, es necesaria
la realizacion de mas estudios que confirmen estos hallazgos.

El dafio al endotelio vascular, como ya hemos comentado con anterioridad, hace
referencia a la pérdida de la funcidon fisiologica del endotelio para promover la
vasodilatacion, la fibrinolisis y la inhibicion de la agregacion plaquetaria. Este dafio
endotelial con la consiguiente disfuncion endotelial resulta mas evidente y rapidamente
progresivo en el paciente diabético (157). Los mecanismos responsables de la disfuncion
endotelial en estos pacientes son complejos. Entre ellos encontramos que la activacion
endotelial modifica la expresion/ secrecion de citoquinas (IL-1, PDGF, FCF,MCP-1) y
moléculas de adhesion (VCAM-1, ICAMI, selectina P), que es uno de los principales
mecanismos implicados en la aparicion de la arteriosclerosis, también se asocia con una
alteracion en la reparacion vascular, que acelera la progresion de la disfuncion endotelial
(158). En este sentido se ha demostrado que estas alteraciones cardiometabolicas
acontecidas sobre el endotelio pueden ser moduladas por la dieta (5, 19, 23, 156, 159) y
estos cambios pueden resultar en una mejor funcidén endotelial, como se puede observar
después de la ingesta de dietas ricas en aceite de oliva virgen extra (5, 23). De este modo,
uno de los mecanismos implicados en esta mejoria de la funcidon endotelial se debe a los
efectos antiinflamatorios de la dieta Mediterranea. Esto ha sido demostrado en varios
subestudios del estudio PREDIMED. En uno de ellos, cuyo objetivo era comparar el

efecto que inducen sobre los factores y marcadores de riesgo cardiovascular a corto plazo
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dos dietas Mediterraneas, una suplementada con aceite de oliva y otra suplementada con
frutos secos, en comparacion con una dieta pobre en grasa se observo como las [CAM-1,
las VCAM-1 y la IL-6 disminuyeron sus concentraciones séricas tras 3 meses de
intervencion (160). En otros dos subestudios se demostrd, como la dieta Mediterranea
disminuyo la expresion de biomarcadores inflamatorios células y circulantes relacionados
con la arteriosclerosis, concretamente, la expresion de CD40 (proinflamatorio) tanto en
linfocitos T y monocitos tras 3 meses de intervencion (161) y en otro transcurrido 12 mes
(162). Finalmente, un ultimo estudio llevado a cabo en 49 pacientes de alto riesgo
cardiovascular, analizd la expresion génica en monocitos, mostrando como
adicionalmente esta dieta actuaba de manera favorable sobre la expresion de genes
implicados en la inflamacidn vascular, la formacion de células espumosas y trombosis
(163).

Sin embargo, los efectos beneficiosos del consumo a largo plazo de una dieta
Mediterranea rica en aceite de oliva virgen extra parecen no ser dependientes
exclusivamente por el contenido en grasa monoinsaturada presente en el aceite de oliva,
sino también por los componentes minoritarios presentes en el mismo, como los
compuestos fendlicos tal, hallazgos que han sido demostrados previamente por nuestro
grupo (19). En este trabajo, 21 pacientes con hipercolesterolemia recibieron dos
desayunos, utilizando un disefio cruzado secuencial aleatorio. Ambos brazos recibieron
el mismo aceite de oliva virgen extra, pero a uno se le redujo el contenido de 4cido
fenolico de 400 a 80 ppm, evaluandose de la funcion endotelial mediante de laser doppler
y midiendo la hiperemia reactiva tras isquemia al inicio del estudio, a las 2 h 'y 4 h después
de la ingesta de aceite. El consumo de aceite de oliva virgen extra con mayor contenido
en compuestos fendlicos mejoro la funcion endotelial postprandial en comparacion con

el que contenia una concentracion menor de estos compuestos.
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Los fenoles contenidos en el aceite de oliva virgen son capaces de mejorar el
estrés oxidativo al disminuir la activacion de mediadores proinflamatorios y aumentar la
biodisponibilidad de ON, lo que mejora la VDE. No solo estos efectos beneficiosos han
sido demostrados por el aceite de oliva, ya que otros componentes de la dieta
Mediterranea han demostrado igualmente su beneficio. Asi, la abundancia de pescado
con alto contenido en acidos grasos -3 y la presencia de vegetales ricos en antioxidantes
pueden actuar de manera sinérgica sobre la funcion reguladora del endotelio (159, 164) y
pueden explicar el efecto beneficioso de este patréon dietético sobre VMF observado en
nuestro estudio.

Por lo tanto, aunque el andlisis tradicional en el campo de la nutricion examina
alimentos y nutrientes unicos o multiples, en los ultimos afios, el enfoque del analisis de
patrones dietéticos es una forma alternativa de analizar los grupos de alimentos. Es
importante tener en cuenta que las personas ingieren comidas que se componen de una
compleja variedad de nutrientes que son consumidos de manera conjunta y no por
separado e individualmente. Por lo tanto, el uso del andlisis de patrones dietéticos sobre
alimentos o nutrientes individuales contenidos en estas dietas nos da una perspectiva mas
amplia de qué alimentos y nutrientes se consumen y como influyen sobre nuestro
organismo. Como mencionamos anteriormente, el aceite de oliva virgen extra tiene una
gran cantidad de propiedades beneficiosas mediadas por su contenido en acidos grasos
monoinsaturados y polifenoles, pero es importante destacar que el consumo de aceite de
oliva, la grasa principal de dieta Mediterranea, también favorece el consumo de todo tipo
de legumbres en platos cocidos, verduras o frutas como parte de las ensaladas
constituyendo el principal lipido afiadido a todos los alimentos en la cocina diaria. El
consumo de otros componentes esenciales de la dieta Mediterranea, como cereales

integrales, productos lacteos y pescado, ricos en fibra, vitaminas / minerales y acidos
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grasos -3, puede tener un efecto sinérgico con el aceite de oliva virgen extra, frutas y
verduras, por lo que el pequefio efecto individual de estos nutrientes separados, que a
veces es dificil de cuantificar, puede ser acumulativo y suficiente para ser detectado
cuando actiian como parte de un patron de alimentacion propio de la dieta Mediterrdnea
y puede explicar el efecto beneficioso de este modulo de alimentacidon, en comparacion
con alimentos individuales sobre la funcidén endotelial.

Desde el punto de vista clinico, el numero de estudios en los que se analicen
los efectos, ya sean a largo o corto plazo del consumo de diferentes modelos de
alimentacion son escasos. Asi mismo, los estudios llevados a cabo sobre componentes de
una dieta como puede ser el aceite de oliva, sobre la funcion endotelial son también
limitados. En esta linea, un estudio de intervencion aleatorizado, doble ciego, cruzado
cuyo objetivo era estudiar los beneficios sobre la presion arterial y la funcién endotelial
de dos dietas, una suplementada con 30ml de aceite de oliva enriquecido con polifenoles
y otra con aceita de oliva sin polifenoles, mostré como el grupo que recibi6 aceite de oliva
rico en polifenoles mejord la hiperemia reactiva a la par que descendieron las cifras de
presion arterial, LDL y PCR (165). Varios estudios han examinado la influencia sobre la
funcion endotelial en el estado postprandial del aceite de oliva. El estudio realizado por
Vogel et al. (166), fue el primero en analizar la VMF en estado postprandial, en el que 10
voluntarios sanos recibieron cinco comidas diferentes que contenian 50 g de grasa cada
una: en 3 de ellas la grasa procedia de aceite de oliva, aceite de canola y del salmon. Los
dos restantes usaron aceite de oliva enriquecido con vitaminas (E y C) y aceite de oliva
mas alimentos (vinagre y ensalada) respectivamente. El tnico grupo en el que se objetivo
un deterioro de la funcion endotelial fue el que recibid aceite de oliva por lo que los
autores concluyeron que el beneficio sobre la funcién endotelial postprandial se debia a

los antioxidantes presentes en frutas, verduras, aceite de canola y pescado. En
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contraposicion a este estudio, nuestro grupo demostré como una sobrecarga grasa a base
de un desayuno consistente en 60g de pan blanco y 40 ml aceite de oliva virgen
enriquecido con polifenoles aumentaba la biodisponibilidad de ON, redujo el estrés
oxidativo y aumento la hiperemia reactiva en comparacion con uno que usaba un aceite
de oliva con un contenido pobre en compuestos fendlicos (19). En la misma linea, otro
estudio, realizado en sujetos sanos objetivd una mejoria de la VMF tras la ingesta de
250ml de vino tinto y 50ml de aceite de oliva virgen de cosecha temprana, con alto
contenido en polifenoles (167).

En cuanto al consumo de frutos secos, como las almendras, nueces, avellanas,
pifiones y pistachos entre otros, se ha limitado tradicionalmente su consumo por su
elevado contenido en grasas, sim embargo su contenido es a expensas de acidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados y, ademas, son ricos en vitaminas, minerales, fibra,
fitosteroles y polifenoles(168). Ademas de una reduccion del riesgo de ECV, tal y como
demostro el estudio PREDIMED (9), su consumo se ha relacionado con menor riesgo de
desarrollo diabetes (169), hipertension(170) y ademas tienen un efecto
hipolipemiante(171) y por todos estas evidencias se postuld6 que modulaban la reactividad
vascular. Si bien es cierto que existen varios ensayos clinicos (168, 172-175) que han
evaluado la influencia del consumo a largo plazo de frutos secos sobre la funcion
endotelial.

Por otro lado, el consumo abusivo de alcohol esta claramente relacionado con un
aumento de la morbilidad y mortalidad. Sin embargo, el papel global que juega dentro de
la salud en general continta siendo un aspecto controvertido. De hecho, un analisis
sistematico publicado recientemente muestra como el consumo de alcohol se asocia con
un aumento de la mortalidad por todas las causas, en especial por cancer mostrandose

como la cantidad de alcohol que reduce la pérdida de salud es cero si bien existe cierto
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efecto cardioprotector en mujeres para el desarrollo de cardiopatia isquémica y diabetes
(176). A este respecto, existen varios metanalisis que muestran las propiedades
beneficiosas desde el punto de vista cardiovascular del alcohol (177, 178), postulandose
que estos efectos parecen estar mediados por los polifenoles y antioxidantes contenidos
en el vino y la cerveza que reducen el estrés oxidativo tanto en ayunas como en estado
postprandial y la mejoria de la funcion endotelial (179).

Por ultimo, en cuanto al consumo de pescado, en concreto el azul, rico en acidos
grasos ®-3, la evidencia apoya sus propiedades cardioprotectoras (180) tal y como
muestran varios metandlisis, incluyendo reduccion de muerte subita, cardiopatia
isquémica (181), enfermedad cerebrovascular (182) e insuficiencia cardiaca (183).
Referente al estudio de la funcidén endotelial mediante VMF los resultados son limitados
ya que solo existe un estudio en el que el consumo de pescado mejor6 la VMF (184). Por
otro lado, la respuesta inducida por el consumo de dietas ricas en pescado sobre los
marcadores de disfuncion endotelial muestran resultados dispares ya que en algunos este
consumo ejerce un efecto neutro (185) mientras que en otros si se objetivo un efecto
beneficioso (186, 187).

Como se ha mencionado con anterioridad, la presencia de prediabetes y
diabetes, en pacientes de alto riesgo cardiovascular en prevencion secundaria, influye en
el desarrollo de disfuncidn endotelial e implica un mayor riesgo de recurrencia de eventos
coronarios. En este sentido, Moradipoor et al. sugirieron que la diabetes y la prediabetes
interrumpen la expresion de los genes implicados en la funcion de las células endoteliales,
lo que, a su vez, desencadena un dafio vascular e induce como consecuencia disfuncion
endotelial (188). Por otra parte, Suwaidi et al. (189) demostraron que la tasa de eventos
coronarios fue mayor en pacientes con disfuncion endotelial grave, mientras que los

pacientes sin disfuncion endotelial no tuvieron nuevos eventos cardiovasculares, a pesar
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de que ambos grupos tenian el mismo tipo y gravedad de las lesiones coronarias. En
nuestro estudio se observa como los pacientes con prediabetes y diabetes tienen una
mayor disfunciéon endotelial comparado los sujetos no diabéticos, aunque al mismo
tiempo, son aquellos sujetos los que mejor responden a consumo a largo plazo de una
dieta Mediterranea rica en aceite de oliva. Desde el punto de vista clinico hecho tiene
gran importancia, dado que el estilo de vida en general y la dieta en particular constituyen
la piedra angular en el tratamiento de estos pacientes, de manera que, la adherencia a un
modelo de alimentacidn cardiosaludable a largo plazo mejora la disfuncion endotelial y
en consecuencia podria evitar el desarrollo de nuevos eventos cardiovasculares.

El estudio de la funcién endotelial con la a través de la DABMF es interesante
desde el punto de vista clinico ya que nos permite evaluar el funcionamiento del endotelio
vascular periférico en presencia de determinadas condiciones clinicas como pueden ser
la diabetes, prediabetes o enfermedad cardiovascular (enfermedad coronaria, enfermedad
cerebrovascular y otros eventos cardiovasculares). Bajo condiciones estandarizadas, la
VMF se puede usar como un marcador para la exposicion a factores de riesgo y sus
efectos funcionales (190-192). En prevencion secundaria, proporciona informacion
pronostica a largo plazo tanto en pacientes con enfermedad vascular periférica (75) como
en pacientes con sindrome coronario agudo (76). Estos hechos, son relevantes desde el
punto de vista clinico, ya que sabemos que la asociacion entre una menor VMF y riesgo
cardiovascular ha sido claramente establecida por varios estudios (193, 194).

Entre las limitaciones de nuestro trabajo debemos mencionar que la aplicacion
clinica de la VMF actualmente es limitada y, por lo tanto, este test solo se sigue utilizando
en el campo de la investigacion y su uso como herramienta para monitorizar pacientes o
como soporte para decidir que tratamiento aplicar es aun limitada. Por otro lado, es

importante tener en cuenta que es una técnica compleja que es dificil de implementar en
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la practica clinica diaria, y la naturaleza dinamica del endotelio reduce la reproducibilidad
de los resultados, siendo una técnica expuesta a sufrir sesgo interobservador. Otra de las
limitaciones de este trabajo es la ausencia de marcadores intermedios como las moléculas
de adhesion, ON o especies reactivas de oxigeno, que justifiquen los mecanismos
implicados en los resultados de nuestra investigacion

Entre las fortalezas de este trabajo, es importante resaltar que se ha realizado
en el marco de un ensayo clinico aleatorizado de intervencion controlada, con un gran
tamafio de muestra, en comparacion con los estudios que existian con anterioridad,
realizados con un niumero reducido de pacientes, a la par que un seguimiento dietético
estrecho realizado por nuestros nutricionistas durante todo el periodo de intervencion.
Adicionalmente, en nuestro trabajo hemos evaluado la funcion endotelial macrovascular
a través de la DABMF, método que, comparativamente con otros existentes para el
estudio de la funcién endotelial, tiene valor pronodstico en pacientes con enfermedad
coronaria y es un buen predictor de eventos cardiovasculares. Nuestro estudio tiene
beneficios traslacionales potenciales. El principal, que una dieta saludable puede
disminuir la progresion de la enfermedad cardiovascular al mejorar la funcion endotelial,
incluso en subgrupos con alto riesgo cardiovascular, como los pacientes con enfermedad
coronaria con prediabetes y diabetes (195), lo que refuerza el papel clave de las
recomendaciones dietéticas, que a veces se ignoran en la practica clinica.

En resumen, en el estudio CORDIOPREV demostramos que el consumo a
largo plazo de una dieta Mediterranea rica en aceite de oliva virgen mejora la funcion
endotelial en pacientes de alto riesgo cardiovascular, especificamente, en pacientes con
prediabetes y diabetes, preservando la funcion endotelial de los sujetos sin diabetes. En
consecuencia, estos hallazgos enfatizan la necesidad clinica de identificar subgrupos de

pacientes que deben ser tratados de manera mas agresiva, realizando recomendaciones
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dietéticas personalizadas para prevenir complicaciones cardio-metabolicas.
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VIII. CONCLUSIONES

CONCLUSION PRINCIPAL:

Nuestros resultados demuestran que el consumo a largo plazo, durante un afio y
medio, de un modelo de alimentacion Mediterraneo, rico en acidos grasos
monoinsaturados procedentes en su mayor parte del aceite de oliva virgen extra,
induce una mejoria de la funcién endotelial en pacientes con enfermedad
cardiovascular establecida. Adicionalmente, la dieta Mediterranea mejora la

funcion endotelial al afio y medio en comparacion con una dieta pobre en grasa.

CONCLUSIONES SECUNDARIAS

El consumo a largo plazo de una dieta Mediterranea aumenta la vasodilatacion
dependiente de endotelio, de los pacientes con prediabetes y diabetes tras un afio
y medio de intervencion. En estos subgrupos, la dieta pobre en grasa consigue
estabilizar la funcidn endotelial durante el periodo de seguimiento.

Nuestros resultados muestran que el consumo a largo plazo de una dieta
Mediterranea determina un aumento de la vasodilatacion dependiente de endotelio
en los pacientes con diabetes, comparada con la respuesta inducida por la dieta

pobre en grasa.
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IX. ABREVIATURAS.

ADA: American Diabetes Association.

AG: é&cidos grasos.

AGEs: advanced glycation end products (productos finales de la glicosilacion).
ANOVA: andlisis de varianza.

c-HDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad.

c-LDL: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad.

CORDIOPREV: Coronary Diet Intervention with Olive Oil and Cardiovascular
Prevention Study.

COX: ciclooxigenasa.

CT: colesterol total.

DABMF: vasodilatacion de la arteria braquial mediada por flujo.

DASH :Dietary Approaches to Stop Hypertension.

DECODE: Diabetes epidemiology: collaborative analysis of diagnostic criteria in
Europe.

DM: diabetes mellitus.

DM1: diabetes mellitus tipo 1.

DM?2: diabetes mellitus tipo 2.

DPP: Diabetes Prevention Program.

EDHEF: factor hiperpolarizante derivado de endotelio.

EDRF: factores relajantes derivados de endotelio.

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

FCF: factor de crecimiento fibroblastico.

GBA: glucosa basal alterada.

GLP-1: glucagon like peptide 1(péptido similar a glucagdn).
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GPA: glucosa plasmatica en ayunas.
H202: peroxido de hidrogeno.
HbAIc: hemoglobina glicosilada.
HCLO: acido hipocloroso.
IMIBIC: Instituto Maimonides de Investigacion Biomédica de Coérdoba.
ISCIII: Instituto de Salud Carlos 111
ITG: intolerancia a la glucosa.
Lp(a):lipoproteina a.
MESA: US Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis.
NADPH: nicotinamida-adenina dinucledtido fosfato oxidasa.
NCPEP:National Cholesterol Education Program.
NDDG: National Diabetes Data Group.
NF-kB: factor nuclear de transcripcion kappa B.
NHANES: National Health and Nutrition Examination Survey.
OH: radical hidroxilo.
OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
ON: 6xido nitrico.
ONOO-: peroxinitrito.
OR: odds ratio.
PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas.
PREDIMED: prevencion con Dieta Mediterranea.
RI: resistencia a la insulina.
SED: Sociedad Espafiola de Diabetes.
SGLT2: sodium-glucose cotransporter 2(cotransportador sodio-glucosa 2).

SOG: sobrecarga oral de glucosa.
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SONe: sintasa de 0xido nitrico endotelial.

SONIi: sintasa de 6xido nitrico endotelial inducible.
TGs: triglicéridos.

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.

VDE: vasodilatacion dependiente de endotelio.
VDF': vasodilatacion mediada por flujo.

VO: velocidad de onda de pulso.
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Background and aims: Endothelial dysfunction (ED) plays a key role in the development of atheroscle-
rotic cardiovascular disease (ASCVD). Likewise, type 2 diabetes (T2D) is a major CVD risk factor. There-
fore, our objective was to explore whether long-term consumption of a Mediterranean diet (MedDiet)
rich in olive oil or a low-fat diet (LF diet) was associated with an improvement in ED and whether the
potential benefits were similar in patients with or without T2D in the CORDIOPREV clinical trial
(NCT00924937).
Methods: Endothelial function was measured in 805 participants who had completed follow-up ultra-
sound image studies, using ultrasonography of brachial artery to calculate flow mediated vasodilatation
(FMD) before and after 1.5 years of intervention with a MedDiet [35% of calories from fat (22% mono-
unsaturated) and 50% from carbohydrates] and LF diet [28% fat (12% monounsaturated) and 55% of
calories from carbohydrates]. We categorized participants as patients with T2D, prediabetes, and without
T2D according to the American Diabetes Association (ADA) criteria.
Results: MedDiet increased FMD in patients with T2D [5.2 + 0.4 at 1.5 years vs. 3.8 + 0.4 at baseline;
p=0.04] and prediabetes [4.9 + 0.4 vs. 3.8 + 0.4; p=0.04] and induced an improvement in FMD compared
to LF diet in patients with diabetes [5.2 + 0.4 (MedDiet) vs.3.7 + 0.4 (LF diet); p=0.01]; whereas both diets
maintained FMD stable in patients without diabetes.
Conclusions: Habitual consumption of a MedDiet rich in extra virgin olive oil improves endothelial
function in patients with prediabetes and diabetes. This takes great importance given that diet must be
the cornerstone of treatment of patients with diabetes at high cardiovascular risk.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Abbreviations: ADA, American Diabetes Association; ASCVD, atherosclerotic
cardiovascular disease; BMI, body mass index; CVD, cardiovascular disease; CHD,
coronary heart disease; FMD, flow mediated vasodilation; HDL-C, high-density li-
poprotein cholesterol; LDL-C, low density lipoprotein; LF, low fat; MedDiet, Medi-
terranean diet; NO, nitric oxide; TC, total cholesterol; TG, triglycerides; T2D, type 2
diabetes.
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Diabetes is a major driver of morbidity and mortality in devel-
oped countries [1], imposing a large economic burden on the
health-care system and on society at large. Atherosclerotic cardio-
vascular disease (ASCVD) is the main cause of morbidity and
mortality in diabetics [2]. About 45% of the reduction in ASCVD-
related mortality has been attributed to medical interventions,
whereas up to 50% has been accredited to a better control of its risk
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factors [3,4], hence the importance of properly identifying and
classifying patients and aiming at prevention strategies at those at
higher risk. This is especially important in secondary prevention
[5], where endothelial dysfunction, characterized by decreased
bioavailability of nitric oxide (NO), progressive loss of endothelial
cells [6—8] and altered vascular repair, is one of the main mecha-
nisms involved in the onset of ASCVD [9]. Over the last two decades,
a non-invasive technique has evolved to evaluate flow-mediated
vasodilatation (FMD), an endothelium-dependent function, in the
brachial artery [10]. A stimulus causes the endothelium to release
NO, with subsequent vasodilatation that can be quantified as an
index of the vasomotor function. Anderson et al. [11] confirmed the
relationship of the vasodilator response in the brachial artery with
the response of the coronary circulation by coronary angiography.
Specifically, in patients with ASCVD, the endothelial vasodilator
response usually decreased due to ED to <4.5% and even <2%
[12—14].

It is known that vascular reactivity can be influenced by diet-
related factors [15]. In this context, Ceriello et al. [16] showed
that a Mediterranean diet (MedDiet) prevents the deleterious ef-
fects of hyperglycemia on the endothelial function. The cellular
toxicity induced by hyperglycemia has a damaging effect on
endothelial function, and this may contribute to the association
observed in prediabetes and diabetes, with increased risk of
developing macrovascular complications, and to the increased
prevalence of ASCVD in these individuals [17]. However, to date,
there have been no large-scale studies showing the long-term ef-
fects of diet on endothelial function in subjects with diabetes.

Therefore, the objective of this study was to investigate whether
consumption of healthy diets [e.g. MedDiet rich in olive oil or low
fat (LF) diets] was associated with an improvement in endothelial
dysfunction in patients with diabetes, prediabetes and without
diabetes from the CORDIOPREV clinical trial (NCT00924937).

2. Materials and methods
2.1. Population

Our work was carried out in the context of the CORDIOPREV
study. The CORDIOPREV study is an ongoing prospective, ran-
domized, single blind, controlled trial including 1002 patients with
CHD, who had their last coronary event more than six months
before enrolment. The objective of the study was to evaluate the
efficacy of a Mediterranean diet rich in fat from olive oil, as
compared with a low-fat diet, to prevent clinical events and mor-
tality in patients with previous CHD in a long-term follow-up study.
Patients were recruited from November 2009 to February 2012,
mostly at Reina Sofia University Hospital, Cordoba, Spain, but also
from other hospitals in the neighboring provinces of Cordoba and
Jaen. The baseline characteristics, inclusion and exclusion criteria
have been published previously [18]. Patients were eligible if they
were between 20 and 75 years old, with established CHD, without
clinical events in the last six months, with the intention of
participating in a long-term intervention and monitoring study,
with no other serious diseases and if they had a life expectancy over
five years. A total of 805 patients enrolled in CORDIOPREV study
completed the follow-up ultrasonography study after 1.5 years of
intervention with a MedDiet (n = 418) or an LF diet (n = 387). 197
patients were excluded mainly because they did not complete the
follow-up ultrasonography study (161 [16%]) or due to problems
related to the technique (36 [3.4%]) (Fig. 1).

In order to show the effect of both diets (MedDiet and LF) in
different subgroups, we categorized participants as patients with/
without prediabetes, diabetes, and according to American Diabetes
Association (ADA) [19] guidelines.
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All patients gave their written informed consent to participate
in the study and the trial protocol was approved by the local ethics
committees, in line with the Helsinki declaration and good clinical
practices.

2.2. Diet, dietary assessment and follow up visits

Patients were randomized to two different healthy dietary
patterns: a MedDiet rich in fat from olive oil, with 35% of calories
from fat (22% monounsaturated, 6% polyunsaturated, 7% saturated),
and 50% from carbohydrates; and a LF diet, with 28% of calories
from fat (12% monounsaturated, 8% polyunsaturated, 8% saturated)
and 55% of calories from carbohydrates. A dietitian carried out the
dietary monitoring and internists and cardiologists performed the
clinical monitoring. Dietitians personalized the message, adapting
it to the participant's clinical condition and preferences. The gen-
eral guidelines to the MedDiet group were: abundant use of virgin
olive oil for cooking and dressing of salads and other dishes (par-
ticipants were given free extra virgin olive oil and they were told to
use the oil as much as they needed in their regular diet), con-
sumption of two or more servings (125 g/serving) per day of veg-
etables (at least one of them as salad), three or more servings
(125 g/serving) per day of fresh fruit, three or more servings (40 g/
serving) per week of legumes; three or more servings (150 g/
serving) per week of fish or seafood, three or more servings (25 g/
serving) per week of nuts or seeds, white meats instead of red
meats or processed meats and regular preparation of a homemade
sauce with tomato, garlic, onion, and spices with olive oil to dress
vegetables, pasta, rice and other dishes. Optionally, in alcohol
drinkers, a moderate consumption of red wine (7 glasses/week)
was also allowed. Recommendations were also given to avoid and
limit the consumption of butter, cream, fast food, sweets, pastries
and sugar-sweetened beverages. The participants randomized to
the low-fat diet received recommendations according to the
American Heart Association and the National Cholesterol Education
Program dietary guidelines, focused on limiting all types of fat
(from both animal or vegetable sources) and on increasing the
intake of complex carbohydrates. They also received free food packs
containing the main food components of this dietary pattern. Full
study diets, dietary assessment and follow-up visits have been
previously reported [18].

2.3. Study of endothelial function

Ultrasonography of the brachial artery, flow mediated vasodi-
lation, baseline and follow-up studies.

FMD was assessed at the beginning of the study and after 1.5
years consuming one of the healthy dietary patterns.

Ultrasonography of the brachial artery was performed using the
guidelines for the ultrasound assessment of endothelial-dependent
flow-mediated vasodilation of the brachial artery promoted by The
International Brachial Artery Reactivity Task Force [20]. Briefly,
tests were carried out in the morning, after fasting, under stable
temperature conditions, after supine rest for at least 10 min
without stopping medication, 48 h without physical activity and
after remaining supine until the final image was recorded. The arm
was immobilized to prevent movement throughout the duration of
the study period (20—30 min) using a stereotactic device to
immobilize the arm and the transducer. We then visualized the
brachial artery in the right antecubital fossa at the level of a non-
tortuous longitudinal segment, in which the anterior and poste-
rior intimal layers could be located with a high resolution 12 MHz
transducer through an ultrasound Philips® EnVisor HD, and base-
line images were obtained. During the baseline image acquisition,
anatomic landmarks (veins and fascial planes) were noted to help
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1850 Patients
screened

848 Excluded
424 Did not meet inclusion criteria
314 Refused to participate

110 Other reasons

1002 Underwent
randomization

500 Assigned to
Low-fat diet Group

197 Excluded
161 did not perform follow-up

502 Assigned to
MedDiet Group

ultrasonography study.
36 had problems with the
techniques used

805 Completed
follow-up ultrasound
studies

Fig. 1. Screening and randomization flow-chart of the CordioPrev study and assessment of endothelial function using ultrasonography of the brachial artery.

maintain the same image. After 1.5 years, these images were
checked by technicians to ensure the correct anatomical location in
the right antecubital fossa. Subsequently, the pressure cuff was
inflated to 300 mmHg and maintained for 4.5 min, and then, after
the cuff was deflated, reactive hyperemia was measured one min-
ute after the new diameter. The whole process from 30 s before
deflating the cuff until 2 min after was recorded on video. The
percentage change between diameters after the cuff was deflated
(D2) and baseline, pre-occlusion period (D1), calculated as [(D2-
D1)/D1]x100%, was defined as brachial flow mediated dilatation
(FMD). Ultrasonography studies were carried out by two techni-
cians. The intra-observer and inter-observer variability was 8.85%
and 8.7%, respectively. The images were imported and stored on the
hard disk on the ultrasonography device.

2.4. Anthropometric evaluation

Weight and height were measured by trained dietitians using
calibrated scales (BF511 Body Composition Analyzer/Scale,
OMROM, Japan) and a wall-mounted stadiometer (Seca 242,
HealthCheck Systems, Brooklyn, NY), respectively. Waist circum-
ference was measured midway between the lowest rib and the iliac
crest using an anthropometric tape. BMI was calculated as weight
per square metre (kg/m?). The measurements of height and weight
were taken first at baseline and again at follow-up.

2.5. Laboratory test
Venous blood samples were taken from the antecubital vein and
collected in vacutainer tubes containing EDTA. Serum parameters,

glucose, total cholesterol, HDL-C and triglycerides (TG) were
measured using an Architect c-16000 analyzer (Abbott®, Chicago,
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Illinois, USA) by spectrophotometric techniques. LDL-C was calcu-
lated using the Friedewald formula (provided the TG level was
below 400 mg/dl). Apolipoprotein concentrations were determined
by immunoturbidimetry.

2.6. Sample size and power calculations

We used the sample size from the CORDIOPREV clinical trial for
our study. In our study, it was calculated based on the assumption
that FMD in CHD patients is usually under 4.5% [12,13]. Accepting a
two-tailed o of 0.05, a follow-up loss rate of 2% (CORDIOPREV study
loss rate) and a power of 0.80, 145 subjects in each group were
required to detect a minimum difference of 1 between both groups,
assuming that there were 2 groups and a standard deviation of 3.
Subsequently, given the fact that we used the CORDIOPREV popu-
lation (1002 patients, of whom 805 completed the ultrasound
follow-up study), the population size was sufficient for our study.

2.7. Statistical analysis

All the statistical analyses were performed using SPSS 22 for
Windows. The data are presented as mean + standard error for
continuous variables. Continuous variables were compared be-
tween the three groups (diabetes, prediabetes and absence of dia-
betes) using the analysis of variance (ANOVA) and post-hoc multiple
comparisons analysis using Bonferroni's test was applied. Repeated
measures ANOVA were used to investigate the effects of the type of
diet on FMD and depending on the presence of diabetes, predia-
betes or absence of diabetes. Pearson's linear correlation was
calculated to explore possible correlations between FMD and
plasma concentrations of LDL-C, HDL-C, triglycerides, CRPhs,
glucose and HbA1c. All the analyses were adjusted for potential
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confounders; the factors considered as potential confounders or
potential effect modifiers were age, sex, body mass index, medi-
cations (beta blockers, angiotensin receptor antagonist, angiotensin
converting enzyme inhibitor, nitrates, drugs to treat diabetes) and
smoking habit. p < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

Baseline demographic and biochemical characteristics of the
study are shown in Table 1. Age, weight, waist circumference, BMI,
TC, LDL-C, HDL-C, TG, ApoA-1, ApoB, glucose and HbA1c were sta-
tistically significant among groups (Table 1). Out of the 805 par-
ticipants who completed the follow-up ultrasound image studies,
438 were classified at baseline as patients with diabetes, 289 as
patients with prediabetes and 78 as without diabetes.

We examined the effect of both diets on FMD after 1.5 years of
follow up according to the diabetes status. Our results show that
the MedDiet increased FMD in patients with diabetes (5.2 + 0.4% at
1.5 years follow-up vs. 3.8 + 0.4% at baseline; p=0.04) and predia-
betes (4.9 + 0.4% at 1.5 years follow-up vs. 3.8 + 0.4% at baseline;
p=0.04). No significant differences were observed in patients
without diabetes (p=0.53) (Fig. 2A). Additionally, MedDiet induced
an improvement in endothelial function after 1.5 y compared to LF
diet in patients with diabetes (5.2 + 04 vs. 3.7 + 04; p=0.01)
(Fig. 3). Moreover, the long-term consumption of the LF diet
maintained a stable FMD in patients with prediabetes and diabetes
(Fig. 2B). Finally, both diets stabilized FMD in patients without
diabetes (Fig. 2).

We also evaluated the correlation between plasma concentra-
tions of LDL-C, HDL-C, triglycerides, CRPhs, glucose and HbA1c, and
the percentage of variation of FMD. In this regard, no significant
correlations were observed during follow-up.

4. Discussion

This study provides novel evidence supporting the hypothesis
that long-term consumption (~1.5 years) of a MedDiet rich in extra
virgin olive oil improves endothelial function in patients with
prediabetes and diabetes. Furthermore, the MedDiet significantly
improved endothelial function in diabetic patients compared to a
low-fat diet. Similar results had been reported earlier in hyper-
cholesterolemic subjects [21] as well as in patients with metabolic
syndrome [22] and hypertensive women [23]. Likewise, Ryan et al.
showed that FMD was significantly improved by an oleic-acid-rich
diet and that the shift from a polyunsaturated (PUFA) to a MUFA

Table 1
Baseline characteristics of the patients, according to diabetes status.

diet in type 2 diabetes reduced insulin resistance and restored
endothelium-dependent vasodilatation [24]. This evidence sug-
gests that quality of the dietary fat can have a favorable influence on
the vascular endothelium function.

Studies on the influence of LF diet or low carbohydrates diets on
the endothelium have also been carried out [25—27]. In our study,
the LF diet maintained a stable FMD over time, suggesting that this
dietary pattern may prevent further age- and disease-related
worsening of the endothelial function. Sellingman et al. demon-
strated that an LF diet, combined with high-intensity exercise, was
associated with enhanced FMD and vascular protection in patients
with metabolic syndrome [25]. Moreover, Mohler et al. showed no
differences between an LF diet (55% of calories from carbohydrate,
30% from fat, and 15% from protein) and a low-carbohydrate diet
(limited carbohydrate intake, but unrestricted consumption of fat
and protein) in FMD, and no significant improvement in the
endothelial function was achieved by either a low-carbohydrate or
LF diet [26]. In addition, a short-term study using the DASH (Dietary
Approaches to Stop Hypertension) diet showed improvements in
some cardiometabolic markers but no change in FMD [27].This
evidence suggests that LF diets can stop further deterioration of the
endothelial function.

The damage to the vascular endothelium induced by diabetes
triggers endothelial dysfunction, resulting in altered endothelium-
dependent vasodilation. The mechanisms responsible for ED in
these patients are complex: endothelial activation modifies the
expression/secretion of cytokines (IL-1, PDGF, bFGF MCP-1) and
adhesion molecules (VCAM-1, ICAM1, P-Selectin), which is one of
the main mechanisms involved in the onset of arteriosclerosis, but
which is also associated with altered vascular repair, accelerating
the progression of ED [28]. Several of these processes may be
modulated by diet [29-33] and these may result in improved
endothelial function, as can be seen following the intake of diets
rich in extra virgin olive oil [29,30]. However, these effects are not
driven exclusively by MUFA present in olive oil, but also by minor
components, such as phenolic compounds [31] and vitamins. The
phenols contained in virgin olive oil are capable of improving
oxidative stress through decreasing activation of proinflammatory
mediators and increased bioavailability of NO, which improves the
vasodilator-dependent response of endothelium. Additionally, the
abundance of fish rich in w-3 fatty acids and the presence of veg-
etables rich in antioxidants may act synergistically on EF [32] and
may account for the beneficial effect of this dietary pattern on EF
observed in our study. Thus, although traditional analysis in the
field of nutrition examines single or multiple foods and nutrients,

Diabetes n = 438 Prediabetes n = 289 Absence of diabetes p-value
n=78
Age (y) 61.1 +0.1* 58.1 +0.1° 56 + 0.2 0.001
Weight (kg) 86.7 + 0.7 83.1 + 0.74° 814 + 1.6° 0.001
Waist circumference (cm) 106.9 + 0.5% 1029 + 0.6" 100 + 1.24° 0.001
BMI (kg/m?) 31.8 £ 027 303 +02° 29.5 + 0.5 0.001
TC (mg/dL) 157 £ 1.5% 162 + 1.7° 152 + 3.2¢ 0.001
LDL-C (mg/dL) 87 +1.2° 92 +1.5° 86 + 247 0.001
HDL-C (mg/dL) 40 +0.5° 43+ 0.6° 43+ 09° 0.001
TG (mg/dL) 149 + 3.8% 128 +4.1° 107 + 5.6° 0.001
ApoA-1 (mg/dL) 125 + 0.9° 133 +1.2° 132 +2.3° 0.001
ApoB (mg/dL) 75412 73417 67 +1.7° 0.001
Glucose (mg/dL) 128 + 1.9° 93 + 0.6° 92 +1.2° 0.001
HbAlc (%) 7.3 + 0.06 6.01 + 0.01° 5.4 +0.02° 0.001

SEM, standard error; BMI, body mass index; HbA1c, glycated hemoglobin; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; TG, triglycerides; TC, total cholesterol; and LDL-C, low-

density lipoprotein cholesterol.

Values are mean + SEM. One-way ANOVA. p < 0.05 post hoc Bonferroni analysis according to three subgroups. Values in the same row with different superscript letters are

significantly different.
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Fig. 2. Flow-mediated vasodilation (FMD).
(A) At baseline and after 1.5 years of consumption of MedDiet dietary pattern in patients with prediabetes, diabetes and without diabetes. *p < 0.05 indicates significant differences.
(B) At baseline and after 1.5 y of consumption of LF diet in patients with prediabetes, diabetes and without diabetes. *p < 0.05 indicates significant differences.
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Fig. 3. Flow-mediated vasodilation (FMD) after 1.5 years of consumption, according to diabetes status.
Comparison between diets in patients with prediabetes, diabetes and without diabetes. *p < 0.05 indicates significant differences.
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over the past few years, the dietary pattern analysis approach is an
alternative way of analyzing food groups. It is important to note
that people consume meals, which are composed of a wide, com-
plex variety of single nutrients and not separate nutrients. There-
fore, the use of dietary pattern analysis over individual foods or
nutrients contained in these diets gives us a broader perspective of
what foods and nutrients are consumed by people, and their effects.
As we previously mentioned, extra virgin olive oil has a large
number of beneficial properties mediated by its content in MUFA
and polyphenols, but is important to highlight that the consump-
tion of olive oil, the main fat of MedDiet, also favours the con-
sumption of all kinds of legumes in cooked dishes, vegetables or
fruit as part of salads and it is the main lipid added to all foods in
daily cooking. The consumption of other essential components of
the MedDiet, such as whole grain, dairy products and fish, rich in
fiber, vitamins/minerals and w-3 fatty acids, can have a synergistic
effect to extra virgin olive oil, fruit and vegetables, so the small
individual effect of these separate nutrients, which is sometimes
difficult to quantify, may be cumulative and enough to be detected
when they act as part of the MedDiet pattern. This approach can
explain the effect of the MedDiet pattern on EF in single foods. As
regards the LF diet, the presence of vegetables and the reduction of
red meat, whole dairy products, refined sugar and industrial bakery
products may also explain the benefit of this diet in preventing
further deterioration [33].

Furthermore, as we previously mentioned, patients with pre-
diabetes have an increased risk of ASCVD. In this context, Mor-
adipoor et al. suggested that diabetes and prediabetes disrupt the
expression of genes involved in endothelial cell function, which, in
turn, triggers vascular damage and induces endothelial dysfunction
[34]. Moreover, Suwaidi et al. [35] demonstrated that the rate of
coronary events was higher in patients with severe endothelial
dysfunction, while patients without endothelial dysfunction had no
new cardiovascular events, despite both groups having the same
type and severity of coronary lesions. Taking these findings into
account, the improvement of endothelial function in patients with
prediabetes may allow us to reduce further cardiovascular
complications.

The FMD technique is of clinical interest because it allows us to
learn about the status of the peripheral vascular endothelium and
the presence of ASCVD (coronary heart disease, cerebrovascular
complication and other cardiovascular events). Under standardized
conditions, FMD can be used as a marker for exposure to risk factors
and their functional effects [36—38]. In secondary prevention, it
provides long-term prognostic information both in patients with
peripheral vascular disease [39] and in those with acute coronary
syndrome [40]. However, the clinical application of FMD is
currently limited, and therefore FMD tests continue to be used only
in the field of research and it use as a tool for monitoring patients or
to decide which therapy to apply is still limited. This is of major
importance in clinical practice, as we know that the association
between lower FMD and cardiovascular risk has been clearly
established by several studies [41,42].

Among the strengths of our work, we would like to stress that
we performed a randomized controlled intervention clinical trial,
with a large sample size whose statistical power minimized bias,
and close dietary monitoring carried out by our nutritionists during
the whole of the follow-up period. Our study has potential trans-
lational benefits: a healthy diet can decrease the progression of
ASCVD by improving endothelial function, even in subgroups with
high cardiovascular risk, such as CHD patients with prediabetes and
diabetes [43], thus reinforcing the key role of the dietary recom-
mendations, which are sometimes ignored in clinical practice.

However, it is important to note that FMD is a complex tech-
nique, which is difficult to implement in clinical practice, and the
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dynamic nature of the endothelium reduces the reproducibility of
the results.

In summary, in the CORDIOPREV study, we demonstrated that
long-term consumption of a MedDiet rich in virgin olive oil and an
LF diet improve endothelial function in patients with prediabetes
and diabetes. Consequently, these findings emphasize the clinical
need to identify subgroups of patients who must be treated more
aggressively, with attention to personalized dietary recommenda-
tions or drugs to prevent cardio-metabolic complications.
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