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MARCADORES DE INFLAMACION Y ESTRES OXIDATIVO EN LA
PREVENCION Y REVERSION DE LA OBESIDAD Y

SUS COMORBILIDADES ASOCIADAS

Universitat

de les Illes Balears

Tesis doctoral, Margalida Monserrat Mesquida, Grupo de Investigacion en Nutricion
Comunitaria y Estrés Oxidativo, Departamento de Biologia Fundamental y Ciencias de la

Salud, Universitat de les llles Balears, IDISBA y CIBEROBN, Palma.

RESUMEN
La obesidad y el sobrepeso se consideran el mayor problema de salud publica en todo
el mundo. Estos trastornos se caracterizan por un desequilibrio en el estado
oxidativo/antioxidante y un estado inflamatorio subclinico de bajo grado acompafiado
de un alto riesgo de desarrollar diabetes, complicaciones arteriosclerdticas y
enfermedades cardiovasculares. El sindrome metabdlico (SMet) engloba un conjunto de
factores de riesgo cardiovascular que incluyen obesidad, resistencia a la insulina, niveles
altos de triglicéridos, niveles bajos de colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad
e hipertensién. La prevalencia del SMet, junto con la de la obesidad y el sobrepeso, se
han visto incrementadas en los Ultimos afios, debido al alto grado de sedentarismo y de
la ingesta de dietas hipercaldricas de la poblacion en general. La enfermedad del higado
graso no alcohdlico (EHGNA) es la enfermedad hepatica créonica mas comun en las
sociedades occidentales. Se caracteriza por la acumulacién excesiva de lipidos,
especialmente de triglicéridos en los hepatocitos del parénquima hepatico, y en
consecuencia, esta fuertemente relacionado con el sobrepeso, la obesidad y la

resistencia a la insulina.

El estrés oxidativo es un factor importante involucrado en la EHGNA, el SMet y la
obesidad, que deriva de un desequilibrio entre los agentes prooxidantes y antioxidantes.
El proceso inflamatorio es una respuesta fisioldgica que permite al organismo recuperar
las condiciones normales, eliminando o inhibiendo al agente causante de una infeccién

y/o dafio celular, restaurando la funcionalidad del tejido u érgano afectado.
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El objetivo general de esta tesis es poner de manifiesto el estado prooxidante y
proinflamatorio en pacientes con SMet y EHGNA y evaluar los efectos sobre los
marcadores de inflamacidn y estrés oxidativo de una intervencidn nutricional basada en
la MedDiet dirigida a la prevencién y reversidon de las comorbilidades asociadas a la

obesidad y el sobrepeso.

Los resultados reflejan que los pacientes con SMet presentan situacion de mayor grado
de estrés oxidativo y un estado pro-inflamatorio con respecto al grupo control sin SMet.
Los sujetos con SMet tienen menores niveles de enzimas antioxidantes, catalasa (CAT)
y superdxido dismutasa (SOD), y niveles mas elevados de enzima prooxidante
mieloperoxidasa (MPO) que los sujetos sin SMet. En consonancia, los niveles
plasmaticos de malondialdehido (MDA) fueron mads altos en pacientes con SMet,
asimismo, el estado proinflamatorio de estos pacientes se pone de manifiesto con la
presencia de citoquinas inflamatorias, como la interleuquina-6 (IL-6) y el factor de

necrosis tumoral alfa (TNFa.).

Al comparar la poblaciéon con normopeso, sobrepeso y obesidad, los resultados reflejan
diferencias a medida que aumenta el indice de Masa Corporal (IMC) de los sujetos. La
glucemia, la trigliceridemia, la obesidad abdominal y la relacidn cintura-altura (waist-to-
height ratio, WHtR), son mas altos en pacientes obesos, mientras que estos presenten
niveles de colesterol HDL mds bajo. Los participantes con sobrepeso y obesidad
presentan un aumento progresivo en los leucocitos circulantes y en el grado de estrés
oxidativo, ya que las actividades de todas las enzimas antioxidantes en las células
mononucleares de la sangre periférica (PBMCs), asi como la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), aumentan progresivamente con el IMC. Este aumento

también se refleja en las citoquinas proinflamatorias (IL-6 y TNFa) en plasma.

Después de 2 afios de intervencion de los pacientes del estudio PREDIMED-PLUS, se
observd una mayor reduccidn de la obesidad abdominal, la presion arterial y los niveles
de triglicéridos en el grupo intervencion. Ademas, se demostré una mejora del estrés
oxidativo y los marcadores proinflamatorios con una reduccion significativa de los
niveles de MPO, xantina oxidasa (XOD), MDA, proteina quimioatrayente de monocitos-

1 (MCP1) y un aumento de los polifenoles en plasma. También, se encontré una
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disminucidn en la produccién de ROS en PBMCs y los niveles de neutréfilos después de
la activacidon de zymosan y lipopolisacarido en el grupo intervencion con respecto al
grupo control. Por lo que, la intervencién con MedDiet hipocaldrica podria ser util para
mejorar el estrés oxidativo y el estado proinflamatorio y reducir el riesgo de

enfermedades cardiovasculares en pacientes con SMet.

En relacion con el contenido graso intrahepatico en pacientes con EHGNA tras su
valoracién por Resonancia Magnética Nuclear (RMN), los participantes con un contenido
graso intrahepatico mayor presentan niveles mas altos en plasma de MDA, CAT, SOD,
IL-6, citoqueratina 18 (CK-18), irisina, pero niveles mas bajos de resolvina D1, y ningun
cambio en el factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21). Estos marcadores pueden
ser Utiles para la practica clinica. En concordancia, los marcadores bioquimicos
(glucemia, hemoglobina glicosilada, triglicéridos) empeoraron progresivamente segun
el contenido graso intrahepatico, asi como los niveles de presion arterial sistélica y
diastolica. Después de 6 meses de intervencion en el estilo de vida de los pacientes con
EHGNA, los principales resultados reflejan una reducciéon del contenido graso
intrahepatico, el cual se relaciona con una mejora en el estado pro/antioxidante y
proinflamatorio (concretamente de los niveles plasmaticos de CAT, irisinay CK-18) y una
mejora de la capacidad aerdbica, independientemente del tipo de intervencidn seguida.
Ademads, una mayor adherencia a la MedDiet se relaciona con una mayor mejora en
contenido graso intrahepatico, capacidad cardiorespiratoria, estrés prooxidativo y
estado proinflamatorio en pacientes con EHGNA tras 6 meses de intervencién

nutricional basada en MedDiet.

En conclusidn, la presente tesis doctoral ha puesto de manifiesto como pacientes con
sobrepeso/obesidad y con MetS presentan un estado prooxidante y proinflamatorio
mas elevado respecto a pacientes con normopeso y sin MetS. De forma similar, se ha
observado el mismo patrén en pacientes con EHGNA cuando se comparan con pacientes
sin la patologia, asi como un incremento del nivel de estrés oxidativo y estado
proinflamatorio a medida que se incrementa el grado de esteatosis. Ademas, una
intervencion nutricional basada en el patréon de dieta mediterranea hipocalérica mejora
los indicadores de este estado prooxidante y proinflamatorio tanto en los pacientes con

MetS como con EHGNA.
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RESUM
L'obesitat i el sobrepés es consideren el problema de salut publica més gran de tot el
mon. Aquests trastorns es caracteritzen per un desequilibri a I'estat oxidatiu/antioxidant
i un estat inflamatori subclinic de baix grau acompanyat d'un alt risc de desenvolupar
diabetis, complicacions arteriosclerotiques i malalties cardiovasculars. La sindrome
metabolica (SMet) engloba un conjunt de factors de risc cardiovascular que inclouen
obesitat, resisténcia a la insulina, nivells alts de triglicerids, nivells baixos de colesterol
unit a lipoproteines d'alta densitat i hipertensio. La prevalenga del SMet, juntament amb
la de I'obesitat i el sobrepés, s'han vist incrementades els darrers anys, a causa de |'alt
grau de sedentarisme i de la ingesta de dietes hipercaloriques de la poblacié en general.
La malaltia del fetge gras no alcoholic (MFGNA) és la malaltia hepatica cronica més comu
a les societats occidentals. Es caracteritza per l'acumulacié excessiva de lipids,
especialment de triglicérids als hepatocits del parénquima hepatic, i en conseqiiéncia,

esta fortament relacionada amb el sobrepeés, I'obesitat i la resisténcia a la insulina.

L'estrés oxidatiu és un factor important involucrat amb la MFGNA, el SMet i I'obesitat,
gue deriva d'un desequilibri entre els agents prooxidants i els antioxidants. El procés
inflamatori és una resposta fisiologica que permet recuperar les condicions normals a
I'organisme, eliminant o inhibint I'agent causant d'una infeccié i/o dany cel-lular,

restaurant la funcionalitat del teixit o organ afectat.
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L'objectiu general d'aquesta tesi és posar de manifest I'estat prooxidant i proinflamatori
en pacients amb SMet i MFGNA i avaluar-ne els efectes sobre els marcadors d'inflamacié
i estres oxidatiu d'una intervencid nutricional basada en la MedDiet adrecada a la

prevencio i la reversio de les comorbilitats associades a I'obesitat i el sobrepes.

Els resultats reflecteixen que els pacients amb SMet presenten situacié de major grau
d'estrés oxidatiu i un estat proinflamatori respecte al grup control sense SMet. Els
subjectes amb SMet tenen menors nivells d'enzims antioxidants, catalasa (CAT) i
superoxid dismutasa (SOD), i nivells més elevats d'enzim prooxidant mieloperoxidasa
(MPO) que els subjectes sense SMet. En consonancia, els nivells plasmatics de
malondialdehid (MDA) van ser més alts en pacients amb SMet, aixi mateix, |'estat
proinflamatori d'aquests pacients es posa de manifest amb la preséncia de citocines

inflamatories, com la interleuquina-6 (IL-6) i el factor de necrosi tumoral alfa (TNFa.).

En comparar la poblaci6 amb normopes, excés de pes i obesitat, els resultats
reflecteixen diferéncies a mesura que augmenta I'index de Massa Corporal (IMC) dels
subjectes. La glucémia, la trigliceridémia, I'obesitat abdominal i la relacié cintura-altura
(waist-to-height ratio, WHtR), sén més alts en pacients obesos, mentre que aquests
presenten nivells de colesterol HDL més baix. Els participants amb sobrepés i obesitat
presenten un augment progressiu en els leucocits circulants i en el grau d'estres
oxidatiu, ja que les activitats de tots els enzims antioxidants a les cel-lules mononuclears
de la sang periférica (PBMCs), aixi com la produccié d'espécies reactives d'oxigen (ROS),
augmenten progressivament amb I'IMC. Aquest augment també es reflecteix a les

citocines proinflamatories (IL-6 i TNFa) en plasma.

Després de 2 anys d'intervencid dels pacients de |'estudi PREDIMED-PLUS, es va observar
una reduccid més gran de |'obesitat abdominal, la pressié arterial i els nivells de
triglicerids en el grup intervencid. A més, es va demostrar una millora de I'estres oxidatiu
i els marcadors proinflamatoris amb una reduccid significativa dels nivells de MPO,
xantina oxidasa (XOD), MDA, proteina quimioatrayent de monocits-1 (MCP1) i un
augment dels polifenols en plasma. També, es va trobar una disminucid en la produccid

de ROS a PBMCs i els nivells de neutrofils després de l'activacié de zymosan i
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lipopolisacarid en el grup intervencid respecte al grup control. Per aixo, la intervencid
amb MedDiet hipocalorica podria ser util per millorar l'estres oxidatiu i I'estat

proinflamatori i reduir el risc de malalties cardiovasculars en pacients amb SMet.

En relaciéd amb el contingut gras intrahepatic en pacients amb EHGNA després de la seva
valoracié per Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN), els participants amb un contingut
gras intrahepatic més gran presenten nivells més alts en plasma de MDA, CAT, SOD, IL-
6, citoqueratina 18 ( CK-18), irisina, pero nivells més baixos de resolvina D1, i cap canvi
en el factor de creixement de fibroblasts 21 (FGF21). Aquests marcadors poden ser Utils
per a la practica clinica. En concordanga, els marcadors bioquimics (glucémia,
hemoglobina glicosilada, triglicerids) van empitjorar progressivament segons el
contingut gras intrahepatic, aixi com els nivells de pressio arterial sistolica i diastolica.
Després de 6 mesos d'intervencié en l'estil de vida dels pacients amb EHGNA, els
principals resultats reflecteixen una reduccié del contingut gras intrahepatic, el qual es
relaciona amb una millora en I'estat pro/antioxidant i proinflamatori (concretament dels
nivells plasmatics de CAT, irisina i CK-18) i una millora de la capacitat aerobica,
independentment del tipus d’intervencié seguida. A més, una major adherencia a la
MedDiet es relaciona amb una millora millor en contingut gras intrahepatic, capacitat
cardiorespiratoria, estres prooxidatiu i estat proinflamatori en pacients amb EHGNA

després de 6 mesos d'intervencié nutricional basada en MedDiet.

En conclusio, aquesta tesi doctoral ha posat de manifest com a pacients amb
sobrepés/obesitat i amb MetS presenten un estat prooxidant i proinflamatori més
elevat respecte a pacients amb normopes i sense MetS. De manera similar, s'ha observat
el mateix patré en pacients amb EHGNA quan es comparen amb pacients sense
patologia, aixi com un increment del nivell d'estrés oxidatiu i estat proinflamatori a
mesura que s'incrementa el grau d'esteatosi. A més, una intervencié nutricional basada
en el patré de dieta mediterrania hipocalorica millora els indicadors d'aquest estat

prooxidant i proinflamatori tant als pacients amb MetS com a EHGNA.

XX






MARKERS OF INFLAMMATION AND OXIDATIVE STRESS IN THE
PREVENTION AND REVERSAL OF OBESITY AND

ITS ASSOCIATED COMORBIDITIES

Universitat

de les Illes Balears

PhD Thesis, Margalida Monserrat Mesquida, Research Group on Community Nutrition
and Oxidative Stress, Department of Fundamental Biology and Health Science,

University of the Balearic Islands, IDISBA and CIBEROBN, Palma.

ABSTRACT

Obesity and overweight are considered the biggest public health problem in the world.
These disorders are characterized by an imbalance in oxidative/antioxidant status and a
subclinical low-grade inflammatory state accompanied by a high risk of developing
diabetes, arteriosclerotic complications, and cardiovascular disease. Metabolic
syndrome (MetS) encompasses a set of cardiovascular risk factors that include obesity,
insulin resistance, high triglyceride levels, low high-density lipoprotein cholesterol
levels, and hypertension. The prevalence of MetS, together with that of obesity and
overweight, have increased in recent years, due to the high degree of sedentary lifestyle
and the intake of hypercaloric diets in the general population. Non-alcoholic fatty liver
disease (NAFLD) is the most common chronic liver disease in Western societies. It is
characterized by the excessive accumulation of lipids, especially triglycerides, in the
hepatocytes of the liver parenchyma, and consequently, it is strongly related to

overweight, obesity, and insulin resistance.

Oxidative stress is an important factor involved in NAFLD, MetS and obesity, which
derives from an imbalance between prooxidant and antioxidant agents. The
inflammatory process is a physiological response that allows the body to recover normal
conditions, eliminating or inhibiting the agent causing an infection and/or cell damage,

restoring the functionality of the affected tissue or organ.
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The general objective of this thesis is to reveal the prooxidant and proinflammatory
state in patients with MetS and NAFLD and to evaluate the effects on markers of
inflammation and oxidative stress of a nutritional intervention based on the MedDiet
aimed at the prevention and reversal of comorbidities. associated with obesity and

overweight.

The results reflect that patients with MetS present a situation of higher degree of
oxidative stress and a pro-inflammatory state with respect to the control group without
MetS. Subjects with MetS have lower levels of antioxidant enzymes, catalase (CAT) and
superoxide dismutase (SOD), and higher levels of the prooxidant enzyme
myeloperoxidase (MPO) than subjects without MetS. Accordingly, plasma levels of
malondialdehyde (MDA) were higher in patients with MetS, likewise, the
proinflammatory state of these patients is evidenced by the presence of inflammatory

cytokines, such as interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor alpha (TNFa).

When comparing the population with normal weight, overweight and obesity, the
results reflect differences as the Body Mass Index (BMI) of the subjects increases.
Glycemia, triglyceridemia, abdominal obesity, and waist-to-height ratio (WHtR) are
higher in obese patients, while these have lower HDL cholesterol levels. Overweight and
obese participants present a progressive increase in circulating leukocytes and in the
degree of oxidative stress, as the activities of all antioxidant enzymes in peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs), as well as the production of reactive species of oxygen
(ROS), increase progressively with BMI. This increase is also reflected in

proinflammatory cytokines (IL-6 and TNFa) in plasma.

After 2 years of intervention in the PREDIMED-PLUS study patients, a greater reduction
in abdominal obesity, blood pressure, and triglyceride levels was observed in the
intervention group. Furthermore, an improvement in oxidative stress and
proinflammatory markers was demonstrated with a significant reduction in the levels of
MPOQ, xanthine oxidase (XOD), MDA, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP1), and
an increase in plasma polyphenols. Also, a decrease in ROS production in PBMCs and

neutrophil levels was found after zymosan and lipopolysaccharide activation in the

XXVI



Abstract

intervention group compared to the control group. Therefore, intervention with a
hypocaloric MedDiet could be useful to improve oxidative stress and the
proinflammatory state and reduce the risk of cardiovascular diseases in patients with

MetS.

In relation to intrahepatic fat content in patients with NAFLD after assessment by
Nuclear Magnetic Resonance (MRI), participants with higher intrahepatic fat content
have higher plasma levels of MDA, CAT, SOD, IL-6, cytokeratin 18 ( CK-18), irisin, but
lower levels of resolvin D1, and no change in fibroblast growth factor 21 (FGF21). These
markers may be useful in clinical practice. In agreement, biochemical markers (glycemia,
glycosylated hemoglobin, triglycerides) progressively worsened according to
intrahepatic fat content, as well as systolic and diastolic blood pressure levels. After 6
months of intervention in the lifestyle of patients with NAFLD, the main results reflect a
reduction in intrahepatic fat content, which is related to an improvement in the
pro/antioxidant and proinflammatory state (specifically plasma levels of CAT, irisin and
CK-18) and an improvement in aerobic capacity, regardless of the type of intervention
followed. In addition, greater adherence to the MedDiet is related to greater
improvement in intrahepatic fat content, cardiorespiratory fitness, prooxidative stress,
and proinflammatory status in patients with NAFLD after 6 months of MedDiet-based

nutritional intervention.

In conclusion, this doctoral thesis has shown how overweight/obese patients with MetS
have a higher pro-oxidant and pro-inflammatory state compared to patients with
normal weight and without MetS. Similarly, the same pattern has been observed in
patients with NAFLD when compared to patients without the pathology, as well as an
increase in the level of oxidative stress and proinflammatory state as the degree of
steatosis increases. In addition, a nutritional intervention based on the hypocaloric
Mediterranean diet pattern improves the indicators of this pro-oxidant and pro-

inflammatory state in both MetS and NAFLD patients.
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Introduccion

1. EL SOBREPESO Y LA OBESIDAD

La obesidad entendida como una acumulacidn excesiva de grasa se considera una clara
amenaza para la salud publica en todo el mundo y, junto con el sobrepeso, constituye
uno de los principales factores que promueven las enfermedades crdénicas no
transmisibles (ECNT) [1] y el mayor problema de salud crénica en adultos, adolescentes
y nifios [2]. La obesidad se asocia ademads con un aumento del estrés oxidativo y del
estado pro-inflamatorio [3]. La patogenia de este trastorno se caracteriza por la
existencia de un desequilibrio en el estado oxidativo/antioxidante y un estado
inflamatorio subclinico de bajo grado que da lugar a un mayor riesgo de complicaciones
ateroscleréticas y diabéticas [4]. Varios estudios han observado que los pacientes con
sobrepeso y obesidad tiene una significativa correlacién positiva entre el indice de Masa

Corporal (IMC) y los biomarcadores de estrés oxidativo [5,6].

1.1 DEFINICIONES

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define el sobrepeso y la obesidad como una
acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede perjudicar la salud. En el caso de
los adultos, considera sobrepeso cuando el IMC es igual o superior a 25, mientras que
considera obesidad cuando el IMC es igual o superior a 30 [7]. Segun la Sociedad
Espafola para el Estudio de la Obesidad (SEEDO), la obesidad se define por un

porcentaje de masa grasa superior al 25% en hombres y al 33% en mujeres [8].

ESTADO NUTRICIONAL

El estado nutricional depende del grado en que las necesidades fisioldgicas, bioquimicas
y metabdlicas de nutrientes estén cubiertas por la ingesta de los alimentos que
componen la dieta. La evaluacién del estado nutricional incluye: historia clinica, historia
dietética, parametros antropométricos y composicién corporal, y datos bioquimicos [9].
Existen diferentes métodos para determinar la composicion corporal: (a) métodos
directos, basados en la diseccién de cadaveres; (b) métodos indirectos, basados en la
relacidn de variables entre los que encontramos la tomografia axial computarizada, la
resonancia magnética nuclear (RMN), la absorciometria dual de rayos X y la
plestimografia; y (c) métodos doblemente indirectos destacando la antropometria y la

impedancia bioeléctrica, que utilizan ecuaciones derivadas del método indirecto [10].
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No existe un consenso claro para una clasificacién del estado nutricional siguiendo los

métodos descritos anteriormente.

Segun el IMC, si hay un consenso para categorizar el estado nutricional. EI IMC informa
de si el peso y la talla corporal mantienen una relacién adecuada, ya que se calcula
dividiendo el peso por el cuadrado de la talla, y se expresa en kg/m?[7]. Aunque el IMC
no distingue entre masa muscular y masa grasa, es la referencia estandar universal para
determinar el peso corporal normal. En la Tabla 1 aparecen los criterios, que han
establecido la OMS, guias Europeas y la SEEDO, para clasificar el estado nutricional de

los adultos (mayores de 18 afios) a partir del IMC:

Tabla 1: Clasificacion del estado nutricional en adultos de acuerdo al IMC.

Puntos de corte IMC Guias Europeas
2 OMS 2021 [11] SEEDO 2016 [8]
(kg/m?) 2019 [12]
Severamente bajo de
<16,5 - -
peso
< 18,5 Bajo peso Bajo peso Peso insuficiente
18,5-24,9 Normopeso Normopeso Normopeso
25,0-26,9 Sobrepeso grado |
Sobrepeso Sobrepeso
27,0-29,9 Sobrepeso grado Il
30,0-34,9 Obesidad clase | Obesidad clase | Obesidad leve o clase |
. . Obesidad moderada o
35,0-39,9 Obesidad clase Il Obesidad clase Il
clase Il
. . Obesidad grave, mdrbida
>40,0 Obesidad clase llI Obesidad clase IlI

o clase Il

El IMC se considera un buen estimador de la grasa corporal y mas preciso que las
mediciones de pliegues cutaneos. Sin embargo, el uso del IMC tiene ciertas limitaciones,
ya que no informa de la distribucion de la grasa corporal, no diferencia entre masa
magra y masa grasa ni tampoco diferencia entre mujeres y hombres, aunque la
distribucion de la grasa es significativamente diferente entre géneros [13,14]. Otra
medida para diagnosticar la obesidad es el indice de masa grasa (IMG) (fat mass index,
FMI, en inglés) que se calcula dividiendo la grasa corporal total por la altura al cuadrado.
La Sociedad Internacional de Densitometria Clinica (ISCD) ha propuesto el uso del IMG
como método alternativo para definir las categorias de grasa corporal [15]. El IMC tiene

menor sensibilidad para el diagndstico de |la obesidad que el IMG, ya que el IMC no
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diferencia entre masa grasa y masa magra. En cambio, el IMG tiene la ventaja de
proporcionar una unica medida de grasa e indicar la ubicacidn especifica de la grasa en
lugar de la cantidad de grasa, lo cual es relevante para la desregulacién metabdlica. Sin
embargo, no se han encontrado diferencias relevantes en la prevalencia de dislipidemia,
diabetes, hipertension y sindrome metabdlico (SMet) entre el IMC y los estados de
obesidad categorizados por IMG [16]. Por este motivo, se requieren mas investigaciones

sobre el IMG y el sindrome metabdlico [16].

DISTRIBUCION DE LA GRASA CORPORAL

Ademds de conocer el grado de obesidad de un sujeto, resulta de interés poder
identificar la distribucion del tejido adiposo, dado que el aumento de la grasa visceral
gue se observa en la obesidad de predominio central tiene un valor predictivo de

alteraciones metabdlicas y enfermedad cardiovascular.

El perimetro de la cintura tiene gran importancia como indicador de riesgo
cardiovascular, y se interpretan como valores de alto riesgo perimetros de
circunferencia iguales o superiores a 88 cm en las mujeres y a 102 cm en los hombres
[12,17]. Sin embargo, aunque el perimetro de la cintura se utiliza como indice de la
distribucion grasa y del riesgo cardiovascular asociado, hay que tener en cuenta que no
contempla otros factores como la complexidn fisica del sujeto. Ademas, no existe un
consenso uniforme sobre el punto anatdmico de referencia de medida,
recomendandose incluso que se tome a la altura del borde superior de la cresta iliaca;
si bien no seria recomendado a la altura del ombligo, ya que en este caso puede variar

en funcién de lo caido que esté el abdomen.

Con la medida del perimetro de la cintura y de la cadera, se puede calcular el indice
cintura/cadera (ICC= cintura en cm/ cadera en cm), un indice que informa de la grasa
visceral. Se pueden distinguir 3 tipos diferentes de obesidad, teniendo en cuenta esta

relacion [18]:
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1. Obesidad androide: mayor concentracion de grasa en el abdomen y en la parte
alta del cuerpo, mas frecuente en hombres. Es la de mayor riesgo para las
enfermedades cardiovasculares y metabdlicas, por ejemplo, hipertension,
hiperinsulinemia, diabetes y accidentes cardiovasculares [19].

2. Obesidad ginoide o ginecoide: acumulacién de grasa en las caderas, gluteos y
muslos, mas comun en mujeres. Estd asociada a mas riesgo de varices vy
complicaciones articulares en miembros inferiores.

3. Obesidad de distribucion homogénea: la acumulacion de grasa se produce sin

predominio zonal.

Se considera obesidad androide cuando este cociente es >1,0 en los hombres y >0,9 en
las mujeres, y ginecoide cuando este cociente es <1,0 en los hombres y <0,9 en las
mujeres [20]. Sin embargo, al no ser independiente del grado de obesidad, y por la
mayor variabilidad de la mujer, en la practica clinica el ICC ha sido sustituido por el

perimetro de la cintura.

Con la medida del perimetro de cintura y la talla, se calcula el indice cintura/talla (ICT=
cintura en cm/estatura en cm), el cual es un indice interesante porque informa de la
grasa abdominal pero, en este caso, estandarizada por la estatura. Un ICT igual o
superior a 0,5 es un buen predictor del riesgo cardiovascular y presenta una fuerte
asociacion con otros componentes del SMet, como por ejemplo elevadas
concentraciones de triglicéridos, colesterol y glucosa en sangre, asi como con
hipertensién arterial. Este indice sobretodo se usa, sobre todo, para diagnosticar la

obesidad infantil [21].

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Estimaciones recientes de la OMS a nivel mundial informan de que desde 1975 la
obesidad se ha casi triplicado en todo el mundo. En 2016, mds de 1900 mayores de
adultos tenian sobrepeso, de los cuales, mas de 650 millones eran obesos. Alrededor del
39% de la poblacién adulta mundial tenian sobrepeso (un 39% de los hombres y un 40%
de las mujeres), mientras que un 13% de los adultos eran obesos (un 11% de los hombres
y un 15% de las mujeres) [7]. Segun la Oficina Estadistica de la Unidn Europea (Eurostat),

en 2019 el 52,7% de la poblacién adulta (18 afios o mas) tenian sobrepeso [22]. La
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obesidad no es solo un problema para los adultos, en 2016, 41 millones de nifios
menores de cinco afios y mds de 340 millones de nifios y adolescentes, de entre 5 a 19
anos, padecian obesidad o sobrepeso [7,23,24]. La prevalencia del sobrepeso y la
obesidad en nifos y adolescentes ha aumentado de forma alarmante, del 4% en 1975 a
mas del 18% en 2016, similar en ambos sexos. En 2016 un 18% de nifias y un 19% de
nifios padecian sobrepeso. Respecto a la obesidad, en 2016 eran 124 millones (un 6%
de las nifias y un % de los nifios), mientras que en 1975 habia menos de un 1% de nifos

y adolescentes de 5 a 19 afios con obesidad [7].

De acuerdo con los datos mas recientes, en la Figura 1 se representa la prevalencia de
obesidad en los distintos paises del mundo en el afio 2021. Se puede observar como
América y Europa son las regiones con mayor prevalencia de obesidad. Concretamente,
Estados Unidos y México son los dos paises con mayor prevalencia en la region
americana. Por el contrario, las regiones del pacifico oeste y el sud-este asiatico son las
gue registran las prevalencias mas bajas. Especificamente, en Espafia, en el afio 2021 el

porcentaje de adultos obesos es del 23,80% [25].

% adultos obsesos

[l o0.00% [l 5.00% [l 10.00% [l 15.00% [l 20.00% [l 25.00% [l 30.00% [l 35.00% [l 40.00% [l 45.00%
B 50.00% [ 55.00% [ 60.00% [ 65.00% [l 70.00%

Figura 1: Porcentaje de adultos obesos por pais en 2021. Adaptado de Obesity Rates By Country
2021[25] .
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De acuerdo con el informe de la Organizacidon para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmico (OCDE), en la Figura 2 se refleja una proyeccion de la prevalencia de la
obesidad para el afio 2030 en diferentes paises. Se observa un aumento constante de
las tasas de obesidad y se espera que los niveles de obesidad sean altos en los Estados
Unidos, México e Inglaterra, donde un 47%, 39% y 35% de la poblacidn,
respectivamente, se prevé que sea obesa en 2030. Por contrario, se espera que el
aumento sea mas débil en Italia y Corea con tasas de obesidad en 13% y 9% en 2030,
respectivamente. Se prevé que la obesidad en Francia casi igualard a la de Espaiia, con
un 21% en 2030. Mientras que en Corea y Suiza, se prevé que aumente a un ritmo mas

rdpido donde las tasas han sido histéricamente bajas [26].

50%
United States

45% o

40% - -
o = .---- Mexico
-

35% / ,”"- _England

N /\/;,, L
30% ~ P _-- Canada
;” _a"“
25% L =T -
/ /_/\/\/_/ 4" Spaln
20% prad __----- France

-
==

Rate of obesity

O’ -
15% PRt i Switzerland
- =
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O% T T T T T
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Figura 2: Proyeccidn de las tasas de obesidad (IMC > 30 kg/m?) en adultos por paises para el afio
2030. Adaptado de Obesity Update 2017 de la OCDE [26].

De acuerdo a los resultados del estudio DORICA [27], se estima la prevalencia en un
15,5% de la obesidad en la poblacion adulta espafiola entre 25 y 64 afos, con una
prevalencia mas elevada en mujeres que en hombres, un 17,5% y un 13,2%
respectivamente. En la Figura 3 se muestra la distribucién de la prevalencia de obesidad
en Espafia en porcentaje por dreas geograficas y sexo, donde se evidencia una mayor

proporcién de obesos en las regiones Noroeste, Murcia Sur y Canarias [28].
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Figura 3: Distribucion de la prevalencia de obesidad (%) por areas geograficas y sexo. Estudio
DORICA. Adaptado de Rubio et al. (2007). [29]

1.3 ETIOLOGIA

Las causas de la obesidad son complejas y multifactoriales [30]. El desarrollo de la
obesidad se describe como un desequilibrio energético debido a una ingesta calérica
excesiva y/o un gasto caldrico insuficiente o inadecuado, provocando una acumulacion
de grasa y un exceso de peso corporal [31]. Sin embargo, la regulacion del balance
energético y las reservas energéticas estan influenciadas por interacciones complejas
entre factores bioldgicos (como genéticos o epigenéticos), sociales, conductuales y
ambientales (como el estrés crénico) [32,33]. La obesidad es el resultado de la relaciéon

entre la fisiologia y el comportamiento del individuo y su entorno social (Figura 4) [34].
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Environment and/or society
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Figura 4: Factores bioldgicos, ambientales y sociales complejos que contribuyen a la obesidad.
Adaptado de Bliher (2019) [34].

A nivel mundial, segun la OMS, ha habido una mayor ingesta de alimentos densos en
energia con alto contenido de grasas y azUcares, acompaiado de una disminucion de la
actividad fisica debido al aumento del sedentarismo de muchas formas de trabajo,
modos de transporte cambiantes y la creciente urbanizacién [7]. Ademas, la falta de
politicas de apoyo en sectores como la salud, la agricultura, el transporte, el medio
ambiente, el procesamiento de alimentos, la distribucion, la comercializacion y la
educacion causan cambios en los patrones de actividad fisica y dietética de la poblacién

[7].

Un estudio de la OCDE ha estimado que los hombres dedican 720 minutos al dia a
comportamientos sedentarios (incluyendo trabajo y viajes motorizados), mientras que
las mujeres destinan 620 minutos a estas mismas actividades. Ademads, este mismo
estudio, encontré que los hombres y mujeres pasan entre 80 y 150 minutos al dia,
respectivamente, realizando de actividad fisica (deporte, actividad fisica doméstica,

viajes activos y actividad fisica ocupacional) [35].
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1.4 COMORBILIDADES

Segun la OMS, las comorbilidades de la obesidad incluyen: enfermedad coronaria,
hipertensidn y accidente cerebrovascular, ciertos tipos de cancer, diabetes mellitus no
insulinodependiente o de tipo 2 (DMT2), enfermedad de la vesicular biliar, dislipemia,

osteoartritis y gota, y enfermedades pulmonares, incluida la apnea del sueiio [36].

De acuerdo con las guias Europeas para el manejo de la obesidad del afio 2019 [12], en

la Figura 5 se ilustran las comorbilidades mas relevantes.
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Hypaventilation syndrome

—
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Nonalcoholic fatty liver disease
Steatosis
Steatohepatitis
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. /
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N
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/’/_— ’_/" >\
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PP Venous stasis

Skin —MM
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Figura 5. La obesidad y sus multiples comorbilidades que afectan a muchos sistemas, drganos y
tejidos. Modificada de Durrer Schutz et al 2019 [12].

De estas comorbilidades se puede destacar las enfermedades respiratorias (asma,
hipoxemia, apnea obstructiva del suefio, sindrome de hipoventilacién de la obesidad),
enfermedades de higado graso no alcohdlico (esteatosis, esteatohepatitis, cirrosis),
enfermedades del tracto genitourinario (irregularidad menstrual, infertilidad, sindrome
de ovario poliquistico), enfermedades coronarias (diabetes, dislipemia, hipertension),
canceres (mama, Utero, cuello uterino, colon, eséfago, pancreas, rifidn, préstata),

flebitis (estasis venosa) y otras enfermedades (enfermedad de la vesicula biliar,

11
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osteoartritis, infecciones de la piel, hipertension intracraneal idiopatica, accidente

cerebrovascular, cataratas, pancreatitis, gota).

Los problemas de salud asociados al sobrepeso y la obesidad estdn relacionados con una
mayor morbi-mortalidad. Varios estudios y meta-analisis han encontrado importantes
asociaciones entre el IMC y la mortalidad [37-39], incluido un riesgo significativo de
mayor enfermedad cardiovascular [40]. Segun la Global Burden of Disease (GBD) en
2015, los afos de vida perdidos entre hombres obesos de 60 a 79 afios oscilaba de 0-8
anos, mientras que en los hombres mads jovenes de 20 a 39 afios, éstos aumentaban a
5-9 afos. Se observaron resultados similares en las mujeres. Estas estimaciones
muestran el efecto del exceso de peso corporal sobre enfermedades cardiovasculares y

DMT2 [41].

2. EL SINDROME METABOLICO

El SMet se caracteriza por una acumulacidon de adiposidad visceral, alto riesgo de
desarrollar diabetes, enfermedades cardiovasculares y incluso mortalidad [42]. La
prevalencia del SMet se ha visto incrementada en los ultimos afios debido al alto grado
de sedentarismo de la poblacion en general, provocando que se haya convertido en uno
de los principales problemas de salud publica [43]. Ademas, la prevalencia del SMet es
mas alta en mujeres que en hombres, especialmente mayores de 65 afos. Sus causas
estan relacionadas con cambios inducidos por la menopausia, con tendencia a aumentar
la adiposidad abdominal y desarrollar resistencia a la insulina y dislipemia debido a la

deficiencia de estrégenos [44,45].

2.1 DEFINICION

El SMet se define como un conjunto de factores de riesgo cardiovasculares que incluyen
obesidad, resistencia a la insulina, niveles altos de triglicéridos, niveles bajos de
colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (high-density lipoprotein, HDL) e

hipertensién [46].

Diferentes organizaciones mundiales como la OMS [47], la EGIR (European Group for the
Study of Insulin Resistance) [48], IDF (International Diabetes Federation) [49] y JIS (Joint

Interim Statement, Declaracién conjunta entre la IDF y el American Heart
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Association/National Heart, Lung and Blood Institute) [50] han desarrollado sus propios
criterios para definir el SMet. En la Tabla 2 se detallan los umbrales propuestos por las

diferentes organizaciones.

Tabla 2: Criterios establecidos por las diferentes asociaciones para definir y diagnosticar el SMet.

EGIR 1999
OMS 1998 [47] (48] IDF 2006 [49] JIS 2009 [50]
indice Cint Cintura segun etnia  Cintura segun etnia
intura:
Obesidad cintura/cadera: (Europa): (Europa):
. H:>94 cm
abdominal H: > 0,90 H:>94 cm H:>102cm
M:>80cm
M: > 0,85 M:>80cm M: >88 cm
IMC >30 kg/m? - > 30 kg/m? -
Glucosa > 110 mg/dL > 110 mg/dL > 100 mg/dL > 100 mg/dL
>140/90
PAS/PAD > 140/90 mmHg H >130/85 mmHg >130/85 mmHg
mmHg
H: <35 mg/dL H: <40 mg/dL H: <40 mg/dL
HDL-c e/ <39 mg/dL e/ e/
M: <39 mg/dL M: <50 mg/dL M: <50 mg/dL
TG > 150 mg/dL > 175 mg/dL > 150 mg/dL > 150 mg/dL

Abreviaturas: IMC: indice de Masa Corporal; PAS/PAD: Presidn Arterial Sistdlica/ Presiéon Arterial
Diastolica; HDL-c: Colesterol HDL; TG: Triglicéridos en sangre (trigliceridemia); H: Hombres; M: Mujeres.

Todos los criterios descritos anteriormente necesitan dos o mas condiciones para el
diagnostico del sindrome metabdlico, excepto el descrito por la JIS 2009 que necesita

tres o mas.

2.2 EPIDEMIOLOGIA

El componente mas frecuente que se ha observado del SMet es la obesidad abdominal.
Ademas, el SMet junto con la dislipemia, la hiperglucemiay la hipertensién componen
un importante desafio para la salud publica [2]. La prevalencia de SMet en los paises
desarrollados ha aumentado hasta un 20-25% en la poblacion adulta, y su incidencia
sigue aumentado con el tiempo [51-54]. En Espafia, la prevalencia de SMet esta
afectando aproximadamente al 22,7% de la poblacién, alcanzando proporciones
epidémicas, teniendo en cuenta que su incidencia aumenta con la edad [51]. Ademas,
el SMet aumenta el riesgo de apariciéon de DMT2, enfermedades cardiovasculares, y
otras enfermedades crénicas como la enfermedad del higado graso no alcohdlico
(EHGNA), cancer, enfermedades neurodegenerativas, aterosclerosis, el riesgo de
trastornos reproductivos, lipidicos y circulatorios y todas las causad de mortalidad

también aumentan [55-58].
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En Japén, en un estudio de cohorte prospectivo, se ha informado una tasa de
prevalencia de SMet del 43,6% en hombres y 28,9% en mujeres [59]. Sin embargo, en
China hay mayor prevalencia de SMet en mujeres, tanto rurales como urbanas, que en
hombres [60,61]. La prevalencia de SMet en los paises de Oriente Medio tiene una
disparidad sexual similar a la de Estados Unidos, con una prevalencia del 32,1% al 42,7%
en mujeres y del 20,7% al 37,2% en hombres [62,63]. Curiosamente, los estudios
realizados en la Unidn Europea, muestran una prevalencia de SMet con poca disparidad
de sexo, aunque los hombres suelen presentar una prevalencia ligeramente mayor

[64,65].

2.3 ETIOLOGIA

En las ultimas décadas, se han llevado a cabo multiples lineas de investigacion sobre el
SMet, aunque la etiologia no estd clara. No obstante, se postula que la obesidad
(especialmente la obesidad abdominal) y la resistencia a la insulina inducida por el estrés
oxidativo y los estados proinflamatorios, juegan un papel clave e intervienen

significativamente en el desarrollo del SMet [53,66].

Se conocen una serie de factores que aumentan el riesgo de padecer SMet como la
resistencia a la insulina, la obesidad abdominal, la inflamacidon crénica, el estrés
oxidativo, las disfunciones en el tejido adiposo, alteraciones de la microbiota, la
interrupcion de los ritmos circadianos, la predisposicidn genética, el envejecimiento, la
inactividad fisica y la alimentacion insana [50,53,66]. Estos riesgos empiezan cada vez
mas en la niflez y la adolescencia y estan asociados con una alta probabilidad de futuras
enfermedades crdnicas en la edad adulta, por este motivo, se deben hacer esfuerzos

para reconocer este riesgo metabdlico [67].
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2.4 CARACTERISTICAS PATOLOGICAS

DISLIPEMIA

Existe un vinculo bien establecido entre la dislipemia y la aterosclerosis. La dislipemia
aterogénica se caracteriza por un aumento de los triglicéridos circulantes y un descenso
del colesterol HDL. La dislipemia aterogénica y el exceso de colesterol unido a la
lipoproteinas de baja densidad (low-density lipoprotein, LDL) son los dos principales

trastornos lipidicos que aparecen en el paciente hipertenso [68].

Se puede diagnosticar a los pacientes con dislipemia aterogénica y con alto riesgo
cardiovascular a partir de la concentracidon de triglicéridos y de colesterol HDL
circulantes [69]. De hecho, los triglicéridos son un marcador subrogado de las
lipoproteinas ricas en triglicéridos y de sus remanentes [70]. Las lipoproteinas
remanentes derivan de la lipolisis de las lipoproteinas de muy baja densidad (very-low-
density lipoprotein, VLDL) y de los quilomicrones, que contienen apoproteinas (apo)B y
apoB48, respectivamente [71]. Se ha comprobado que cifras elevadas de colesterol
unido a lipoproteinas remanentes estd directamente relacionado con el riesgo de
recurrencia de accidentes coronarios graves en pacientes con infarto de miocardio o
ictus previo [72]. Del mismo modo, sujetos con sobrepeso u obesidad con niveles altos
de triglicéridos y de colesterol remanente, pero no de LDL, se asocian con alto riesgo

cardiovascular [73].

HIPERTENSION

La hipertensién, conocida como tensidn arterial alta, se define como un trastorno en el
gue los vasos sanguineos se ven sometidos a una tension persistentemente elevada. Es
un trastorno grave que incrementa de manera significativa el riesgo de sufrir
cardiopatias, encefalopatias, nefropatias y otras enfermedades vasculares [74]. De
acuerdo con las guias para el manejo de la hipertension, la patologia se define cuando
se presentan valores de Presidn Arterial Sistdlica (PAS) >140mm/Hg y/o valores de
Presion Arterial Diastdlica (PAD) >90mmHg [75]. Sin embargo, el American Heart
Association/American College of Cardiology (AHA/ACC) establecieron nuevas pautas de
hipertensidn con niveles de tensién arterial de PAS >140mm/Hg y PAD >80mm/Hg [76].

Entre los factores de riesgo modificables destacan la dieta (exceso de sal y grasas
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saturadas e ingesta insuficiente de frutas y verduras), la inactividad fisica, el consumo

de tabaco y alcohol y el sobrepeso o la obesidad.

DIABETES MELLITUS TIPO 2

La DMT2 es una enfermedad crdnica, denominada anteriormente diabetes no
insulinodependiente o de inicio en la edad adulta. Se produce cuando el organismo no
es capaz de utilizar eficazmente la insulina que produce debido a que las células no
responden de manera adecuada a la insulina, es decir, se produce una resistencia a la
insulina. Segun la OMS la mayoria de los diabéticos que tienen el tipo 2, se debe en gran

medida al exceso de peso y a la falta de actividad fisica [77].

A continuacion, en la Tabla 3 se detallan los criterios establecidos para diagnosticar
DMT2 que has desarrollado la OMS, la International Diabetes Federation (IDF) y la

American Diabetes Association (ADA).

Tabla 3: Criterios para diagnosticar diabetes mellitus tipo 2

OMS-IDF
ADA (2020) [80]
(2006-2011) [78,79]
HbAlc >6.5% >6.5%
Diabetes Mellitus Tipo 2 Glucemia en ayunas > 126 mg/mL > 126 mg/mL
(DMT2) Glucemia 2 horas” > 200 mg/dL > 200 mg/dL
Glucemia al azar” - > 200 mg/dL
Sintomas DMT2 - si

Abreviaturas: OMS: Organizacién Mundial de la Salud; IDF: International Diabetes Federation; ADA:
American Diabetes Assoaciation; HbAlc: hemoglobina glicosilada.

*Glucemia medida durante un test de tolerancia oral a la glucosa, transcurridas dos horas desde el
suministro de la carga glucémica. #Glucemia medida aleatoriamente en cualquier momento del dia.

Las estrategias que segun la OMS previenen la DMT2 o retrasan su aparicién son la dieta
saludable, la actividad fisica regular, el mantenimiento de un peso corporal normal y

evitar el consumo de tabaco [77].
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3. ENFERMEDAD DEL HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO

La EHGNA es la enfermedad hepatica crédnica mas comun en las sociedades occidentales,
afectando hasta al 25% de la poblacion [81]. Se postula como una enfermedad grave y
un problema clinico creciente con una prevalencia del 90% entre individuos obesos [81].
La prevalencia de la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), la forma mas progresiva de

EHGNA, varia aproximadamente del 25-70% entre los pacientes obesos [82].

3.1 DEFINICION

La EHGNA es un trastorno caracterizado por la acumulacién excesiva de lipidos,
especialmente de triglicéridos en los hepatocitos del parénquima hepatico, y en
consecuencia, esta fuertemente relacionado con el sobrepeso, la obesidad y la
resistencia a la insulina [83]. La EHGNA se acompafia de un amplio espectro de sintomas
clinicos y manifestaciones patoldgicas apenas distinguibles de las observadas en
pacientes alcohdlicos [83]. En la Figura 6 se ilustra la progresion de la EHGNA, si no se
trata adecuadamente, puede progresar a EHNA vy cirrosis o incluso carcinoma hepatico

[84].

EHGNA

+—>

Higado normal\ ’_’ '_>
EHNA

Cirrosis Carcinoma hepatico

Figura 6. Representacidn esquematica de la progresién del higado graso no alcohélico (EHGNA).
EHNA: esteatohepatitis no alcohdlica. Modificada de Sureda et al [85].

La acumulacion de triglicéridos en el higado puede deberse a varias causas, entre ellas
se puede destacar un aumento de los acidos grasos libres circulantes desde el tejido
adiposo debido a la lipélisis, un aumento de los acidos grasos de la dieta, una lipogénesis

hepatica elevada, una reduccién de exportacion de VLDL y una disminucién de la -
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oxidacion [86]. La acumulacion de acidos grasos en el higado provoca algunos cambios
en la histologia general del higado y en los hepatocitos, que incluyen hinchamiento de
los hepatocitos y procesos apoptéticos, el aumento del aspartato aminotransferasa
(AST), depdsito de coldgeno y fibrosis hepatica [87]. Todos estos cambios en el higado y
en los hepatocitos causan lipotoxicidad celular, aumentando el estrés oxidativo
asociado con la disfuncion mitocondrial, liberandose citoquinas proinflamatorias y

provocando la infiltracion y activacion de células inmunitarias [86].

Se ha evidenciado que la resistencia a la insulina juega un papel central en la progresién
de la EHGNA [88]. La funcién principal de la insulina, en una situacién no patoldgica, es
la regulacion en el higado de numerosas funciones celulares como el crecimiento celular,
la estimulacion de la captacion y el almacenamiento de glucosa y la modulacién del
equilibrio energético y la expresién génica. Asi, la insulina modula el metabolismo de los
lipidos, promueve la lipogénesis, inhibe la oxidacién de los acidos grasos, aumenta la
captacién de acidos grasos y la secrecidon de VLDL. En cambio, cuando los tejidos se
vuelven resistentes a la accidn de la insulina, la lipdlisis de los triglicéridos aumentay la
degradacion de estos triglicéridos provoca un aumento de los dacidos grasos no
esterificados en plasma, lo que a su vez, provoca un aumento de la acumulacién de

acidos grasos en el higado [89].

3.2 EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia de EHGNA ha aumentado de forma progresiva en los ultimos veinte afios
[90]. Algunos estudios muestran que aproximadamente el 20-30% de la poblacién
general padece EHGNA, siendo este porcentaje menor en los paises asiaticos donde la
prevalencia de esta patologia ronda el 15% de la poblacion. Se ha observado que la
EHGNA afecta a todos los rangos de edad, desde nifios hasta ancianos. En nifos la
prevalencia es menor que en adultos y ronda el 3%, siendo este porcentaje mayor (22.5-
52,8%) en el caso de los nifios obesos [91,92]. Se ha observado que el 30% de los
pacientes con esteatosis simple progresan a EHNA, y alrededor del 20-25% de estos
pacientes con EHNA desarrollan cirrosis, y de éstos, el 30-40% de los pacientes con

cirrosis mueren por causes relacionadas con el higado en 10 aiios [93].
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Entre el 2016 y el 2030, se espera un crecimiento modesto en el total de casos de EHGNA
sila obesidad y la DMT2 se estabilizan en el futuro. Sin embargo, la prevalencia de EHNA
se prevé que aumentara entre un 15% y un 56%, mientras que la enfermedad hepatica
avanzada y la mortalidad hepatica se duplicaran como resultado del aumento de la
poblacién y del envejecimiento [94]. Los resultados de este analisis demuestran una
gran carga de enfermedades asociadas al EHGNA y EHNA, junto con la pandemia
mundial de la obesidad. La OMS ha pedido esfuerzos para detener el aumento de la
obesidad y la diabetes a nivel mundial, para perseguir un desarrollo sostenible, y una
reduccién en un tercio de la mortalidad prematura por enfermedades no transmisibles

para el 2030 mediante la prevencion y el tratamiento [94].

3.3 ETIOLOGIA

La EHGNA, como se ha dicho anteriormente, no estd directamente asociada con la edad,
ya que puede afectar a personas mas jovenes de 40 afos [95]. Esta enfermedad podria
ser un factor de riesgo adicional de enfermedad cardiovascular, enfermedad renal
cronico, endocrinopatias (incluida la DMT2 y la disfuncion del tejido adiposo) y
osteoporosis [96—99]. La EHGNA es una enfermedad sin signos o sintomas bien
definidos, y éstos incluyen un higado agrandado o hepatomegalia, fatiga crénica, dolor
en la parte superior derecha del abdomen y un ligero aumento en las transaminasas

circulantes [100].

Aunque cldsicamente, los factores de riesgo asociados al EHGNA eran mujeres, edad
avanzada, DMT2 , obesidad, hiperlipidemia e hipertransaminasemia [101,102], se han
detectado otros factores de riesgo asociados con la EHGNA que se describen en la

Tabla 4.
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Tabla 4: Factores de riesgo asociados con la EHGNA. Modificada de Sureda et al. [85]

Resistencia a la insulina

Obesidad

Dislipemia

Hipertension

Diabetes Mellitus tipo 2
Estilo de vida sedentario

Farmacos

Estrégenos

Corticosteroides

Acido valproico

Medicamentos antirretrovirales
Aminodarona

Metotrexato

Tamoxifeno

Enfermedades metabdlicas

Enfermedad de Wilson
Hipobetalipoproteinemia
Abetalipoprotenemia
Lipodistrofias

Sindrome de Weber-Christian
Enfermedad de Andersen

Infecciones

Infeccidn crdnica por virus de la hepatitis C
Virus de inmunodeficiencia humana
Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

Alteraciones de la anatomia del intestino

Cirugia para la obesidad
Reseccidn pancreatico duodenal
Intestino corto

Asociaciones emergentes

Apnea obstructiva del suefio
Sindrome de Ovario poliquistico
Hipogonadismo
Hipopituitarismo
Hipotiroidismo

Otras causas

Rapida pérdida de peso
Exceso de carbohidratos

3.4 DIAGNOSTICO

Hoy en dia, el método mas efectivo para diagnosticar EHGNA es a través de una biopsia
de higado, pero como es una enfermedad que aparece a largo plazo y la biopsia es un

método invasivo, es complejo seguir a grandes grupos de personas a través de biopsias

seriadas [103].

Otros métodos de diagndstico incluyen una ecografia completa, que generalmente es la

primera prueba cuando se sospecha una enfermedad hepatica, la RMN, que permite un
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buen diagndstico y la elastografia, que es una forma mejorada de ultrasonido para medir

la rigidez del higado indicativo de fibrosis o cicatrizacion [104].

Por lo tanto, muchas personas que padecen EHGNA no son diagnosticadas hasta que la
enfermedad ha progresado a una etapa mas grave y avanzada. De hecho, en un nimero
significativo de casos, el diagndstico se realiza cuando ya existe una enfermedad
hepatica grave o cirrosis y el paciente puede requerir un trasplante de higado [105].
Alrededor del 20-25% de los adultos con EHGNA desarrollan cirrosis a los 10 afios y el
11,3% de los pacientes cirréticos con EHGNA desarrollan carcinoma hepatocelular a los

5 afios [106].

3.5 ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

Hasta la fecha, no existen tratamientos farmacolégicos efectivos contra EHGNA, por lo
gue los enfoques terapéuticos para luchar contra esta enfermedad son bdsicamente
dietéticos y de modificaciones en el estilo de vida [106]. Los tratamientos
farmacolégicos hasta ahora recomendados por /la American Association for the Sutdy of
Liver Diseases (AASLD) son vitamina E y pioglitazona en los pacientes con EHNA, pero no
estan exentos de efectos adversos [107]. Frente a ello, los tratamientos no
farmacoldgicos se centran en el ejercicio y las intervenciones nutricionales son la
primera linea de terapia, que tienen como objetivo principal controlar el peso corporal,

el sindrome metabdlico y los factores de riesgo cardiometabdlicos [108].
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4 ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo hace referencia a un estado fisiolégico en el que se ha producido un
desequilibrio entre la produccidon de especies reactivas, principalmente de oxigeno
(ROS) y de nitrogeno (RNOS), y la capacidad del cuerpo para contrarrestar sus niveles y
sus efectos dafiinos asociados [109]. Esta situacién se origina por una excesiva
produccidn de agentes oxidantes por encima de los valores fisiolégicos normales o por
una disminucion en la capacidad de los sistemas antioxidantes para detoxificarlos [109].
Este cambio en el equilibrio entre los agentes oxidantes y antioxidantes a favor de los
oxidantes se denomina Estrés Oxidativo. La regulacién del estado reductor y oxidante
(REDOX) es fundamental para la viabilidad, activacién, proliferaciéon y funcion de las
células y organos [109]. Los antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos generalmente
son efectivos para mitigar los efectos daiiinos de los radicales libres. El estrés oxidativo
provoca niveles intracelulares elevados de ROS que pueden causar dafio oxidativo a

lipidos, proteinas y ADN vy, si no se revierte, puede incluso causar muerte celular [110].

4.1 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Cada atomo de oxigeno tiene un electrén no apareado en su capa de valencia exteriory
el oxigeno molecular tiene dos electrones no apareados. Por tanto, el oxigeno atémico
es un radical libre y el oxigeno molecular es un bi-radical (libre). La reduccion de oxigeno
por la cadena de transporte de electrones mitocondrial, para producir agua, se
considera un proceso relativamente seguro, sin embargo, la reduccion del oxigeno

puede generar intermedios reactivos [111].

Las células, en condiciones normales, metabolizan la mayor parte del oxigeno hasta
agua, sin formacion de intermediarios. Sin embargo, un pequeno porcentaje genera
especies reactivas en condiciones normales, derivado de la adiccion sucesiva de
electrones al oxigeno molecular. A continuacién, en la figura 7 se representa un
esquema general de la produccion de las ROS. El oxigeno molecular capta un electrén,
el cual proviene de la cadena respiratoria mitocondrial [112], generando el anién
superoxido (Oz--), el cual es el radical mds abundante y comun a nivel celular. El Oz:-y la
adicion de otro electréon provoca la dismutacién del anién superdxido, de forma

espontdnea o catalizada por la enzima superdéxido dismutasa (SOD), generando la
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aparicién de peréxido de hidrogeno (H202) [113]. En presencia de metales de transicion,
como el hierro o el cobre, la reactividad el H,0; aumenta, generdndose el radical

hidroxilo (OH-), altamente reactivo.

- Fe?* Fe3*
e U :
0, ——— 0, —— H,0, U% OH- S —+ H,0
SOD )
OH

Figura 7: Representacién esquematica de las reacciones de generacién de los tres principales
radicales libres de oxigeno: el ion superdxido (O;:-), el perdxido de hidrégeno (H.0,) y el radical
hidroxilo (OH-). Elaboracién propia.

4.2 EFECTOS DE LAS ESPECIES REACTIVAS

La sobreproducciéon de ROS puede iniciar procesos de peroxidacién de lipidos dafando
tanto la estructura como la funcién de la membrana, y puede ser responsable de la
oxidacion de proteinas clave para el metabolismo y la funcién celular, causando la
oxidacion de acidos nucleicos [114,115]. Todas estas acciones pueden desencadenar
procesos apoptéticos al afectar los mecanismo implicados en la regulacién del ciclo de

vida celular [116,117].

OXIDACION DE BIOMOLECULAS POR ESPECIAS REACTIVAS

- Peroxidacion lipidica. El proceso de peroxidacion lipidica consiste en el ataque
de radicales libres, especialmente por el OH:, a los dcidos grasos poliinsaturados
(PUFAS), presentes en las membranas celulares, especialmente el acido
araquiddnico [118]. Los radicales lipidicos intermediarios son muy inestables y
rdpidamente reaccionan con otros compuestos, por este motivo para la
determinacion de la peroxidacion lipidica se suele hacer a través de los
productos finales de reaccion, como el MDA, 4-hidroxinonenal y cetoaldehidos
[119]. El proceso de peroxidacion lipidica puede daiiar las proteinas de la propia
membrana, alterando la permeabilidad y transferencia de metabolitos a través
de las membranas.

- Oxidacion de proteinas. Las proteinas son importantes dianas para los radicales

libres debido a su compleja estructura y su elevado numero de grupos
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funcionales oxidables. La oxidacion de las proteinas se puede medir
determinando los niveles de carbonilos generados en la oxidacién catalizada por
metales, en la que se forman grupos carbonilo en las cadenas laterales. Las
proteinas altamente carboniladas ejercen un impacto severo sobre la
maquinaria celular, ya que tienden a acumularse en forma de agregados de
elevado peso molecular resistentes a la degradacién [120]. Esta oxidacién
produce la alteracién de su configuracién espacial con la consiguiente
modificacion de su funcién, induciendo una mayor susceptibilidad a sufrir
protedlisis.

- Oxidacion de ADN. Los radicales, especialmente el OH-, se puede fijar con avidez
alas bases del ADN, alterado su estructura provocando la rotura de las bases por
hidroxilacion. Estas lesiones en las bases del ADN, parece ser que se van
acumulando con la edad y pasan a formar parte del envejecimiento del ser
humano [121]. El producto mds comun de la oxidacién del ADN es la 8-hidroxi-
7,8-dihidro-2,-deoxiguanosina (8-OHdG), el cual se ha asociado con el desarrollo
del cancer y se ha demostrado que es un buen factor de pronéstico por todas las
causas relacionadas con enfermedades cardiovasculares en pacientes con DMT2
[122]. Los niveles de 8-oxo-7m8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8-oxodG) se han
investigado como prototipo de oxidacidon del ADN. Mientras que, el 8-oxo-7,8-

dihydroguanosina (8-oxoGuo) proviene de la oxidacion del ARN [123—-125].

ESPECIES REACTIVAS COMO MENSAJEROS CELULARES

Las ROS han dejado de verse Unicamente como causantes de oxidacién de biomoléculas
e inductoras de inactivacion y disfunciones moleculares. Durante los ultimos afios, se ha
descrito que las ROS son un componente imprescindible en numerosas funciones
fisioldgicas, como se puede destacar la regulacion de las funciones controladas por
concentracién de oxigeno, regulacion del tono vascular, la modulacién de la respuesta
antioxidante y la potenciacion de la transduccidn de sefales a partir de receptores de
membrana [126—129]. Las ROS pueden actuar a través de un nimero importante de vias
de transduccion de sefales y factores de transcripcidn, interaccionando con elementos
sefializadores como tirosina quinasas, calcio, tirosina fosfatasas y fosfolipasas. Estas

interacciones de las ROS con las proteinas quinasas y fosfatasas son de vital importancia
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en los procesos reguladores porque las cascadas de fosforilacidon estdn implicadas en
numerosos mecanismos de transmision de sefiales extracelulares desde la membrana
plasmatica hasta el nucleo. Entre las vias de regulacién destaca las vias de las proteinas
guinasas activadas por mitégenos (MAPK), del factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas (NFk[), del factor nuclear (derivado de eritroide
2) similar al 2 (Nrf2), etc. Ademas, se han descrito una serie de agentes quimicos que
pueden servir de moléculas sefializadoras en respuesta al estrés oxidativo, el mas
importante parece ser el H,O, por varios motivos: es relativamente estable, es un
oxidante capaz de oxidar diferentes grupos quimicos (sulfidrilos, hidroxilos, sulféxidos,
etc.), se produce constantemente en la cadena respiratoria y es una molécula capaz de

atravesar algunas membranas bioldgicas, pero no todas [130].

4.3 MECANISMOS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

El sistema de defensa antioxidante del que dispone el organismo, compuesto por
mecanismos enddgenos, que pueden ser enzimaticos y no enzimaticos, tiene la funcion

de evitar o neutralizar los efectos que causan un exceso de especies reactivas [131].

Dentro de los mecanismos endégenos destacan las enzimas antioxidantes catalasa
(CAT), glutation peroxidasa (GPx), SOD y glutation reductasa (GRd) [132]. La catalasa,
enzima homotetrameto ampliamente distribuido por toda la célula, cataliza la
descomposicion del H,0; a H;0, utilizando el hierro como cofactor, unido al centro
activo de la enzima como parte de un grupo hemo, sin necesitar otro sustrato para llevar
a cabo la reaccién [133]. La CAT posee menor afinidad por la H,02 que la GPX a bajas
concentraciones, aunque comparte sustrato con la GPx [134]. La GPx es una enzima
tetramérica que, al igual que la CAT, cataliza la reaccién de H.0; a H.0, aunque también
cataliza los hidroperéxidos (ROOH) a alcoholes (ROH). En este caso, el glutation reducido
(GSH) actua como donador de electrones, siendo oxidado a disulfuro de glutatién (GSSG
o glutation oxidado) [135,136]. La GPx se han descrito como defensa antioxidante, ya
que presenta cinco isoformas diferentes que catalizan la misma reaccion, pero difieren
en la especificidad de sustrato, es decir, que pueden reaccionar con diferentes
hidroperdxidos y también se puede localizar en diferentes lugares de la célula: citosol,

mitocondria, etc. La célula dispone de un mecanismo de regeneracion de GSH a partir
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de GSSG, debido a que la disponibilidad de GSH debe ser constante para su correcta
funcion. La SOD constituye el primer escudo frente al O,:-, como se ha descrito
anteriormente, su funcién es la dismutacion de este radical a H,02 y oxigeno. La SOD
presenta tres isoformas en los mamiferos, la superéxido dismutasa de manganeso
(MnSOD), localizada en la matriz mitocondrial y requiere de manganeso, la cobre-zinc-
superoxido dismutasa (CuZnSOD), localizada en el citoplasma y el espacio
intermembrana de la mitocondria, precisa de cobre-zinc como cofactor, y la superéxido
dismutasa extracelular (ecSOD), que se encuentra en el espacio extracelular y también
requiere cobre-zinc [137]. La GRd es la flavoenzima que cataliza la reduccién de GSSG a
GSH, utilizando el nicotinamida adeninda dinucleétido fosfato (NADPH) como cofactor

[138].

Dentro de los mecanismos enddgenos también estan presentes las defensas
antioxidantes no enzimaticas, como el glutatién y la tioredoxina. El glutatidon es un
tripéptido ampliamente distribuido en el organismo con multiples funciones de defensa
antioxidante celular como el mantenimiento del equilibrio REDOX, la reduccion del
estrés oxidativo, la mejora de la desintoxicaciéon metabdlica y la regulacién de la funcién
del sistema inmunitario [139]. La tioredoxina es una proteina que forma parte del
sistema antioxidante clave en la defensa contra el estrés oxidativo a través de su
actividad para catalizar la reduccién de puentes disulfuro de proteinas, regulando el esto
REDOX de las proteinas de grupos tioles para eliminar las ROS y RNOS con una velocidad

rdpida de reaccion [140].

Ademas, existen mecanismos de defensa antioxidante exdgenos como vitaminas y
polifenoles. Entre las vitaminas destacan las vitaminas E y C. La vitamina E es un
antioxidante liposoluble que protege las estructuras de membrana, sobretodo los
PUFAS, modula la transduccidn de sefiales y evita la acumulacién excesiva de ROS y RNS
[141]. La vitamina E reacciona principalmente con radicales peroxilo deteniendo asi las
reacciones de autooxidacion lipidica, formandose un radical de tocoferol que debe ser
reciclado por otros antioxidantes tales como la vitamina C o el glutatién [142]. La
vitamina C o 4cido ascorbico es una vitamina hidrosoluble que protege el cuerpo contra
el dafo causado por radicales libres y que actia como agente reductor necesario para

la sintesis de fibras de colageno a través de la hidroxilacion de prolina y lisina [143]. Los
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polifenoles son los antioxidantes mas abundantes presentes de forma natural en el reino
vegetal con gran potencial antioxidante impidiendo la generacion de mas ROS vy las
reacciones de peroxidacion lipidica [144]. Ademas, algunos polifenoles pueden quelar
iones metdlicos evitando asi la formacién de las ROS producidas por la reaccién de

Fenton [145].

4.4 RELACION ENTRE ESPECIES REACTIVAS Y SINDROME METABOLICO

El SMet se caracteriza por un aumento del estrés oxidativo y la inflamacién. Aunque la
patologia del SMet es muy compleja y aun no se ha descrito por completo, se ha
sugerido que un desequilibrio entre los agentes oxidantes y antioxidantes puede
desempefiiar un papel importante en su desarrollo [146]. Varios estudios han observado
gue los pacientes con SMet tienen menor actividad enzimatica antioxidante en plasma
y mayores niveles de marcadores de dafio oxidativo, principalmente peroxidacion
lipidica, en comparacion con pacientes sanos, lo que puede contribuir a provocar una
situacién de estrés oxidativo [147,148]. Este aumento del estrés oxidativo puede
contribuir al SMet, favoreciendo la aparicion de la inflamacién, trombosis y
aterosclerosis, alterando la funcién vascular y conduciendo a una enfermedad vascular

[148,149].

El estrés oxidativo es una caracteristica importante involucrada en la patogenia de la
EHGNA. Dado que el higado tiene una capacidad limitada para la acumulacién de
triglicéridos, la deposicién de lipidos en condiciones de sobrealimentacién, como en el
caso de EHGNA, determina la acumulacién de altos niveles de dcidos grasos,
generalmente saturados, que se asocian con disfuncién celular y lipotoxicidad [150]. La
lipotoxicidad es la toxicidad celular que se observa cuando hay una acumulacion de
grasa anormal [151], en el caso de EHGNA la lipotoxicidad tiene lugar en los hepatocitos
[86]. De hecho, el exceso de acidos grasos induce altas tasas de oxidacion, aumentando
la produccidon de ROS en la cadena respiratoria mitocondrial, que puede causar dafio

celular y estrés oxidativo [152].

El estrés oxidativo en la obesidad puede ser causado por hiperglucemia, inflamacion

cronica, disfuncién endotelial, deficiencias de vitaminas y minerales, funcién

27



Margalida Monserrat Mesquida — Tesis Doctoral

mitocondrial alterada, niveles altos de lipidos tisulares, actividad para soportar un peso

excesivo y tipo de dieta [153].

5. REPUESTA INFLAMATORIA

La respuesta inflamatoria es un proceso tisular formado por fendmenos moleculares,

celulares y vasculares con la finalidad de defensa ante agresiones fisicas, quimicas o

bioldgicas [154]. La respuesta inflamatoria esta caracterizada por una migracién de las

células inmunitarias hacia el foco inflamatorio, provocando una dilatacion de los vasos

sanguineos cercanos a este foco inflamatorio y un incremento de la permeabilidad de

los vasos sanguineos cercanos al lugar de inflamacién con el objetivo de facilitar la

llegada de las células inmunitarias [155].

El objetivo de la respuesta inflamatoria es permitir que el organismo pueda recuperar

las condiciones normales, eliminando o inhibiendo al agente causante de la infeccién o

dafio celular, restaurando la funcionalidad del tejido u 6rgano afectado [156].

La respuesta inflamatoria se divide en cinco etapas:
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1)

2)

3)

Liberacion de mediadores: La presencia de determinados estimulos conduce a
la liberacién o sintesis de los mediadores, los cuales son péptidos, proteinas o
lipidos sencillos, moléculas con estructura muy sencilla. Entre estos mediadores
destacan citoquinas pro-inflamatorias, heparina, aminas (histamina o
serotonina), el éxido nitrico y enzimas proteoliticas. Un segundo grupo
importante de mediadores de inflamacion son las sustancias sintetizadas a partir
del acido araquiddnico que determina la produccién de prostaglandinas vy
tromboxanos.

Efecto de los mediadores: Estos mediadores producen alteraciones vasculares,
asi como la liberacién de factores quimiotacticos, una vez liberados al torrente
sanguineo, favoreciendo la llegada de moléculas y células inmunitarias al foco
inflamatorio [157].

Llegada de las moléculas y de las células inmunitarias al foco inflamatorio: Los
mediadores liberados como consecuencia de un agente adverso produciran dos

efectos consecutivos. En la fase inicial, se producirdn toda una serie de
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alteraciones a nivel vascular que produciran la transvasacion de los mediadores
desde el torrente sanguineo al foco inflamatorio (produciendo un edema). En la
segunda fase, las alteraciones vasculares y efectos quimiotacticos, facilitaran la
llegada de las células inmunitarias como los baséfilos, neutrdfilos, macréfagos,
linfocitos y eosindfilos, procedentes de la sangre y de los tejidos circundantes al
foco inflamatorio.

4) Regulacion de la respuesta inflamatoria: La respuesta inflamatoria esta
asociada con una serie de mecanismos inhibidores que finalizan o equilibran el
proceso. La respuesta inflamatoria puede resolverse mediante la sintesis de
moléculas lipidicas (resolvinas, tromboxanos, leucotrienos) a partir de los acidos
grasos poliinsaturados omega 3 de los fosfolipidos de membrana, los cuales son
responsables de la resolucién de la inflamacién [157].

5) Reparacidn: Los procesos de reparacion de los tejidos dafiados por agentes
agresores o por la inflamacién, conllevan la llegada a la zona de fibroblastos y la

proliferacién de células epiteliales y de vasos dentro de la herida [154].

La respuesta inflamatoria puede clasificarse en aguda e crénica, dependiendo de su

duracion

5.1 LA RESPUESTA INFLAMATORIA AGUDA

La respuesta inflamatoria aguda esta provocada por una infeccién o dafio tisular que
conduce a una liberacion de leucocitos y neutrdfilos al foco de inflamacion [154]. Esta
respuesta estd caracterizada para las infecciones, las cuales activan los receptores del
sistema inmune innato como los Toll like receptors (TLR). Esta respuesta se lleva a cabo
por los macrofagos presentes en el tejido dafiado y los mastocitos, ambos tipos celulares
liberan productos inflamatorios como citoquinas, eicosanoides, aminas vasoactivas y

proteinas de fase aguda [156].

Los mediadores liberados por los macréfagos y los mastocitos tendran efectos
quimiotacticos favoreciendo una llegada masiva de leucocitos y neutrdéfilos. Los
neutrdfilos se activan al llegar al foco de la inflamacidn, ya sea por contacto con los
patdégenos o por las citoquinas liberadas por los macréfagos del tejido dafiado. Los

neutrdfilos, una vez activados, secretan proteasas, enzimas prooxidantes (como la
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mieloperoxidasa (MPO) y la NADPH oxidasa) y especias reactivas de oxigeno y nitrégeno

[158].

Los mediadores que se liberan como consecuencia de la respuesta inflamatoria aguda
se agrupan en siete categorias en funcion de las propiedades bioquimicas: mediadores
lipidicos, citoquinas, quimioquinas, péptidos vasoactivos, aminas vasoactivas,

fragmentos del sistema del complemento y enzimas proteoliticas [159].

La respuesta inflamatoria aguda mas habitual es la que finaliza con una resolucion
completa de ésta, regenerando el tejido y recuperando la funcionalidad de la zona
afectada. Aunque no siempre es posible esta resolucion completa y, puede que en
algunos casos se forme un absceso o en otros se cura el tejido dafado con tejido
conjuntivo cicatrizandose. Por otra parte, en el caso de que no se pueda resolver la
inflamacion ni reparar el tejido, la respuesta inflamatoria aguda evoluciona hacia una

respuesta inflamatoria crénica [160].

5.2 LA RESPUESTA INFLAMATORIA CRONICA

La respuesta inflamatoria crénica se induce cuando los mecanismos inflamatorios
agudos no logran eliminar la lesion tisular [161] y puede conducir a una serie de
enfermedades, como enfermedades cardiovasculares, aterosclerosis, DMT2, artritis
reumatoide y cdnceres [162]. Las principales caracteristicas de la respuesta inflamatoria
cronica son la presencia de elevadas concentraciones circulantes de medidores
proinflamatorios (factor de necrosis tumoral oo (TNFa), interleucina 6 (IL-6), interleucina
1B (IL-1B), proteina C reactiva (PCR)) y la infiltracion de macréfagos y linfocitos T
citotdxicos en los tejidos. Cabe destacar que se diferencia de la respuesta inflamatoria
aguda porque en ésta los neutrofilos son el primer tipo celular infiltrado [163]. La
respuesta inflamatoria crénica puede estar asociadas a patologias como Ia
esteatohepatitis, la cual aparece con la progresion de la EHGNA si ésta se prolonga en el

tiempo y no se trata adecuadamente [84].
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5.3 RESOLUCION DE LA INFLAMACION

Para prevenir la progresién de una inflamacidon aguda a una inflamaciéon crénica
persistente, la respuesta inflamatoria debe finalizarse para evitar un dano tisular
adicional. La resolucion de la inflamacién es un proceso bien gestionado que implica la
produccion de mediadores controlada. Estos mediadores de pro-resolucion
especializados son las resolvinas, protectinas y maresinas, los cuales son metabolitos
bioactivos que estimulan respuestas innatas autolimitadas, mejoran la destruccién y

eliminacién microbiana innata y protegen los érganos [164].

Los leucocitos circulantes finalmente ya no detectan los gradientes de quimiocinas y no
son reclutados hacia los sititos de la lesidn. La desregulacion de este proceso puede

conducir a una inflamacion crénica incontrolada [165].

Los procesos de resolucion de la inflamacidn que permiten recuperar la homeostasis
tisular incluyen: la reduccion o el cese de la infiltracion tisular por neutréfilos gastados,
contrarregulacion de quimiocinas y citocinas, transformacion de macroéfagos de células
clasicamente activadas a células activadas alternativamente e inicio de la curacién

[166,167].

5.4 MEDIADORES DE INFLAMACION

CITOQUINAS
La respuesta inflamatoria estd mediada por un numeroso grupo de citoquinas, factores
solubles secretados por las células inmunitarias y por los tejidos afectados. Las

principales citoquinas determinadas en la presente Tesis Doctoral son:

e El TNFa, sintetizado por macréfagos, monocitos, mastocitos, células Natural
Killers (NK) y linfocitos T. El TNFa., es capaz de inducir la sintesis de proteinas de
fase aguda por parte del higado y estimular la sintesis de IL-6, asi como inducir
la apoptosis [168]. Ademas, el TNFa es una citocina producida de forma crénica
en el tejido adiposo, sus niveles se correlacionan con el grado de adiposidad y la
resistencia a la insulina asociada a la obesidad [169].

e La IL-6, es producida de forma aguda principalmente por los fagocitos

mononucleares, los linfocitos Ty por las células musculares tras la realizacién de
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un ejercicio agudo [170]. La IL-6 actua como factor de crecimiento para los
linfocitos B e induce su maduracidon. Ademas, la IL-6 tiene funciones anti-
inflamatorias ya que induce la sintesis de interleucina 2 (IL-2) y de interleucina
10 (IL-10), y es capaz de inhibir la produccion de TNFa, [171].

La Irisina, secretada por las células musculares después del ejercicio. Es un buen
marcador de resistencia a la insulina y enfermedad metabdlica, ya que ayuda a
controlar la obesidad y mejora la homeostasis de la glucosa al actuar sobre las
células del tejido adiposo blanco y aumenta el consumo total de energia [172].
En el tejido adiposo blanco seria causante de niveles elevados de irisina en
personas obesas y con enfermedades metabdlicas como la DMT2, enfermedad
cerebrovascular (ECV) y EHGNA [173].

La IL-1B, es sintetizada principalmente por los fagocitos mononucleares,
fibroblastos y linfocitos T y B. Sus funciones principales son las de estimular la
proliferacién de linfocitos Ty provocar liberacién de histamina de los mastocitos
[168].

La proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) tiene un papel vital en el
proceso de inflamacion, donde atrae o mejora la expresion de otros factores y
células inflamatorias. Conduce al avance de muchos trastornos a través del
mecanismo principal de migracién e infiltracion de células inflamatorias como

monocitos/macréfagos y otras citoquinas hacia el sitio de inflamacion [174].

OTROS INDICADORES DE INFLAMACION

A parte de estas citoquinas, también se han determinado otros factores relacionados

con la inflamacion, que se describen a continuacion:
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La MPO es una peroxidasa que contiene el grupo hemo expresada
principalmente en neutrdfilos que se libera durante el proceso de
desgranulacién, en presencia de un proceso inflamatorio [175]. Se ha
demostrado que la MPO es un mediador local del dafio tisular y la inflamacion
resultante en diversas enfermedades inflamatorias. Concretamente, es un
biomarcador de estado pro-inflamatorio, puede ser un buen biomarcador no

invasivo para distinguir la EHNA de la esteatosis simple [176,177].
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La XOD es una enzima mayoritariamente hepatica que cataliza la oxidacién de
hipoxantina a xantina y de esta a acido urico que se libera a la circulacién cuando
se produce dafio hepatico y puede considerarse un marcador de estado pro-
inflamatorio [178].

La Resolvina D1 es un mediador lipidico implicado en la restauracién de la
funcidn celular normal tras la inflamacidn después de una lesidn tisular, como la
obesidad o la EHGNA. Los niveles de resolvina pueden estar relacionados con
una pérdida de la capacidad de respuesta a la inflamacién crénica subclinica, lo
gue favoreceria la progresion de EHGNA [179].

La citoqueratina 18 (CK-18) es una proteina de filamento intermedio
inflamatorio de los hepatocitos, se libera a la circulacidon cuando se produce dafio
en los hepatocitos, lo que la convierte en un biomarcador de la progresion de la
EHGNA y dafio hepatico [180].

El factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21) es una proteina hepatoquina
presente en los hepatocitos que participa en la regulacion de numerosas vias
metabdlicas que gobiernan los niveles de glucosa y lipidos. Se ha sefialado que
el nivel de FGF21 en suero es un buen biomarcador para el diagndstico de EHGNA
y se asocia con inflamacioén, dafio hepatico y fibrosis [181].

La PCR es una proteina inflamatoria aguda que aumenta con la presencia de
inflamacion o infeccidon. La PCR se sintetiza principalmente en los hepatocitos
hepaticos, pero también en las células del musculo liso, los macréfagos, las
células endoteliales, los linfocitos y los adipocitos. La PCR juega un papel
importante en los procesos inflamatorios y las respuestas frente a una infeccion,

incluida la produccién de citoquinas, en particular de la IL-6 y el TNFa [182].
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5.5 RELACION ENTRE INFLAMACION Y SINDROME METABOLICO

Estudios anteriores han revelado una estrecha relacidn entre la obesidad y la activacion
del sistema inmunoldgico [183,184]. En este sentido, la obesidad estd relacionada con
un estado de inflamacion crénica de bajo grado o subclinica, que a su vez, puede ser un
papel causal en la generacién de resistencia a la insulina, secrecion defectuosa de

insulina y alteracidn de otros aspectos de la homeostasis energética [184].

El mecanismo central subyacente a la fisiopatologia de la resistencia a la insulina y el
SMet es un estado crénico de inflamacion [185,186]. El principal factor de riesgo
responsable de la resistencia a la insulina y el vinculo fisiopatoldgico con el SMet es la
adiposidad visceral, que esta relacionada con una dieta con alto contenido de grasas
saturas, exceso de calorias y contenido de glucosa e inactividad fisica [187]. La
produccidn de adipocitocinas que incluyen adiponectina, irisina, MCP-1, TNFa., IL-6 se
encuentran desreguladas en el SMet debido a la situacidn de estrés oxidativo [188,189].
Ademads, los marcadores inflamatorios que permiten el seguimiento de la obesidad y el
SMet incluyen la produccién de citocinas proinflamatorias como TNFa, IL-13 e IL-6, que
se producen principalmente por la infiltracion de macréfagos inducida por la obesidad
en el tejido adiposo [190]. Estos marcadores proinflamatorios se correlacionan

positivamente con la resistencia a la insulina y las caracteristicas del SMet [191].

Estudios han demostrado que las células mononucleares de sangre periférica (peripheral
blood mononuclear cells, PBMCs) de sujetos con obesidad en etapa 2 producen
significativamente menos IL-2 (necesaria para la generacion de respuesta de linfocitos
T) después de la estimulacién con fitohemaglutinina que las PBMCs de sujetos no obesos
[192]. Ademads, se ha observado un aumento de la produccién de IL-6 y TNF-a en
monocitos humanos incubado con glucosa [193] y, ademas, la glucosa redujo la
produccion de IL-2, IL-6 e IL-10 en PBMCs vy, simultdaneamente, inhibid la proliferacion

celular [194].
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1.HIPOTESIS

A partir de los antecedentes y el estado actual sobre el tema, se plantea la siguiente
hipdtesis: Puesto que las personas con sobrepeso o con un grado avanzado de EHGNA
tendrdn un mayor grado de estrés oxidativo y un estado proinflamatorio que las
personas con normopeso, es necesaria una intervencion intensiva sobre el estilo de vida
dirigida a la pérdida de peso y siguiendo el patrén de Dieta Mediterranea (MedDiet)
tradicional, como aproximacion sostenible y eficaz a largo plazo para la prevencidn de
la DMT2 y el EHGNA en personas con SMet y obesidad. En estos pacientes disminuira el
estado pro-inflamatorio asociado a la obesidad y el estrés oxidativo a consecuencia de

dicha intervencion.

2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta tesis es poner de manifiesto el estado prooxidante y
proinflamatorio en pacientes con SMet y EHGNA y evaluar los efectos sobre los
marcadores de inflamacidn y estrés oxidativo de una intervencidn nutricional basada en
la MedDiet dirigida a la prevencién y reversion de las comorbilidades asociadas a la

obesidad y el sobrepeso.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

El objetivo general se divide en su vez en los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar el estrés oxidativo y los marcadores inflamatorios en plasma y PBMCs en
adultos con SMet y sin SMet.

2. Identificar los biomarcadores plasmaticos de dafio hepatico, estrés oxidativo e
inflamacion que faciliten un diagndstico precoz de la enfermedad y controlen su
progresion.

3. Determinar el grado de estrés oxidativo y los biomarcadores inflamatorios en

plasma y PBMCs de adultos con normopeso, sobrepeso y obesidad.
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4. Analizar la relacién entre la mejora del contenido de grasa intrahepdtica en
pacientes con EHGNA y sindrome metabdlico y biomarcadores de estrés
oxidativo e inflamacion después de 6 meses de intervencion en el estilo de vida.

5. Evaluar la asociacién entre cambios en los biomarcadores de estrés oxidativo e
inflamacion y cambios de intervencidon en el estilo de vida tras 2 afios de
seguimiento en adultos espafioles de mediana edad y mayores con alto riesgo

de ECV.
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1. EL ESTUDIO PREDIMED-PLUS

1.1 DISENO Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO PREDIMED-PLUS

Una parte de la investigacion de la presente Tesis Doctoral se ha realizado en el marco
del estudio PREDIMED-Plus. Este estudio surgi6 como una continuacién de los
resultados obtenidos en el estudio PREDIMED (PREvencidn con Dieta Mediterranea) un
ensayo clinico nutricional para la prevencidon primaria de las ECV basado en una
intervencion nutricional [195]. El estudio PREDIMED-Plus es un ensayo clinico
aleatorizado, multicéntrico y de grupos paralelos. La intervencion se mantendra durante
6 afos, con un seguimiento medio de 8 anos para eventos clinicos. Actualmente, esta
en curso desde el afio 2014, y en él participan 23 nodos repartidos por toda la geografia
nacional, que incluyen las siguientes comunidades autéonomas: Andalucia, Castilla y
Ledn, Cataluia, Comunidad Foral de Navarra, Comunidad Valenciana, Comunidad de

Madrid, Islas Baleares, Islas Canarias y Pais Vasco.

El objetivo general del estudio es comparar los efectos de dos estrategias dietéticas en
la prevencion primaria de ECV y mejora de las comorbilidades del SMet en adultos con
sobrepeso y obesidad (que cumplen con los criterios de SMet). Se evaluara mediante
una intervencién intensiva sobre el estilo de vida (que combina MedDiet tradicional con
restriccion energética, promocién de la actividad fisica y tratamiento conductual) en
comparacion frente un grupo control (al que se le ofrece una intervencién de atencion
habitual solo con MedDiet tradicional sin restricciones de energia y cualquier consejo
para aumentar la actividad fisica). La dieta asignada al grupo control se ha mostrado
previamente efectiva en el ensayo PREDIMED [196,197]. El estudio pretende

proporcionar un tratamiento efectivo para reducir la morbi-mortalidad cardiovascular.
Los objetivos principales especificos de este proyecto incluyen:

1. Laincidencia de enfermedades cardiovasculares, concretamente sobre el infarto
de miocardio no mortal, el ictus no mortal y la muerte por causas
cardiovasculares.

2. La pérdida de peso y su mantenimiento a largo plazo.
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Los objetivos secundarios del estudio incluyen la reduccién del perimetro de la cintura
y de otras condiciones cardiovasculares (sindromes coronarios agudos,
revascularizacién coronaria, insuficiencia cardiaca, enfermedad arterial periférica,
trombosis venosa, fibrilacion articular), la disminucién de la incidencia de DMT2 y sus
complicaciones, asi como del cdncer, de fracturas dseas, calculos biliares, hiperuricemia
y gota, enfermedades neurodegenerativas, trastornos psiquiatricos (depresion vy
trastornos de la conducta alimentaria) y una reduccion de la mortalidad total. También
se pretende evaluar resultados intermedios, como otros biomarcadores o la ingesta

dietética.

Ademads de estos objetivos comunes a todos los nodos que participan en el proyecto,
nuestro grupo tiene como uno de sus objetivos principales evaluar los efectos de la

intervencion nutricional sobre marcadores de estrés oxidativo e inflamacion.

1.2 CARACTERISTICAS DE LOS PARTICIPANTES DEL ESTUDIO

Los participantes seleccionados para este estudio son adultos, de edades comprendidas
entre 55-75 afios en el caso de varones y entre 60-75 afios en el caso de mujeres, sin
antecedentes documentados de ECV al inicio del estudio, con sobrepeso o obesidad (con
un IMC entre 27,0 y 40,0 kg/m?) y que cumplan al menos 3 criterios de SMet de acuerdo
con la definicién actualizada en el afio 2009 por el JIS (Declaracion conjunta entre la IDF

y el AHA/NHLBI) [50].

Por tanto, por una parte, los criterios de inclusién de los participantes en el estudio

fueron los siguientes [198]:

1) Edad comprendida entre 55-75 afios en hombres y entre 60-75 afios en mujeres.

2) IMC comprendido entre 27,0 y 40,0 kg/m?.

3) Cumplir al menos 3 criterios de SMet de acuerdo con el JIS [199]. Estos criterios son:

e Obesidad abdominal: circunferencia de la cintura superior a 102 cm en los
hombres y 88 cm en las mujeres.
e Glucemia en ayunas superior o igual a 100 mg/dL o tratamiento farmacoldgico

hipoglucemiante.
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PAS superior a 130 mmHg o PAD superior a 80 mmHg o tratamiento
farmacoldgico antihipertensivo.
Colesterol HDL inferior a 40 mg/dL en los hombres y 50 mg/dL en las mujeres o

tratamiento farmacoldgico (acido nicotinico).

Por otra parte, los voluntarios no fueron seleccionados si presentaron al menos uno de

los siguientes criterios de exclusién [198]:

Haber participado en el estudio precedente PREDIMED.

Incapacidad o falta de voluntad para dar consentimiento informado por escrito
o comunicarse con el personal del estudio o analfabetismo.

Institucionalizacién del participante (que habite en residencias o centros de larga
estancia).

Historia documentada con ECV previa, incluyendo la angina de pecho, infarto de
miocardio, procedimientos de revascularizacién coronaria, accidente
cerebrovascular (ya sea isquémico o hemorragico, incluidos los ataques
isquémicos transitorios), enfermedad arterial periférica sintomatica que haya
requerido cirugia o que fuera auricular no controlada, insuficiencia cardiaca
congestiva (Clase Ill o IV de la New York Heart Association), miocardiopatia
hipertroéfica, e historia de aneurisma adrtico >5,5cm de diametro o cirugia de
aneurisma de aorta.

Cancer activo o antecedentes de tumores malignos en los ultimos 5 afios (con
excepcioén del cancer de piel no melanoma).

Imposibilidad de seguir la dieta recomendada (por razones religiosas, problemas
de degluciodn, etc.) o incapacidad para realizar actividad fisica.

Baja probabilidad predicha de cambiar los habitos alimentarios de acuerdo a los
estudios de Prochaska y DiClemente del modelo de estadios de cambio [200].
La incapacidad para seguir las visitas programadas en la intervencién (individuos
institucionalizados, falta de autonomia, incapacidad para caminar, falta de un
domicilio estable, planes de viaje, etc.).

Haber sido incluido en otro programa de consejos para pérdida de peso (>5 kg)

durante los 6 meses previos a la visita de seleccion.
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e Historia de haber seguido una dieta de muy bajo valor calérico durante los 6
meses antes del inicio del estudio.

e Antecedentes de procedimientos quirdrgicos para bajar de peso o intencién de
someterse a cirugia baridtrica en los préximos 12 meses.

e Historia de reseccién del intestino delgado o grueso.

e Historia de enfermedad inflamatoria intestinal.

e Obesidad de origen endocrino conocido (con la excepcion de hipotiroidismo
tratado).

e Alergia a alimentos o componentes de la MedDiet.

e Inmunodeficiencia o estado VIH positivo.

e Cirrosis o insuficiencia hepatica.

e Trastornos psiquiatricos graves: esquizofrenia, trastorno bipolar, trastornos de
la conducta alimentaria, depresidn con hospitalizacion en los ultimos 6 meses.

e Toda condicion severa de comorbilidad con menos de 24 meses de esperanza de
vida.

e Consumo problematico de alcohol o sindrome dependencia alcohdlica (o ingesta
total diaria de alcohol >50g) o abuso de drogas en los ultimos 6 meses.

e Historia del trasplante de érgano vital.

e Tratamiento concomitante con fdrmacos inmunosupresores o agentes
citotdxicos.

e Tratamiento actual con corticosteroides sistémicos.

e Uso actual de medicacion para la pérdida de peso.

e Participacion simultanea en otro ensayo clinico aleatorizado.

e Los pacientes con una infeccién aguda o inflamacion (por ejemplo, neumonia) se
les permitird participar en el estudio 3 meses después de su recuperacion.

e Cualquier otra condicion que pueda interferir con la realizacion del protocolo del

estudio.

Si el candidato cumplia con los criterios de inclusién y era incluido en el estudio, se
procedia a su aleatorizacion. Cada centro de reclutamiento asigné al azar a los
participantes al grupo correspondiente (grupo de intervencién intensiva o control)

mediante el uso de una secuencia numérica aleatoria generado por ordenador y
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asignada centralmente. El centro de coordinacidn fue el responsable del procedimiento
de aleatorizacion de los participantes, y éstos fueron asignados al grupo de intervencién
de forma estratificada por centro, sexo y grupo de edad (<65, 65-70, >70 afios).
Matrimonios o parejas que compartian el mismo hogar fueron aleatorizados
conjuntamente. En los casos especificos de parejas en las que el primer conyuge fue
reclutado previamente en un momento diferente, el ultimo conyuge que ingresé al
estudio fue asignado directamente (no al azar) al mismo grupo de estudio que su pareja.
Los participantes fueron aleatorizados en una proporcién 1:1 a un grupo control o a un
grupo de intervencidn intensiva sobre el estilo de vida. La Figura 8 muestra el Flow-Chart

de la inclusion de participantes en el estudio PREDIMED-plus.

PERIODO DE RUN-IN

[Primera visita de seleccién | Evaluados para la elegibilidad (n=9677) |

Excluidos (n=1.195)
* Rechazaron participar (n=706)
* No cumplieron los criterios de inclusién (n=489)

2 semanas

Segunda visita de seleccién Recibieron llamada telefénica (n=8.482) I

Excluidos (n=1.232)
* Rechazaron continuar en el estudio

2 semanas

Tercera visita de seleccién Asistieron a la tercera visita de seleccién (n=7.250) I
Aleatorizados (n=6.874) |
Aleatorizados individualmente (n=6.066) | Aleatorizados por parejas (n=808) I
Aleatorizados individualmente (n=3.014) Aleatorizados individualmente (n=3.014)
Aleatorizados por parejas (n=392) Aleatorizados por parejas (n=392)
Asignados al grupo intervencién Asignados al grupo intervencién
(n=3.406) (n=3.406)

Figura 8. Flow-chart de la inclusién de participantes en el estudio PREDIMED-Plus. Fuente:
Martinez-Gonzalez et al. [198].

Finalmente, nuestro nodo recluté a 270 participantes de los 381 entrevistados, que

cumplian con los criterios de inclusién del estudio mencionados anteriormente.
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1.3 COMITE DE ETICA Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Los protocolos del estudio siguieron los estandares éticos de la Declaracion de Helsinki

y todos los procedimientos fueron aprobados por todas las instituciones involucradas.

Todos los participantes fueron informados del propdsito y las implicaciones del estudio,
libremente dieron su consentimiento para participar, mediante la firma del
consentimiento informado. De este modo, se informé a los participantes de que su
participacidén en este estudio es voluntaria, y como tal, pueden decidir no participar o
cambiar su decisidn y retirar el consentimiento informado en cualquier momento.
También conocen el tipo de informacién que estan cediendo y su potestad para decidir

sobre el uso de estos datos.

El protocolo del estudio se registré en el afo 2014 como International Estandar

Randomized Controlled Trial (ISRCT) ) https://www.isrctn.com/ISRCTN89898870 con el

nimero 89898870. El Comité Etico de Investigacién Clinica de las Islas Baleares lo aprobé

el 26/02/2014 con ref. IB/P1/2251/14.

1.4 ESTRATEGIAS DE INTERVENCION EN CADA GRUPO

GRUPO DE INTERVENCION INTENSIVA CON DIETA MEDITERRANEA HIPOCALORICA

La intervencion realizada en este grupo se basé en tres pilares:
12 MedDiet tradicional con estriccidn energética
22 Promocion de la actividad fisica

32 Intervencion cognitivo-conductual.

Los objetivos a alcanzar en esta intervencidn son los siguientes:

1) Conseguir una reduccion del peso en torno al 10% de su peso inicial y entre el 5
y el 10% del perimetro de la cintura inicial en los primeros seis meses.

2) Mantener esta reduccion de peso en el tiempo.

La MedDiet hipocaldrica fue pautada por el personal dietista-nutricionista del grupo de

investigacion. Esta dieta debia cumplir con siguientes las premisas:
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1: Lograr una reduccion caldrica en la ingesta diaria de energia del 30% de acuerdo a las
ecuaciones del Institute of Medicine (IOM) [201], teniendo en cuenta el metabolismo
basal de cada participante y su grado de actividad fisica. Suponiendo una reduccién
caldrica entre 500 y 1000 kcal/dia, lo que deberia reducir el peso entre 0,5y 1,0

kg/semana.

2: Aportar los requerimientos de micronutrientes, entre ellos 1000-1500 mg/dia de
calcio en las mujeres, entre 30-35g de fibra, no mdas de 300mg de colesterol y 6g de

cloruro sédico al dia.

3: Restringir la ingesta de grasas a partir de alimentos de origen animal. Prefiriendo las

grasas de origen vegetal, como el aceite de oliva virgen extra y los frutos secos.

4: Aportar preferentemente las proteinas de origen vegetal y de forma secundaria las

fuentes magras de origen animal (pescado o ave).

5: Facilitar la ingesta de hidratos de carbono con bajo indice glucémico provenientes de
alimentos sélidos, poco procesados y ricos en fibra, como las verduras, las frutas y los

cereales integrales, fuentes de vitaminas, minerales y fibra.

GRUPO CONTROL

Los participantes del grupo control recibieron consejos sobre cdmo seguir la MedDiet
con aceite de oliva virgen extra y frutos secos y también, recomendaciones generales
sobre estilo de vida en el manejo del SMet en reuniones semestrales [198]. En este
grupo control no se realizara ni la intervencidon de actividad fisica ni la intervencién

conductual.

1.5 RECOGIDA DE INFORMACION

La Tabla 5 muestra las principales actividades de toma de datos por visita del estudio

PREDIMED-Plus.
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Tabla 5: Recogida de datos en las visitas PREDIMED Plus. Fuente: tomado del protocolo del
estudio, disponible en https://www.predimedplus.com/proyecto.

EVALUACION
PREVIA
S1 S2 S3 INICIO 6M ANO1 ANO2 ANO3 ANO4 ANO5ANO6 ANO7 ANO8
1. CUESTIONARIO DE ELEGIBILIDAD X
2. REGISTRO DE ALIMENTOS (3 DIAS) e c
3. MEDICIONES ANTROPOMETRICAS* X X X X X X X X X X X X
4. CUESTIONARIO GENERAL X
5. 137-item FFQ X X X X X X X X X X
6. CUESTIONARIO DIETA MEDITERRANEA (17/14-items)** X X X X X X X X X X
7. CUESTIONARIOS DE ACTIVIDAD FiSICA* et ct X X X X X X X X X X
8. TEST DE LA SILLA (Evaluacién actividad fisica) X X X X X X X X X X
9. ACELEROMETRIA e X X X X X X X X X X
10. CUESTIONARIO DE SEGUIMIENTO X X X X X X X X X
11. ELECTROCARDIOGRAMA X X X X X X X X X X
12. MEDICIONES DE TENSION ARTERIAL X X X X X X X X X X X X
13. RECOGIDA DE MUESTRA DE SANGRE X X X X X X X
14. RECOGIDA DE ORINA MATUTINA X X X X X X X
15. RECOGIDA DE UNAS X X X X X X
16. PRUEBAS COGNITIVO-NEUROPSICOLOGICAS* X X X X X
17. CUESTIONARIOS CLINICO-PSICOPATOLOGICOS¢ e X X X X X X X X X
18. CUESTIONARIOS DE CALIDAD DE VIDA= e X X X X X

S: Visita de seleccién; FFQ: Cuestionario validado semicuantitativo de frecuencia de consumo de alimentos; M: mes; e: Entrega; r: Recogida.

*Las mediciones antropométricas incluiran: peso, talla, circunferencia de la cintura y circunferencia de la cadera.

*Cuestionario de actividad fisica en el tiempo libre de Minnesota en su versién reducida, y los cuestionarios PAR-Q, RAPA (RAPA1 y RAPA2) y el de preguntas de
sedentarismo del NHS; TCuestionario de Actividad Fisica en el tiempo libre de Minnesota largo.

**Se trata de cuestionarios breves de adhesion a Dieta Mediterranea. En el grupo control se utilizara el mismo cuestionario que se usé en PREDIMED (Schroeder et al, 2011)
y que tiene 14 items. En el grupo de intervencion intensiva se utilizara el cuestionario de Dieta Mediterranea hipocaldrica (ver mas abajo) que tiene 17 items.

*Mini-Mental State Examination, test del reloj, fluencia verbal semantica y fonol6gica (animales + P), digitos (bateria WAIS-IIl) directos e inversos y test del trazo.

€Depresion de Beck BDI-Il, escala multidimensional de locus de control sobre el peso y criterios diagnésticos TCA. *Cuestionario de salud SF-36.

En la presente Tesis Doctoral, se han utilizado los datos obtenidos mediante el
cuestionario sociodemografico, tales como el géneroy la edad. Ademas, también se han
utilizado las medidas antropométricas tomadas por el personal dietista-nutricionista,
tales como el peso, la altura, el perimetro de cintura, el perimetro de cadera, asi como

los datos de tensién arterial recogidos por el personal de enfermeria.

2. EL ESTUDIO FLIPAN

2.1 DISENO Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO FLIPAN

Otra parte de la investigacion de la presente Tesis Doctoral se ha realizado en el marco
del estudio FLIPAN (Prevencién y Reversion de la Enfermedad del Higado Graso No
Alcohdlico en pacientes Obesos con Sindrome Metabdlico, mediante MedDiet y
Actividad Fisica). El estudio FLIPAN es un ensayo clinico prospectivo, aleatorizado y
multicéntrico, que incluye 155 pacientes con sobrepeso y obesidad que presentan al
menos tres de las principales caracteristicas del SMet y un diagndstico de EHGNA por
elastografia y RMN, que han firmado el consentimiento informado. El objetivo del

estudio es evaluar el papel de la intervencidn dietética y de actividad fisica personalizada
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en los cambios de los depdsitos de grasa en el higado y la progresion de EHGNA durante

un periodo de seguimiento de 24 meses.

El proyecto propone una intervencién nutricional personalizada basada en una MedDiet
a medida, que introduce muchisimos componentes bioactivos antioxidantes y anti-
inflamatorios que, junto con la promocién de la actividad fisica, pretende prevenir y
revertir el higado graso no alcohélico entre los pacientes con sobrepeso y obesos con
sindrome metabdlico. Esta intervencién se compararda con otras dos estrategias
dietéticas, la primera, que consisten en la dieta convencional propuesta por la AASLD, y

la segunda, que se basa en la MedDiet dividida en siete ingestas al dia.

El objetivo primario es evaluar si, y en qué medida, la intervencion dietéticay la actividad
fisica personalizada mejora la EHGNA hasta el punto de conseguir su regresién o su
prevencion para etapas posteriores de la enfermedad en pacientes obesos con SMet. Al
mismo tiempo, permita identificar nuevos biomarcadores posibles, no invasivos y de
bajo coste, para el diagndstico precoz de EHGNA y para controlar los cambios en los

depositos hepaticos.

Los objetivos secundarios incluyen evaluar los efectos de las intervenciones dietéticas
con o sin actividad fisica personalizada sobre la composicién corporal (peso,
circunferencia de la cintura, grasa corporal, masa muscular, densidad mineral dsea), el
estado fisico, los test de la funcion hepatica (como AST, alanina aminotransferasa (ALT),
gamma-glutamiltransferasa (GGT), fosfatasa, albumina, bilirrubina total, tiempo de
protrombina, recuento de plaquetas), factores de riesgo asicados a la enfermedad
hepdatica (obesidad abdominal, IMC, hipertensidn, resistencia a la insulina, inflamacién
y estrés oxidativo), factores de riesgo y apariciéon y progresion a largo plazo de
complicaciones cardiovasculares, calidad de vida, bienestar psicoldgico, calidad del
suefio y costes del tratamiento (incluida una menor necesidad de medicamentos

farmacoldgicos).
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En la realizacién del estudio participaron dos centros:

1) El Departamento de Biologia Fundamental y Ciencias de la Salud de la Facultad
de Ciencias de la Universitat de les Illes Baleares (UIB), Palma, Espafia (IP: Prof.
Josep A. Tur).

2) El Departamento de Ciencia y Fisiologia de los Alimentos de la Facultad de
Farmacia y Nutricién de la Universidad de Navarra (UNAV), Pamplona, Espaia

(IP: Prof. Alfredo Martinez).

Ambos centros participaron de igual manera con el reclutamiento de pacientes y la
realizacidon de todas las mediciones esperadas, la recopilacion de datos, el andlisis de

datos, la redaccion de informes y las publicaciones.

Desde el 26 de octubre de 2017 hasta el 29 de noviembre de 2019, se identificaron un
total de 237 pacientes entre los pacientes que acuden a los centros de atencidn primaria

asociados a las dos universidades y firmaron el consentimiento informado.

2.2 CARACTERISTICAS DE LOS PARTICIPANTES DEL ESTUDIO

Por una parte, los criterios de inclusion de los participantes en el estudio fueron los

siguientes:

1) Edad comprendida entre 40y 60 afios.
2) Diagndstico de EHGNA inicial por ecografia y posteriormente confirmado por
elastografia y RMN.
3) IMC>27,0y<40,0 kg/m?2.
4) Reunir por lo menos 3 de los 5 criterios para el SMet (tal y como se describe en
el consenso de la IDF [50]:
o IMC > 30 kg/m? o aumento de la circunferencia de la cintura: > 94cm en
los hombres y > 80cm en mujeres.
o Niveles de triglicéridos > 150mg/dL (1,7 mmol/L) o tratamiento
especifico.
o Reduccién del colesterol HDL: <40mg/dL (1,0 mmol/L) en los hombres y

<50mg/DL (1,29 mmol/L) en las mujeres o tratamiento especifico.
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o Aumentode la presionarterial: PAS >130 o PAD >85 mmHg o tratamiento
de hipertension previamente diagnosticado.
o Aumento de la glucosa plasmatica en ayunas > 100 mg/dL (5,6 mmol/L)

o DMT2 previamente diagnosticada.

5) Consentimiento informado por escrito.

Por otra parte, los voluntarios no fueron elegidos si presentaron al menos uno de los
siguientes criterios de exclusion:

Incapacidad o falta de voluntad para dar un consentimiento informado o
comunicarse con el personal del estudio.

Historial documentado de enfermedad cardiovascular previa, incluyendo la
angina de pecho, infarto de miocardio, procedimientos de revascularizacion
coronaria, accidente cerebrovascular (ya sea isquémico o hemorragico, incluidos
los ataques isquémicos transitorios), enfermedad arterial periférica sintomdtica
Que requirié cirugia o fue diagnosticada con técnicas de imagen vascular,
arritmia ventricular, fibrilacién auricular incontrolada, insuficiencia cardiaca
congestiva (Clase Ill o IV de la New York Heart Association), miocardiopatia
hipertroéfica, e historia de aneurisma adértico > 5,5cm de didmetro o cirugia de
aneurisma de aorta.

Historial documentado de enfermedades hepaticas previas (distintas de
EHGNA).

Cancer activo o una historia de malignidad en los ultimos 5 afios.

Baja probabilidad pronosticada de cambiar los habitos alimenticios de acuerdo
con el Modelo de Etapas de Cambio [200].

Falta de voluntad o incapacidad para cumplir con la intervencién dietética y de
actividad fisica durante todo el periodo del estudio.

Incapacidad para cumplir las visitas programadas.

Pérdida de peso (<5 kg) durante 6 meses antes de la visita.

Procedimientos quirdrgicos previos para pérdida de peso o cirugia bariatrica
programada en los préximos 12 meses.

Uso de medicamentos para perder peso durante 6 meses antes de la visita.

Antecedentes de reseccién intestinal, enfermedad inflamatoria intestinal.
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Obesidad asociada con enfermedad endocrina (excepto hipotiroidismo tratado).

e Alergia a alimentos o componentes dietéticos mediterraneos.

e Trastornos psiquiatricos graves (esquizofrenia, trastorno bipolar, trastornos de
la alimentacion o depresién con hospitalizacién en los ultimos 6 meses) o
puntuacién del Test de Depresién de Beck > 30 [202].

e Condicion grave con menos de 24 meses de esperanza de vida.

e Abuso crénico de drogas o alcohol (>21 y >14 unidades de alcohol por semana
para hombres y mujeres, respectivamente, 1 unidad = 125mL de vino)

e Tratamiento con esteroides

e Embarazo

Después de una evaluacién inicial de los pardmetros clinicos (altura, pero corporal,
circunferencia abdominal y presién arterial), historial médico previo, medicamentos
previos y sintomas depresivos evaluados a través del Inventario de Depresion de Beck
para excluir los sintomas depresivos que posiblemente podrian poner en peligro la
adherencia a la dieta [203], 155 participantes dieron su consentimiento y cumplieron
con los criterios de seleccidn. Los pacientes fueron estratificados de acuerdo a lo

siguiente:

1) Estado de NAFLD (1,2 o 3)
2) Sitenian o no DMT2

3) Género (hombre, mujer)

A continuacion, fueron asignados aleatoriamente a uno de los tres grupos de
intervencion durante el periodo de estudio (24 meses). Los tres grupos de intervencion

fueron los siguientes:

e Dieta convencional (CD), siguiendo las recomendaciones de AASLD [204].
e MaedDiet con alta frecuencia de ingestas (MD-HMF)

e Actividad fisica y MedDiet (MD-PA)

El diagrama de flujo de la Figura 9 muestra el progreso a través de las fases del ensayo
(inscripcion, asignacion de intervencion, seguimiento y analisis de datos) hasta el sexto

mes de seguimiento.
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Elegidos para la elegibilidad (n=237)

Excluidos (n=82)
. No cumplié con los criterios de inclusién
. Se negd a participar

v
Aleatorizados (n=155)

Asignacién A\ 4

A 4 A 4 v

MD-AF (n=52) MD-HMF (n=52) CD (n=51)

« Recibieron la intervencion * Recibieron la intervenciéon « Recibieron la intervencién
asignada (n=50) asignada (n=50) asignada (n=51)

* No recibieron la intervencion * No recibieron la intervencion * No recibieron la intervencién
asignada (n=2, decliné participar) asignada (n=2, decliné participar) asignada (n=0)

Hacer seguimiento

A

Pérdida durante el seguimiento o Pérdida durante el seguimiento o Pérdida durante el seguimiento o
interrupcion de la intervencién (n=3) interrupcion de la intervencién (n=1) interrupcién de la intervencién (n=4)
Concluidos 6
meses de
seguimiento

v

(e |

Figura 9. Flow-chart de la inclusién de participantes en el estudio FLIPAN. Fuente: Elaboracion
propia.

2.3 COMITE DE ETICA'Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Los protocolos del estudio siguieron los estandares éticos de la Declaracion de Helsinki
y todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Etico de Illes Balears (ref. 1B

2251/14 Pl1) y por el Comité Etico de la UNAV (ref. 054/2015mod2).

El ensayo se registré en ClinicalTrials.gov con el nimero de registro NCT04442620

(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04442620).

Todos los participantes fueron informados del propésito y las implicaciones del estudio
y todos dieron su consentimiento por escrito para participar. Como se especifica en el
formulario de consentimiento, la participacion fue voluntaria y los participantes tenian

derecho a retirarse del estudio en cualquier momento.
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2.4 ESTRATEGIAS DE INTERVENCION EN CADA GRUPO

INTERVENCION DIETETICA

El grupo de CD seguira las recomendaciones del AASLD que enfatiza la pérdida de peso
ya sea por dieta hipocaldrica sola o en conjunto con la actividad fisica. EI AASLD
recomienda una restriccion de energia suficiente para perder 3-5% del peso corporal
para mejorar la esteatosis, y 7-10% para mejorar la mayoria de las caracteristicas
histopatoldgicas de EHNA, incluida la fibrosis [204], siguiendo las pautas generales de la
Departamento de Salud y Servicios Humanos de EE.UU. Y Departamento de Agricultura
de los EE.UU. (Es decir, 20-35% de grasa, 10-35% de proteina, 45-65% de
carbohidratos)[205].

Por lo tanto, se recomienda a los pacientes de este grupo que reduzcan su ingesta
caldrica en un 25-30% con una distribucion de macronutrientes del 30% de grasa, 15%
de proteinas y 55% de carbohidratos, y mantener una fibra adecuada (35 g/dia) y

colesterol (<250 mg/dia) de ingesta.

El grupo MD-HMF se adherira a una MedDiet basada en una distribucidon de
macronutrientes de 30-35% de grasa (principalmente dcidos grasos monoinsaturados y
poliinsaturados procedentes de aceite de oliva virgen extra, nueces y alimentos que
contienen omega-3), 25% de proteina (principalmente de origen vegetal) y 40-45% de
carbohidratos (50-70% de la ingesta total de carbohidratos debe tener un indice
glucémico bajo y rico en fibra). Dicha dieta se conoce como “dieta RESMENA”, disefiada
para reducir la masa grasa y peso general, y mejorar el estrés oxidativo general en
pacientes con SMet [206]. La dieta RESMENA enfatiza en proporcionar una alta
Capacidad Antioxidante Total (TAC) y se enfoca en la distribucién cronolégica de las
comidas, ya que factores como la frecuencia y distribucion de las harinas pueden ayudar
a reducir la sensacion de hambre y mejorar el cumplimiento de un régimen dietético
restringido de energia [207,208]. Concretamente, la ingesta caldrica diaria total se
distribuird en siete comidas, siendo las comidas con mayor cantidad de calorias las que

se consumiran durante la primera parte del dia.

Por lo tanto, se recomienda a los pacientes de este grupo que reduzcan su ingesta

caldrica en un 25-30% con una distribucion de macronutrientes de 30-35% de grasa, 25%
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de proteinas y 40-45% de carbohidratos. Las grasas saludables y los alimentos con bajo
indice glucémico son muy recomendables, junto con alimentos ricos en antioxidantes, a
saber, frutas y verduras. Se aconseja a los pacientes que consuman 7 comidas al dia,

reduciendo gradualmente el contenido caldrico en cada comida principal.

El grupo MD-PA también seguird una MedDiet con restriccion de energia, sin embargo,
la frecuencia de las comidas serd de 4 a 5 comidas al dia, incluyendo meriendas.
Especificamente, este grupo consumira 35-40% del total de calorias procedentes de la
grasa (8-10% de acidos grasos saturados, >20% de acidos grasos monoinsaturados, >10%
de acidos grasos poliinsaturados y <300mg/dia de colesterol), aproximadamente el 20%
de las calorias totales de las proteinas y el 40-45% o mas de las calorias totales de los
carbohidratos (indice glucémico bajo). El cloruro sédico no debe exceder 6g por dia (2,4g

de sodio) y la fibra dietética no debe ser menor de 30-35g/dia.

Por lo tanto, se recomienda a los pacientes de este grupo que reduzcan su ingesta
caldrica en un 25-50%, con una distribucion de macronutrientes de 35-40% de grasa,
20% de proteinas y 40-45% de carbohidratos. Se deberdn consumir grasas saludables y
alimentos de bajo indice glucémico ricos en fibra, junto con alimentos ricos en

antioxidantes, a saber, frutasy verduras.

INTERVENCION DE ACTIVIDAD FISICA

Sé recomendo actividad fisica a todos los grupos: a los pacientes de los grupos CD y MD-
HMF se les aconsejé acumular un minimo de 10.000 pasos al dia (registrados mediante
una aplicacién movil en sus teléfonos personales), tal y como recomienda la OMS en las

guias de actividad fisica.

A los participantes en el grupo MD-PA, por otro lado, se les recomendd una sesion de
entrenamiento de intervalos de 35 minutos tres veces a la semana, en la combinacién
de dos entrenamientos en el sitio dirigidos por un instructor y una sesion de
entrenamiento remota prescrita por semana. Las sesiones de actividad fisica de 35
minutos consistieron en un calentamiento de 5 minutos, un entrenamiento de
intervalos de 20 minutos y una respiracién y estiramiento de 10 minutos. El
entrenamiento de intervalos, incluyd cinco actividades de intensidad moderada

destinadas a trabajar todos los grupos musculares.
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Especialistas en actividad fisica del Departamento de Educacién Fisica y Deporte de la
UIB fueron los responsables del contenido de los entrenamientos tanto presenciales
como a distancia y proporcionaron formacién y apoyo a los miembros voluntarios del
equipo de investigacién que impartian las sesiones de entrenamiento intervdlico a los

pacientes.

La actividad fisica aerdbica de intensidad moderada semanal propuesta fue equivalente
a 10.000 pasos diarios en términos de gasto caldrico (400kcal para una persona que pesa
70kg), sin embargo, la intensidad de cada ejercicio se ajusto a la condicion fisica de cada

sujeto.

2.5 RECOGIDA DE INFORMACION

La Tabla 6 muestra las principales actividades de toma de datos por visita del estudio

FLIPAN.
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Tabla 6: Recogida de datos en las visitas FLIPAN. Fuente: elaboracidn propia.

Numero de visita V1 V2 V3 A/ V5 Ve
5% 10% 6m 12m 24m

o
3

Tiempo?

Datos basales?

Medidas antropométricas®

Recordatorio dietético de 24 horas

Criterios de inclusién y exclusion

Aleatorizacion

XX X[ X|X| X|X]|X]|X|X]|X
>
>

Tratamientos concomitantes X X X
Eventos adversos X X X X X
Electrocardiograma en reposo X X X
Medidas de la presién arterial* X X X X X
Evaluacidn de la actividad fisica® X* X* X X X
Evaluacién dietética® Xt Xt X X X
Determinaciones de sangre al
) X X X X
laboratorio

indice de resistencia a la insulina

X X X X
(HOMA-IR)

Coleccién de orina de la mafiana’ X X X X
Ultrasonografia X X X X
Evaluacién de la fibrosis hepatica® X X X X
Resonancia magnética X X X X
Cuestionario de Beck X X X X

Cuestionarios de calidad de vida 'y
L X X X X

psicoldgicos®
Patron de defecacidn y evaluacién de

X X X X

heces??

1.Tiempo: “m”= mes; “5%”=cuando el paciente logra una pérdida de peso del 5% con respecto al peso
basal; “10%”= cuando el paciente logra una pérdida del 10% con respecto al peso basal.

2.Datos basales: consentimiento informado por escrito para la prueba de ADN, datos demograficos del
paciente, altura, informacidn sobre el estilo de vida, estado civil, educacién, estado profesional, capacidad
de procrear, antecedentes familiares, enfermedades previas y tratamientos previos.

3.Medidas antropométricas: peso corporal, circunferencia de cintura y cadera, IMC, circunferencia del
cuello, test de bioimpedancia.

4.Medidas de presidn arterial: el brazo con la presion arterial mas alta se determina en la primera visita.
Las mediciones posteriores de la presion arterial deben tomarse en el mismo brazo.

5.Evaluacion de la actividad fisica: Registro de pasos semanal, cuestionario de Minnesota, bateria de
prueba de ajusta ALPHA, Vo2 max. medido por la prueba de pasos de Chester. *Sélo recuento de pasos
semanales.

6.Evaluacion dietética: cuestionario de frecuencia de alimentos y bebidas (FFQ de 148 items, cuestionario
de adherencia a la dieta mediterranea, diario de alimentos de 72 horas. * Sélo el cuestionario de
adherencia a la Dieta Mediterranea.

7.Recogida de orina matinal: albumina, creatinina, relacion albumina/creatinina

8. Evaluacion de la fibrosis hepatica: determinada por medicidon de ondas de corte (UIB) o elastografia
transitoria (UNAV).

9.Cuestionarios de calidad de vida y psicolégicos: SF-36, STAI (State-Trait Anxiety Inventory), VAS (Viscual
Analog Scale), cuestionario de saciedad y Pittsburgh Sleep Quality Index.

10.Patrones de defecacion y evaluacion de heces: cuestionario de patrén de defecacién y la escala de
heces de bristol, respectivamente.
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En la presente tesis se han utilizado los datos obtenidos mediante las medidas
antropometrias tomadas por el personal dietista-nutricionista, tales como el peso, la
altura, el IMC, la circunferencia de cintura y cadera, y la presion arterial tomada por el
personal de enfermeria. Ademads, también han sido utilizados los datos de la evaluacion

de la actividad fisica como el VO,max medido por la prueba de pasos de Chester.

3. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Las muestras de sangre y orina en ayunas han sido recogidas por el personal de
enfermeria. Estas muestras se han dividido en dos centros, el Hospital Universitario Son
Espases (HUSE) y la UIB. El HUSE se ha encargado de hacer el anadlisis clinico de dichas
muestras bioldgicas, de las cuales se han utilizado en la presente tesis: colesterol total,
HDL-c, triglicéridos (TG), glucemia, hemograma, urea, creatinina, PCR, hemoglobina

glicosilada (HbA1c), entre otras.

Las muestras de sangre venosa de los participantes se recolectaron después de 12 horas
de condiciones de ayuno en la vena antecubital en vacuntainers adecuados con EDTA
como anticoagulante para los analisis hematoldgicos y la obtencién de plasma y células
inmunitarias, y sin coagulante para la bioquimica clinica y obtencién de suero. Las
muestras de orina se recolectaron después de 12 horas de ayuno nocturno, en la
primera orina del dia, en un recipiente esterilizado y se han medido en el Copenhagen

University Hospital, con la colaboracién del Profesor Henrik E. Poulsen.

La presente Tesis Doctoral corresponde al personal de laboratorio de la UIB que se ha
encargado especificamente de procesar las muestras de sangre venosa y orina. Por una
parte, en el caso del proyecto FLIPAN, se ha realizado la separacion de plasma y suero a
partir de dos tubos de sangre con EDTA como anticoagulante y dos tubos sin coagulante,
respectivamente. Ademads, a partir de otros dos tubos de sangre con EDTA como
anticoagulante se ha realizado la extraccién de las PBMCs. Por lo que se refiere al
proyecto PREDIMED-PLUS, se ha obtenido plasma, suero y PBMCs de la misma forma
especificada anteriormente. También, se ha realizado la extraccidon de neutroéfilos a
partir de los mismos tubos de sangre de los cuales se han obtenido las PBMCs.
Paralelamente, en ambos estudios se han recibido muestras de orina de los

participantes, que han sido alicuotadas y guardadas para posteriormente realizar las
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determinaciones deseadas. Todas las muestras mencionadas anteriormente han sido
almacenadas en ultracongeladores a -802C, y se ha realizado un registro informatico

riguroso en las bases de datos correspondientes.

Al tratarse de dos proyectos nacionales, colaborativos con otras universidades del pais,
parte de las muestras obtenidas han sido envidas a los diferentes nodos receptores. Las
muestras recogidas y almacenadas en el laboratorio de la UIB, se han guardado con la
finalidad de hacer determinaciones de marcadores de estrés oxidativo e inflamacién, las

cuales se detallaran mds adelante, ya que son el propésito de la presente Tesis Doctoral.

El plasma se obtuvo centrifugando los tubos de sangre entera fresca a 1700xg durante
15 min a 182C, almacendndolo en dos alicuotas. La fraccion de PBMCs y neutrodfilos se
obtuvo a partir de 6 mL de sangre completa fresca siguiendo el protocolo de separacién
de glébulos blancos [209] que se basa en una centrifugacion en gradiente de densidad,
utilizando 4 mL del reactivo Ficoll-Paque PLUS [210,211]. Concretamente, de cada
participante, se guardan tres alicuotas de PBMCs y tres de neutréfilos. Una alicuota de
cada se le afiade Tripure® para aislar ARN y llevar a cabo las posteriores determinaciones
de genes a través de la RT-PCR (Reverse transcription-Polymerase Chain Reaction, en
inglés), y la otra alicuota, de PBMCs y neutréfilos, se guarda con RIPA 1x para las
posteriores determinaciones de Western Blot. La Uultima alicuota se almacena
directamente el precipitado sin ningun tipo de aditivo, para la posterior resuspension
con agua miliQ para realizar las determinaciones de: actividades enzimaticas y MDA a
PBMCs y neutrofilos. Asimismo, se determina la produccidon de ROS de las PBMCs y
neutrofilos, el mismo dia de la extraccidon, estimulados con zymosan o con

lipopolisacarido (LPS).

Todas muestras se guardan en los racks correspondientes de los ultracongeladores de -

802C siguiendo el registro informatico hasta el momento del andlisis.
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4. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

4.1 BIOMARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO

En la presente Tesis Doctoral se han analizado diferentes biomarcadores de estrés

oxidativo.

NIVELES DE PROTEINA
Los niveles de proteina enzimatica antioxidante de CAT, MnSOD, GPx y GRd en PBMCs
fueron determinados por analisis de Western Blot. En la Tabla 8 se detallan los

anticuerpos primarios utilizados para la deteccidn de proteinas por Western Blot.

Tabla 7: Anticuerpos primarios utilizados para la deteccién de proteinas por Western

Blot.
) Peso molecular _ . . Especie de
Proteina Dilucion Casa comercial Referencia L
(kDa) obtencidn
Mouse
Actina 43 1:200 Santa Cruz sc-8432 monoclonal
Rabbit
CAT 60 1:1000 Merck 219010 polyclonal
Goat
GPx 26 1:200 Santa Cruz sc-22146 polyclonal
Mouse
GRd 52 1:100 Santa Cruz sc-133136
monoclonal
Sheep
MnSOD 25 1:10000 Merck 574596
polyclonal

Los anticuerpos secundarios que se han usado contienen peroxidasas conjugadas contra
su anticuerpo primario especifico, concretamente para anti-CAT (ref. A0545) (1:5000),
anti-MnSOD (ref. A3415) (1:5000), anti-GRd (ref. A9044) (1:5000) y anti-GPx (ref.
A54520) (1:1000).

Las inmunotransferecias se revelaron mediante un kit de quimioluminiscencia mejorada
(Reactivo del kit Immun-Star Western C, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) para

visualizar las proteinas unidas a anticuerpos. Las sefiales se detectaron usando un
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ChemiDoc XRS y fueron cuantificadas utilizando el programa de analisis de imagenes

Quantity One (Bio-Rad).

La actina se utilizé como housekeeping para normalizar las bandas de Western blot para
la carga de proteinas, ya que su expresion no se vio afectada por los tratamientos

experimentales.

Ademas, también se midieron en plasma los niveles de MPO y XOD utilizando los Kits
d’ELISA (Cusabio Technology Llc, Houston, TX, USA), siguiendo las pautas de su protocolo

comercial.

ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Las actividades enzimaticas de la CAT en plasma y PBMCs se determinaron mediante el
método espectrofotométrico de Aebi basado en la descomposicion de H,0, [212]. La
actividad de la SOD se midié en plasma y PBMCs por una adaptacién del método de
McCordy Fridovich [213]. La actividad de GRd fue medida en PBMCs por una adaptacién
del método espectrofotométrico de Goldberg y Spooner [214]. La actividad de GPx se
determiné en PBMCs utilizando una modificacién del método espectrofotométrico de
Golgh y Gynzler [215]. La actividad enzimatica de la MPO se midié en plasma por
oxidacion de guayacol, midiendo el compuesto de tetraguayacol resultante a 470nm
[216]. Todas las determinaciones enzimaticas se realizaron utilizando un Shimadzu

Espectrofotdmetro UV-2100 (Shimadzu Coporation, Kyoto, Japdn) a 372C.

MARCADORES DE DANO OXIDATIVO

El MDA se determind como marcador de peroxidacion lipidica en plasma, en PBMCs y
en orina mediante el kit de ensayo colorimétrico especifico (Sigma-Aldrich Merck, St.
Louis, MO, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante, cuyo método se basa en
sobre la reaccion de MDA con un reactivo cromogénico generando un croméforo

estable que se mide a 596nm.

El contenido de polifenoles totales se determind en muestras de plasma y orina
mediante el método de Folin-Ciocalteu (27) en los sobrenadantes de muestras

desproteinizadas con acetona fria (1:1,2) utilizando L-tirosina como patron.
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Los niveles de 8-oxodG y 8-oxoGuo se analizaron en muestras de orina mediante
cromatografia liquida de ultra potencia junto con espectrometria de masas en tandem

siguiendo los protocolos anteriormente descritos [123-125].

Los derivados de carbonilo de proteinas se midieron en plasma utilizando un
OxiSelectTM Protein Carbonyl Kit de inmunotransferencia (Cell Biolabs, San José, CA.
EE.UU). La concentracion de proteina total se determind por el método de Bradford
[217] utilizando el reactivo Sigma-Aldrich Bradford (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE.UU).

PRODUCCION DE ROS

La produccién de ROS se midié en PBMCs y neutréfilos después de la activacién con LPS
(100 pg/mL PBS) de Escherichia coli (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) y Zymosan A
(1mg/mL PBS) de Scaccharmoyces cervisiae (Sigma-Aldrich). La fluorescencia se registré
a 37°C durante 60 minutos con el Lector de Florescencia de Miocroplaca FLx800 (Bio-
tek Instruments, Inc.) mediante exposiciones puntuales de luz ultravioleta y se
registraron lecturas de emision cada minuto (60 lecturas en total). La concentracién de
ROS se calculé midiendo la fluorescencia de una curva estandar de concentracion de
ROS conocida después de su reaccién con 2,7-dichlorofluorescein-diacetate (DCFH-DA),

en las mismas condiciones que las muestras.

4.2 BIOMARCADORES DE INFLAMACION

CITOCINAS
Los niveles de citocinas, TNFa e IL-6, se determinaron en el plasma de todos los
participantes usado los kits ELISA individuales (Diaclone, Besancon Cedes, Francia)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los niveles de IL-1 3 y de MCP-1 se midieron en plasma utilizando kits ELISA siguiendo

las pautas de uso de suministros (RayBiotech, Peachtree Corners, GA, EE.UU.).

KITS DE IMMUNOENSAYOS
Los niveles de irisina se midieron en plasma utilizando un kit ELISA (Cell Biolabs, San Jose,
CA, EE.UU.). La resolvina D1 se determindé en plasma utilizando un kit ELISA

(CaymanChemical, Ann Arbor, MI, EE.UU.). La IL-6 y el FGF21 se determinaron en plasma
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utilizando kits ELISA individuales (Elabscience, Houston, TX, EE.UU.). Los niveles de CK-
18 se estimaron mediante el ELISA M30 Apoptoense y se midieron en plasma siguiendo

las instrucciones del fabricante (PEVIVA, en EE.UU., Canadd y Japdn).

5. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron con el programa informatico Statistical Package for Social
Sciences v. 27 (SPPS Inc., Chicago, IL, USA). La normalidad de las variables cuantitativas
se ha evaluado mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. En las variables con
distribucion normal, las diferencias entre las medias de dos o mas grupos fueron
evaluadas mediante el ANOVA de un factor, respectivamente. En las variables que no
presentaban una distribucidon normal, las medianas fueron comparadas mediante el test
de Kruskal-Wallis. La correccién de Bonferroni se utilizd como prueba post-hoc de
comparacion de medias. Los resultados se expresaron indicando la media * el error
estandar (SEM). El nivel de significacién aceptado en todas las pruebas estadisticas fue
de P<0.05. Los resultados de los biomarcadores fueron analizados por una curva de
caracteristicas operativa (ROC) y drea bajo la curva (AUC), y por una regresion logistica
multivariada. Estos modelos fueron ajustados por posibles variables de confusion (por
ejemplo., sexo, edad, IMC, consumo de tabaco y alcohol, etc.). También, se realizo la
correlacién de Pearson para analizar la correlacién bivariada entre diferentes variables,
por ejemplo contenido graso intrahepatico (IFC, Intrahepatic Fat Content) y el VO2max.
Las variables dependientes e independientes se especifican en cada uno de los analisis
del estudio, adjuntados en los manuscritos del capitulo de Resultados de la presente
Tesis Doctoral. Finalmente, para los estudios longitudinales, se utilizé el Modelo Lineal

Generalizado, para comprar los datos durante los 6 meses y los 2 afios de seguimiento.
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Recapitulacién

El SMet es una preocupacion creciente en los paises desarrollados y en desarrollo
directamente relacionada con las ECV, la mortalidad cardiovascular y la DMT2 [218].
Ademads, desde hace tiempo, la obesidad es considerada una clara amenaza para la salud
publica a nivel mundial, junto con el sobrepeso y el SMet [1]. Ambas patologias han
incrementado de forma progresiva en los ultimos afios debido al alto grado de
sedentarismo y el abandono de los patrones dietéticos saludables tradicionales de la
poblacién en general [43]. La enfermedad hepatica crénica mas frecuente en las
sociedades occidentales es la EHGNA, que afecta hasta al 25% de la poblacidon y se perfila
como un problema clinico grave y creciente asociado al incremento de la obesidad y el
SMet [81]. En este sentido, la EHGNA alcanza una prevalencia del 90% entre los
individuos obesos, mientras que la prevalencia de la EHNA, la forma mas avanzada e
inflamatoria de la enfermedad, oscila aproximadamente entre el 25% y el 70% entre los
pacientes obesos [81,82]. Hasta el momento, no existe un tratamiento farmacolégico
efectivo para la EHGNA. Asi, el enfoque terapéutico para el manejo de EHGNA se centra
en modificaciones en el estilo de vida, incluyendo una dieta saludable, actividad fisica
regular y pérdida de peso moderada. Esta falta de tratamiento ha aumentado el interés
en encontrar nuevos agentes terapéuticos que contribuyan a prevenir o retrasar la

progresion de la EHGNA.

1.POBLACION CON SMET Y SIN SMET

Al comparar las caracteristicas entre los dos grupos de poblacién (con y sin SMet)
estratificados por sexo, se encontraron diferencias en relacion a los parametros
antropométricos y el perfil bioquimico de la sangre. Concretamente, los participantes
con SMet presentaron mayor peso corporal, IMC, obesidad abdominal, WHtR, niveles
de glucosa y triglicéridos, y niveles mas bajos de colesterol HDL. Estas alteraciones estan
asociadas con un estado nutricional desequilibrado (como por ejemplo, consumo alto
de colesterol, carbohidratos simples, proteinas de origen animal y consumo bajo de
fibra, proteinas vegetales, acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados) y
sedentarismo [219,220]. Ademas, se ha descrito que la hiperglucemia y la hiperlipidemia
aumentan la produccién de ROS y el dafio oxidativo, contribuyendo al desarrollo de la
resistencia a la insulina, la alteracion de la disfuncion endotelial y del metabolismo

energético, asi como la aparicion de complicaciones vasculares [221,222].
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La falta de diferencias entre los grupos respecto a la presidn arterial sistélica y la
presencia de valores diastdlicos mds bajos en el grupo con SMet podria deberse a que
el 71% de las mujeres y el 80% de los hombres con SMet tomaban medicamentos

antihipertensivos.

Con respecto a las células inmunes en sangre, se ha observado un mayor nimero de
leucocitos, neutrofilos, monocitos y basdfilos en pacientes con SMet en ambos sexos lo
gue puede estar relacionado con el estado proinflamatorio subclinico crénico asociado
con este trastorno. Estos resultados estan de acuerdo con estudios previos que sugieren
que lainflamacidn del tejido adiposo podria contribuir significativamente al aumento de
la inflamacién sistémica en personas con sobrepeso y obesidad, provocando la
liberacion de mediadores proinflamatorios y la movilizaciéon de células inmunitarias
[223,224]. Mas concretamente, se ha evidenciado que el nimero de neutrdfilos,
monocitos y linfocitos circulantes se correlacionan positivamente con el IMC, la grasa
corporal y la resistencia a la insulina [225]. Ademds, la prevalencia de SMet y
componentes de SMet aumenta el recuento de glébulos blancos tanto en hombres
como en mujeres, lo que puede ser util como marcador de inflamacién sistémica de bajo

grado y riesgo de ECV [226,227].

1.1 ESTRES OXIDATIVO Y ESTADO PRO-INFLAMATORIO DE LA POBLACION CON SMET VS.
SIN SMET

Los participantes con SMet, tanto hombres como mujeres, presentaron una situacion
de mayor grado de estrés oxidativo y un estado pro-inflamatorio con respecto al grupo

sin SMet, lo que puede contribuir a la patogenia del SMet.

La existencia de un desequilibrio entre los mecanismos de defensa antioxidantes, como
las actividades de las enzimas CAT y SOD, y la produccién de ROS aumentan el riesgo de
gue se instaure una situacion de estrés oxidativo. En este sentido, en varios trastornos
relacionados con el estrés oxidativo, como la obesidad, el sobrepeso, la DMT2 y la
resistencia a la insulina, una sobreproduccion de ROS y/o una capacidad reducida para
eliminar este exceso de ROS, se asocian con una reduccién de las actividades de las
enzimas antioxidantes plasmaticas, lo que conduce al dano oxidativo [228]. Los

resultados de este estudio mostraron actividades mas bajas de CAT y SOD en plasma en
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los pacientes con SMet en comparacién con los pacientes sin SMet. Por el contrario, la
actividad de la enzima prooxidante MPO fue mayor en los sujetos con SMet en
comparacion con aquellos sin SMet. De forma similar, se ha observado también como
individuos con SMet presentaban niveles de CAT y SOD menores en comparacion con el
grupo control, mientras a la vez evidenciaba niveles mas elevados de MPO [188].
Ademas, también se ha descrito que la actividad plasmatica de MPO aumenta

progresivamente con la obesidad y SMet [229].

Asimismo, los niveles plasmaticos de MDA, un subproducto de la peroxidacion de acidos
grasos insaturados [230], fueron mas altos en pacientes con SMet. Estos hallazgos son
consistentes con resultados previos [231] que muestran que los sujetos con un estado
inflamatorio mas alto también tienen niveles de MDA significativamente mas elevados
y actividades enzimaticas antioxidantes mas bajas. Estos niveles mas altos de MDA
podrian derivar de las enzimas antioxidantes plasmaticas mas bajas y de los leucocitos
hiperactivados, que son la fuente principal de ROS en los trastornos inflamatorios como

el SMet [232].

Los sujetos con SMet exhibieron un IMC y una obesidad abdominal significativamente
mas alta, lo que contribuye al aumento del estado inflamatorio en estos pacientesy, en
consecuencia, niveles mas altos de proteinas antioxidantes y actividades enzimaticas en
las PBMCs [233]. Adema3s, el estado proinflamatorio de estos pacientes se pone de
manifiesto con la presencia en la circulacion sistémica de citoquinas inflamatorias y
mediadores quimioatrayentes, hecho que puede conducir a una sobreactivacién de los
leucocitos. Este estado de activacidn se ha asociado con un aumento de las actividades
de la NADPH oxidasa y la MPO que pueden favorecer la insaturacién del estrés oxidativo
[234]. En conjunto, todo ello puede inducir la activacién de las defensas antioxidantes
de estas PBMCs como mecanismo de autodefensa frente a la produccién del anién
superdxido y otras especies reactivas derivadas de un aumento de la actividad
metabdlica asociada a los estimulos recibidos por la propia situacién de SMet.
Concretamente, los resultados de este estudio muestran una actividad
significativamente mayor de CAT y GRd, asi como mayores niveles de proteina en
pacientes con SMet respecto al grupo control. Este aumento de las actividades y los

niveles proteicos de las defensas antioxidantes en PBMCs inducida por la situacion de
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inflamacion crénica de bajo grado y estrés oxidativo que generan estimulos
continuados, puede provocar que estas células se encuentren en un estado preactivado

[235].

Ademas, los resultados de este estudio también revelaron que los niveles en plasma de
las citocinas IL-6 y el TNFa, utilizadas como marcadores de inflamacién, exhibieron
valores significativamente mas altos en pacientes con SMet en comparaciéon con
pacientes sin SMet. Los niveles altos de TNFa y IL-6 estdn asociados con factores de
riesgo de SMet como la obesidad, la resistencia a la insulina y la DMT2 [191,236]. Los
altos niveles circulantes de TNFa y IL-6 observados en pacientes con SMet podrian
derivar de la expansién del tejido adiposo con hipertrofia e hiperplasia de adipocitos, lo
que lleva a la produccion de citocinas (o adipocinas) proinflamatorias. En este sentido,
se ha reportado una asociacién entre la grasa visceral y la inflamacién crénica de bajo
grado [237]. En este sentido, en sujetos con SMet se han evidenciado niveles
plasmdticos mas altos de citoquinas inflamatorias como IL-6, TNFa,, IL-1, IL-10 y MCP-1

en plasma [238], de forma similar a los resultados observados en el presente estudio.

2. POBLACION CON SOBREPESO Y OBESIDAD

En el estudio centrado en evaluar las diferencias existentes entre tres grupos de
poblacién con normopeso, sobrepeso y obesidad, se han encontrado diferencias, como
era de esperar, a medida que aumenta el IMC de los sujetos. Los principales hallazgos
de este estudio son el aumento progresivo en el nUmero de leucocitos circulantes y el
grado de estrés oxidativo, asi como en los biomarcadores proinflamatorios en PBMCs y

plasma, en los participantes con sobrepeso y obesidad.

2.1 PARAMETROS ANTROPOMETRICOS Y HEMATOLOGICOS DE LA POBLACION CON
SOBREPESO Y OBESIDAD

Concretamente, los pacientes obesos mostraron un mayor peso corporal, IMC, obesidad
abdominal, WHtR, mayores niveles de glucosa y triglicéridos, y menores niveles de HDL-
colesterol que los pacientes con normopeso. Estos resultados concuerdan con estudios
previos, que han evidenciado como un aumento en la grasa abdominal visceral se

correlaciona proporcionalmente con un aumento en WHtR y el IMC en sobrepeso y
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obesidad, y estos pacientes tienen un aumento importante en los factores de riesgo

cardiometabdlicos [3,239].

En los participantes obesos se observd un mayor numero de leucocitos, neutroéfilos,
baséfilos y monocitos circulantes en comparacién con los de peso normal. Este aumento
probablemente esté relacionado con el estado proinflamatorio asociado a este
trastorno. Teniendo en cuenta el valor de la evidencia cientifica, estudios previos
sugirieron que la movilizacién de células inmunes y la liberacién de mediadores
proinflamatorios pueden estar causados por la inflamacion del tejido adiposo debido al
sobrepeso y la obesidad [223,224]. En concreto, se ha evidenciado que el IMC, la grasa
corporal y la resistencia a la insulina se correlacionan positivamente con el nimero de
neutrofilos, monocitos y linfocitos circulantes [225]. En este sentido, se ha demostrado
gue los macréfagos no son el Unico tipo de células inmune que puede acumularse en el
tejido adiposo de los obesos [240]. De hecho, también se han observado diferentes
subpoblaciones de linfocitos y neutrofilos dentro del tejido adiposo, que pueden
modificar el comportamiento de los macréfagos, favorecer la inflamacion y promover la

resistencia a la insulina [241,242].

2.2 BIOMARCADORES ANTIOXIDANTES Y INFLAMATORIOS DE LA POBLACION CON
SOBREPESO Y OBESIDAD

Los participantes obesos del presente estudio también mostraron niveles plasmaticos
mas altos de las citocinas proinflamatorias TNFo e IL-6 con respecto a los sujetos con
peso normal. Las personas obesas presentan un estado inflamatorio de bajo grado de
forma persistente que altera el metabolismo de los adipocitos y la expresién génica,
aumentando la lipdlisis y la liberaciéon de mediadores, como TNFa, IL-6, IL-13 y MCP-1,
que reclutan y activan macréfagos hacia un isotipo proinflamatorio M1 [240,243]. La
concentraciéon de TNFa y IL-6 esta relacionada con la distribucion y porcentaje de tejido
adiposo, siendo mayor la produccidn del tejido adiposo visceral que del tejido adiposo
subcutaneo [243]. Ademas, los pacientes de este estudio mostraron un aumento
progresivo de la obesidad abdominal y WHtR que podria ser el responsable, junto con
las células inmunitarias, de la liberacidn y el aumento de los niveles circulantes de ambas
citocinas proinflamatorias. Los presentes resultados confirman que los participantes

obesos tenian inflamacidn crénica debido a un aumento de las citoquinas inflamatorias
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circulantes, este hecho pueden contribuir a movilizar y preactivar las células

inmunitarias, principalmente neutroéfilos y monocitos.

Ademas, también se encontraron niveles plasmaticos mas altos de MDA en los sujetos
obesos en comparacién con los participantes con normo-peso y con sobrepeso. Estos
resultados concuerdan con estudios previos, que describieron valores elevados de MDA
en el plasma de sujetos obesos [6]. Este aumento derivaria del hecho que estos
pacientes, al ser obesos, padecen un estado mds pro-oxidante, lo que potencia la
produccidon de ROS y la bajada de antioxidantes, y como consecuencia contribuye al

aumento del dafio oxidativo. Esta situacidon puede mejorar con la pérdida de peso [244].

Respecto a las PBMCs, en el presente estudio, se ha observado un aumento de las
actividades y los niveles de proteina de las enzimas antioxidantes en las PBMCs de los
sujetos con sobrepreso y obesos. Este aumento puede ser consecuencia de un estado
de preactivacién de las PBMCs, derivado de la inflamacion crénica y del estrés oxidativo
relacionado con la acumulacién excesiva de grasa [245,246]. En este sentido, la
activacién de PBMCs con LPS como inmunomodulador sigue el mismo patrén de
respuesta, aumentando en paralelo con el IMC y sugiriendo la existencia de un estado
de preactivacion de estas células. Aunque las PBMCs no son la principal fuente de
mediadores proinflamatorios en la obesidad, se ha sugerido que el perfil de expresion
génica de estas células puede reflejar la cantidad de grasa visceral y, en consecuencia,
ser indicativo del estado inflamatorio en la obesidad [247,248]. Ademas, se ha
demostrado que las PBMCs de participantes obesos exhiben un perfil secretor
proinflamatorio mas alto que los sujetos de peso normal, con mayor produccién de
TNFo e IL-2 y una menor produccion de la citoquina antiinflamatoria IL-10
[247,249,250]. De hecho, la exposicion de las PBMCs a H,O; induce la expresién de los
TLR 2 y 4 que activan vias de sefializaciéon proinflamatorias como la via NFkp [251].
Ademas del estrés oxidativo, la activacion de estas vias proinflamatorias se ve
incrementada por la mayor presencia de acidos grasos en sujetos obesos y por la
activacién de la lipoproteinlipasa [251,252]. Asi, la situacion proinflamatoria vy
prooxidante de las PBMCs podria inducir el aumento observado en las enzimas
antioxidantes para adaptarse y compensar la nueva situacion exigente. Ademas, el

hecho de que los marcadores de dafio oxidativo en plasma estén elevados, refuerza la
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idea de que hay una situacién prooxidante y, por tanto, esta situacién también puede
contribuir a la activacion de las defensas antioxidantes celulares para evitar el dafo

oxidativo [253,254].

El andlisis de los resultados mediante las curvas ROC (receiver operating characteristic
curve) se ha llevado a cabo para evaluar la capacidad discriminativa de los diferentes
pardmetros determinados, es decir, la capacidad de diferenciar sujetos con sobrepesoy
obesidad. Los resultados muestran que los niveles de SOD, GRd, CAT, IL-6 and TNFa. de
las PBMCs pueden ser buenos marcadores de IMC con una potencial utilidad en la

practica clinica.

2.3 EFECTOS DE LA INTERVENCION EN EL ESTILO DE VIDA EN LA POBLACION CON
SOBREPESO Y OBESIDAD DESPUES DE 2 ANOS DE SEGUIMIENTO

Después de 2 aios de intervencion en el estilo de vida siguiendo las pautas del estudio
PREDIMED-PLUS, los resultados obtenidos en el nodo de la Universidad de les llles
Baleares revelaron que los pacientes de los grupos control e intervencién intensiva en
el segundo afio de seguimiento tenian mejores parametros antropométricos con

respecto al punto inicial.

Ademads, los pacientes del grupo intervencion presentaron menor IMC, circunferencia
de cintura y cadera, obesidad abdominal, PAS y PAD respecto al grupo control. Esta
mejora se ha asociado con una mayor adherencia a la MedDiet, pero también con la
prevencion del aumento de peso y la obesidad abdominal [255]. Ademas, las personas
con un nivel mas bajo de actividad fisica y niveles mads altos de IMC y de circunferencia
de la cintura al comienzo de la intervencidn, tenian mas probabilidades de mejorar la
adherencia a la MedDiet [256]. En un estudio previo, también se observd que después
de 1 ano de seguimiento, los pacientes de edad avanzada con SMet y mayor riesgo de
ECV evidenciaron una mejora significativa en las caracteristicas del exceso de peso y
SMet después de un aumento en el consumo de nueces [257]. La mejora de los
pardmetros antropométricos asociados a la intervencién permite recuperar la capacidad

antioxidante de estos pacientes y mejorar su estado oxidativo.

Los resultados de este estudio mostraron una mayor actividad de CAT en plasma

después de 2 afios de seguimiento en comparacidon con los valores basales. Por el
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contrario, la actividad de la MPO y los niveles de XOD fueron menores en todos los
sujetos después de 2 afos de seguimiento, aunque para la XOD los cambios solo fueron
significativos en el grupo de intervencion. Se ha observado que los niveles de MPO y la
XOD estan aumentados en pacientes con obesidad y SMet. Estos valores elevados de
MPO y XOD pueden derivar del estado proinflamatorio y el mayor grado de activacion
de las células inmunes que presentan los pacientes con SMet [188,229,258]. En
concordancia con los resultados que se presentan, se ha informado una disminucién en
los niveles de XOD y MPO en pacientes después de una pérdida de peso y una

intervencion nutricional con MedDiet [259-261].

Los niveles plasmaticos de MDA fueron significativamente inferiores en los pacientes
tras 2 aflos de seguimiento respecto a los valores basales. En este sentido, la mejora de
los mecanismos de defensa antioxidante tras la intervencion nutricional puede
contribuir a un descenso significativo de los niveles de MDA. Ademads, este descenso
también puede verse favorecido por el aumento de polifenoles circulantes, con
capacidad antioxidante, asociado a una mejor adherencia a la MedDiet. En
concordancia, se descubrid que los polifenoles derivados de la suplementacién con
mango promueven la liberacién de citocinas proinflamatorias y las hormonas
metabdlicas en personas obesas después de seis semanas [262]. Adema3s, se ha revelado
gue las personas con obesidad absorben menos polifenoles, presentado un menor valor
de area bajo la curva después de la ingesta aguda en comparacién con las personas

delgadas [263].

En el presente estudio, la disminucion en la produccidon de ROS en las PBMCs y los
neutrdfilos activados con zymosan y LPS observada después de 2 afos de seguimiento,
puede ser consecuencia de una reduccién del estado proinflamatorio y prooxidante. Ya
gue se ha demostrado que las células inmunitarias circulantes en pacientes con SMet se
encuentran en un estado de preactivacién derivado del estado proinflamatorio de estos
pacientes y que puede conducir a una produccion excesiva de ROS [264]. En este
sentido, se ha evidenciado una mayor produccién de ROS en sujetos obesos y con
sobrepeso que en sujetos con normopeso (Manuscrito Il de la presente Tesis Doctoral).
Ademads, la mayor concentracion de acidos grasos circulantes en la obesidad se ha

correlacionado con una mayor produccion de ROS por parte de los neutréfilos [265].
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Al analizar los mediadores inflamatorios, los resultados mostraron una reduccién
general de los niveles de citocinas plasmaticas a los 2 afios de seguimiento respecto a
los valores basales, especialmente en el grupo de intervencidn. Esta respuesta estd de
acuerdo con estudios previos que informaron que una pérdida de peso se asocia con
una reduccién del grado de inflamacidn [266,267]. En el presente estudio, la IL-6 y el
TNFa tienden a disminuir en ambos grupos tras 2 afios de intervencién, aunque solo de
forma significativa en el caso del TNFa. Por lo contrario, los niveles de MCP-1 e IL-1f3
solo disminuyeron estadisticamente en el grupo de intervencion mas intensiva. Diversos
estudios han informado de una disminucidon de estas citocinas después de la pérdida de
peso inducida por la dieta junto con una mejora los factores de riesgo cardiometabdlicos
[268,269]. La mejora del perfil inflamatorio en el grupo de intervencién podria derivar
de mejores parametros antropométricos después de dos afios de seguimientoy también
de un mejor grado de activacion de las células inmunitarias evidenciadas con una menor

capacidad de producir ROS tras la estimulacion.

En cuanto a los pardmetros analizados en orina, se observé un descenso significativo de
los niveles de 8oxodG en ambos grupos y de 8oxoGuo en el grupo de intervencion,
mientras que el resto de parametros, MDA y polifenoles, se mantuvieron sin cambios
tras el periodo de intervencién. Tanto el 8-oxodG como el 8-oxoGuo se reconocen como
marcadores valiosos del estrés oxidativo intracelular y se consideran factores prondstico
para todas las causas y la mortalidad relacionada con enfermedades cardiovasculares
en pacientes con DMT2 [122]. Ambos marcadores de oxidacidon de acidos nucleicos
aumentan con la obesidad y la resistencia a la insulina y se ha observado que disminuyen
después de la pérdida de peso [270,271]. Los niveles reducidos de ambos parametros
evidenciados tras 2 afios de intervencidn en el estilo de vida, principalmente en el grupo
con una intervencién mas intensiva, podrian reflejar un mejor estado oxidativo en estos

pacientes.
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3. POBLACION CON EHGNA (PREVENCION Y REVERSION)

3.1 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION QUE PADECE LA EHGNA

Todos los participantes que fueron entrevistados y aceptaron participar en el estudio,
tanto los que finalmente entraron en el estudio FLIPAN como los que fueron excluidos
por no tener EHGNA tras su valoracién por RMN, fueron clasificados en tres grupos
segun el contenido graso intrahepatico (Intrahepatic Fat Content, IFC). El primer grupo
incluia pacientes sin evidencia de EGHNA (IFC 0), los cuales habian dado consentimiento
para usar sus datos y sus muestras biolégicas como grupo control, el segundo grupo
incluia pacientes con IFC1 de EHGNA y el tercero incluia pacientes con IFC 2-3. Las
estimaciones con validacién cruzada de la precision diagnosticada de la RMN de acuerdo
con el umbral de la fraccion grasa de la densidad de protones del higado (Proton Density
Fat Fraction, PDFF) para clasificar la esteatosis hepatica fueron: IFC 0 (<6,4%), IFC 1 (6,4-

17,39%), IFC 2-3 (>17,4%) [272].

Los marcadores bioquimicos en sangre empeoran progresivamente segun el contenido
graso intrahepatico, presentando valores mas altos de glucemia, Hb1Ac, TG, AST y ALT
y mas bajos de HDL, asi como los niveles alterados de la presion arterial sistélica y
diastdlica. Estos resultados concuerdan con estudios previos que evidenciaron
aumentos significativos en las enzimas hepaticas especificas (ALT, GGT y la relacién
AST/ALT <1) y en Hb1Ac en pacientes con EHGNA en comparacién con sujetos sanos
[273-275]. También hay sugerencias de que la bilirrubina y la PCR podrian ser buenos
biomarcadores para una buena prediccién de EGHNA [275-277]. La ausencia de
diferencias en los niveles de bilirrubina, GGT y PCR de este estudio podrian deberse a

gue todos los pacientes padecian SMet y no habia pacientes sanos.

3.2 BIOMARCADORES NO INVASIVOS UTILES PARA DIAGNOSTICAR LA EHGNA

Los principales resultados de este estudio reflejan que el estrés oxidativo y los
biomarcadores proinflamatorios estan claramente relacionados con el contenido de
grasa intrahepatica, lo que puede ser util para fines diagndsticos en la practica clinica 'y

para hacer un seguimiento con el tiempo de estos pacientes.
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Los participantes con un contenido graso intrahepatico mayor presentaron niveles mas
altos del MDA, como marcador de dafio oxidativo, de actividades enzimaticas
antioxidantes en plasma (CAT, SOD), de marcadores proinflamatorios (IL-6, CK-18) y de
citoquinas (irisina), pero niveles mas bajos de resolvina D1, y ninglin cambio en la

proteina de los hepatocitos, la FGF21.

Estudios previos mostraron aumentos en los niveles enzimaticos antioxidantes en
muestras de suero y plasma [274] como un mecanismo adaptativo para hacer frente al
aumento en la produccién de ROS asociada a la EHGNA [278]. Esta mayor produccion de
ROS, principalmente deriva de la cadena respiratoria [279], y puede causar dafio celular,
activar células inflamatorias e inducir la produccion de citoquinas [276,280]. La
acumulacién de lipidos en las células hepaticas también induce lipotoxicidad asociada
con el estrés del reticulo endopldsmico [281,282], lo que contribuye a la induccidn de
respuestas inflamatorias y al desarrollo de enfermedades metabdlicas crénicas como la
EHGNA [283]. Los hallazgos actuales estan de acuerdo con los resultados anteriores, que

mostraron altos niveles de MDA en EHGNA y pacientes con hepatitis viral cronica [284].

Los niveles de MPO y XOD, como indicadores de un estado proinflamatorio y
prooxidante, no evidenciaron diferencias significativas entre los contenidos grasos
intrahepaticos de los participantes. Estudios previos sugirieron que la MPO podria ser
un buen biomarcador no invasivo para distinguir la EHNA de la esteatosis [176,177]. La
ausencia de diferencias puede deberse a que los participantes de este estudio tenian un
IMC alto y un estado inflamatorio subclinico de bajo grado, pero no tenian inflamacion
adicional asociada con la esteatohepatitis. Por lo que sabemos, no hay estudios previos
gue analicen los niveles de XOD en plasma en humanos con EHGNA en comparacién con
sujetos sanos; sélo se ha encontrado un aumento de su actividad en el suero de ratas

con EGHNA [285].

Los pacientes con un contenido graso intrahepatico alto mostraron niveles mas altos de
la citocina proinflamatoria IL-6, lo que concuerda con estudios previos que evidenciaron
un aumento progresivo de los niveles de IL-6 en pacientes con esteatosis y EHNA, asi

como en pacientes con sindrome metabdlico [286-288].

201



Margalida Monserrat Mesquida — Tesis Doctoral

Los resultados del estudio revelaron que la CK-18 aumentaba significativamente con la
evolucidn de la esteatosis hepatica. Estudios previos describen a la CK-18 como un
marcador no invasivo, que podria permitir la identificacién de pacientes con EHGNA y
también se ha reportado una relacién entre los niveles de CK-18 con la evolucion de la
EHGNA [180,289]. En relacidn a los niveles de irisina, como marcador de resistencia a la
insulina o enfermedad metabdlica, aumentaron en relacidon al aumento de contenido
graso intrahepatico. Resultados similares se observaron previamente, mostrando una
asociacion directa entre la concentracion de irisina en plasma y el IMC en pacientes

obesos y con NAFLD [172,290,291].

La resolvina D1 mostrd niveles altos en los participantes con un contenido graso
intrahepatico alto. Estos niveles de resolvina se pueden relacionar con una pérdida de
la capacidad de respuesta a la inflamacién crénica subclinica, lo que favoreceria la
progresion de la EHGNA. Un analisis de regresion logistica multivariada aplicada en este
estudio mostrd una asociaciodn inversa entre los niveles de resolvina D1 y el contenido
graso intrahepatico, lo que demuestra que puede ser un buen predictor de contenido
graso intrahepatico. Los resultados actuales no evidenciaron ningun cambio en los
niveles de FGF21 a medida que aumentaba el contenido graso intrahepatico. Este hecho
puede deberse a que todos los participantes eran obesos y tenian caracteristicas de
SMet; por lo que pueden tener niveles elevados en todos los grupos estudiados. Se ha
observado que el aumento de los niveles circulantes de FGF21 en la sobrenutricién
podrian deberse a la presencia de respuestas compensatorias de FGF21 al estrés
metabodlico [292]. Ademas, FGF21 tiene efectos antiinflamatorios y antifibroticos
directos en el higado que no estan asociados con la resistencia a la insulina y la obesidad
[293,294]. Asi, la ausencia de diferencias en este marcador también podria deberse a
que los pacientes solo presentan esteatosis hepatica y no presentaban esteatohepatitis

ni fibrosis, las cuales implican inflamacion.

Después de realizar el analisis estadistico, los resultados de la curva ROS y el drea bajo
la curva, asi como la regresidon logistica multivariada, mostraron que los niveles
plasmaticos de CAT, SOD, CK-18, irisina, IL-6 y MDA, asi como la inversién de los niveles
deresolvina D1, pueden ser buenos marcadores de contenido graso intrahepatico, utiles

en la practica clinica.
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3.3 MEJORA DEL CONTENIDO DE GRASA INTRAHEPATICA DESPUES DE 6 MESES DE
INTERVENCION EN EL ESTILO DE VIDA

Los participantes que cumplieron los criterios de inclusién y aceptaron participar en el
estudio FLIPAN fueron clasificados en terlices de acuerdo con los cambios observados a
los 6 meses en contenido graso intrahepatico dividiéndolos en 3 grupos donde el tercil
1 correspondia al grupo que peor respuesta ha tenido a la intervenciéon realizada,
mientras que en el tercil 3 se agruparon los participantes que mas habian mejorado el
contenido graso intrahepatico. Los principales resultados de ese estudio reflejan que
una reduccion del contenido graso intrahepatico a los 6 meses de una intervencion en
el estilo de vida, se relaciona con un mejor estado oxidativo e inflamatorio y una mejora

de la capacidad aerdbica, independientemente del tipo de intervencién seguida.

En la situacion basal de estos pacientes al inicio del estudio, ademas de padecer EHGNA
diagnosticada por RMN, presentaban los parametros bioquimicos fuera de los valores
de referencia, los cuales estan descritos en el articulo IV de la presente Tesis Doctoral.
La reduccion de peso y IMC en los sujetos del tercil 3 en comparacion con el tercil 1 es
asocia con la mejora del contenido graso intrahepatico. Estudios previos sugirieron que
el IMC o la reduccidon de peso no son esenciales para disminuir el contenido de grasa
hepatica o restaurar la funcion hepatica normal; sin embargo, las guias internacionales
actuales establecen que el objetivo principal de la terapia nutricional en EHGNA es
reducir la ingesta de energia para lograr una reduccion del 7-10% en el peso corporal
[295—-297]. Hay evidencia cientifica de que una terapia nutricional éptima, para los
pacientes con EHGNA, podria ser un periodo inicial de dieta muy baja en calorias de
varias semanas caracterizada por una fédrmula rica en proteinas, fibra soluble y baja en
carbohidratos, seguida de un programa estructurado de reintroducciéon de alimentos

gue implementan los patrones dietéticos mediterraneos [58].

Los participantes con una mayor reversion en los niveles de contenido graso
intrahepdatico mostraron menores niveles de triglicéridos, ALT y GGT después de 6 meses
de intervencion con respecto a los niveles basales. Una de las caracteristicas de EGHNA
es la aparicion de resistencia a la insulina que conduce a un aumento en las
concentraciones de glucosa plasmatica y una produccion excesiva de VLDL ricas en

triglicéridos que induce hipertrigliceridemia [298,299]. La ALT es una enzima hepatica,
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comunmente utilizada como marcador especifico de inflamacidn hepdatica y dafio
hepatocelular, y ampliamente utilizada como marcador de presencia de EGHNA,
asimismo de presentar una buena correlacion con el contenido de grasa en el higado
[300,301]. Los hallazgos actuales estdn de acuerdo con los resultados anteriores, que
mostraron niveles elevados de triglicéridos, ALT y GGT en pacientes con EGHNA con
contenido graso intrahepatico >2 en comparacién con pacientes con contenido graso
intrahepatico de 0 y 1 (Articulo IV). Esta mejora también se observé en un estudio de
intervencion dietética basado en la MedDiet, en el que los pacientes redujeron su peso
en un 7%, junto con una mejora significativa en el IMC, la circunferencia de la cintura,

AST, ALT, GGT y TG tras el periodo de intervencién [302].

Uno de los resultados relevantes del presente estudio es la relacidn directa entre la
mejora en la capacidad aerdbica (VO max) y la mejora del contenido graso intrahepatico
indicando la importancia de la actividad fisica en la reserva de la acumulacién de grasa
en el higado. Se ha evidenciado que la prueba de los pasos Chester (Chester Step Test,
CST) es una solucidn valida, facil y econdmica para evaluar el VO,max. en personas con
hipertensién [303]. Se ha demostrado que aumentar la actividad fisica y evitar un estilo
de vida sedentario ejerce un impacto beneficioso sobre la EHGNA al mejorar la lesiéon
hepatica, la grasa hepatica y las caracteristicas histoldgicas de la EHGNA [304]. Sin
embargo, se ha evidenciado que aunque los pacientes con EHGNA son conscientes de la
necesidad de realizar actividad fisica, la mayoria describe tener problemas para realizar
su practica habitual, como falta de recursos y educacién, asi como molestias fisicas
durante el ejercicio o limitaciones de tiempo [305]. Por todos estos motivos, es
necesario motivar y trabajar mucho con los pacientes con EHGNA para que hagan

ejercicio fisico y no lo abandonen.

Los participantes del tercil 3 mostraron una reduccion en las actividades de los
antioxidantes enzimaticos CATy SOD después de 6 meses de intervencidn. Datos previos
sugieren que la produccién excesiva de ROS vy la inflamacidn son factores clave en la
patogénesis de EGHNA y estan directamente relacionados con la muerte celular
hepatica y la apoptosis [306]. Estos resultados indican una reduccidn en el grado de
estrés oxidativo y sefialan laimportancia de la mejora del contenido graso intrahepatico,

ya que una vida sana contribuye a un mejor estado de estrés oxidativo. Esta descrito
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que las actividades de los antioxidantes enzimaticos son altas en los pacientes con
EHGNA temprana y avanzada en comparacién con los controles, como consecuencia de
un estado mas prooxidante en estos pacientes [274]. Las alteraciones en el metabolismo
de los lipidos conducen a la acumulacién de lipidos en el higado, lo que conduce a una
sobreproduccion de ROS dentro de la cadena de transporte de electrones mitocondrial.
La reduccidn de la actividad de las enzimas antioxidantes no esta relacionada con
cambios en los marcadores de dafio oxidativo, lo que podria indicar que la activacién de
las defensas antioxidantes en estos pacientes permite mantener el dafio oxidativo bajo

control.

Ademds, los resultados de este estudio no evidenciaron diferencias significativas en los
niveles de MPO y XOD, los cuales son biomarcadores de estado prooxidativo. En el caso
de la MPO, dado que esta enzima se libera principalmente por los neutrdfilos, esta falta
de cambios podria estar relacionada con el hecho de que el nimero de estas células no
cambid después de 6 meses de intervencion [307]. En referencia a la XOD, hay una
tendencia a la disminucién, pero este cambio no es significativo; por tanto, seria
necesario conseguir una mejoria adicional de la esteatosis hepdtica con un mayor
tiempo de intervencién. Asimismo, los niveles de irisina se redujeron significativamente
en el tercil 3 a los 6 meses, con respecto al tercil 1. Un estudio anterior mostré que los
sujetos con EGHNA tenian niveles de irisina mds altos que los sanos [308], y se ha
sugerido que estos niveles altos actian como un mecanismo compensatorio destinado
amejorar el metabolismo energético y la sensibilidad a la insulina [308]. Asi, la reduccién
de los niveles de irisina en el grupo con mdas mejoria podria indicar una normalizacién

metabdlica en estos pacientes.

Este estudio reveld que los pacientes con EHGNA, que mdas mejoraron sus niveles de
contenido graso intrahepatico, también mostraron una mayor disminucion en los
niveles de CK-18. Estos resultados siguen el patrén de estudios previos, los cudles
revelaron que la CK-18 aumentaba con la esteatosis hepdtica y describieron una
disminucidn de los niveles séricos de CK-18 junto con la pérdida de peso en pacientes
con fibrosis hepatica después de una intervencién dietética de 6 meses [309,310]. Esto
apunta a la existencia de una asociacion positiva entre cambios en los niveles de la CK-

18 y la pérdida de peso.
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Sin embargo, otros marcadores mas generales relaciones con la inflamacion como TNFa,
IL-6 o resolvina D1 no mostraron cambios significativos en sus valores. Esto podria
deberse a que, aunque tras 6 meses de intervencidn se ha producido una reduccidn del
IMC, los pacientes siguen siendo obesos, por lo que estos marcadores mds generales no
serian lo suficientemente sensibles y seria necesaria una mejora mayor o una

intervencion mas prolongada para poder mostrar cambios en sus valores.

3.4 EFECTOS DE LA ADHERENCIA A LA DIETA MEDITERRANEA DESPUES DE 6 MESES DE
INTERVENCION EN LA POBLACION CON EHGNA

Los pacientes diagnosticados de EHGNA se clasificaron en dos grupos segln el grado de
mejora en la puntuacion de adherencia a la MedDiet tras 6 meses de intervencién
nutricional. Los resultados reflejan que un mayor aumento en el grado de adherencia a
la MedDiet estd claramente relacionado con un menor grado de estrés oxidativo y del
estado inflamatorio en pacientes con EHGNA, lo que puede ser de utilidad para el

tratamiento de esta enfermedad.

Ademas, los pacientes con mayor adherencia también presentaron una mejor evolucién
en la patologia con una menor acumulacién de contenido graso intrahepdatico y menores
niveles circulantes de CK-18. En este sentido, estudios previos han demostrado que una
mayor adherencia a la MedDiet se asocia con una menor prevalencia de NAFLD y
resistencia a lainsulina y con una enfermedad hepatica menos grave entre los pacientes

con NAFLD [311,312].

Resultados sobre parametros antropométricos y bioquimicos generales estan de
acuerdo con estudios previos que evidenciaron una pérdida de peso corporal y cambios
reducidos en los niveles de PAS y PAD después de aumentar la adherencia a una
MedDiet [313,314]. Ademas, y de manera similar a los presentes resultados, se ha
informado que la baja adherencia a la MedDiet se asocia con niveles elevados de glucosa
en sangre y HbAlc en pacientes diabéticos [315,316]. Estos resultados confirman el
hecho de que la MedDiet contribuye a mejorar el control glucémico y la sensibilidad a |a

insulina, y como consecuencia, reducir la incidencia de eventos cardiovasculares.

En este estudio, los valores basales de AST, ALT y GGT, marcadores de dafo hepaticoy

utiles para monitorear la EHGNA [317], se encuentran dentro de los valores de
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referencia, lo que indicaria que los pacientes presentan esteatosis hepatica pero sin
dafio tisular evidente. Sin embargo, los valores de la AST, ALT y GGT disminuyeron
significativamente en el grupo con mayor adherencia a la MedDiet, destacando los
efectos protectores derivados de la mejora de la calidad de la dieta. En concordancia
con estos resultados, hallazgos previos que evidenciaron una mejora significativa entre
el inicio y el final del tratamiento en pacientes con EHGNA después del seguimiento de
MedDiet, reduciendo el riesgo y la gravedad de la EHGNA vy los niveles de enzimas
hepaticas circulantes [318,319]. Asimismo, los niveles plasmaticos de CK-18 se
redujeron tras el periodo de intervencién, principalmente en el grupo con mayor
mejoria en la MedDiet. Ademads, un estudio previo observd una asociacion entre los
niveles elevados de CK-18 y la hipertension en pacientes con NAFLD, por lo que la CK-18
podria ser Util para detectar hipertension temprana [320]. En estos resultados destacan
los efectos beneficiosos de la MedDiet al observar una disminucién de los marcadores
plasmaticos de dafo hepatico en el grupo que mas ha mejorado su adherencia a la

MedDiet.

La MedDiet se ha relacionado con un aumento de los sistemas antioxidantes endégenos
y una disminucidn de la actividad prooxidante [321]. En este sentido, se ha demostrado
gue una respuesta antioxidante contribuye a restaurar un metabolismo lipidico normal,
lo que podria prevenir el desarrollo y progresidon de NAFLD. En el presente trabajo, los
efectos beneficiosos de la intervencién nutricional se evidenciaron mediante una
reduccion significativa de contenido graso intrahepdatico después de 6 meses de
consumir MedDiet. Del mismo modo, se ha observado una asociacién inversa entre la
adherencia a la MedDiet y el dafio hepatico en pacientes con NAFLD debido a que se ha
detectado una reduccién de los lipidos intrahepaticos con RMN [322]. Ademas, aquellos
pacientes que mas mejoraron la calidad de su dieta también aumentaron
significativamente su capacidad fisica segun lo evaluado por el test del escalén de
Chester. Estos resultados sugieren la existencia de una asociacion entre la calidad de la
dieta y la practica de ejercicio fisico, contribuyendo mas eficientemente a la mejora de
la EHGNA. Los presentes resultados respaldan las conclusiones de un metanalisis que
determind que la alta adherencia a la MedDiet se asocia con un mejor rendimiento fisico

y una funcién cognitiva global [323].
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En cuanto a los parametros hematoldgicos, se han observado niveles significativamente
mas bajos de neutrdfilos, eosindfilos y basofilos en el grupo por encima de la mediana
en la adherencia a la MedDiet después de 6 meses de seguimiento, mientras que los
niveles de hematocrito presentaron un pequefio incremento. La disminucidon de su
namero en el grupo con mayor adherencia puede estar relacionada con mejores
parametros bioquimicos y menor acumulaciéon de grasa que reduciria el estado
proinflamatorio de estos pacientes y la movilizacion de células inmunitarias. En este
sentido, se ha evidenciado una reduccidn significativa en el recuento de leucocitos tras
12 semanas de intervencion nutricional con MedDiet y aceite de oliva virgen extra
(AOVE) [324]. Ademas, también se observd una reduccidn significativa de leucocitos,
neutrdfilos y linfocitos tras una pérdida de peso sostenida tras dos afios de seguimiento

[325].

Al analizar los parametros de estrés oxidativo e inflamacién, los resultados han
mostrado una mejoria mas pronunciada en el grupo con mayor adherencia a la MedDiet.
Los efectos beneficiosos de la MedDiet se atribuyen, entre otros factores, a la presencia
de compuestos bioactivos con actividad antioxidante y antiinflamatoria [326,327]. De
hecho, una intervencién nutricional basada en un patréon de dieta mediterrdnea
aumenta la capacidad antioxidante total del suero en comparacién con un grupo control
asignado a una dieta baja en grasas [328]. Ademas de esta accidn directa, algunos
componentes de MedDiet son capaces de inducir los mecanismos de defensa
antioxidantes enddgenos en pacientes con SMet [260,329]. Concretamente, en el
presente estudio, un mayor aumento en la adherencia a la MedDiet se relaciond
directamente con aumento de actividades enzimaticas antioxidantes en plasma y
PBMCs, asi como una mayor expresion de catalasa en PBMCs. La expresion de MnSOD y
Nrf2 también tiende a aumentar su variacién, aunque no es estadisticamente
significativa. Esta falta de diferencias podria derivar de la variabilidad entre los distintos
individuos, por lo que aumentar el nUmero de participantes podria haber mostrado
diferencias mas claras. Esta mejora en los mecanismos antioxidantes es paralela a una
disminucidn en los niveles de MDA en plasma en ambos grupos. Aunque el grupo con
menor mejora en la adherencia a la MedDiet no ha reportado variaciones significativas

en los mecanismos de defensa antioxidante, si se beneficia de un menor grado de
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peroxidacion lipidica. De manera similar, se han observado niveles mas bajos de MDA a
medida que aumenta el grado de adherencia a la MedDiet en pacientes sanos y en
pacientes con SMet a los que se les indica que sigan una dieta de estilo mediterraneo

[329,330].

Los resultados reflejan que una mejor adherencia a la MedDiet se traduce en una mayor
reduccién de los niveles plasmdticos de MPO tras los 6 meses de intervencién
nutricional. Esta mejora puede deberse a un mejor perfil inflamatorio que disminuye
tanto el numero de células inmunitarias circulantes como su estado de preactivacion. Se
ha observado una actividad elevada de MPO en biopsias de higado de pacientes con
esteatosis simple de higado graso, aumentando progresivamente de NAFLD a NASH
[331]. Ademas, los presentes resultados revelan que los participantes de ambos grupos,
después de 6 meses de seguimiento, mostraron niveles mas altos de resolvina D1
respecto a los valores iniciales, lo que indica que incluso pequefias mejoras en la
adherencia a la MedDiet tienen efectos antiinflamatorios beneficiosos. De acuerdo con
los presentes resultados, se ha evidenciado que los neutrdfilos estimulados de pacientes
con SMet aumentaron la liberacion de resolvinas después del programa de pérdida de

peso [332].

Por el contrario, los niveles de TNFa e IL-6 muestran una tendencia a la disminucidn,
aunque solo es significativa para la IL-6 en el grupo de mayor adherencia a la MedDiet.
Datos anteriores informaron una asociacién entre biomarcadores inflamatorios con
deterioro del estado oxidativo debido a la EHGNA [333]. Ademas, dado que los niveles
de TNFa e IL-6 estan directamente relacionados con el porcentaje de tejido adiposo, la
disminucion observada en el IMC y la grasa hepatica tras la intervencion nutricional
puede disminuir su liberacidn [243]. Esta disminucidn de citocinas inflamatorias esta de
acuerdo con la disminucién de la expresion de TLR4. La activacion de los TLR por
productos microbianos o patrones moleculares asociados a dafios enddgenos induce
una cascada de vias de sefializacion intracelular que conducen a la produccion de
citoquinas proinflamatorias y también pueden contribuir a la resistencia a la insulina
[334]. Ademas, TLR4 puede ser activado por acidos grasos saturados y ceramida, lo que
podria ser relevante en NAFLD [335]. De hecho, la expresion de TLR4 estd elevada en el

higado de pacientes con NAFLD en comparacidn con pacientes sanos [336]. La pérdida
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de peso, junto con un mejor perfil metabdlico, puede reducir el estado proinflamatorio
y la presencia de acidos grasos libres, reduciendo la expresion de TLR4 y sus productos

derivados.

Aunque se ha observado una tendencia a la disminucién de los niveles de irisina a los 6
meses de seguimiento respecto a los valores iniciales, las diferencias no son
significativas. Se ha observado que un aumento de los niveles de irisina en circulacién

se asocia con un fenotipo mds agresivo de enfermedad hepatica [337].
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Conclusiones

1. Los valores mas elevados de estrés oxidativo observados en pacientes con SMet se
relacionan con un mayor estado proinflamatorio en comparacion con pacientes sin

SMet con independencia del sexo.

2. El estado proinflamatorio sistémico de los pacientes con SMet puede inducir la
movilizacion y produccion de ROS y mediadores de inflamacién de las PBMCs, lo que se
evidencia en un aumento de los mecanismos de defensa antioxidantes, probablemente

derivados de un estado de preactivacién de las células inmunitarias.

3. Las personas con sobrepeso y obesidad presentan un aumento progresivo en los
valores de los marcadores de estrés oxidativo e inflamacién en comparaciéon con

personas con normopeso.

4. Los valores de biomarcadores de inflamacién y estrés oxidativo en plasma
aumentaron principalmente en obesos. Sin embargo, en las PBMCs se observé un
aumento de las defensas antioxidantes como mecanismo compensatorio ante una
situacidn cronica de estimulos prooxidativos y proinflamatorios. La relacién entre los
biomarcadores estudiados y el sobrepeso/obesidad sugiere que estos marcadores

pueden ser Gtiles para monitorizar la progresiéon/reversion de la obesidad.

5. Una intervencion basada en el consumo de una dieta mediterranea hipocalédrica
mejora los parametros antropométricos, bioquimicos y el estado prooxidativo y
proinflamatorio tras dos afos de intervencion. Esta mejoria se acentua en el grupo
sometido a una intervencién maés intensiva donde, ademads de la dieta, se realiza la
promocién de la actividad fisica y la terapia conductual; lo cual podria contribuir a
reducir el riesgo cardiometabdlico y mejorar el estado de salud general de los

participantes.

6. Los niveles de los marcadores de estrés oxidativo, estado proinflamatorio y los niveles
de CK-18 plasmaticos aumentaron significativamente a medida que progresaba el
contenido de grasa intrahepatica medida con RMN en pacientes diagnosticados de

EHGNA.
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7. Las pruebas diagndsticas como la RMN no se realizan de forma rutinaria en la practica
clinica habitual para diagnosticar o controlar la EHGNA, por lo que la combinacion de

varios marcadores no invasivos permitiria el control y la evolucidn de esta patologia.

8. La reduccidn del contenido graso intrahepatico se asocia con una mejora en el nivel
de estrés oxidativo y el estado proinflamatorio, asi como una mejor capacidad
cardiorrespiratoria en pacientes con EHGNA. Los biomarcadores plasmaticos de estrés
oxidativo e inflamacidn se redujeron principalmente en los pacientes que mostraron una
mayor reduccién de los niveles de contenido graso intrahepatico tras 6 meses de

intervencion.

9. La relacion entre la mejora de la capacidad aerdbica y la reduccion del contenido graso
intrahepatico destaca la importancia de la actividad fisica regular en la

prevencion/reversion de la EHGNA.

10. Una mejora en la calidad de la dieta, evaluada por el grado de adherencia a la Dieta
Mediterranea, permitid mejorar los parametros antropométricos y bioquimicos, asi
como los niveles de contenido graso intrahepatico y la capacidad fisica de los pacientes

con EHGNA.

11. Una mayor mejora en la adherencia a la Dieta Mediterranea también mejoré el
estado oxidativo y proinflamatorio en pacientes con EHGNA tras 6 meses de

intervencion en el estilo de vida.

12. Una mayor adherencia a las pautas marcadas sobre el estilo de vida se reflejé en una
mejor evolucién de la EHGNA, lo que puede suponer un gran impacto desde el punto de

vista sociosanitario.
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