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I. INTRODUCCION
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I.1. OBESIDAD

I.1.a. Concepto

La obesidad es una enfermedad cronica caracterizada por un exceso de
tejido adiposo que origina un aumento de peso corporal. En los hombres, se
considera normal un porcentaje de grasa de hasta el 20% del peso corporal, y
en mujeres de hasta el 30% (Tabla 1), definiéndose como obesos aquellos
sujetos con porcentajes de grasa superiores al 25 y 33% del peso corporal,

respectivamente (1).

Tabla 1: Definicion de obesidad en funcion del porcentaje de grasa corporal

Hombres Mujeres
Normopeso 12-20% 20-30%
Limite 21-25% 31-33%
Obesidad >25% >33%

La medicion de grasa corporal puede realizarse mediante tecnologia
precisa pero, al no encontrarse la misma al alcance de la practica clinica
habitual, se recomiendan estimaciones a partir de determinados datos
antropométricos (2; 3). De entre estos datos antropométricos, el indice de masa
corporal (IMC) es el mas utilizado clinicamente para valorar la presencia de
obesidad en adultos (2). Este indice es el cociente entre el peso del individuo,
expresado en kilogramos, y su altura, expresada en metros y elevada al
cuadrado. Se considera que un determinado paciente padece obesidad si el

IMC es superior o igual a 30 kg/m®.
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I.1.b. Epidemiologia

La prevalencia de obesidad varia segun el pais estudiado. Actualmente,
es en Estados Unidos donde dicha prevalencia es mayor, estimandose en el
periodo 1.999-2.000 que el 34% de la poblacién estadounidense padecia
sobrepeso, el 30,5% obesidad, y el 4,7% obesidad moérbida o extrema (4).
Estos porcentajes son el resultado de una tendencia progresiva al aumento en
la frecuencia de las tres entidades, dado que en el periodo 1.988-1.994 la

prevalencia era de 33%, 22,9% y 2,9%, respectivamente.

En Espafia, segiin datos del estudio SEEDO'97 (5), un metaanalisis de
cuatro estudios independientes llevados a cabo en Cataluna, Madrid, Pais
Vasco y Comunidad Valenciana entre 1.989 y 1.994, la prevalencia de
obesidad en sujetos de entre 25 y 60 afios en ese periodo era de 13,4% (11,5%
de los hombres y 15,2% de las mujeres). El estudio SEEDO00 (5) recoge
datos de estudios llevados a cabo entre los afios 1.990 y 2.000 en las mismas
comunidades, junto con Galicia, Canarias, Andalucia y Baleares, siendo en
este periodo la prevalencia de obesidad de 14,5% (13,4% de los hombres y
15,7% de las mujeres). La comparaciéon de estos dos estudios muestra el
progresivo aumento de la prevalencia de obesidad en la poblacion espafiola

(ver Tabla 2).

Tabla 2: Evolucion de la prevalencia de obesidad en Espana: estudios SEEDO 97
vy SEEDO 00

SEEDO97 (5) SEEDO"00 (6)
Hombres  Mujeres Global Hombres  Mujeres Global
Sobrepeso 47,4% 31,6% 39,6% 45% 32% 39%
Obesidad 11,5% 15,2% 13,4% 13,4% 15,7% 14,5%
Obesidad mérbida 0,4% 0,7% 0,5% 0,3% 0,7% 0,5%
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I.1.c. Clasificacion

La obesidad se puede clasificar mediante diferentes criterios: en funcion
del IMC, en funcién de la distribucion de la grasa corporal, y en funcion de la

etiologia.

I.1.c.1) Clasificacion en funcion del indice de masa corporal

Existen diversas clasificaciones de la obesidad segin el IMC. En
Espafia se utiliza la clasificacion de la Sociedad Espafiola para el Estudio de la

Obesidad (SEEDO) del afio 2.000, que se muestra en la Tabla 3 (2).

Tabla 3: Clasificacion del sobrepeso y la obesidad segun el IMC

IMC (kg/m®)

Peso insuficiente <185
Normopeso 18,5-24,9
Sobrepeso grado 1 25-26,9
Sobrepeso grado II (pre-obesidad) 27-29.9
Obesidad grado I 30-34,9
Obesidad grado II 35-39,9
Obesidad grado III (mérbida) 40-49.,9
Obesidad grado IV (extrema) >50

IMC: indice de masa corporal

I.1.c.2) Clasificacion en funcion de la distribucion de la grasa corporal

Un criterio clinicamente relevante para clasificar la obesidad es el
patron de distribucion de la grasa corporal. La grasa se acumula de forma
predominante en la mitad superior del cuerpo en la denominada obesidad
androide, central o abdominal, y en la mitad inferior en la obesidad ginoide o
periférica. En la obesidad central, mas frecuente en hombres, la grasa se

deposita preferentemente en cara, cuello, tronco, region supraumbilical, y a

16



nivel intraabdominal (grasa visceral). En la obesidad periférica, mas frecuente
en mujeres, la grasa se acumula en region infraumbilical, caderas, gliteos y
muslos. La diferenciacion entre ambos tipos tiene gran importancia clinica,
puesto que la obesidad central es la que mas se relaciona con complicaciones

metabdlicas, y por tanto es la que presenta mayor riesgo cardiovascular (6).

Para clasificar la distribucion de la grasa, se utilizan distintos
parametros (Tabla 4). Hasta hace pocos afios, el pardmetro mas utilizado era el
cociente entre la circunferencia de la cintura y la circunferencia de la cadera
(indice cintura-cadera: icc). Sin embargo, se ha demostrado que el pardmetro
clinico que mejor se correlaciona con la cantidad de tejido adiposo visceral
medida por técnicas de imagen como resonancia magnética o tomografia axial

computarizada (TAC), es la circunferencia de la cintura (8).

Tabla 4: Clasificacion de la obesidad en funcion de la distribucion de la grasa y

valores de riesgo de los datos antropométricos (2)

Criterio Hombres Mujeres

icc >1: obesidad central >0,90: obesidad central
<1: obesidad periférica <0,90: obesidad periférica

Perimetro de cintura: valores >96 cm >82 cm

de riesgo

Perimetro de cintura: valores >102 cm >90 cm

de riesgo elevado

I.1.c.3) Clasificacion en funcion de la etiopatogenia

La obesidad se puede clasificar en funcion de su etiologia, siendo la

obesidad esencial la responsable del 90% de los casos.

- Obesidad esencial: se analiza en el apartado siguiente.
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- Obesidad secundaria: se debe a otra patologia de base, que puede ser
endocrinolégica  (hipotiroidismo, hiperfuncion  glucocorticoidea,
alteraciones hipotaldmicas) o genética (sindrome de Prader-Willi,
sindrome de Lawrence-Moon-Bield...). También puede ser debida al
consumo de determinados farmacos (glucocorticoides, antidepresivos

triciclicos, etc...).

I.1.d. Etiopatogenia de la obesidad esencial

La obesidad esencial es el resultado de un disbalance entre la ingesta
calorica y el gasto energético, a favor de la primera (9). Multiples factores y
mecanismos de retroalimentacion influyen en la regulacion del balance
energético, con el objetivo de mantener estables los depositos de energia.
Sefiales hormonales y neuronales informan al hipotdlamo del estado de las
reservas grasas, que a su vez condiciona cambios en la respuesta alimentaria y
en el gasto energético para restablecer el balance (10). Entre estas sefiales, en
los ultimos afios se ha concedido especial importancia a la leptina. Se trata de
una hormona proteica producida fundamentalmente en el tejido adiposo, y
cuyas concentraciones son proporcionales a las reservas grasas del organismo.
Actta fundamentalmente a nivel hipotalamico, regulando la ingesta y el gasto
energético, y por tanto el porcentaje de grasa corporal (11). De forma
esquematica, en situaciones de balance energético negativo, el descenso de los
niveles plasmaticos de leptina provoca una respuesta hipotalamica consistente
en un aumento de la ingesta y una disminucién del gasto energético (12). Por
el contrario, en situaciones de balance energético positivo, el aumento de la
concentracion plasmadtica de leptina conduce a una respuesta hipotalamica de
disminucion de la ingesta y aumento del gasto energético (Figura 1). Sin
embargo, en la gran mayoria de sujetos obesos se encuentran niveles elevados
de leptina (13), que no ejercen ninguna accidon sobre la ingesta o el gasto
calorico. Parece existir, pues, una situacion de resistencia a la leptina, similar a

la resistencia insulinica (RI) de la diabetes mellitus tipo 2.
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‘TejidoAdiposo‘ | Pancreas | | Tracto Digestivo ‘
Leptina Insulina CCK, vago,

\J ‘////Gﬂrelina
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| |

Gasto Ingesta
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Figura 1: Mecanismos implicados en la regulacion del balance energético. CCK:
colecistoquinina. NPY: neuropéptido Y. AgRP: proteina relacionada con el

Agouti. POMC: proopiomelanocortina

Una alteracion en cualquier punto de la regulacion del balance
energético puede llevar a la obesidad. Sin embargo, en la gran mayoria de los
casos, la alteracion es multifactorial y aparece como resultado de la interaccion
entre la carga genética del individuo y determinados factores ambientales. S6lo
en algunos casos aislados de obesidad se ha demostrado una deficiencia de
leptina, debida a un alteracion del gen que la codifica (14), o del gen que
codifica su receptor (15), estando dichas alteraciones englobadas dentro de las
obesidades de causa genética. Excluidos estos casos, los factores genéticos
explican hasta un 40% de la variabilidad del IMC (16), pero parece claro que
el gran aumento de la prevalencia de obesidad en los ultimos afios se debe a
factores ambientales relacionados con el estilo de vida, concretamente al
aumento de la ingesta caldrica y a la reduccion de la actividad fisica (9).
Probablemente, estos factores ambientales hayan resultado especialmente
perjudiciales para individuos genéticamente predispuestos a desarrollar

obesidad.
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I.1.e. Complicaciones

La obesidad se asocia a wun incremento importante de la
morbimortalidad, que es mas elevada cuanto mayor es el IMC. Estudios
epidemioldgicos han demostrado que el riesgo relativo de muerte por cualquier
causa aumenta de forma proporcional al IMC (17), y que, cuando éste supera
los 40 kg/m?®, puede ser 2,5 veces superior al de los individuos con normopeso.
Una gran multitud de patologias se asocian a la obesidad. Las complicaciones
metabolicas aparecen fundamentalmente en la obesidad abdominal (18),
mientras que las complicaciones mecdnicas se asocian a ambos tipos de

obesidad.

- Diabetes mellitus tipo 2: El riesgo de padecer esta enfermedad aumenta
en relacion con el grado de obesidad y con la distribucion del tejido
graso, siendo mayor en la obesidad central (19; 20). Los datos del
estudio NHANES III muestran que la prevalencia de diabetes aumenta
de forma paralela al IMC, llegando a ser de 13% en pacientes con IMC
superior a 35 kg/m? (21).

- Dislipemia aterogena: La obesidad, especialmente la abdominal, se
asocia con un aumento de triglicéridos (TG) (22), una disminucién del
colesterol HDL (23), y un aumento del colesterol VLDL y de las
particulas LDL pequefias y densas (24). Muchos autores han propuesto
que existe asimismo en la obesidad un aumento del colesterol total (CT)
y del colesterol LDL (23; 25), aunque otros estudios no han confirmado
esta asociacion (26).

- Hipertension arterial: El riesgo de hipertension arterial es mayor
conforme aumenta el IMC y en la obesidad abdominal. El estudio
Framingham cuantifico hace décadas en 6,5 mmHg el aumento de
presion arterial por cada aumento de peso del 10% (27). Otros estudios
posteriores han mostrado que la prevalencia de hipertension arterial es
tres veces superior en sujetos obesos que en sujetos con normopeso

(28).
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- Hiperuricemia: Se asocia fundamentalmente a la obesidad abdominal
(29).

- Enfermedades hepatodigestivas: La obesidad se asocia a litiasis biliar
(30) y a esteatohepatitis no alcohoélica (31), que puede llevar a cirrosis
hepatica en el 10% de los casos (32).

- Alteraciones respiratorias: Las alteraciones respiratorias asociadas con
la obesidad son el sindrome de apneas-hipopneas del suefio (33), y el
sindrome de obesidad-hipoventilacion o sindrome de Pickwick (34).

- Artrosis: Las articulaciones mas afectadas son la coxo-femoral y la
fémoro-tibial (35).

- Neoplasias: Los pacientes con obesidad presentan un riesgo mas
elevado de padecer las siguientes neoplasias: prostata, recto, colon,
mama, endometrio y vesicula biliar (36).

- Alteraciones psicosociales: 1.os pacientes obesos presentan una elevada
frecuencia de trastornos depresivos (37), y una mayor dificultad para
una integracion sociolaboral plena (38).

- Alteraciones endocrinologicas: Es frecuente en mujeres obesas la
existencia de hiperandrogenismo funcional ovérico (39). Asimismo, la
obesidad se asocia a disminucion de la secrecion de GH, sin
repercusiones clinicas dado que el efector hepatico, IGF-I, esta
aumentado a consecuencia del hiperinsulinismo (40).

- Otras: Microalbuminuria (41), insuficiencia venosa periférica (42; 43),

disfuncion ventricular (44), y complicaciones obstétricas (45-47).

La Tabla 5 muestra el riesgo relativo de las principales complicaciones

asociadas a la obesidad.
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Tabla 5: Riesgo relativo atribuido a la obesidad en el desarrollo de sus

principales complicaciones (modificado de Arrizabalaga 2003 et al) (3)

Riesgo relativo > 3 Riesgo relativo 2-3 Riesgo relativo 1-2
Diabetes mellitus tipo 2 Enfermedad coronaria Neoplasias
Hipertension arterial Artrosis
Dislipemia aterégena Gota

Colelitiasis

Sindrome de apneas del suefio

I.1.f. Obesidad, resistencia insulinica y sindrome metabdlico

I.1.f.1) Introduccion

Probablemente, el eje fisiopatologico que enlaza la obesidad con las
patologias metabdlicas asociadas a la misma sea la RI. La RI es la disminucion
de la accion bioldgica de la insulina sobre los tejidos insulin-dependientes:
higado, musculo esquelético y tejido adiposo. La grasa visceral es mas
resistente a las acciones de la insulina que la grasa subcutdnea, y mas sensible
a las hormonas lipoliticas (48). El aumento consecuente de la llegada de acidos
grasos libres al higado a través del sistema porta es responsable de la
dislipemia caracteristica de la obesidad, aumentando el sustrato para la sintesis
hepatica de TG (49), y asimismo contribuye a la RI a nivel hepatico,
inhibiendo la captacion y oxidacion de glucosa y la sintesis de glucogeno, y

aumentando la liberacion hepatica de glucosa (50).

El sindrome metabolico (SM) es la coexistencia de diferentes rasgos
clinicos, probablemente consecuentes de la RI, en un determinado paciente,
que habitualmente padece ademés obesidad abdominal (51). En la actualidad,
existen varias definiciones de SM, algunas de las cuales exigen el diagnodstico
bioquimico de RI, mientras que en otras no es un criterio necesario. No existe

por el momento acuerdo en la comunidad cientifica internacional en los
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criterios diagnodsticos de SM, asi como tampoco se ha demostrado que dicho
diagnoéstico se asocie a un mayor riesgo cardiovascular que la suma de los

factores de riesgo que lo componen (52).

1.1.f.2) Diagnéstico de resistencia insulinica

Al igual que no se dispone de un diagndstico universal de SM, tampoco
existe en la actualidad una expresion numérica Unica clinicamente util que
defina la RI (53). Existen multiples métodos de valoracion de la misma, que se
pueden clasificar, en funcion de la dificultad para su realizacion, en métodos

para muestras reducidas y métodos para un gran numero de muestras.

Los principales métodos para muestras reducidas son el “clamp” o
pinzamiento euglucémico hiperinsulinémico (54), y la prueba de tolerancia
intravenosa a la glucosa con analisis mediante modelo minimo (55). Son los
que mejor determinan la RI, pero son complejos, prolongados y caros, por lo
que solo se utilizan en estudios de investigacion. Para analizar un gran niimero
de muestras, se dispone de otros métodos, como la insulinemia basal (53; 56) y
el método HOMA (“Homeostasis Model Assessment’) (57). La determinacién
de insulinemia basal es el método mas sencillo, pero no es posible establecer
una unica cifra universal a partir de la cual un paciente se defina como
resistente a la insulina. Por una parte, existe un solapamiento considerable
entre los valores de insulinemia de sujetos sanos y de sujetos con RI. Otro
problema es la falta de estandarizacion del método de laboratorio, con amplias
diferencias entre las diversas técnicas, que se deben fundamentalmente a su
capacidad de presentar reacciones cruzadas con proinsulina y péptidos
proinsulinoides. Con estas limitaciones, se suele utilizar como punto de corte
para diagnosticar RI el valor del cuartil superior de insulinemia obtenido en
una poblacién no diabética mediante un ensayo determinado, si se dispone de

estos datos. Un estudio espafiol ha establecido esta cifra en 16,7 pU/mL (56).
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El indice HOMA (57) es un marcador indirecto de RI que se obtiene a

partir de la glucemia y la insulinemia basal, mediante la formula siguiente:

Indice HOMA = (insulinemia basal en pU/mL x glucemia basal en mmol/L) / 22,5

indice HOMA = (insulinemia basal en pU/mL x glucemia basal en mg/dL x 0,05551) / 22,5

Los resultados dependen del método de laboratorio utilizado para la
determinacién de insulina. Por otra parte, el método HOMA presenta un
coeficiente de variacion intraindividual del 10 al 30% (57; 58). Aunque la
imprecision limita la utilidad préactica del célculo de RI mediante HOMA en
una muestra pequefia, su sencillez y las correlaciones significativas que se
encuentran al comparar la RI obtenida por HOMA con la obtenida mediante
“clamp” euglucémico hiperinsulinémico, respaldan su utilizacion (59). Los
puntos de corte sugeridos para el diagnostico de RI por HOMA en poblacion
espainiola varian entre 3,03 (60) y 3,8 (56), segtn se utilice como punto de corte
para diagnodstico de RI el percentil 75 o el percentil 90 de los valores de

HOMA obtenidos en poblacion sana.

I.1.e.3) Diagnéstico de sindrome metaboélico

Los diferentes organismos internacionales han establecido distintos

criterios para definir el SM.

Criterios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

La definicion propuesta por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en 1.999 (61) exige para el diagnostico de SM la presencia de
intolerancia a la glucosa (ITG) o diabetes mellitus tipo 2 y/o RI (definida como
el cuartil inferior de la medicidon de sensibilidad a la insulina en la poblacién

¢

no diabética mediante “clamp” euglucémico hiperinsulinémico), junto con al

menos dos de los siguientes criterios:
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- Obesidad abdominal, definida por icc > 0,90 en hombres y 0,85 en
mujeres, y/o IMC > 30 kg/m’.

- Dislipemia, definida por TG > 150 mg/dL, o HDL < 35 mg/dL en
hombres y de 39 mg/dL. en mujeres.

- Presion arterial > 140/90 mmHg.

- Microalbuminuria (excrecion de albimina urinaria > 20 pg/min o

cociente albumina/creatinina > 30 mg/g).

Criterios del Grupo Europeo para el Estudio de la Insulinresistencia

La definicion del Grupo Europeo para el Estudio de la
Insulinresistencia (EGIR) (62) se diseid para utilizarse exclusivamente en
poblacion no diabética, y presenta la ventaja de valorar la RI en funcién de los
niveles de insulina plasmatica y no del “clamp”. Exige la presencia de
hiperinsulinismo (cifras de insulinemia basal mayores al percentil 75 de la

poblacion no diabética), junto con dos o mas de los siguientes criterios:

- Glucemia basal > 110 mg/dL (pero no en rango diabético).

- Obesidad abdominal, definida por una circunferencia de cintura > 94
cm en hombres y > 80 cm en mujeres.

- Dislipemia: TG > 180 mg/dL, o HDL < 40 mg/dL, o tratamiento para la
dislipemia.

- Presion arterial > 140/90 mmHg o tratamiento antihipertensivo.

Criterios del National Colesterol Education Program Expert Panel

Las guias del “National Cholesterol Education Program Expert Panel on
Detection, Evaluation and Treatment of High Blood Colesterol in Adults, Adult
Treatment Panel 1II” (NCEP ATP III) publicadas en 2.001 (63) simplifican los
criterios, al obviar el problema diagnoéstico de la RI. Sugieren la identificacion

clinica del SM en base a la presencia de tres o mas de los siguientes criterios:
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- Obesidad abdominal, definida por una circunferencia de cintura mayor
de 102 cm en hombres y de 88 cm en mujeres.

- TG =150 mg/dL.

-  HDL <40 mg/dL en hombres y < 50 mg/dL en mujeres.

- Presion arterial > 130/85 mmHg.

- Glucemia plasmatica en ayunas > 110 mg/dL.

Criterios de la Federacion Internacional de Diabetes

En un intento de unificar los diferentes criterios diagnosticos que
dificultan, entre otras cosas, la comparacion de prevalencias entre diferentes
poblaciones, la “International Diabetes Federation” (IDF) en su Consenso del
afio 2.004 propuso una nueva definicion, que fue expuesta en el Primer
Congreso Internacional de Prediabetes y Sindrome Metabolico en mayo de
2.005 (64). Los criterios propuestos se asemejan bastante a los del NCEP ATP
II1, pero con un punto de corte de la circunferencia de cintura menor. Estos
nuevos criterios exigen la presencia de obesidad abdominal, definida en
poblacion caucasica por una circunferencia de cintura mayor de 94 cm en
hombres y de 80 cm en mujeres (con variaciones especificas para otras etnias),

junto con dos 0 mas de los siguientes criterios:

- TG =150 mg/dL o tratamiento especifico de este tipo de dislipemia.

- HDL < 40 mg/dL en hombres y 50 mg/dL en mujeres, o tratamiento
especifico de este tipo de dislipemia.

- Presion arterial sistolica > 130 mmHg o diastolica > 85 mmHg, o
tratamiento antihipertensivo.

- Glucemia plasmadtica en ayunas > 100 mg/dL o diabetes mellitus tipo 2

previamente diagnosticada.

El Consenso detalla otros parametros relacionados con el SM que,
aunque no aparecen en su definicion, se deberian incluir en estudios de
investigacion con el fin de determinar su valor predictivo para el diagndstico

de enfermedad cardiovascular y diabetes. Entre estos pardmetros figura la RI,
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valorada mediante insulina, indice HOMA, modelo minimo, aumento de

acidos grasos libres, o “clamp” euglucémico hiperinsulinémico. También

figuran entre estos parametros la valoracion del estado proinflamatorio,

mediante proteina C reactiva (PCR), interleuquina 6 (IL-6), factor de necrosis

tumoral a (TNF-a) y adiponectina, y la valoracion del estado protrombdtico,

mediante inhibidor del activador del plasminogeno 1 (PAI-1) y fibrindgeno

(Fbg). La Tabla 6 ofrece una comparacion de las cuatro definiciones de SM.

Tabla 6: Comparacion de las cuatro definiciones propuestas para el diagnostico

de SM
OMS (61) EGIR (62) NCEP ATP 1II (63) IDF (64)
RI Indispensable Indispensable, No precisa No precisa
excepto DM/IHC, mediante
mediante “clamp” insulinemia basal
Criterios 2 0 mas 2 0 més 3 0 més 2 0 mas
adicionales
Obesidad icc > 0,85-0,90 o Cintura > 80-94 cm  Cintura > 88-102 Cintura > 80-94
abdominal IMC > 30 kg/m’ cm cm
Glucosa DM o ITG > 110 mg/dL, > 110 mg/dL > 100 mg/dL
no DM
Lipidos TG > 150 mg/dL o TG > 180 mg/dL o TG>150mg/dL TG > 150 mg/dL
HDL <35-40 mg/dL ~ HDL < 40 mg/dL HDL < 40-50 HDL < 40-50
(Unico criterio) (Gnico criterio) mg/dL mg/dL
(dos criterios) (dos criterios)
Tension >140/90 mmHg >140/90 mmHg >130/85 mmHg >130/85 mmHg
arterial
Otros Microalbuminuria No No No

DM: diabetes mellitus. ITG: intolerancia hidrocarbonada.
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I.1.f. La obesidad como enfermedad inflamatoria

1.1.£.1) Introduccion

El tejido adiposo se ha considerado durante muchos afios como un
deposito estatico de grasa, pero en los ultimos afios esta vision ha cambiado, y
en la actualidad se sabe que participa de forma activa en la homeostasis
energética, considerandose como un o6rgano endocrino. Las citoquinas son
proteinas de bajo peso molecular producidas por el sistema inmunoldgico
cuando ocurre una agresion externa o durante la inflamacion, que coordinan
las distintas células del sistema inmune, y presentan acciones metabolicas. El
término ‘“‘adipocitoquinas” se ha acufado para describir a los factores
producidos por el tejido adiposo que modulan la funcién de otros tejidos, como
IL-6, TNF-a, leptina, adiponectina, PAI-1, resistina y angiotensindgeno, entre
otros (65). Por otra parte, en los ultimos anos, obesidad y SM se han asociado
con marcadores de inflamacidn cronica de bajo grado (66; 67), sugiriéndose
que la obesidad pueda ser una “enfermedad inflamatoria”. Este estado de
inflamacion  probablemente sea consecuencia de la secrecion de
adipocitoquinas (65). El aumento de determinadas adipocitoquinas (IL-6,
TNF-a, PAI-1) y de proteinas de fase aguda (PCR y Fbg) que acontece en la
obesidad, se relaciona con la RI, la disfuncion endotelial y la arteriosclerosis.
Estudios maés recientes sugieren que las adipocitoquinas no son segregadas por
los adipocitos maduros, sino por células del estroma del tejido adiposo,
fundamentalmente macrofagos, cuyo numero se encuentra aumentado en la

obesidad (68; 69).

Ciertos estimulos extravasculares inducen una activacion cronica de
bajo grado de la respuesta inflamatoria de fase aguda. Entre estos estimulos, se
encuentran la obesidad, el tabaco, las infecciones mucosas (bronquitis, gastritis
o periodontitis), y la edad. El resultado final es la activacion de la cascada
inflamatoria, que se asocia a RI y arteriosclerosis. Hay discrepancia en el

momento actual acerca de si los parametros inflamatorios son marcadores de la
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RI y/o de la enfermedad cardiovascular, o mediadores de las mismas, es decir,
si aumentan de forma secundaria a la arteriosclerosis concomitante, o si
representan la causa directa de la misma (70). Independientemente del factor
causal, la relacion es bidireccional: cualquier proceso relacionado con la
inflamacion cronica disminuye la accion de la insulina, fundamentalmente por
medio de la IL-6 y el TNF-a. En efecto, en condiciones normales, la insulina
modula la cascada inflamatoria disminuyendo la transcripcion de IL-6 y de
TNF-a, y haciendo que finalice normalmente la reaccioén de fase aguda (70).
Por tanto, la RI conllevaria una disminucion de este efecto modulador, y un
circulo vicioso con empeoramiento de la inflamacion. De este modo, se
prolongaria la respuesta inflamatoria, con efectos deletéreos para el organismo.
De hecho, se sabe que la reduccion de la inflamaciéon es un mecanismo

potencial para mejorar la sensibilidad a la insulina (71).

Un estudio prospectivo reciente mostrd que los pacientes obesos con
niveles mas elevados de reactantes de fase aguda presentaban un nimero
significativamente mayor de eventos cardiovasculares (72), por lo que la
relacion de la obesidad con los marcadores de inflamacion puede contribuir al
riesgo cardiovascular aumentado de estos pacientes. La Figura 2 ilustra la

hipoétesis de la relacion entre obesidad, inflamacion, RI y arteriosclerosis.

Obesidad
+

Activacion de la Cascada Inflamatoria

o ~

Resistencia Arteriosclerosis

Insulinica
Disfuncion j

Endotelial

Figura 2: Relacion obesidad-inflamacion-resistencia insulinica-arteriosclerosis
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I.1.£.2) Interleuquina 6

La IL-6 es una adipocitoquina implicada en el metabolismo lipidico y
glucidico. Es producida por varios tipos celulares diferentes, incluyendo los
leucocitos activados, las células endoteliales, los fibroblastos, y el tejido
adiposo subcutaneo, donde se origina el 30% de la IL-6 plasmatica (73). Otros
estudios han demostrado que la produccion de IL-6 es tres veces superior a

nivel del tejido adiposo visceral que del subcutaneo (74).

Las citoquinas actiian principalmente de forma autocrina y paracrina, y
los niveles circulantes de las mismas pueden no tener ninguna relacion con su
papel fisiopatologico. Una posible excepcion a esta regla es la IL-6 (75), que
circula en plasma en cantidades significativas, y act@ia a distancia como una
hormona, con una vida media inferior a las 6 horas (76). Entre sus efectos
metabolicos, se encuentran la disminucion de la actividad de la
lipoproteinlipasa en el tejido adiposo (77) y la estimulacion de la lip6lisis (78),
con aumento en la concentracion de acidos grasos libres. Induce RI,
probablemente debido al aumento de los acidos grasos libres, aunque otros
trabajos apuntan hacia un efecto directo a nivel hepatico (79). La IL-6 aumenta
la sintesis hepatica de proteinas de fase aguda como PCR y Fbg, siendo el

principal regulador de la misma (80; 81).

La secrecion de IL-6 por el tejido adiposo y sus niveles plasmaticos son
proporcionales al IMC, a la masa grasa y a la RI (82). En los pacientes obesos,
tanto la secrecion de IL-6 por el tejido adiposo (73) como sus niveles
plasmaticos (83) se encuentran aumentados. Por otra parte, se ha visto que los
niveles plasmaticos de IL-6 son mayores en los pacientes con obesidad y
diabetes mellitus tipo 2 asociada (84). Un estudio reciente ha demostrado que
los niveles elevados de IL-6 se asocian a un aumento del riesgo de desarrollar
diabetes mellitus tipo 2, aunque esta relacion deja de ser significativa al ajustar

por IMC (85).
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1.1.1.3) Factor de necrosis tumoral o

El sistema TNF-a estd formado por el propio TNF-a y los receptores
TNFR1 y TNFR2. Las fracciones solubles circulantes de TNFR1 y TNFR2 son
el resultado de la rotura de la porcion extracelular del receptor que ocurre
cuando se une TNF-a, y la determinacion de las mismas es una forma de

medir la accion de TNF-a (86).

El TNF-a activa la lipolisis (87) e inhibe la lipoproteinlipasa (88),
aumentando la concentracion de acidos grasos libres y disminuyendo asi la
accion de la insulina. Reduce también la sensibilidad a la insulina
interrumpiendo la sefalizacion intracelular de su receptor (89), vy
probablemente disminuyendo la produccion de adiponectina por el propio
tejido adiposo (90). La adiponectina es otra adipocitoquina que actiia de forma
autocrina y paracrina aumentando la sensibilidad a la insulina, y que se
encuentra disminuida en la obesidad (91). En resumen, el TNF-a inhibe la
accion de la insulina en el adipocito a través de un mecanismo autocrino y
paracrino, pero se desconoce si representa una sefial endocrina importante
(65). Por otra parte, el TNF-a es un potente inductor de la sintesis de IL-6 (92),
y participa en la regulacion de la fibrinolisis, pues es un importante estimulo

para la produccion de PAI-1 en el tejido adiposo (93).

La secrecion de TNF-a por el tejido adiposo subcutineo abdominal
obtenido mediante biopsia esta aumentada en los pacientes con obesidad (94) y
se correlaciona con la insulinemia (95). Otros autores han estudiado la
produccion de TNF-a por dicho tejido “in vivo”, midiendo la diferencia
arterio-venosa de las concentraciones del mismo a este nivel, y concluyendo
que el tejido adiposo no segrega TNF-a a sangre, sin poder descartar que actle
de forma paracrina o autocrina (73). De igual manera que se esta observando

con otras citoquinas, estudios recientes apuntan hacia una produccidon

extraadipocitaria de TNF-a dentro del tejido adiposo (68).
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Varios autores han determinado los niveles de TNF-a en circulacion
venosa periférica. Un estudio solo detectdo TNF-a en el 10,5% de los pacientes
obesos, y en el 11,1% de los sujetos con normopeso, oscilando sus niveles
entre 1,2 y 5,1 pg/mL, y siendo indetectables en el resto de los pacientes (95).
Sin embargo, multiples estudios posteriores han encontrado concentraciones
detectables de TNF-o tanto en pacientes obesos como en sujetos con
normopeso (73; 83; 96; 97). La mayoria de los autores han concluido que los
pacientes con obesidad tienen niveles plasmaticos elevados de TNF-o (98-
100), aunque no todos (101; 102). No se ha encontrado una correlacion entre

los niveles plasmaticos de TNF-a y el IMC en los pacientes obesos (103).

1.1.f.4) Proteina C reactiva

La PCR es un reactante de fase aguda producido por los hepatocitos en
respuesta a diversos estimulos. Sus niveles son bajos en individuos sanos, pero
aumentan mucho en respuesta a la infeccion, la inflamacién y el dafio tisular.
Recientemente, varios estudios prospectivos han demostrado la utilidad de los
niveles de PCR como predictores de riesgo de enfermedad cardiovascular tanto
en individuos aparentemente sanos (104; 105) como en individuos con
enfermedad cardiovascular establecida (106; 107). Un metaanalisis publicado
en 1.998 analizo 7 estudios prospectivos y concluyd que los individuos con
valores de PCR en el tercil superior presentaban un riesgo de enfermedad
coronaria 1,7 veces mayor que los individuos con valores en el tercil inferior
(108). Un estudio recientemente publicado ha mostrado que los niveles de
PCR y de IL-6 se asocian con la presencia y la progresion de la arteriosclerosis

(109).

Se ha observado de forma consistente niveles elevados de PCR en
sujetos con sobrepeso y obesidad (70; 110). En varios estudios realizados en
poblacion sana, los niveles de PCR se han asociado de forma independiente a

medidas de adiposidad, como el IMC, la cintura, el icc (66; 67; 111), o la grasa

32



visceral determinada por TAC (112). Asimismo, los niveles de PCR se
encuentran asociados a los marcadores de RI. El IRAS (“Insulin Resistance
Atherosclerosis Study”) fue un estudio multicéntrico disefiado para explorar
las relaciones entre la RI y los factores de riesgo cardiovascular. En dicho
estudio, se observo una correlacion entre la RI y los niveles de PCR, Fbg y
PAI-1 (67). Tanto la PCR como el Fbg y el PAI-1 fueron buenos predictores
de la aparicion de diabetes mellitus tipo 2 (113). La relacion de la PCR con el
desarrollo de diabetes parecia mediada por el IMC y/o la RI, ya que disminuia
significativamente al ajustar por estas variables. Otros estudios han confirmado
la utilidad de los niveles de PCR para predecir el desarrollo de diabetes

mellitus tipo 2 (85).

El principal regulador de la sintesis hepatica de PCR es la IL-6 (80; 81).
El TNF-a no induce por si mismo la sintesis de PCR, pero si la de IL-6, que es
el principal determinante de la respuesta de fase aguda (114). Asi, en pacientes
con obesidad se ha demostrado que los niveles plasmaticos de PCR se
correlacionan con los de IL-6 y TNF-a (115). De igual manera, existe una
correlacion importante entre los niveles de PCR, IL-6 y TNF-a, y los

componentes del SM (66).

I.1.1.5) Efecto de la pérdida de peso sobre los marcadores inflamatorios

Pocos estudios longitudinales han analizado el efecto de la pérdida de
peso sobre los niveles de los marcadores de inflamacion en los pacientes con
obesidad. En general, la mayoria de los estudios han mostrado que los niveles
de PCR disminuyen con la pérdida de peso (84; 97; 100; 116-118), aunque un
autor no encontrd cambios tras estudiar a 21 mujeres obesas tras una modesta

pérdida de peso (83).

Sin embargo, el efecto de la pérdida ponderal sobre los niveles de IL-6

y TNF-a en pacientes con obesidad es mas controvertido. Varios trabajos han
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encontrado que los niveles de IL-6 descienden con la pérdida de peso (71; 83;
84; 96; 101; 117; 119-121), mientras que en otros no se han modificado (97;
100). En cuanto a los niveles plasmaticos de TNF-a, la mayoria de los autores
no han detectado cambios con la pérdida de peso (71; 83; 84; 97; 100; 117;
119; 122), aunque otros han observado un descenso de los mismos (96; 98;
101; 120). Algunos autores han estudiado la secrecion de citoquinas por el
tejido adiposo en pacientes con obesidad antes y después de la pérdida de peso,
encontrando en general una reduccién de la secrecion de IL-6 (83; 121), y
resultados contradictorios respecto a la de TNF-a (83; 94; 95; 121). Una
hipotesis reciente propone que los pacientes con pérdidas de peso réapidas
mediante dietas de muy bajo contenido caldrico (VLCD) (83; 122) o cirugia
(84; 100) no presentan mejoria de los niveles de estas adipocitoquinas debido a
la respuesta inflamatoria al estrés metabolico causado por el ayuno relativo,
mientras que en las pérdidas de peso mas graduales (96; 121; 123) se

observaria una disminucion de dichos niveles (100).

En resumen, se puede concluir que la pérdida de peso en pacientes con
obesidad produce un descenso de los niveles de PCR, pero los resultados
respecto a los efectos de la misma sobre los niveles de IL-6 y TNF-a no son

concluyentes.

1.1.£.6) Conclusion

La obesidad se asocia a un estado de inflamacion cronica de bajo grado,
probablemente consecuencia de la secrecion de citoquinas proinflamatorias por
el tejido adiposo. Estas citoquinas pueden ser la base de muchas de las
complicaciones asociadas a la obesidad, asi como de la disfuncion endotelial y,
potencialmente, de la arteriosclerosis y del exceso de riesgo cardiovascular de

estos pacientes.
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I.1.g. Disfuncion endotelial y estrés oxidativo en la obesidad

El estrés oxidativo es un término utilizado para definir el disbalance
entre la produccion intracelular de radicales libres a través de diferentes
procesos celulares, y la capacidad de eliminacion de los mismos por parte de la
célula (124). Cuando estos radicales libres se acumulan, pueden alterar la
integridad de numerosas moléculas, como el ADN y las proteinas. Ademas, los
radicales libres pueden atacar a los dobles enlaces de los &cidos grasos
poliinsaturados de los lipidos, causando una peroxidacion lipidica. Las
medidas de peroxidacion lipidica, como el malonildialdehido y las particulas
LDL oxidadas, se utilizan con frecuencia como marcadores de estrés oxidativo
(125). Se ha descrito que los sujetos con obesidad presentan un aumento de la
peroxidacion lipidica (126-131) y del dafio oxidativo a lipidos, proteinas y

aminoacidos (123).

Asimismo, se ha descrito en pacientes obesos una activacion endotelial
cronica, conocida como disfuncion endotelial (96; 100; 132; 133), que se
expresa mediante el aumento de los niveles plasmaticos de ciertas moléculas
producidas por las células endoteliales activadas (ICAM-1, VCAM-1,
trombomodulina, P-selectina, etc) (134). La disfuncién endotelial juega un
importante papel en el desarrollo de la arteriosclerosis y de la enfermedad
cardiovascular (135). Puede desencadenarse por diversos estimulos, entre los
que se incluyen los radicales libres y las citoquinas. Se ha sugerido que el
estrés oxidativo seria el responsable de la disfuncion endotelial y de la
inflamacion cronica asociadas a la obesidad (136), pudiendo contribuir al

riesgo cardiovascular de estos pacientes (137).

Algunos estudios han mostrado que tanto el estrés oxidativo (127; 131;

138) como la disfuncion endotelial (100; 139) mejoran con la pérdida de peso.
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I.1.k. Tratamiento

I.1.k.1) Beneficios de la pérdida de peso

La disminucion de peso en los pacientes con obesidad produce una
mejoria de muchos de los factores de riesgo asociados a la misma. Una pérdida
de 5% del peso corporal asocia una mejoria del control metabdlico en los
pacientes obesos diabéticos (140). Asimismo, la pérdida de peso se asocia a
una reduccion de los niveles de TG, CT, LDL, y a un aumento de los de HDL
(141). Un metaanalisis de 70 estudios al respecto concluyd que por cada kg de
peso perdido, los niveles de CT y de LDL disminuian un 1%, los de TG
disminuian un 3%, y los de HDL aumentaban un 1% (142). Ademas, con la
pérdida de peso disminuye la aterogenicidad de las lipoproteinas (143). Las
cifras de tension arterial también disminuyen en el paciente obeso que pierde
peso, de forma proporcional a la reduccion ponderal (144). Datos del
“Framingham Offspring Study” demuestran que una pérdida de peso de so6lo
2,5 kg mantenida durante 16 afios se asocia a una reduccion de la suma de
factores de riesgo cardiovascular del 48% en hombres y del 40% en mujeres
(145). Sin embargo, aunque parece probable que la mejoria de las
complicaciones metabolicas asociadas a la obesidad reduzca el riesgo
cardiovascular, no existen en la actualidad estudios que demuestren de manera
concluyente una reduccion en la incidencia de eventos cardiovasculares tras la

pérdida de peso en pacientes obesos.

I.1.k.2) Generalidades del tratamiento de la obesidad

El tratamiento de la obesidad requiere un abordaje multidisciplinario que
abarque tratamiento dietético, ejercicio fisico y modificacion de la conducta. En
los pacientes con obesidad morbida, hay que adoptar pautas de actuacién mas
drasticas: VLCD (146) e incluso cirugia bariatrica (147). El consenso de la
Sociedad Espanola para el Estudio de la Obesidad (SEEDO) del afio 2.000
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establece los criterios de intervencion terapéutica para los sujetos entre 18 y 65

afos, recomendando la pérdida de peso corporal en los siguientes casos (2):

- Pacientes con IMC > 30 kg/m”.
- Pacientes con IMC de 25 a 29,9 kg/m’ o circunferencia de cintura > 88
cm si es mujer, y > 102 cm si es hombre, con dos o mas factores de

riesgo cardiovascular asociados.

En pacientes con IMC mayor o igual a 35 kg/m?, se debe intentar una
pérdida de peso igual o superior al 10%, mediante dieta y actividad fisica,
pudiendo asociarse farmacos. Si ello no se consigue en 6 meses, se debe
remitir al paciente a una unidad hospitalaria multidisciplinaria para valorar la

posibilidad de otras medidas terapéuticas, como VLCD o cirugia bariatrica (2).

I.1.k.3) Dietas de muy bajo contenido calorico

Las VLCD se definen como dietas con un aporte caldrico inferior a 800
kcal / dia, o inferior a 12 kcal / kg de peso ideal (148), enriquecidas en
proteinas de elevado valor biologico (0,8-1,5 g / kg de peso ideal / dia). Deben
aportar las cantidades recomendadas de minerales, vitaminas, electrolitos y

acidos grasos esenciales.

Las VLCD pueden administrarse con una dieta férmula, que sustituye
todas las comidas y aporta una cantidad conocida y fija de macro y
micronutrientes, no siendo necesario suplementarla con preparados
vitaminicos ni minerales. También puede administrarse una dieta basada en
alimentos, pero en este caso el aporte calorico es menos exacto y existe un
déficit de micronutrientes, siendo necesario suplementarlas con preparados

multivitaminicos y minerales.
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La composicion de las VLCD de formula es la siguiente (149):

- Hidratos de carbono: en general contienen alrededor de 80 g diarios, y
pueden aportar hasta 30 g diarios de fibra.

- Proteinas: debido al aumento del catabolismo proteico en el ayuno
prolongado, en las VLCD se recomienda un aporte relativo de proteinas
mayor al habitual: al menos 1,5 g/kg peso ideal diarios de proteinas de
alto valor biologico, con el objetivo de que la pérdida de masa magra
sea inferior al 25%. La fuente de las proteinas es la leche o el huevo.

- Qrasas: el aporte es minimo. Se administran aceites que contienen los
acidos grasos esenciales.

- Vitaminas y oligoelementos: aportan las cantidades recomendadas.

- Agua: se deben consumir al menos 2 litros de liquidos acaldricos al dia

para prevenir la deshidratacion asociada a la pérdida de peso.

Efectos fisiologicos v metabolicos

El grado de reduccion de peso depende del gasto energético, siendo
superior en los hombres y en los pacientes con mayor IMC. El déficit calorico
provoca un incremento de la cetogénesis, con aumento en la concentracioén de

cuerpos cetonicos en sangre y en orina (149).

Los resultados respecto a la pérdida ponderal son variables.
Habitualmente se produce una pérdida de 1,5 a 2,5 kg semanales, con posterior
recuperacion en un tiempo variable. Los resultados tras un afio de seguimiento
son similares a los de la dieta hipocalorica, por lo que hay autores que
desaconsejan la VLCD (148). Sin embargo, varios estudios han mostrado el
beneficio de este tipo de dietas, logrando pérdidas de peso superiores al 10%
(150; 151) y mejoria de los factores de riesgo cardiovascular asociados a la
obesidad: RI, hiperglucemia (151; 152), hipertension arterial (151; 153) y
dislipemia aterogena (151; 153).
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Indicaciones

Estan indicadas en los pacientes con IMC superior a 30 kg/m” que hayan
fracasado al tratamiento dietético convencional, fundamentalmente si el IMC es
superior a 35 kg/m®. Para obtener resultados satisfactorios, se deben prolongar
durante 8 a 12 semanas. Hay una serie de situaciones en las que estaria

especialmente indicado el uso de una VLCD (154):

- Ante la necesidad de una pérdida de peso rapida, como por ejemplo la
necesidad de una intervencion quirdrgica.
- En obesidad asociada a factores de riesgo cardiovascular como diabetes

mellitus tipo 2, hipertension arterial o dislipemia.

Efectos secundarios

Suelen ser transitorios y leves (155):

- Sintomas generales: fatiga, debilidad, mareos.

- Sintomas digestivos: estrefiimiento, diarrea, nauseas.

- Sintomas inespecificos: caida de pelo, sequedad de piel, fragilidad ungueal,
irregularidades menstruales, edema, intolerancia al frio.

- Alteraciones de la conducta: irritabilidad, ansiedad.

- Gota: los cuerpos cetonicos compiten con la excrecion renal del acido
urico, por lo que aumentan los niveles plasmaticos de éste ultimo. Si el
paciente tiene antecedentes de gota y/o niveles de acido urico mayores de
10 mg/dL, se recomienda tratamiento profilactico para la hiperuricemia.

- Colelitiasis: la pérdida de peso importante puede favorecer el desarrollo de
colelitiasis, colicos biliares y colecistitis aguda.

- Aumento transitorio de las transaminasas.

- Complicaciones cardiacas: en los afios 70, fueron frecuentes las
complicaciones cardiacas con muertes subitas por arritmias malignas, por
utilizacion de proteinas de bajo valor bioldgico. Con las VCLD actuales no

han ocurrido estas complicaciones.
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Contraindicaciones (154)

- Edad: la edad superior a 65 afios es una contraindicacion relativa, ya que
hay una mayor pérdida de masa magra. En nifios y adolescentes, su uso es
experimental y bajo estricta supervision médica.

- Embarazo: es una contraindicacion absoluta, ya que la cetosis puede dafar
al feto.

- Lactancia: es una contraindicacion absoluta, ya que en ella estan
aumentados los requerimientos tanto caldricos como proteicos.

- Diabetes mellitus tipo 1: es una contraindicacion relativa, por el mayor
riesgo de cetosis e hipoglucemia.

- Enfermedad cardiaca: son contraindicaciones absolutas la angina inestable,
el infarto agudo de miocardio reciente (menos de 3 meses), las arritmias
malignas, los pacientes con sindrome de QT prolongado y los antecedentes
de sincope de origen cardiologico.

- Enfermedad catabolica concomitante: son contraindicaciones absolutas las
infecciones graves, las neoplasias, y el exceso de glucocorticoides
enddgeno o exdgeno.

- Enfermedad cerebrovascular reciente.

- Insuficiencia renal moderada-grave: es una contraindicacion por la
alteracion en la excrecion de productos del catabolismo proteico,
electrolitos y agua.

- Insuficiencia hepatica grave: es una contraindicacioén absoluta, pero no lo
es el higado graso con alteraciones leves o moderadas de la funcion
hepatica.

- Trastornos psiquiatricos: contraindican el uso de VLCD los trastornos del
comportamiento alimentario, el alcoholismo, la drogadiccion, la depresion
mayor y los trastornos psicoticos.

- QGota, colelitiasis: son contraindicaciones relativas.
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1.2. MECANISMOS PROTROMBOTICOS

En el momento actual, estd ampliamente aceptado que el paciente obeso
tiene mayor riesgo de padecer fendmenos tromboticos tanto en el area arterial
(156) como venosa (157; 158), pero no estan establecidos con exactitud los

mecanismos responsables de esta asociacion.

Se han sugerido diversos mecanismos patogénicos en la génesis de los
fenomenos tromboticos en el paciente obeso. Por una parte, pueden influir las
alteraciones del flujo sanguineo o alteraciones hemorreologicas, pero también
pueden estar implicados trastornos de la hemostasia, es decir de los

mecanismos de coagulacion-anticoagulacion, y de fibrinolisis-antifibrinolisis.

I.2.a. Hemorreologia

La Hemorreologia es la ciencia que estudia el comportamiento del flujo
sanguineo y la interaccion de la sangre con la pared del vaso. El flujo
sanguineo depende no sélo de la accion bombeante del musculo cardiaco y de
la resistencia al flujo impuesta por la geometria vascular, sino también de la
resistencia al flujo debida a la composicion de la sangre. EI comportamiento
del flujo sanguineo depende de la viscosidad sanguinea (VS), de la viscosidad
plasmatica (VP), de la agregacion eritrocitaria (AE), y de la deformabilidad

eritrocitaria (DE).

I.2.a.1) Fibrinégeno
El Fbg es una glicoproteina simétrica de sintesis hepatica y peso

molecular de 340.000, compuesta por seis cadenas polipeptidicas de tres tipos:

dos Aa, dos BP3 y dos y. La union de estas cadenas se mantiene a través de
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puentes disulfuro. Forma un gel de fibrina a través de una serie de reacciones
moleculares iniciadas por la accion proteolitica de la trombina (159). El Fbg es
una proteina de fase aguda que influye en la hemostasia, la hemorreologia, la
agregacion plaquetar y la funcion endotelial (160). Su papel preciso en el
proceso aterosclerdtico no estd claramente establecido: se discute si es
responsable del mismo, o bien, como reactante de fase aguda, un simple
marcador de la enfermedad vascular subyacente (161).

El Fbg se asocia con otros factores de riesgo cardiovascular, como
hipertension arterial, diabetes mellitus, consumo de tabaco y dislipemia. Las
mujeres tienen valores mas elevados que los hombres (160). Asimismo, los
niveles de Fbg aumentan con la edad, el uso de contraceptivos orales y la
menopausia, y disminuyen con el ejercicio, la ingesta de alcohol y el
tratamiento hormonal sustitutivo. Los niveles de Fbg estan relacionados con
los cambios estacionales, incrementandose en invierno (162). También se ha
visto que ciertos polimorfismos del gen del Fbg pueden afectar sus niveles
plasmaticos (163). La sintesis hepatica de Fbg estd controlada

fundamentalmente por la IL-6 (80).

I.2.a.2) Viscosidad plasmatica

El plasma es un fluido newtoniano, y por tanto su viscosidad no varia
con las condiciones del flujo sanguineo. La VP depende principalmente de las
proteinas plasmaticas. El efecto de una proteina sobre la VP aumenta conforme
aumenta su concentracion, tamafio y asimetria. Asi, el marcado efecto del Fbg
sobre la VP se debe a su elevado peso molecular y a su gran asimetria. La
albumina influye escasamente en la VP, debido a su bajo peso molecular y
relativa simetria. Las globulinas tienen un efecto intermedio, asi como las
lipoproteinas LDL y VLDL. Por ello, en condiciones fisiologicas, la VP esta
fundamentalmente determinada por la concentracion de Fbg y de colesterol

LDL.
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1.2.a.3) Deformabilidad eritrocitaria

La DE es la capacidad que posee el hematie para cambiar de forma
cuando es sometido a un estado tensional. En condiciones de reposo, el
hematie tiene la forma de discocito biconcavo (Figura 3), siendo ésta el
resultado del equilibrio entre las fuerzas externas e internas que actuan sobre
¢l. Durante la circulacion, los hematies cambian constantemente de forma, ya

que estan expuestos a un amplio rango de fuerzas de cizallamiento (164).

Asi, en areas de la circulacion donde las fuerzas de cizallamiento son
muy elevadas, el hematie adopta una forma eliptica que facilita la circulacion
(Figura 4). Las alteraciones de la DE producen, a nivel macrocirculatorio, un
enlentecimiento de la sangre, aumentando el tiempo de contacto de los
elementos formes entre si y con la pared del vaso. En la microcirculacion, el
hematie tiene que sufrir deformaciones maximas, ya que su didmetro es de
aproximadamente 8 pum y el de los capilares que atraviesa oscila entre 3 y 5
um (Figura 5). A nivel microcirculatorio, una disminuciéon de la DE produce
una disminucion del flujo capilar, que favorece los fenomenos trombdticos y la

hipoperfusion tisular.

Figura 3: Imagen de hematies en reposo
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Figura 4: Deformabilidad eritrocitaria en la macrocirculacion

Figura 5: Deformabilidad eritrocitaria en la microcirculacion

Factores de los que depende la deformabilidad eritrocitaria

Ademas de la tension de cizallamiento, la DE depende de:

1)_Geometria celular

El hematie presenta en reposo forma de discocito biconcavo. Su
superficie es de 140 p® y su volumen de 90 p’, con una relacion superficie-
volumen alta, lo que le permite sufrir grandes deformaciones en la

microcirculacion sin aumentar su superficie. En la préctica, dada la dificultad
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para calcular la relacion superficie-volumen, se utiliza el volumen corpuscular

medio (VCM) para valorar la influencia de la misma sobre la DE (165).

2) Viscosidad citoplasmatica

Para que el hematie sea deformable, es necesario que el contenido
globular sea muy fluido y que la viscosidad interna eritrocitaria sea baja. La
viscosidad del medio interno del hematie depende de la concentracion de
hemoglobina corpuscular media (CHCM) y del estado fisico-quimico de la
disolucion de la hemoglobina. Cuando aumenta la CHCM por encima de 37
g/dL, la viscosidad de la solucion de hemoglobina aumenta exponencialmente
y se convierte en el factor determinante de la DE (166). “In vivo”, situaciones
de hiperosmolaridad pueden aumentar la CHCM, como puede ocurrir en la

diabetes mellitus o en la insuficiencia renal.

3) Viscoelasticidad de la membrana

En condiciones normales, la viscoelasticidad de la membrana
eritrocitaria es el principal factor determinante de la DE. Como se analizara
con detalle en un apartado posterior, la viscoelasticidad de dicha membrana
puede modificarse por anomalias cualitativas o cuantitativas de las proteinas

del citoesqueleto o de los lipidos que la componen.

I.2.a.4) Agregacion eritrocitaria

La AE es un fenémeno fisiologico y reversible que juega un importante
papel en las propiedades del flujo sanguineo, especialmente en areas de baja
velocidad de cizallamiento (167). La AE es el resultado del equilibrio
energético entre las fuerzas de atraccion y de repulsion existentes entre los
hematies. En condiciones normales, y debido fundamentalmente al contenido
en acido sialico, la membrana eritrocitaria mantiene una carga neta negativa
(168), que es la principal responsable de las fuerzas de repulsion entre los

hematies. En oposicion, existe una atraccion entre los mismos dependiente de
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las fuerzas electrodinamicas de Van Der Waal. A su vez, las proteinas
plasmaticas tienden a formar puentes macromoleculares intercelulares de
unioén (169), formando “rouleaux” eritrocitarios (Figuras 6 y 7). La AE es un
fendmeno reversible, de manera que, cuando aumenta la fuerza de

cizallamiento, los “rouleaux” desagregan.

Rouleaux

Figura 7: Rouleaux eritrocitarios (Il)
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Factores determinantes de la asregacion eritrocitaria

1) Condiciones del flujo sanguineo

Bajo condiciones fisioldgicas de flujo, la fuerza de cizallamiento es
suficientemente alta para producir la desagregacion de los hematies. La mayor
fuerza de cizallamiento tiene lugar en los capilares. Esto, unido a su estrecho
calibre y al bajo hematocrito (Htc) a este nivel, minimiza la posibilidad de que
los hematies agreguen. En cambio, las areas de bajo flujo, como las venas de
pequetio tamafio y las vénulas postcapilares, son areas proclives a la formacion

de agregados eritrocitarios.

2) Propiedades del hematie

- Geometria celular: El aumento de volumen eritrocitario produce una mayor

dificultad para que los hematies contacten entre si, dificultando la AE. Por el
contrario, una pérdida de volumen facilita la interaccion intercelular y por
tanto la AE (170).

- Deformabilidad eritrocitaria: La disminucion de la DE reduce la AE, dado

que los hematies rigidos presentan una mayor dificultad para ofrecer una
superficie de contacto suficiente para interactuar libremente con los hematies
adyacentes (171).

- Composicion de la membrana eritrocitaria: Cambios estructurales en las

glicoproteinas de superficie o en la composicion lipidica de la misma pueden
modificar la carga electrostatica neta y por tanto la fuerza de repulsion entre

los hematies, favoreciendo la AE (172).

3) Hematocrito

Para que se produzca la AE, los hematies tienen que estar lo
suficientemente cerca para poder interactuar. Asi, un menor Htc dificulta esta
interaccion y suele dar lugar a una menor AE. Del mismo modo, un Htc

elevado se asocia con una mayor tendencia a formar “rouleaux”. Dada esta
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dependencia, actualmente se recomienda que la determinacion de la AE tenga

lugar a un Htc fijo de 45% (173).

4) Proteinas plasmaéticas

La atraccion entre los hematies en condiciones fisiologicas depende
fundamentalmente del Fbg y de las globulinas adsorbidas a su superficie
celular. En ausencia de patologia, el Fbg es la proteina plasmatica con mayor
efecto sobre la AE, existiendo una correlacion positiva entre sus niveles
plasmaticos y la AE (174). Otras proteinas plasmaticas que influyen en el
proceso de AE son la a2-macroglobulina y las inmunoglobulinas (Ig) IgG e
IgM (175). Las lipoproteinas plasmaticas también influyen en la AE,
observandose una correlacion directa tanto con el nivel de LDL como con el de
VLDL, e inversa con el de HDL (176; 177). No esta establecida la posible
influencia que ciertas proteinas de fase aguda distintas al Fbg, como la PCR,

podrian ejercer sobre la AE (178-180).

I.2.a.5) Composicion de la membrana eritrocitaria

Generalidades

Estructuralmente, la membrana eritrocitaria se compone en un 95% de
lipidos y proteinas, que constituyen el 90-95% de su peso seco. El restante 5%
lo forman oligosacaridos que se exteriorizan en la superficie formando el

glucocalix (Figura 8).
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Figura 8: Estructura de la membrana del hematie

Los lipidos, fundamentalmente fosfolipidos y colesterol, se disponen en
doble capa, formando una estructura fluida (181). La composicion de la
membrana eritrocitaria modula tanto la deformabilidad como la agregabilidad
eritrocitarias. Asi, la DE puede verse alterada por cambios en la composicidon
lipidica, tales como el aumento del cociente colesterol/fosfolipidos,
modificaciones en la composicion de los fosfolipidos, y los cambios en el

grado de saturacion de los acidos grasos.

Proteinas de la membrana

1) Proteinas del citoesqueleto

Las proteinas del citoesqueleto (espectrina, actina, proteina 4-1,
ankirina) son necesarias para mantener la forma del hematie. Se unen entre si
para formar una malla tridimensional que estabiliza la bicapa lipidica

suprayacente.
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2) Proteinas integrales o transmembrana

Las proteinas integrales (glicoforina y banda 3) atraviesan la bicapa
lipidica, y tienen una funcion de transporte, siendo ademas responsables de la
antigenicidad expresada en los grupos sanguineos. Ademas, la glicoforina
contiene un carbohidrato terminal, el dcido sidlico, que confiere a la membrana
eritrocitaria una carga global negativa (168), siendo responsable de las fuerzas
electrostaticas de repulsion existentes entre los hematies, que dificultan la

agregacion de los mismos.

Lipidos de la membrana

1) Generalidades

La bicapa lipidica de la membrana estd constituida predominantemente
por fosfolipidos y colesterol no esterificado, practicamente en iguales
proporciones, de manera que el cociente molar colesterol/fosfolipido es en
condiciones normales de 1:1. Los fosfolipidos de la membrana son de dos
tipos: colinicos y aminados. Los colinicos son la fosfatidilcolina y la
esfingomielina, y los aminados son la fosfatidiletanolamina y la

fosfatidilserina (FS).

2) Distribucién asimétrica de los fosfolipidos en la membrana

En condiciones normales, la mayoria de la fosfatidilcolina y de la
esfingomielina se encuentran localizadas en la cara externa de la bicapa, en
tanto que la mayoria de la fosfatidiletanolamina y la casi totalidad de la FS se
localizan en la cara interna de la misma (Figura 9) (182). Asi, los fosfolipidos
de la membrana estan distribuidos de forma asimétrica entre las dos hojas de la
bicapa: la externa esta enriquecida en fosfolipidos colinicos (fosfatidilcolina y
esfingomielina), y la interna en fosfolipidos aminados (fosfatidiletanolamina y
FS). Los fosfolipidos de la hoja externa presentan una mayor libertad de
movimiento o fluidez que los que estan ubicados en la hoja interna,

confiriendo este hecho mayor DE (183).
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La distribucion asimétrica de los fosfolipidos en la membrana celular se
mantiene en un equilibrio dindmico gracias a la accion de diversas enzimas
que transportan fosfolipidos de una capa a la otra. La flipasa, también llamada
translocasa de aminofosfolipidos, transporta los fosfolipidos aminados de la
hemicapa externa a la interna (182), y es la principal responsable de la
ausencia de FS en la hoja externa de la bicapa. La flopasa transporta los
fosfolipidos colinicos desde la capa interna hacia el exterior de la membrana
(184). La escramblasa puede actuar de forma bidireccional (184). Estas
enzimas mantienen, en condiciones normales, la distribucion asimétrica de
fosfolipidos de la membrana, estando la FS ausente de su capa externa (185).
Las proteinas del citoesqueleto también ayudan a mantener la asimetria
fosfolipidica, regulando la velocidad de movimiento de fosfolipidos entre las

dos hojas de la bicapa (186).

Hoja Externa

/\“ i _/\ bt Al Hoja interna

Flipasa Flopasa Escramblasa

( } Fosfolipidos Colinicos (fosfatidilcolina o esfingomielina)

Aminofosfolipidos (fosfatidilsenna o fosfatidiletanclaming )

()

Figura 9: Distribucion asimétrica de los fosfolipidos en el seno de la bicapa

lipidica de la membrana eritrocitaria (187)
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3) Colesterol

El colesterol de la membrana eritrocitaria puede intercambiarse con el
colesterol plasmatico libre de lipoproteinas. Diversos autores han observado un
incremento del cociente colesterol/fosfolipidos cuando se incuban hematies en
un medio rico en colesterol. Igualmente, este incremento también se observa
cuando se alimenta a cobayas con dietas hipercolesterolémicas. En ambas
situaciones, el incremento del cociente colesterol/fosfolipidos se acompafia de
una menor DE (188-192). Otros autores han estudiado a pacientes con
hiperlipoproteinemias primarias, y han observado un aumento del colesterol de
membrana relacionado con el aumento del colesterol plasmatico (193), aunque

no esta establecido que esta alteracion disminuya la DE (194).

Por tanto, determinadas propiedades de la membrana eritrocitaria
pueden influir en la AE y DE, y por tanto en la VS. Entre éstas, destacan el
contenido de dicha membrana en colesterol y fosfolipidos, asi como la
distribucion de los mismos en la bicapa, y el acido sialico contenido en las
proteinas transmembrana. Las alteraciones cualitativas y cuantitativas de estos

componentes pueden alterar las propiedades reologicas de la sangre.

I.2.a.6) Viscosidad sanguinea

Los factores que determinan la VS son el Htc, la VP, la DE, y la AE. La
sangre es un fluido no newtoniano, ya que su viscosidad varia con las
condiciones del flujo. Esto se debe a las variaciones que la AE y DE

experimentan con las distintas condiciones de cizallamiento de la sangre.

Los parametros hemorreoldgicos que modulan la VS son la velocidad
de cizallamiento o gradiente de velocidad (“shear rate”), y la fuerza de
cizallamiento (“shear stress”). La velocidad de cizallamiento es la diferencia
de velocidad entre dos capas adyacentes de un fluido en movimiento por

unidad de distancia entre ambas. Si se toma como unidad de distancia el cm, el
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“shear rate” se expresa en s’ = cm/s/cm. La fuerza de cizallamiento es la
fuerza que actia paralelamente a la superficie del vaso sobre cada unidad de
area de flujo en movimiento, y se expresa en dina/cm”. La VS es el cociente
entre el “shear stress” y el “shear rate”. Su unidad es el poise (dina.s/cm?),

aunque habitualmente se utiliza el centipoise (cP).

A baja velocidad de cizallamiento sanguineo, cuando las fuerzas que
actuan sobre los hematies son pequenas, se produce un incremento de la VS. A
alta velocidad de cizallamiento, por el contrario, los hematies desagregan y se
deforman, cambiando su habitual forma discoidea por una forma oval, lo que
favorece el flujo sanguineo al oponer una resistencia minima, disminuyendo,
por tanto, la VS. En la macrocirculacion, la velocidad de cizallamiento es
elevada, llegando a valores minimos en las vénulas postcapilares, donde la AE
tiene mas posibilidades de producirse, especialmente en las situaciones que se

acompafian de bajo flujo (Figura 10) (164).

La VS debe determinarse a 37°C, ya que la temperatura ejerce una gran
influencia sobre este pardmetro hemorreoldgico. Puede valorarse a distintas
velocidades de cizallamiento, que remedan las existentes en las diversas areas
del arbol vascular, a la vez que puede medirse tanto a Htc como a Htc
corregido de 45 %. Ambas medidas son recomendables, ya que la primera
refleja la VS real del individuo, y la segunda indica en qué medida las posibles
alteraciones de la misma son o no atribuibles al valor Htec, del que en gran
medida depende (195). Adicionalmente, la VS a Htc corregido permite

comparar los resultados obtenidos entre los diversos laboratorios.
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Figura 10: Cambios de la viscosidad sanguinea en funcion de la velocidad de
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1.2.b. Hemostasia

1.2.b.1) Generalidades

La hemostasia es el conjunto de procesos que controlan la fluidez de la
sangre y la integridad del sistema vascular. La hemostasia comprende un
elevado numero de reacciones e interacciones complejas entre los
componentes de la sangre y la pared de los vasos, como queda reflejado en la
Figura 11. Cuando un vaso sanguineo se dafia, se ponen en marcha los
mecanismos hemostaticos, que se pueden agrupan en cuatro fases: la primera
es la contraccion de la pared del vaso; la segunda es la adhesion de las
plaquetas a la zona de la pared dafada y la agregacion de las mismas entre si;
la tercera es la formacion y consolidacion del coagulo de fibrina, y la cuarta es
la eliminacion del coagulo. Las dos primeras fases forman la llamada

hemostasia primaria, y las dos restantes, la hemostasia secundaria.

La hemostasia primaria es el conjunto de mecanismos que generan el
primer tapén hemostético instantdneo en el vaso dafiado, formado por una
combinacion de vasoconstriccion y adhesion y agregacion plaquetar. La pared
del vaso sanguineo contiene tres partes bien diferenciadas: la capa intima, la
capa media y la adventicia. La intima es la capa mas interna, y estd formada
por una monocapa de células endoteliales que estan en contacto con la sangre
circulante, y que juegan un papel fundamental en la hemostasia. El endotelio
vascular sintetiza y libera ciertas sustancias con actividad protrombdtica y
otras con actividad antitrombdtica (196). La integridad del endotelio en todo el
sistema circulatorio evita que se formen coagulos sanguineos en el interior de

los vasos, debido a un balance favorable hacia la accion antitrombotica.

Cuando el endotelio vascular se dana, las plaquetas son estimuladas y
se adhieren a la superficie del subendotelio, formando un tapon hemostatico
primario. Concomitantemente, se produce la liberacion del contenido de los

granulos densos (adenosin difosfato, adenosin trifosfato, calcio idnico,
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serotonina...), necesarios para la agregacion plaquetar y para la
vasoconstriccion, y de los granulos o plaquetares (Fbg, factor Von Willebrand,

factor plaquetar 4, tromboxano....), que inician la cascada de la coagulacion.

El tapon plaquetar formado durante la hemostasia primaria no tiene por
si solo la consistencia suficiente para detener la hemorragia, y solo es capaz de
retrasarla unos cuantos segundos. Debe iniciarse la hemostasia secundaria para
formar el coagulo de fibrina, mas estable y consistente. La hemostasia
secundaria esta constituida por dos sistemas: la coagulacion sanguinea y la
fibrinolisis, a su vez controlados por la anticoagulacion y la antifibrinolisis
(Figura 11). Asimismo, las membranas fosfolipidicas de las plaquetas
activadas expresan receptores de Fbg, y ademas son el lugar donde se

ensamblan los complejos enzima-cofactor de la coagulacion.

FIBRINOLISIS ANTIFIBRINOLISIS

Productos de
degradacién de
fibrina

Factores Fibrina Factores
fibrinoliticos AntiﬁbR'noliticos
Fibrinégeno Regulacion de la
lisis del coagulo

Célula endotelial §> «—— Trombina —» <

Regulacion de la
formacion del
Factores coagulo
anticoagulantes K

Factores 0o
N )% de [0S

coagulacion’  Plaquetas

ANTICOAGULACION COAGULACION

Figura 11: Hemostasia secundaria
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1.2.b.2) La coagulacion sanguinea

El sistema de la coagulacion esta formado por diversas proteinas, casi
todas enzimas, que circulan como proenzimas inactivos, y que se activan de
forma secuencial unas a otras: los factores de la coagulacion. La coagulacion
sanguinea es un proceso que ocurre de forma continua, aunque generalmente a
muy baja velocidad, controlada por un exceso de inhibidores circulantes (197).
La coagulacion sanguinea culmina en la generacion de trombina y en la
consiguiente formacion del codgulo de fibrina. Como puede observase en la
Figura 12, existen dos vias para iniciar la coagulacion sanguinea, la via

extrinseca y la via intrinseca.

HMWE

prekalicraina kalikreina
Via i MWK "1."IEI
intrinseca extrinseca
HMWK
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[¥a =X Vila
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Va,Ca®™ FL Xlii

Pretrombina TrOMBING ol

/—\ Xila

Fibrinégano Fibrina + Fibrina
SOIUBIE m—pstabilizada

Figura 12: Esquema de la coagulacién sanguinea. Ca’: ion calcio. FL:

fosfolipidos. HMWK: kinindgeno de alto peso molecular
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En la via extrinseca, la cascada de la coagulacion se inicia con la
exposicion de la sangre a tejidos dafiados que expresan el factor tisular (FT)
(198). El FT actia como cofactor del factor VII activado (F VIla) presente en
la circulacion, y el complejo factor VIla-FT activa al factor X. Por el contrario,
la via intrinseca de la coagulacion se inicia, generalmente, tras la exposicion de
la sangre a superficies extrafias cargadas negativamente. Aqui es el factor XII
el que se une a dichas superficies, experimentando un proceso de
autoactivacion e iniciando la cascada de la coagulacion. Ambas vias convergen
en la activacion del factor X, dando lugar a una via final comun, que culmina
con la formacion de trombina, enzima que convierte al Fbg en fibrina,
controlando por tanto la formacion del coagulo. El factor XIII activado
estabiliza los polimeros de fibrina entrecruzandolos, formandose asi una malla

de fibrina en la que las plaquetas quedan atrapadas.

Para que el sistema hemostatico funcione correctamente, es tan
importante la formacion del codgulo como su rapida disolucién. Por ello, tanto
la coagulacion como la fibrinolisis deben estar perfectamente reguladas por la
anticoagulacion y la antifibrinolisis, respectivamente. La trombina controla en
ultima instancia todo el proceso de la hemostasia a diferentes niveles. La
trombina modifica las plaquetas para acelerar la coagulacion y liberar el PAI-
1. A su vez, induce la liberacion de activador de plasmindgeno tipo tisular (t-
PA) por parte de las células endoteliales. Convierte al Fbg en fibrina, y activa
al factor XIII, que estabiliza a la fibrina. Asi, la respuesta del sistema
hemostatico (formacién y disolucion del coagulo) es dependiente de la
concentracion de trombina y de la normalidad de las cuatro dianas sobre las

que acttia la misma (plaquetas, células endoteliales, Fbg y factor XIII).

1.2.b.3) El mecanismo de anticoagulacion

La propia naturaleza de la coagulacion sanguinea exige mecanismos de

regulacion que eviten su propagacion y extension de un modo incontrolado. El
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requerimiento de una superficie adecuada limita ya considerablemente la
propagacion del trombo mas alla del lugar del dafio vascular, al restringir las
reacciones enzimaticas a dicho lugar. Otro mecanismo de control es la
fibrinolisis, que acttia desde un primer momento limitando el crecimiento del
trombo. Sin embargo, existe un control directo que limita la actividad de los

enzimas de la coagulacion: el mecanismo de la anticoagulacion.

El mecanismo de la anticoagulacion estd formado por dos sistemas
inhibidores complementarios: el sistema de inhibidores de proteasas y el
sistema de la proteina C (PC). Los inhibidores de proteasas son la
antitrombina, el cofactor II de la heparina (CH II), el inhibidor de la via del
factor tisular 1 (TFPI-1), la a-2 macroglobulina, la a-1 antitripsina (o; AT) y el
Cl-inhibidor. El sistema de la PC estd formado por la PC, la proteina S, la
trombomodulina, el receptor endotelial de la PC (EPCR), el inhibidor de la PC
activada (PCI) y la proteina de unién al componente 4b del complemento
(C4b-BP). La antitrombina, el CH II, la o;AT, el Cl-inhibidor y el PCI
pertenecen al grupo de las serpinas (“serin protease inhibitor”), que inhiben los
enzimas tipo serina, actuando como falsos sustratos de los mismos (199). El
resto de inhibidores de la coagulacion, como la a,-macroglobulina, el TFPI y

el sistema de la PC, actian mediante mecanismos distintos.

La antitrombina es el principal regulador de la generacion de trombina.
Es capaz de inhibir a la mayor parte de los factores de la coagulacion
activados, como los factores I1X, X, XI y XII activados, la kalikreina y la
trombina, aunque actua preferentemente sobre los factores II, IX y X
activados. E1 CH II es el inhibidor homologo de la antitrombina, pero con
diferente especificidad (200), que inhibe a la trombina. El TFPI inhibe al factor
X activado y al complejo F VIla-FT, a través de un mecanismo de accion
completamente diferente al de los demas inhibidores de la coagulacion (201).
La a,-macroglobulina es un inhibidor de amplio espectro capaz de inactivar a
la mayor parte de los factores de la coagulacion y fibrinolisis activados. Otro

inhibidor que puede participar en el mecanismo anticoagulante es el CI-
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inhibidor, un componente del sistema del complemento que es ademas un
inhibidor tipo serpina, capaz de neutralizar a los factores XI y XII activados y
a la kalikreina. La o;AT es un inhibidor tipo serpina que inhibe al factor XI

activado, a la plasmina y a la PC activada (PCa).

Sistema de la proteina C

Durante los ultimos afios se ha acumulado abundante informacion que
demuestra la importancia fisioldgica del sistema anticoagulante de la PC. La
activacion de la PC conduce a la inactivacion de los cofactores de la
coagulacién activados V (F Va) y VIII (F VIIIa) por degradacion proteolitica,

deteniendo asi la formacion de la trombina (202).

El sistema de la PC, a diferencia de otros mecanismos anticoagulantes,
funciona como un inhibidor de la coagulacion “a demanda”, capaz de
amplificar la respuesta anticoagulante a medida que aumentan los mecanismos
procoagulantes. La PC se encuentra en la circulacion en forma inactiva y, para
gjercer su accion anticoagulante, debe ser activada en la superficie de la célula
endotelial por la accion de la trombina generada durante el proceso de la

coagulacion.

La trombina por si sola no es capaz de activar a la PC: primero debe
unirse a la trombomodulina situada en la superficie de la célula endotelial,
sufriendo asi un cambio conformacional que la transforma en un potente
activador de la PC. A su vez, la PC se une a un receptor especifico localizado
en al superficie endotelial, el EPCR (203), que potencia unas 20 veces la
activacion de la PC por el complejo trombina-trombomodulina. Una vez la PC
se encuentra unida al EPCR, a la trombina y a la trombomodulina, se expone
su centro reactivo, siendo activada de manera eficiente por la trombina. La
PCa se une a la proteina S, y este complejo permite la disociacion de la PCa
del EPCR. El complejo PCa - proteina S se une a las superficies fosfolipidicas

donde tienen lugar las reacciones de la coagulacion, inactivando a los factores
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de la coagulacion F Va y F VIlla (204). F Va y F VlIlla son esenciales para la
activacion de la protrombina por el factor X activado, y para la activacion del
factor X por el factor IX activado, respectivamente, por lo que su inactivacion
reduce drasticamente la generacion de trombina. De todo ello se deduce que,
para que se produzca una adecuada activacion de la PC, se deben ensamblar
perfectamente las moléculas de PC, trombina, trombomodulina y EPCR,
formando un complejo cuaternario sobre la superficie de la célula endotelial

(Figura 13).

PC pca PS

Figura 13: Mecanismo de activacion de la PC. TM: trombomodulina. PC:
proteina C. PCa: proteina C activada. PS: proteina S. EPCR: receptor endotelial

de la proteina C

La antitrombina y el PCI pueden inactivar la trombina unida a la
trombomodulina a una velocidad mucho mayor que a la trombina libre. La
trombina inhibida se disocia rapidamente de la trombomodulina,
regenerandose la superficie endotelial. Asi, al cesar la generacioén de trombina,
el complejo de activacion de la PC deja rapidamente de generar PCa. Otro
regulador del sistema de la PC es el C4b-BP, que forma un complejo con la

proteina S e impide su actividad de cofactor de la PCa.
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Por lo general, los enzimas proteoliticos generados en la circulacion
sanguinea tienen una vida media de unos pocos segundos. Una excepcion en la
PCa, cuya vida media es de aproximadamente 10 minutos (205). La lenta
inactivacion de la PCa le permite permanecer en la circulacion durante un
periodo de tiempo relativamente largo, permitiendo que pueda desplazarse
hasta las superficies fosfolipidicas procoagulantes de las células donde se
encuentran los complejos de la coagulacion, inactivandolos y controlando asi
la propagacion de la coagulacion. La existencia de complejos PCa:PCI y
PCa:0;AT en plasma “in vivo”, tanto en condiciones basales como en diversas
situaciones patologicas, demuestra que la PCa proporciona un mecanismo de

anticoagulacion sistémica (205).

Una alteracion de cualquiera de las regiones de los componentes del
sistema de la PC esenciales para su activacion podria dar lugar a un bajo nivel
circulante de PCa, y a un mayor riesgo trombotico (206). Aunque los niveles
reducidos de PCa pueden estar asociados a deficiencias familiares de PC y
proteina S (207; 208), también pueden ser debidos a mutaciones en el gen de la
trombomodulina (209) o del EPCR (210). Ademas, las alteraciones
endoteliales (211) son otra posible causa de niveles reducidos de PCa. Una
disfuncién endotelial puede producir una reduccion de los niveles de
trombomodulina y EPCR en la membrana de la célula endotelial, con la
consiguiente reduccion en la activacion de la PC. Este mecanismo ha sido

descrito como causante de trombosis en la insuficiencia renal cronica (212).

1.2.b.4) Resistencia a la proteina C activada

En el afio 1.993, se descubrié la R-PCa como una nueva causa de
trombofilia hereditaria (213). Se observo que la adicion de concentraciones
crecientes de PCa en el plasma de un paciente con trombosis no provocaba el
esperado alargamiento en el tiempo de coagulacion. Sin embargo, la adicion de

factor V de plasma normal corregia la R-PCa. Estudios posteriores
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identificaron la mutacion en el gen del factor V causante de la R-PCa (214): el
cambio de un nucledtido de guanina por un nucledtido de adenosina en la
posicion 1691 del gen del factor V da lugar al cambio del aminoacido arginina
por glutamina en la posicion 506 de la proteina. El factor V mutante se
denomina factor V Leiden o factor V:Q’*. El papel de la PCa, como se ha
detallado anteriormente, es la regulacion de la coagulacion inactivando F Va 'y
F VIIla. La PCa inactiva al F Va cortando por los enlaces Arg306, Arg506 y
Arg679. El corte por Arg506 acelera el corte por las otras dos argininas.
Cuando la Arg506 esta sustituida por el glutamico, la PCa no puede cortar ese
enlace, reduciéndose asimismo la velocidad de rotura de las otras dos

argininas, por lo que la inactivacion del F Va es mucho mas lenta.

Los individuos portadores de esta mutacion presentan una mayor
tendencia trombdtica (215). De hecho, esta mutacion se considera en la
actualidad el factor de riesgo genético mas comun de TVP conocido hasta el
momento (216). La prevalencia de esta mutacion, mas frecuente en poblacion

caucasica, oscila en la mayoria de los paises europeos entre el 2 y el 7% (217).

En los ultimos afios, se ha acunado el término de R-PCa adquirida para
definir a pacientes que presentan una baja respuesta anticoagulante a la PC, en
ausencia de mutaciones conocidas del gen del factor V (218). Distintas
situaciones se han implicado en la R-PCa adquirida, como el embarazo, los
anticonceptivos orales, el tratamiento hormonal sustitutivo con estrogenos, el
aumento del factor VIII, el anticoagulante lupico, los niveles elevados de CT o
TG, la edad, o el sexo femenino, entre otras. La relacion de la obesidad con la

R-PCa adquirida se analizard més adelante.
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1.3.c. Fibrinolisis

I.2.c.1) El sistema fibrinolitico

La fibrinolisis es el conjunto de mecanismos encargados de la
degradacion de los coagulos de fibrina. Es un proceso de gran importancia para
evitar que los trombos lleguen a ser demasiado grandes, para facilitar la

cicatrizacion de las heridas, y para impedir la trombosis en lugares inapropiados.

El sistema fibrinolitico tiene como base la conversion de un proenzima, el
plasmindgeno, en un enzima activo, la plasmina, proteasa sérica que degrada la
fibrina a sus productos de degradacion (PDFs) (Figura 14). La transformacion del
plasmindgeno en plasmina se produce mediante la accidon proteolitica de dos
enzimas: el t-PA, producido por las células endoteliales, y el PA tipo uroquinasa
(u-PA), que debe su nombre a su excrecion urinaria. Cuando la plasmina actia
sobre la fibrina, se generan PDFs con residuos de lisina en posicion
carboxiterminal, a los que se unen de forma simultdnea el plasminogeno y el t-

PA, aumentando mucho la capacidad de éste ultimo de formar plasmina.
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Figura 14: Via de la fibrinolisis
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Existen varios inhibidores de la fibrinolisis que mantienen el sistema en
equilibrio (Figura 14). Por una parte, estan los PAls, que se unen al t-PA o a la u-
PA, inactivandolos y frenando de esta manera la fibrinolisis. Estos inhibidores
son el PAI-1, también llamado inhibidor de los activadores del plasmindgeno de
tipo endotelial, el PAI-2, inhibidor de los activadores del plasminogeno
placentario, del que so6lo se detectan niveles plasmaticos significativos en mujeres
gestantes (219), y el PAI-3, que mas tarde se identifico como el PCI (220), que
presenta mayor concentracion plasmatica pero menor actividad antifibrinolitica

(221). Asi, el principal inhibidor de la fibrinolisis “in vivo™ es el PAI-1.

Recientemente, se ha descrito otro mecanismo que actia inhibiendo el
paso de plasminogeno a plasmina: la via del inhibidor de la fibrinolisis activable
por trombina o TAFI (222). El TAFI activado elimina los residuos de
aminodcidos basicos (lisina y arginina) exhibidos en los PDFs, evitando asi el
anclaje de t-PA y plasmindgeno sobre los mismos. Otros inhibidores de la
fibrinolisis actian sobre la plasmina, inhibiendo su actividad proteolitica: la a,-

antiplasmina y la o,-macroglobulina.

Para una correcta hemostasia es imprescindible el equilibrio entre los
factores activadores y los inhibidores de la fibrinolisis. Cuando se forma un
trombo, se incorporan al coagulo el plasmindgeno y el t-PA liberado por las
células endoteliales cercanas. La union simultanea de t-PA y plasmindgeno a la
fibrina facilita la conversion del plasmindgeno en plasmina, que lisa el coagulo
de fibrina. El exceso de t-PA que se libera al plasma es inactivado rapidamente
por el PAI-1, liberado por las plaquetas tras un dafio vascular. De la misma
forma, el exceso de plasmina es degradado por la o,-antiplasmina. Asi, la
fibrinolisis activa queda confinada al coagulo de fibrina (Figura 15). El equilibrio
entre los factores activadores e inhibidores de la fibrinolisis no es un proceso
estatico, sino que es dinamico y variable segun la situacion fisiologica o
patologica. Por otra parte, estrechamente en relacion con este proceso se
encuentran los factores de la coagulacion, y las plaquetas, que acumulan gran

cantidad de PAI-1 y lo liberan tras un dafio vascular.
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tPA PAI X2 AP PLM

tPA PLG PLM

Figura 15: La fibrinolisis fisiologica. tPA: activador tisular del plasminogeno.
PLG: plasminégeno. PLM: plasmina. PAI: inhibidor del activador tisular del

plasminogeno. a2AP: a-2 antiplasmina

I.2.c.2) Inhibidor del activador del plasminogeno tipo 1

El PAI-1 se considera el principal inhibidor de la fibrinolisis (223),
bloqueando el paso de plasmindgeno a plasmina. Por tanto, un aumento de los
niveles de PAI-1 se traduce por una hipofibrinolisis y una predisposicion a los
fenomenos tromboticos (224). Por otra parte, la evidencia actual sostiene que
el PAI-1 juega un papel crucial en la respuesta inflamatoria, actuando como un

reactante de fase aguda (225).

El PAI-1 es una glicoproteina monocatenaria de 379 aminoécidos y 48 kDa
de masa molecular que pertenece a las serpinas, superfamilia de inhibidores de
serin-proteasas (Figura 16). Se identifico inicialmente en plasma (226) y células
endoteliales (227), pero posteriormente se aislo a partir de otros tipos celulares,
como plaquetas (228), hepatocitos (229), tejido adiposo (230) y macrofagos
(231). Se desconoce cual es la principal fuente de produccion del PAI-1
plasmatico en condiciones normales (232). Del total de PAI-1 intravascular, solo
el 8% circula en plasma (alrededor de 10-20 ng/mL), mientras que el 92%

restante se encuentra almacenado en las plaquetas.
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El PAI-1 presenta tres formas con distinta reactividad frente a los
activadores del plasminogeno: la forma activa, la forma latente o inactiva, y la
forma degradada. La forma activa inhibe al t-PA, formando complejos
irreversibles e inactivos. La forma inactiva, mds estable, es parcialmente
reactivable mediante sustancias desnaturalizantes como el SDS, la guanidina-
HCI, y la urea, “in vitro”, o los fosfolipidos, “in vivo”. La forma degradada es
inactiva y no reactivable. El PAI-1 es secretado por las células endoteliales en su
forma activa, pero, tras una vida media de una hora, se convierte
espontaneamente a la forma latente mediante un cambio conformacional,

ocultando asi su centro activo e impidiendo la union de las serin-proteasas (233).

Figura 16: Estructura tridimensional de PAI-1 (modificado de Mottonen J. 1992)
(234). Las espirales indican las regiones de hélices, y las flechas las regiones de

hojas
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1.2.¢.3) Polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1

El gen del PAI-1 se localiza en el cromosoma 7q21.3-q22. Se han descrito
9 polimorfismos en dicho gen, entre ellos el polimorfismo 4G/5G de su region
promotora (235). Este polimorfismo consiste en la delecion (4G) o la insercion
(5G) de una guanina a 675 pares de bases del inicio de la transcripcion. El alelo
4G tiene una secuencia de 4 guaninas y permite la uniéon de una proteina
activadora de la transcripcidon perteneciente a la familia de los factores nucleares
k3, mientras que el 5G contiene 5 guaninas y posee un lugar adicional de union a
una proteina represora. El resultado es que, en el genotipo 4G, el gen del PAI-1
es activado libremente, mientras que en el 5G el activador ha de competir con
el represor, dando lugar a una reduccion relativa de la sintesis de ARNm de
PAI-1. Asi, el polimorfismo 4G/5G podria afectar directamente a los niveles de

PAI-1 (Figura 17).

Activador Alta concentracion

Transcripcional ™ de PAI-1 Plasmatico
GGGG

) Regulacion ~_ Transcripcion

5| Promotor |  Exones 1-9 |3

GGGGG
Actwradrr:}r

Transcripcional Baja concentracion

— " de PAl-1 Plasmatico

Proteina
Represora

Figura 17: Gen del PAI-1 y su modulacion por el polimorfismo 4G/5G. Modificado
de Kohler HP. 2000 (236)
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I.2.c.4) Regulacion de los niveles plasmaticos de PAI-1

Diversos estudios han comprobado que los portadores homocigotos del
alelo 4G poseen niveles de PAI-1 mas elevados que los homocigotos del alelo
5G, mientras que los heterocigotos muestran niveles intermedios (237; 238). La
relacion de estos factores genéticos con los niveles de PAI-1 se ha estudiado en
diversos grupos de poblacién, como pacientes con diabetes mellitus (239),
cardiopatia isquémica (240; 241), o antecedentes de trombosis venosa
profunda (TVP) (242; 243). Sin embargo, algunos autores no han confirmado
la relacion entre el alelo 4G y los niveles elevados de PAI-1 (244; 245).

Se desconoce la contribucion relativa de los factores genéticos, entre los
que se encuentra el polimorfismo 4G/5G de su regiéon promotora, sobre los
niveles de PAI-1. Algunos estudios apuntan a que los factores ambientales son
mas importantes (246), mientras que otros dan mas relevancia a los genéticos
(247). La evidencia actual apunta a que, aunque el polimorfismo 4G/5G podria
no influir demasiado sobre los niveles de PAI-1, modularia la influencia de los

factores ambientales sobre los mismos (248).

Diversos factores ambientales se han visto implicados en la regulacion
de los niveles de PAI-1. Entre estos factores, se encuentran la edad y el sexo
(246), el ritmo circadiano (249), el IMC (250), la actividad fisica (251), la
menopausia (252), el uso de estrogenos (253), el sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) (254), el consumo de alcohol (255), la RI (255-257), y los
lipidos plasmaticos. Se ha sugerido que los niveles de PAI-1 se correlacionan
de forma positiva con los de colesterol LDL, colesterol VLDL y TG, y de
forma negativa con los de colesterol HDL (258). La hipertrigliceridemia se
asocia a incremento de los niveles de PAI-1 (259); sin embargo, el colesterol
LDL sélo induce la sintesis “in vitro” de PAI-1 a altas concentraciones, o
cuando se encuentra oxidado (260). La relacion entre PAI-1 y obesidad se
analizarda en detalle mas adelante. La Tabla 7 resume las interacciones

ambientales mas importantes.
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Tabla 7: Resumen de los principales factores ambientales reguladores de los niveles de PAI-1. Modificado de Hoekstra T. 2.004 (261)

Factor ambiental

Efecto

Interaccion con 4G/5G

Mecanismo de accién sugerido

Obesidad Niveles de PAI-1 aumentados (262) No evidencia consistente Aumento de produccion de PAI-1 por el tejido adiposo (262), o

(central) por los hepatocitos (263)

Lipidos Niveles de PAI-1 aumentados (258) Interaccion con triglicéridos (264) VLDL.: efecto sobre la transcripcion del PAI-1 (265)
LDL: mecanismo desconocido (260)

Resistencia Niveles de PAI-1 aumentados (257) No evidencia Insulina y proinsulina estimulan la transcripcion (266)

insulinica Posible efecto de la glucosa (267)

SRAA Asociacion con niveles de ECA y con Datos limitados La angiotensina II aumenta la produccion de PAI-1

el polimorfismo del gen de la ECA

Estrégenos Disminuyen los niveles de PAI-1 Datos limitados Disminucién en la sintesis o aumento del aclaramiento de PAI-1
Efectos en composicion corporal y RI

Alcohol Aumento en los niveles de PAI-1 No hay datos Desconocido

Actividad fisica

Disminucién en los niveles de PAI-1

Datos limitados

Aguda: por disminucion en el aclaramiento de PAI-1

Croénica: por efectos sobre el peso y los lipidos plasmaticos

Ritmo circadiano Pico de 00h a 6ham Mas pronunciado en genotipo 4G/4G Mediado por CLIF
Respuesta de fase  Fuerte efecto positivo sobre los niveles ~ Respuesta mas fuerte para alelo 4G Estimulo de la transcripcion por IL-1, TNF-a y TGF-
aguda de PAI-1

ARN: acido ribonucleico mensajero; SRAA: sistema renina-angiotensina-aldosterona; CLIF: cycle-like-factor




I.3.d. Asociacion de la hemorreologia, la hemostasia y la fibrinolisis con

fenomenos trombaticos

La formacion de un codgulo obstructivo en venas o arterias es el
producto final de un disbalance entre factores procoagulantes, fibrinoliticos y
anticoagulantes. La trombosis puede ocurrir en arterias o en venas. En el siglo
XIX, Virchow postulo las tres causas principales de trombosis: cambios en la
pared vascular, cambios en el flujo sanguineo, y cambios en la composicion de
la sangre. Sin embargo, estos factores no tienen el mismo peso en las
trombosis venosas y en las arteriales, lo que explica que los mecanismos
responsables de éstas se superpongan pero sean diferentes. En las trombosis
arteriales, los cambios en la pared del vaso (arteriosclerosis) y los factores de
riesgo cardiovascular (tabaco, diabetes, hipertension arterial, hiperlipemia) son
los principales. Dada la elevada presion y el elevado flujo sanguineo arterial, el
papel de la estasis sanguinea y de la hipercoagulabilidad es relativamente
menor. Sin embargo, éstos ultimos constituyen los principales factores de
riesgo para la trombosis venosa, y por el contrario los factores de riesgo

aterogénico clasicos no parecen predisponer a la misma (268).

1.3.d.1) Asociacion con trombosis arterial

Hemorreologia

La contribucion del Fbg al proceso arteriosclerdtico no esta atn
claramente establecida. Podria contribuir al mayor riesgo cardiovascular, o,
como reactante de fase aguda, podria ser s6lo un marcador del proceso

inflamatorio subyacente a la arteriosclerosis (161).

Diversos estudios epidemioldgicos realizados en Suecia (269), Reino

Unido (270-272), Alemania (273) y Estado Unidos (274) han investigado la
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asociacion entre los niveles de Fbg y la enfermedad cardiovascular. Un
metaanalisis de seis de estos estudios prospectivos publicados entre 1.980 y
1.992 mostr6 que los niveles de Fbg se asociaban con el desarrollo posterior de
cardiopatia isquémica y enfermedad -cerebrovascular (160). EIl estudio
Framingham es el Unico que incluy6 a mujeres en su andlisis y que estudio la
enfermedad cardiovascular en todas sus manifestaciones (275). Los resultados
de este estudio mostraron que, por cada aumento de los niveles de Fbg de una
desviacion estandar por encima de la media (56 mg/dL), la incidencia de un
primer episodio cardiovascular aumentaba aproximadamente un 20% en
ambos sexos, tras ajustar por edad y por otros factores de riesgo
cardiovascular. En el estudio ECAT, los niveles de Fbg se identificaron como
predictores independientes de infarto de miocardio y muerte subita coronaria
en pacientes con angina de pecho (276). Un metaanalisis de 18 estudios
prospectivos publicado en 1.998 concluyd que los individuos con valores de
Fbg en el tercil superior presentan un riesgo de enfermedad coronaria 1,8 veces
superior que los individuos con valores en el tercil inferior (108). Otros
metaandlisis han encontrado resultados similares (277), con un incremento del
riesgo de cardiopatia isquémica, enfermedad cerebrovascular, y mortalidad,
por cada incremento de 100 mg/dL en los niveles de Fbg. Sin embargo,
algunos autores han observado que estas asociaciones se atentian mucho al

corregir por los posibles factores confundientes (278).

Una parte considerable de la relacion del Fbg con la incidencia de
eventos cardiovasculares podria atribuirse a sus efectos sobre la VP. En la
década de los 90, un estudio prospectivo mostré que la VP era un importante
predictor de cardiopatia isquémica en hombres de mediana edad (279),
independiente de los factores de riesgo cardiovascular clésicos. Esta asociacion
entre VP e incidencia de cardiopatia isquémica se explicaria en parte por el
Fbg (280). El andlisis de los mismos sujetos 10 afios después, recientemente
publicado, ha confirmado el valor predictivo de la VP para cardiopatia
isquémica (281). Otros dos estudios prospectivos han mostrado la asociacion

de la VP con la incidencia de cardiopatia isquémica y de accidente
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cerebrovascular en hombres y mujeres afiosos (282), y con la recurrencia del
accidente cerebrovascular (283). El estudio prospectivo MONICA, realizado
en hombres de 45 a 64 afios, mostr6é igualmente que la VP se asociaba de
forma positiva e independiente a un primer episodio de cardiopatia isquémica,
tras ajustar por los demas factores de riesgo cardiovascular (280; 284). Un
metaanalisis de 4 estudios prospectivos realizados en poblacion general
publicado en el afio 2.000 concluy6 que los individuos con valores de VP en el
tercil superior presentan un riesgo de enfermedad coronaria 1,57 veces

superior que los individuos con valores en el tercil inferior (285).

Se han descrito diversos mecanismos a través de los cuales una
disminucion de la DE puede potenciar el desarrollo de fendmenos
aterotromboticos. A nivel de la microcirculacion, puede dar lugar a isquemia
por alteraciones del flujo capilar y por favorecer la hipoxia en areas
ateromatosas en desarrollo (286). A nivel de la macrocirculacion, se ha
descrito que la disminucién de la DE produce un incremento de la adhesion de
las plaquetas al endotelio vascular (287), a la vez que causa un aumento de la
VS a alta velocidad de cizallamiento. La relacion entre las alteraciones de la
DE vy la patologia isquémica es clara en situaciones como hemoglobinopatia S
o la talasemia maior. Fuera de estas patologias, existe controversia acerca de
su papel como factor de riesgo en patologia vascular isquémica (288; 289):
aunque se ha observado una disminucion de la DE asociada a patologia
isquémica, fundamentalmente en la claudicacion intermitente, pero también en
patologia isquémica cardiaca y cerebral, los estudios han sido retrospectivos,

no existiendo estudios prospectivos que confirmen esta posible asociacion.

El incremento de la AE contribuye al estancamiento microcirculatorio,
lo que puede alterar la resistencia vascular periférica, reduciendo la perfusion
capilar y el transporte de oxigeno a los tejidos. Se ha sugerido que dicho
incremento puede ejercer una influencia indirecta en la formacion del trombo
arterial, a través de su interaccion con las plaquetas. Asimismo, el

desplazamiento de los demds elementos celulares hacia el endotelio vascular es
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otro mecanismo propuesto en este sentido. No existen estudios prospectivos
que analicen la relacion de la AE con la incidencia de patologia vascular
isquémica, aunque varios estudios observacionales han encontrado una
hiperagregabilidad eritrocitaria en pacientes con procesos isquémicos

cardiacos o cerebrales (290-293).

La VS también se ha asociado en algunos estudios a arteriosclerosis.
Estudios transversales han descrito en hombres una asociacion independiente
de la VS con la presencia de arteriopatia periférica (294), y con marcadores
mas precoces de arteriosclerosis, como el engrosamiento intima-media
carotideo (109). En un estudio prospectivo, se demostro la asociacion entre la
VS y la incidencia de cardiopatia isquémica y de accidente cerebrovascular en
hombres y mujeres afiosos (282). Otro estudio prospectivo realizado en el afio
2.000 en hombres con hipercolesterolemia mostr6 una asociacidén
independiente tanto de la VS como de la VP, con la incidencia de cardiopatia
isquémica (295). Sin embargo, otros autores no han encontrado que la VS sea
un factor de riesgo cardiovascular independiente, sino un marcador de riesgo
de enfermedad coronaria asociado a los factores de riesgo clasicos (296). Un
metaanalisis de 2 estudios prospectivos realizados en poblacion general
publicado en el afio 2.000 concluy6 que los individuos con valores de VS en el
tercil superior presentan un riesgo de enfermedad coronaria 1,24 veces

superior que los individuos con valores en el tercil inferior (285).

Hemostasia

El balance alterado de los factores procoagulantes y anticoagulantes
juega sin duda un importante papel en la enfermedad coronaria (271; 276) y
cerebrovascular (297; 298). La evidencia de una relacion entre las
concentraciones plasmaticas de factor VII y la enfermedad cardiovascular no
estd tan establecida como para el Fbg. Algunos estudios prospectivos han

mostrado asociacion entre los niveles elevados de factor VII y los eventos

74



cardiovasculares (270; 271; 299), pero otros autores no apoyan esta asociacion
(300). Varios estudios prospectivos han mostrado igualmente una asociacion
entre los niveles de factor VIII y los de factor Von Willebrand, y el riesgo de

enfermedad cardiovascular (300-304).

La alteracion de los inhibidores de la coagulacion también se ha
propuesto como mecanismo protrombotico. Algunos estudios han sugerido que
la R-PCa de causa genética (factor V Leiden) puede ser un factor de riesgo
para trombosis arterial (305; 306), aunque otros autores no han encontrado
evidencias que apoyen esta afirmacion (307-310). Uno de estos trabajos
incluy6 a pacientes con R-PCa y sin factor V Leiden, encontrando una
asociacion entre la R-PCa y el riesgo de enfermedad cerebrovascular
independiente de la mutacion del factor V (311). En dicho estudio, la R-PCa

no se asocio a enfermedad coronaria.

Se ha descrito que niveles reducidos de PCa circulante pueden ser un
factor de riesgo de infarto de miocardio (312). Estos niveles reducidos de PCa
pueden deberse a una alteracion de cualquiera de los componentes del sistema

de activacion de la PC (206).

Fibrinolisis

Numerosos estudios transversales y caso-control han demostrado que
los niveles de PAI-1 estan aumentados en pacientes con enfermedad
cardiovascular (236; 314). Los estudios prospectivos han mostrado
generalmente que los niveles de PAI-1 predicen la aparicion de recurrencias de
eventos coronarios en poblacion con enfermedad cardiovascular (315-317),
aunque no todos han confirmado esta relacion (276; 318; 319). Sin embargo,
los estudios prospectivos realizados en poblacion sana han mostrado resultados

discrepantes. En la mayoria de ellos, no se ha logrado demostrar una
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asociacion entre los niveles plasmaticos de PAI-1 y la aparicion de un primer
evento coronario (320-322). En los escasos estudios en los que los niveles de
PAI-1 se han asociado al riesgo de eventos coronarios en poblacion sana, la
fuerza de dicha asociacion ha disminuido mucho tras ajustar por los factores de
riesgo cardiovascular asociados a la RI (300; 323; 324). De forma similar, se
han observado niveles elevados de PAI-1 (325) en pacientes con enfermedad
cerebrovascular (365; 377; 378), pero tampoco se ha logrado demostrar la
asociacion entre los niveles de PAI-1 y la incidencia de un primer episodio de

accidente cerebrovascular (326).

Se ha sugerido la existencia de una asociacion entre el polimorfismo
4G/5G del gen del PAI-1 y el riesgo de cardiopatia isquémica. Un metaanalisis
de nueve estudios caso-control mostré6 un modesto incremento del riesgo de
infarto agudo de miocardio para el genotipo 4G/4G (327). Dos estudios
posteriores han confirmado esta asociacion en mujeres (328) y en pacientes
con hiperinsulinismo (329). Sin embargo, otros trabajos han obtenido
resultados diferentes (244; 330-333). Respecto al accidente cerebrovascular,
los datos son contradictorios, habiendo autores que defienden un efecto
protector del alelo 4G (334), mientras que otros encuentran un incremento del

riesgo asociado a dicho alelo (335).

Los niveles elevados de PAI-1 también se han relacionado con la
aparicion de diabetes mellitus. En el estudio IRAS (“Insulin Resistance
Atherosclerosis Study”), la concentracion plasmdtica de PAI-1 fue un buen
predictor de la aparicion de diabetes mellitus tipo 2, incluso tras ajustar por

IMC o RI (113).

Dado que el t-PA es el principal activador de la fibrinolisis, se esperaria
encontrar una asociacion de sus niveles con una menor incidencia de
enfermedad cardiovascular. Sin embargo, el aumento de los niveles de t-PA es
fundamentalmente un marcador de dafio endotelial in vivo (336), y por tanto de

activacion de la coagulacion, y por ello se encuentra una asociacion entre los
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niveles elevados de t-PA y el riesgo de enfermedad cardiovascular. De hecho,
los niveles elevados de t-PA se han asociado a enfermedad cardiovascular con
mas consistencia que los de PAI-1 (337). Un metaandlisis reciente analizd 7
estudios prospectivos realizados en poblacion general y 6 estudios realizados
en poblacidon con enfermedad cardiovascular establecida (322). Concluyo que,
en poblacion general, los individuos con valores de t-PA en el tercil superior
presentaron un riesgo de enfermedad coronaria 1,47 veces superior a los
individuos con valores de t-PA en el tercil inferior, tras ajustar por edad, sexo
y factores de riesgo cardiovascular. De igual forma, en poblacion con

enfermedad cardiovascular establecida, este aumento del riesgo fue de 1,32.

1.3.d.2) Asociacion con trombosis venosa

Hemorreologia

Virchow fue el primero en enfatizar el papel de la hemorreologia en la
patogenia de la TVP (338). La VS elevada es un factor de riesgo establecido
para TVP (339). Sin embargo, los estudios realizados hasta el momento para
evidenciar el papel de los demas parametros reologicos en la patogenia de la
TVP han sido caso-control, y muchos de ellos con un nimero pequefio de
pacientes (340; 341), por lo que no hay suficiente evidencia en el momento
actual para afirmar que las alteraciones hemorreoldgicas diferentes al aumento

de la VS constituyen un factor de riesgo independiente para TVP.

Varios autores han encontrado que la AE se encuentra aumentada 6
semanas después de una TVP (342), momento en el que todavia existe un
aumento temporal de los niveles de Fbg, como reactante de fase aguda, con las
consecuentes alteraciones reologicas (343). Otros autores han realizado el
estudio 12 meses tras el evento trombotico venoso (340; 344), pero no siempre
han excluido a pacientes con enfermedades neoplasicas, que pueden por si

mismas elevar los niveles de Fbg, y asi alterar diversos parametros reoldgicos.
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Otros autores han encontrado un aumento de la AE 28 meses después del

evento trombotico (345).

El Fbg se ha visto aumentado en todos los estudios realizados hasta el
momento en pacientes con TVP, tanto a las 6 semanas del evento trombdtico
(342), como a los 12 meses (340; 341; 344; 346) o 28 meses del mismo (345).
Un estudio caso-control realizado en 199 pacientes con TVP comparados con
un grupo control concluyd que el riesgo de TVP era cuatro veces superior en

los pacientes con niveles de Fbg superiores a 500 mg/dL (347).

Los estudios de VP en pacientes con TVP han mostrado resultados
discrepantes: ciertos autores la han determinado a los 3 meses del evento
trombotico, encontrandola elevada, y otros la han encontrado normal a los 12

meses 0 36 meses del mismo (341; 344; 346).

Por tanto, por el momento, los datos que relacionan los factores

hemorreologicos con la TVP son limitados.

Hemostasia

Ciertas situaciones de hipercoagulabilidad se han descrito asimismo
como factores de riesgo de TVP. Entre las genéticas, destacan la R-PCa por
factor V Leiden (213), los déficits de antitrombina (348), PC (349) y PS (350),
y la mutacién G20120A del gen de la protrombina (351). Otras causas son los
niveles elevados de factor VIII (352; 353), factor IX (354) y factor XI (355).

La R-PCa adquirida es una importante causa de TVP. Un estudio
poblacional mostré que el riesgo de TVP en pacientes con R-PCa y ausencia
de factor V Leiden doblaba el de los individuos sin R-PCa (356). En el “Leiden
Thrombophilia Study”, se aprecid igualmente una relacion lineal entre R-PCa
adquirida y riesgo de TVP (357). Se acepta en la actualidad que, de cada 10

pacientes no seleccionados con TVP, uno presenta R-PCa adquirida (351). De
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igual forma, se considera una importante causa de trombosis venosa en el
puerperio (358). Asimismo, niveles reducidos de PCa circulante se han

asociado con una mayor incidencia de tromboembolismo venoso (313).

Fibrinolisis

Se ha descrito la presencia de hipofibrinolisis en pacientes con TVP
(359-361), debida en general a un aumento de los niveles de PAI-1 (362),
aunque los estudios prospectivos al respecto son muy escasos. Uno de estos
estudios no encontr6 que los niveles de PAI-1 o de t-PA predijeran el
desarrollo de TVP en personas sanas (363). Se ha demostrado que los
pacientes con hipofibrinolisis (364) o con niveles elevados de PAI-1 (224)

presentan mas recurrencias de TVP.
El alelo 4G del gen del PAI-1 se ha asociado asimismo a trombosis
venosa (365; 366), aunque algunos autores s6lo han comprobado esta

asociacion en pacientes con algin otro defecto trombofilico asociado (243).

Por tanto, la asociacion entre aumento de PAI-1 y trombosis venosa no

es consistente, y requiere mas estudios (367).
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I.3. LA OBESIDAD COMO ESTADO PROTROMBOTICO

Se ha demostrado que la obesidad es un factor de riesgo cardiovascular
tanto en hombres (368) como en mujeres (369), como reconocio en 1.998 la
“American Heart Association” (370). Los factores de riesgo cardiovascular
clasicos asociados a la obesidad (dislipemia, hipertension arterial, alteraciones
del metabolismo hidrocarbonado y consumo de tabaco) no pueden explicar por
si solos todo el exceso de eventos cardiovasculares que presentan estos
pacientes. El estudio Framingham ya mostr6 en la década de los 80 que la
incidencia de cardiopatia isquémica era proporcional al exceso de peso (156):
en hombres y mujeres obesos menores de 50 afios, se multiplicaba por 2,4 y
por 2, respectivamente. El riesgo de muerte por cardiopatia isquémica es tres
veces superior en los sujetos obesos que en los sujetos con normopeso (371).
Asimismo, el riesgo de accidente cerebrovascular isquémico se incrementa de
forma paralela al IMC, siendo doble en los individuos con obesidad (372)

comparados con los individuos con normopeso.

Por otra parte, varios estudios han evidenciado la asociacion entre
obesidad y tromboembolismo venoso (373; 374), considerdndose a la misma
un factor de riesgo para TVP o tromboembolismo pulmonar (375). Un estudio
multicéntrico caso-control mostré que los pacientes obesos no hospitalizados
tenian un riesgo de TVP 2,4 veces superior a los sujetos sin obesidad (376).
Otro estudio caso-control encontrd resultados similares, con una “odds ratio”
para TVP en pacientes obesos de 2,49 (377). Un estudio prospectivo realizado
en hombres de edad media clasificados en funcion de los quintiles de
circunferencia de cintura evidencid que aquellos situados en el quintil superior
presentaban un riesgo relativo de TVP de 2,6 (378). Otro estudio prospectivo,
el estudio LITE (“Longitudinal Investigation of Thromboembolism Etiology™),
obtuvo un riesgo relativo de tromboembolismo venoso de 2,2 para los
pacientes con IMC entre 30 y 35 kg/m?, comparados con aquellos con IMC
menor de 25 kg/m® (379). Otros trabajos han mostrado la asociaciéon de IMC

con TVP en pacientes diabéticos (380), en pacientes con trombosis venosa
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cerebral (381), y en aquellos sometidos a cirugia ortopédica (382). Un estudio
reciente caso-control realizado en 454 pacientes con TVP confirmé que los
pacientes con obesidad presentan un riesgo doble de tromboembolismo que el
grupo control, siendo dicho riesgo 10 veces mayor en las mujeres de 15 a 45
afios con IMC superior a 25 kg/m* que consumen anticonceptivos orales (383).
Asi, los diferentes estudios sugieren que la obesidad constituye un factor de
riesgo independiente para TVP, con un riesgo relativo entre 2 y 3. Asimismo,
estudios recientes han demostrado que en pacientes con TVP, el IMC se asocia
de forma significativa con un mayor desarrollo de complicaciones de la TVP

como el embolismo pulmonar (384; 385) o el sindrome postflebitico (386).

Los mecanismos a través de los cuales la obesidad predispone de forma
independiente a las complicaciones trombdticas tanto arteriales como venosas
se desconocen. El incremento de riesgo cardiovascular y de tromboembolismo
venoso asociados a la obesidad podria estar en parte mediado por alteraciones

en los factores hemorreologicos, fibrinoliticos y de hipercoagulabilidad (256).

I.3.a. Obesidad y alteraciones hemorreologicas

Hay resultados discordantes acerca de la asociacion entre la obesidad y
los factores hemorreoldgicos. De los diversos trabajos publicados al respecto,
solo algunos han sido realizados con pacientes con obesidad moérbida. Por otra
parte, la mayoria de estos estudios se han realizado en pacientes con obesidad
y otros factores asociados, como diabetes, dislipemia o hipertension arterial,
factores que alteran las propiedades reologicas de la sangre, de manera que
queda por establecer si las alteraciones encontradas se deben a la obesidad

“per se” o a los factores asociados a la misma.
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1.3.a.1) Alteraciones hemorreologicas presentes en la obesidad

Fibrindgeno

Diversos estudios que han comparado los niveles plasmaticos de Fbg en
sujetos obesos y en sujetos con normopeso han encontrado concentraciones
significativamente mayores en los primeros (387-389). Otros trabajos han
analizado el papel de la distribucion grasa sobre el aumento en los niveles de
Fbg en sujetos obesos, utilizando el icc, y han observado mayores niveles de
Fbg en sujetos con obesidad central comparados con sujetos con obesidad
periférica (390; 391). Se ha demostrado igualmente una correlacion entre el
Fbg y el icc o la cintura (391; 392). Por otra parte, un estudio epidemioldgico
reciente demostré que el Fbg se asociaba més con los marcadores de
inflamacion que con la actividad procoagulante, sugiriendo que éste puede
reflejar la inflamacion subyacente en estos pacientes mas que su potencial

procoagulante (393).

En resumen, se acepta que el Fbg se encuentra aumentado en la
obesidad, principalmente en la obesidad central, pero no estd establecido si
estas relaciones son causales, dado que el Fbg, ademés de parte integral del

sistema hemostatico, es un reactante de fase aguda (161).

Viscosidad plasmatica

La mayoria de los estudios encuentran un aumento de la VP en los
pacientes con obesidad (394; 395). Sin embargo, algunos autores atribuyen
esta asociacion a la presencia de otros factores de riesgo cardiovascular (396).
Existen muy pocos datos acerca del estado de la VP en adultos con obesidad
morbida, dado que la mayoria de los trabajos se han realizado en poblacion
pediatrica (389; 397-400), o en adultos con sobrepeso y obesidad grados 1 y 11
(387; 399; 401-4006).
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Deformabilidad eritrocitaria

La mayor disparidad de resultados respecto a los parametros reoldgicos
en el paciente obeso es la relacionada con la DE. Diversos autores observan
una disminucidén de la misma en pacientes obesos (402; 405; 407; 408),
mientras que otros la encuentran normal (395; 406; 409). Los estudios en nifios
y adolescentes con obesidad también han arrojado resultados contradictorios

(389; 398; 399).

Agregacion eritrocitaria

También hay cierta unanimidad en la literatura al asociar obesidad e
hiperagregabilidad eritrocitaria (295; 389; 394; 397; 401; 405; 407; 410). Los
diversos estudios han valorado fundamentalmente el indice de agregabilidad, y
solo dos han valorado la velocidad de cizallamiento sanguineo (“shear rate”)
necesaria para poder romper los agregados eritrocitarios (405; 408), velocidad
que serd mayor cuanto mayor sea la cohesion de los mismos, lo que supone un
importante conocimiento adicional de las caracteristicas de los agregados, v,

por tanto, de su capacidad para favorecer la formacion del trombo.

Composicion de la membrana eritrocitaria

Se han publicado diversos trabajos acerca de las modificaciones de la
composicion lipidica de la membrana eritrocitaria en el paciente obeso.
Algunos autores han encontrado que los pacientes obesos presentan un
aumento del cociente colesterol/fosfolipidos de la membrana eritrocitaria (411-
415). De todos estos trabajos, solo uno ha sido realizado en pacientes con
obesidad morbida (414), estando el resto de los mismos realizados en pacientes
con sobrepeso u obesidad grados I o II. Por otra parte, ciertos autores han
encontrado una relacion entre los marcadores de RI y la cantidad de

esfingomielina de la bicapa eritrocitaria en mujeres con obesidad (416; 417).
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Un aumento de la expresion de FS en la hoja externa de la bicapa
eritrocitaria puede inducir un estado protrombético, activando los factores V' y
X, y produciendo una situacién de hipercoagulabilidad (418; 419). Un posible
mecanismo mediante el cual la obesidad podria predisponer a los fenémenos
tromboticos seria mediante el aumento en la expresion de FS en la hoja externa
de la bicapa de la membrana eritrocitaria. S6lo hemos encontrado un trabajo
que haya valorado este aspecto en pacientes con obesidad, sin encontrar un
aumento de la expresion de la FS en la hoja externa de la membrana de los

hematies del paciente obeso (420).

Viscosidad sanguinea

De forma similar a lo que ocurre con la VP, algunos autores han
encontrado una asociacion entre obesidad e hiperviscosidad sanguinea, pero
los estudios se han realizado en nifios (389; 398; 399), o en adultos con

sobrepeso u obesidad grados I o II (387; 395; 400-403; 406; 409).

1.3.a.2) Efecto de la pérdida de peso sobre las alteraciones

hemorreologicas presentes en la obesidad

Fibrinégeno

El efecto de la pérdida de peso sobre los niveles de Fbg plasmatico es
controvertido. Ciertos estudios muestran un efecto beneficioso de la pérdida de
peso sobre los niveles de Fbg (389; 392; 421; 422), mientras que otros no lo
han observado (387; 423-425). En uno de los estudios que no evidencid
mejoria del Fbg con la pérdida de peso, el andlisis del subgrupo de pacientes
mas obesos mostrd una reduccion significativa de los niveles de Fbg,
correlacionada con la pérdida de peso. Este subgrupo de pacientes tenia

valores inicialmente mayores de Fbg que el grupo en su conjunto, y su pérdida
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de peso fue mayor. Otros estudios han mostrado igualmente una correlacion

entre la disminucion de peso, la de cintura y la de los niveles de Fbg (422).
La Tabla 8 resume los principales estudios realizados para valorar la

influencia de la pérdida de peso en los niveles de Fbg en pacientes con

obesidad.

Viscosidad plasmatica

Los efectos de la disminucion ponderal sobre la VP han sido
discordantes, puesto que en algunos trabajos no se modifica dicho pardmetro
(127; 384; 387; 399; 400; 403; 426), mientras que, en otros, la VP disminuye
con la pérdida ponderal (389; 394). Uno de estos estudios se realizd con
VLCD mantenida durante tres meses (394). La disminucion de la VP
encontrada tras dicho periodo no podria en principio atribuirse a
modificaciones en los valores de Fbg, ya que éstos no se modificaron tras la
pérdida de peso, pudiendo estar en relacion con una mejoria cuantitativa y

cualitativa de los lipidos plasmaticos.

Deformabilidad eritrocitaria

Tampoco hay homogeneidad en la literatura revisada acerca de los
efectos de la pérdida de peso sobre la DE. Ciertos autores encuentran que
empeora (426), mientras que en otros estudios no se modifica (127; 389; 399;
407). Un trabajo mostré mejoria de la DE con la pérdida de peso obtenida por
VLCD (384), que los autores atribuyeron al hipoinsulinismo asociado a esta

dieta, dado que la insulina en concentraciones fisioldgicas mejora la DE (288).
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Tabla 8: Efecto de la pérdida de peso sobre los niveles de fibrinogeno en pacientes con obesidad. Modificado de Mertens 2002 (161)

Autores Sujetos IMC o peso medio Intervencion Duracion Cambio de peso Cambio de Fbg
Rillaerts et al (387) 20 32,8 kg/m’ LCD 6 meses -5,5 kg/m® NS
Slabber et al (424) 9 32,7 kg/m’ VLCD 7 dias -4,4% NS
Primrose ef al (421) 19 154 kg Gastroplastia 12 meses -41,6% -20% *
Fanari et al (389) 20 adolescentes H: 36,1 kg/m2 LCD 1 mes H:-11,6% -30,1% *

M: 36,7 kg/m’ M: -12%
Folsom et al (425) 178 31 kg/m’ LCD + ejercicio 6 meses -84kg& NS
Ditschuneit ez al (392) 60 H: 43,7 kg/m’ LCD 9,5+6,2m H: -12,2% NS

Subgrupo: 20 M: 39,9 kg/m’ M: -15,3% Subgrupo: -9% ***
Subgrupo: 50,6 kg/m’ Subgrupo: -14,3%

Svendsen et al (423) 118 25 a 42 kg/m® LCD = ejercicio 9 meses -8 kg -3,6% **
Hankey et al (403) 45 H: 38,5 kg/m’ LCD 12 semanas H: -5% NS

M: 34,1 kg/m® M: -4,7%
Marckmann et al (422) 36 35,5 kg/m2 1) VLCD o LCD 1) 8-17 semanas 1) -13,9% 2) -6% **

2) Mantenimiento 2) 24 semanas 2) -14,5%

Luyckx et al (427) 505 42,3 kg/m’ Gastroplastia 6 meses -27,4% -11,1% *
Lindabhl ef al (428) 186 con ITG 31 kg/m’ LCD + ejercicio 12 meses -5,7% & -0,35 g/L #*x*
Rissanen et al (429) 51 36,2 kg/m’ LCD = orlistat 12 meses -10,4% NS
Mavri et al (430) 30 30,6 kg/m’ LCD + ejercicio 3 meses -17,2% NS

NS : no significativo. *: p<0,05. **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p<0,0001. Los valores son cambios porcentuales respecto a valores basales, excepto indicados con &:
cambios netos respecto a grupo control. H: hombres. M: mujeres. VLCD: dieta de muy bajo contenido calérico. LCD: dieta hipocalorica. ITG: intolerancia hidrocarbonada



Agregacion eritrocitaria

Tampoco esta establecido el efecto de la disminucion ponderal sobre la
AE. Ciertos estudios muestran que mejora (389; 394; 403), en otros no se
modifica (127), y en un estudio realizado en 101 pacientes obesos adultos de
ambos sexos (IMC 36,2+1,2 kg/m?) se observa un incremento de la misma tras
4 dias de VLCD (407), empeorando por tanto a corto plazo el perfil

hemorreologico del paciente tras seguir este tipo de dieta.

Composicion de la membrana eritrocitaria

Respecto al efecto de la disminucién ponderal sobre la composicion de
la membrana del hematie, se han publicado unicamente dos estudios, con
resultados discordantes: uno de ellos realizado en pacientes con obesidad
morbida sometidos a 10 dias de ayuno, con una pérdida de peso significativa,
sin encontrarse mejoria en la fluidez de membrana (431), y otro en mujeres
obesas con IMC medio de 32,5 kg/m*, que encuentra mejoria de la fluidez en
el subgrupo de pacientes obesas con RI (412). No hemos encontrado en la
literatura ningn estudio que haga referencia a las posibles modificaciones de
la expresion de FS en la hoja externa de la bicapa del hematie en el paciente

obeso tras la pérdida ponderal.

Viscosidad sanguinea

También se encuentran resultados discordantes al estudiar el efecto de
la pérdida ponderal sobre la VS. Asi, algunos autores encuentran que
disminuye (127; 384; 387; 400), mientras que en otros estudios no se observa
modificacion de la misma (389; 399; 403). Un estudio realizado en 10 mujeres
obesas mostro de forma sorprendente un aumento de la VS tras someter a

dichas mujeres a 3 dias de VLCD (426), con empeoramiento del perfil
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hemorreologico de estos pacientes. Los autores atribuyeron este aumento en la

VS a la disminucion en la DE que también se observd en dicho estudio.
La Tabla 9 resume los principales estudios realizados para valorar la

influencia de la pérdida de peso sobre los paradmetros hemorreologicos en

pacientes con obesidad.
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Tabla 9: Efecto de la pérdida de peso sobre los parametros hemorreologicos en pacientes con obesidad

Autores Sujetos IMC o peso medio Intervencion Duracion Cambio de peso Cambios hemorreologicos

Rillaerts et al 20 32,8 kg/m’ LCD 6 meses -5,5 kg/m® VP: NS;

(387) VS: -5,5% * abajo “shear”, - 2% * a alto “shear”
Craveri et al 40 36 kg/m® LCD 12 meses -13,9% VP: NS

(400) VS: -31,6% * a bajo “shear”, NS a alto “shear”
Craveri et al 25 nifios Exceso de peso 46 % LCD 2 meses -16 kg VP, VS, DE : NS

(399)

Fanari et al 20 H: 36,1 kg/m2 LCD 1 mes H:-11,6% VP:-4,6% *; AE : - 51% **

(389) adolescentes M: 36,7 kg/m® M: -12% VS, DE : NS

Poggi et al 52 H: 39,1 kg/m’ VLCD 12 semanas -15,5% VP: - 3,6% ***

(394) M: 36,9 kg/m® AE: - 16,3% ***

Tozzi et al 20 nifios Exceso de peso >20% LCD + 12 meses -6,5% VP, AE, DE: NS

(127) ejercicio VS: -50% *** a bajo y alto “shear”
Valensi et al 42 35,8 kg/m2 VLCD 4 dias AE: + 14,6% ***,

(407) DE: NS

Hankey et al 45 H: 38,5 kg/m’ LCD 12 semanas H: -5% VP, VS (alto “shear”): NS

(403) M: 34,1 kg/m2 M: -4,7% AE:-13,6% *en M, NSen H
Peyreigne et al 10 26 kg/m’ VLCD 3 dias -2,6% VP: NS

(426) VS: + 9% * (alto “shear”), DE: - 9% *

NS : no significativo. *: p<0,05. **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p<0,0001. Los valores son cambios porcentuales respecto a valores basales, excepto indicados con &:
cambios netos respecto a grupo control. H: hombres. M: mujeres. VLCD: dieta de muy bajo contenido calorico. LCD: dieta hipocalérica




1.3.b. Obesidad e hipercoagulabilidad

Otro factor implicado en la génesis de fenomenos tromboembdlicos en
el paciente obeso es la hipercoagulabilidad sanguinea (432), determinada por
un disbalance entre los factores activadores de la coagulacion y los factores

inhibidores de la misma.

Entre las causas de hipercoagulabilidad, se encuentra el aumento de
ciertos factores de la coagulacion. La mayoria de los estudios que han
investigado la relacion entre el factor VII y la obesidad han encontrado niveles
elevados de factor VII en sujetos con sobrepeso y obesidad (388), existiendo
una asociacion entre el factor VII y el IMC (385; 433-437). Otros estudios han
mostrado una correlacion positiva entre el IMC y el factor VIII o el factor von
Willebrand (437; 438). Asimismo, diversos estudios han mostrado una
asociacion entre el SM y el aumento de los factores VII, VIII, von Willebrand,

IX, X y XIII (393; 438-440).

Sin embargo, el estado de los inhibidores de la coagulacion ha sido
menos valorado en el paciente obeso. Recientemente, se ha propuesto que la
obesidad podria ser causa de R-PCa adquirida, lo que contribuiria al estado
protrombdtico de estos pacientes. El proyecto VITA (“Vicenza Thrombophilia
and Atherosclerosis Project”) es un estudio epidemiologico realizado para
establecer la prevalencia de alteraciones genéticas causantes de trombofilia
(441). En un subgrupo de 4.000 pacientes de este estudio, se investigo la
relacion entre R-PCa e IMC (442), encontrandose una correlacion positiva
entre ambas variables, independiente de la presencia de factor V Leiden. Un
trabajo posterior realizado por Lowe y cols con 955 pacientes encontro
asimismo una asociacion entre R-PCa e IMC en mujeres, pero no en hombres
(443). Ademas, al dividir a los pacientes en funcion de la presencia o ausencia
de obesidad, dicho autor encontr6 mas R-PCa en los sujetos obesos
comparados con los sujetos con normopeso. Sin embargo, otros estudios no

han confirmado esta asociacion entre IMC y R-PCa (311; 444). Un trabajo

90



realizado en mujeres con sobrepeso y obesidad y tolerancia normal a la
glucosa ha demostrado que aquellas con historia familiar de diabetes mellitus
tipo 2 presentan mayor R-PCa (445). No se han encontrado en la literatura
revisada estudios que hagan referencia a la influencia de la pérdida de peso

sobre la R-PCa.

Como se ha expuesto previamente, para que se produzca una adecuada
activacion de la PC, se deben ensamblar perfectamente las moléculas de PC,
trombina, trombomodulina y EPCR, formando un complejo cuaternario sobre
la superficie de la célula endotelial. Una disfuncion endotelial puede producir
una reduccion de los niveles de trombomodulina y EPCR en la membrana de la
célula endotelial, con la consiguiente reduccion en la activacion de la PC. Este
mecanismo ha sido descrito en la insuficiencia renal crénica (212). La
obesidad morbida se asocia a disfuncion endotelial (132; 133). Dicha
disfuncion endotelial podria causar una alteracion en la generacion de PCa. Sin
embargo, no hemos encontrado en la literatura revisada estudios que hagan

referencia al estado de los niveles de PCa en los pacientes con obesidad.

I.3.c. Obesidad e hipofibrinolisis

I.3.c.1) Obesidad, PAI-1, y resistencia a la insulina

En los ultimos quince afios se ha acumulado abundante evidencia de
estudios clinicos acerca de la asociacion entre obesidad e hipofibrinolisis
(446), debida a un incremento de los niveles plasmaticos de PAI-1 (390). Un
estudio realizado en poblacion general (250) observo que el IMC y los niveles
de TG eran los principales predictores de los niveles de PAI-1, siendo
responsables de hasta el 20% de la variabilidad interindividual de dichos
niveles. En diversos trabajos, se ha propuesto que tras estas relaciones subyace

la RI, considerada actualmente uno de los principales reguladores del PAI-1
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(246); de hecho, el aumento de PAI-1 se considera en la actualidad un

componente mas del SM (447-450).

El aumento del PAI-1 en la obesidad es particularmente evidente en
sujetos con distribucion androide de la grasa (451), estando asociados sus
niveles con la cintura (437), el icc (396), o la medicion de la grasa visceral por
técnicas de imagen (452). Por ello, se apunta al tejido graso visceral como
puente de union entre el aumento del PAI-1 y la obesidad o el SM (453). Sin
embargo, se desconoce si el aumento de PAI-1 en la obesidad se debe a un
aumento de su produccion a nivel de tejido adiposo, o a nivel hepatico. Se ha
evidenciado la produccion de PAI-1 por el tejido adiposo (230), y datos
recientes sugieren que podria sintetizarse en las células estromales de este
tejido, entre las que se encuentran células endoteliales, musculares lisas y
macrofagos, y no en los adipocitos (454). Asi, ciertos autores defienden que el
exceso de PAI-1 presente en los pacientes obesos se sintetizaria a nivel del
tejido adiposo (102). De hecho, se ha demostrado que el tejido adiposo de los
sujetos obesos produce mas cantidad de PAI-1 que el de los sujetos con
normopeso (455). La mayoria de los estudios “in vitro” muestran una
produccion de PAI-1 mayor a nivel de la grasa visceral que a nivel de la grasa
subcutanea (454; 456), lo que podria explicarse por el mayor contenido en
células estromales de la primera. Pero no todos los autores han confirmado este
dato (457), incluso un estudio reciente ha encontrado mayor secrecion de PAI-
1 por el tejido adiposo subcutaneo (458). Por el contrario, otros autores
sugieren que el aumento de los niveles de PAI-1 en la obesidad podria
originarse a nivel hepatico, por estimulo directo de la insulina a este nivel
(459). Estudios recientes in vitro tampoco han confirmado que el origen del

aumento de los niveles de PAI-1 en la obesidad sea el tejido adiposo (460).

1.3.c.2) Obesidad y polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1

Estudios preliminares en ratas sugieren que los niveles de PAI-1 pueden

jugar un papel en la diferenciacion de los adipocitos y en el desarrollo de
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obesidad (461-465). Se han realizado varios estudios en humanos buscando
una posible relacion entre el polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1 y la
presencia de obesidad, con resultados contradictorios: algunos autores han
encontrado mayor frecuencia de obesidad en portadores del alelo 4G (466;
467), otros en los portadores del alelo 5G (245), y otros no han encontrado

diferencias entre ambos (468).

Por otra parte, el polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1 se ha
relacionado con niveles aumentados de PAI-1 en diversos grupos de poblacion,
pero los resultados son contradictorios en pacientes con obesidad. En un
estudio realizado en indios Pima, el IMC se asocio a los niveles de PAI-1 en
los genotipos 4G/4G y 5G/5G, pero no en el 4G/5G (469). Otro trabajo
realizado en pacientes con enfermedad coronaria mostré que la asociacion
entre IMC y niveles de PAI-1 fue mayor en el genotipo 5G/5G (264). Solo
hemos encontrado dos trabajos que analicen la asociacion entre los distintos
genotipos de este polimorfismo y los niveles de PAI-1 en pacientes obesos.
Uno de ellos es un estudio en nifios, que no encontré diferencias entre los
niveles de PAI-1 segin el genotipo (470). El otro estudio se realizd en
pacientes adultos con un IMC medio de 36 kg/m’, y concluyé que el
polimorfismo 4G/5G era un determinante de los niveles plasmaticos de PAI-1,
que eran mayores en el genotipo 4G/4G, intermedios en el 4G/5G, e inferiores
en el 5G/5G (468). Por otra parte, un estudio reciente realizado en pacientes
obesos evidencid que aquellos pacientes homocigotos para el alelo 4G

presentaban mayores cifras de glucemia e insulinemia basales (471).

No hemos encontrado ningun trabajo que analice la frecuencia de los
distintos genotipos de dicho polimorfismo en pacientes con obesidad morbida,
ni la posible influencia de los diferentes genotipos sobre los niveles de PAI-1

en estos pacientes.
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1.3.c.3) Obesidad, PAI-1, y leptina

Se ha implicado recientemente a distintas citoquinas en la regulacion de
la sintesis de PAI-1, entre ellas a la leptina. La leptina es una citoquina
codificada por el gen 0b (472), que se produce casi exclusivamente en el tejido
adiposo (473). La leptina controla la ingesta alimentaria mediante su
interaccion con su receptor hipotalamico (474), informando del estado de
reserva energética, y regulando asi el apetito y el gasto energético. Su
concentracion plasmatica se correlaciona fuertemente con la masa grasa tanto
en sujetos con normopeso como en sujetos con obesidad (13), habiéndose
propuesto que los pacientes obesos presentan una resistencia a la accion de la
leptina. Por tanto, a pesar de la gran variabilidad en las concentraciones
plasmaticas de leptina en sujetos obesos, €sta puede ser considerada como un

marcador biolégico de acumulo de grasa (475).

Se ha demostrado en algunos trabajos una asociacion independiente
entre los niveles plasmaticos de leptina y los de PAI-1. Esto podria indicar que
el aumento de grasa provoca un aumento tanto de la produccion de leptina
como de la de PAI-1, o bien que el incremento de la produccion de leptina
contribuye de alguna manera al incremento de la sintesis de PAI-1 por el tejido
adiposo. Varios estudios realizados en sobrepeso y obesidad moderada han
encontrado una asociacion entre los niveles de PAI-1 y los de leptina,
independiente del IMC y de la masa grasa (476-478), lo que apoya un posible
papel de la leptina en la regulacion de la produccion de PAI-1. Sin embargo,
otros autores no han confirmado estos hallazgos, concluyendo que tras esta
relacion subyace la adiposidad (479-481). S6lo hemos encontrado en la
literatura revisada un estudio realizado en obesidad moérbida, que encontré una

fuerte correlacion positiva entre los niveles de leptina y los de PAI-1 (482).
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1.3.c.4) Efecto de la pérdida de peso sobre los niveles de PAI-1 en

pacientes con obesidad

Varios estudios han demostrado la eficacia de la reduccion de peso
sobre el descenso de los niveles de PAI-1, conseguida mediante dietas
hipocaloricas (423; 425; 430; 478; 483), VLCD (484) o cirugia bariatrica (421;
482). La Tabla 10 resume los principales estudios,.

Los mecanismos fisiopatologicos mediante los cuales la pérdida de peso
provoca un descenso de los niveles de PAI-1 son controvertidos. Se desconoce
si el mecanismo responsable es la disminucion de tejido adiposo, o la mejoria
de lal alteraciones metabolicas asociadas a la obesidad. Un estudio observo
una correlacion entre la pérdida de peso y el descenso del PAI-1 no explicable
por cambios en los TG o en la insulinemia (425), enfatizando el papel del
tejido adiposo en el control de los niveles plasmaticos de PAI-1. Estudios
posteriores apoyan esta hipotesis (478; 485). Janand y cols relacionan los
cambios en los niveles de PAI-1 con los cambios en la cantidad de grasa
visceral (451), pero otros autores no han confirmado estos datos (483). De
igual forma, los estudios que han investigado la relacion entre la pérdida de
peso y la secrecion de PAI-1 por el tejido adiposo han mostrado resultados
contradictorios (484; 486). Otros trabajos enfatizan mas el papel de la mejoria
de la RI (487) o del perfil lipidico (422). Otros autores atribuyen la mejoria en
los niveles de PAI-1 a la dieta “per se”, pues observan que los niveles de PAI-
1 aumentan con el paso del tiempo, aunque se mantenga la pérdida de peso
(423). En definitiva, parece que los cambios de la grasa visceral son mas
importantes para el descenso de los niveles de PAI-1 que los cambios de la
grasa subcutanea, aunque otros efectos de la pérdida de peso como la mejoria

de la RI o el descenso de los TG pueden ser igualmente importantes (488).
La disminucidén de los niveles de PAI-1 observada tras reduccidon de

peso en nifios no parece estar influida por el polimorfismo 4G/5G del gen del

PAI-1 (470), pero este aspecto no se ha estudiado en el adulto con obesidad.
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Tabla 10: Efecto de la pérdida de peso sobre los niveles de PAI-1. Modificado de Mertens 2002 (161)

Autores Sujetos IMC medio Intervencion Duracion Cambio de peso Cambio de PAI-1
Primrose et al (421) 19 154 kg Gastroplastia 12 meses -41,6% PAI-1fc: -70% ***
Folsom et al (425) 178 31 kg/m’ LCD + ejercicio 6 meses -84kg & PAl-lag: -11,5 ng/mL **&
Velthuis-te Wierik et al (489) 24 no obesos LCD 10 semanas -6,7%& PAIl-lag: -25,5 ng/mL &
PAI-1fc: -3,61 Ul/mL &
Andersen et al (487) 9 PCO 34 kg/m’ VLCD + LCD 24 semanas -4,8% PAI-1fc: -54% *
Calles-Escandon et al (487) 19 > 32 kg/m’ LCD 11 semanas - 8,9% PAI-lag: -35,3% **
Svendsen et al (423) 118 25 a 42 kg/m® LCD = ejercicio 9 meses -8 kg PAI-lag, PAI-1fc: NS
Marckmann et al (422) 36 35,5 kg/m’ 1) VLCD o LCD 1) 8-17 semanas 1)-13,9% PAI-lag: -34,3% ***
2) Mantenimiento 2) 24 semanas 2) -14,5%
Janand-Delenne ef al (451) 13 21-48 kg/m® VLCD + LCD 5 semanas -7% PAI-lag: -46,6% *
PAI-1fc: -42% *
Lindahl ef al (428) 186 ITG 31 kg/m’ LCD + ejercicio 12 meses -5,7% & PAI-1fc: -7,1 U/L #***
Mavri et al (478) 33 30,8 kg/m’ LCD + ejercicio 10-12 semanas -17% PAI-lag :-52,2% **
PAI-1fc: -65,9% **
Kockx et al (483) 50 31 kg/m® LCD 13 semanas -13,3% PAI-lag : -52,2% ****
PAI-1fc: -57,6% ****
Bastard et al (484) 15 40,5 kg/m2 VLCD 3 semanas -5,5% PAI-lag : -25,8% **
Estellés et al (470) 102 nifios  Peso > percentil 97 LCD + ejercicio 3 meses -4,2% PAl-lag:-14,3% *
PAI-1fc: -18,2% **
Uzun et al (482) 40 53 kg/m® Banding gastrico 6 meses -24,5% PAI-lag : -13,3% ***
Jellema et al (117) 11 31,3 kg/m’ VLCD + LCD 8 semanas -10,9 % PAI-lag: -59% ***

NS : no significativo. *: p<0,05. **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p<0,0001. Cambios porcentuales respecto a valor basal, excepto &: cambios netos respecto a grupo control.

VLCD: dieta de muy bajo contenido calérico. LCD: dieta hipocaldrica. ITG: intolerancia hidrocarbonada. PCO: sindrome del ovario poliquistico




I1. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS
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IL.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

Las alteraciones hemorreologicas pueden inducir un estado
protrombdtico en la obesidad. Dentro de éstas, la AE y la DE, asi como la
composicion lipidica de la membrana del hematie, cuyas modificaciones
estructurales pueden afectar a ambas propiedades reoldgicas, han sido las
menos estudiadas en el paciente obeso. Asimismo, la expresion de FS en la
hoja externa de la bicapa como posible mecanismo protrombdtico ha sido
escasamente valorada en estos pacientes. De igual manera, ciertas alteraciones
del sistema de la PC, como un estado de R-PCa adquirida o un bajo nivel de
PCa circulante, pueden asociarse con un aumento del riesgo trombotico.
Adicionalmente, un elevado nivel de PAI-1 puede contribuir al estado de
hipercoagulabilidad, pudiendo dichos niveles relacionarse con el polimorfismo
genético 4G/5G del gen del PAI-1, aspecto que ha sido escasamente valorado

en los pacientes con obesidad.

La obesidad aumenta el riesgo de eventos tromboéticos. Nuestra
hipdtesis de trabajo es que dicho estado protromboético puede deberse, entre
otras causas, a alteraciones hemorreoldgicas, fibrinoliticas y del sistema de la
PC, con independencia de la presencia de otros factores de riesgo
cardiovascular, siendo estas alteraciones subsidiarias de mejoria con la pérdida

ponderal obtenida mediante tratamiento dietético.
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I1.2. OBJETIVOS

1) Valorar el perfil hemorreoldgico en un grupo de pacientes obesos

comparado con un grupo control.

Comparar los niveles de Fbg, la VS, la VP, la AE y la DE, entre
un grupo de pacientes obesos y un grupo control.

Comparar los niveles de Fbg, la VS, la VP, la AE y la DE, en
funcion de la presencia o ausencia de SM en un grupo de
pacientes obesos.

Determinar si los niveles de Fbg, la VS, la VP, la AE y la DE,
muestran variaciones significativas con la pérdida ponderal
obtenida mediante tratamiento dietético.

Comparar la composicion de la membrana eritrocitaria
(contenido en colesterol, fosfolipidos y acido sialico, y
expresion de FS en la hoja externa de la bicapa) entre un grupo

de pacientes obesos y un grupo control.

2) Valorar el sistema de la PC en un grupo de pacientes obesos comparado

con un grupo control.

Valorar la existencia de R-PCa adquirida en un grupo de
pacientes obesos comparado con un grupo control.

Comparar los niveles de PCa circulante entre un grupo de
pacientes obesos y un grupo control.

Determinar si  dichos parametros muestran variaciones
significativas con la pérdida ponderal obtenida mediante

tratamiento dietético.
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3) Valorar los parametros fibrinoliticos en un grupo de pacientes obesos

comparado con un grupo control.

— Comparar los niveles de PAI-1 entre un grupo de pacientes
obesos y un grupo control.

— Valorar el polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1 en pacientes
obesos y en un grupo control, y su contribucidon a los niveles
totales de PAI-1.

— Valorar la existencia de una asociacion entre los niveles de PAI-
1 y la RI en un grupo de pacientes obesos.

— Determinar si los niveles de PAI-1 muestran variaciones
significativas con la pérdida ponderal obtenida mediante

tratamiento dietético.
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III. MATERIAL Y METODOS
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II1.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se ha realizado un estudio de intervencion dietética en pacientes
obesos, comparando los parametros hemorreologicos, fibrinoliticos y de
hipercoagulabilidad en situacion basal con un grupo control, y comparandolos

posteriormente con los obtenidos tras la pérdida ponderal.

I11.2. SUJETOS DEL ESTUDIO

I11.2.a. Grupo de casos

Los sujetos del estudio son pacientes con obesidad grave o moérbida
(IMC=>35 kg/m?), entre 18 y 60 afios, seleccionados de forma consecutiva entre
los que acuden a la Seccién de Endocrinologia del Hospital Universitario
Doctor Peset hasta completar el nimero necesario. Se solicitd de cada paciente
su consentimiento informado por escrito para participar en el estudio. Cada
paciente llevo tratamiento durante cuatro semanas con VLCD en formula
liquida (3 sobres de Optifast ® diarios), que aporta 603 kCal/dia y contiene
52,5 g de proteinas, 67,5 g de hidratos de carbono y 13,5 g de grasa. Su

composicion se detalla en la Tabla 11.

Al acabar el mes de VLCD, se administré durante dos meses una dieta
hipocaldrica de 1200 kCal/dia en mujeres y 1500 kCal/dia en hombres, con
55% de hidratos de carbono, 30% de grasas y 15% de proteinas, y con 100%
de los requerimientos de vitaminas y minerales. Se realizd6 un seguimiento
clinico de cada paciente quincenal el primer mes, y posteriormente mensual,
para reforzar el seguimiento de la dieta y comprobar la ausencia de efectos

secundarios de la misma.
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Tabla 11: Composicion del preparado de formula liquida utilizado para VLCD

Analisis tipo de un sobre de 54 g (Optifast®)

Valor calérico total 201 Kcal
Proteinas (caseina) 175¢g
Grasas (aceites vegetales y de pescado): de los cuales: 45¢g

- Acidos grasos saturados 1.8¢

- Acidos grasos monoinsaturados 13¢g

- Acido linoleico 1,L15g
- Acido linolénico 0,17 ¢g
- Acidos eicosapentaenoico y docosahexaenoico 0,075 g
Hidratos de carbono (lactosa, maltodextrinas, sacarosa y fructosa) 225¢g
Fibra soluble (inulina) 36¢g
Minerales

- Sodio 195 mg
- Potasio 775 mg
- Calcio 500 mg
- Magnesio 120 mg
- Fosforo 470 mg
- Cloro 160 mg
- Hierro 6 mg

- Cobre 0,5 mg
- Manganeso 0,5 mg
- Zinc 5,4 mg
- Fluor 0,3 mg
- Yodo 50 pg
- Cromo 50 ug
- Molibdeno 30 ug
- Selenio 30 pg
Vitaminas

- Vitamina A 330 pg
- Vitamina D 1,7 ug
- Vitamina E 8 mg

- Vitamina K, 25 ug
- Vitamina B; 0,54 mg
- Vitamina B, 0,67 mg
- Vitamina Bg 0,67 mg
- Vitamina B, 1,7 ug
- Vitamina C 25 mg
- ]?iotina 10 ug
- Acido folico 100 ug
- Nicotinamida 6 mg

- Acido pantoténico 2,4 mg
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I1.2.b. Grupo control

El grupo control estuvo formado por sujetos comparables en edad y

sexo al grupo de pacientes obesos, pero con normopeso (IMC entre 18,5 y 25

kg/m?). Estuvo constituido por voluntarios sanos, familiares no consanguineos

o amigos de los pacientes, y por personal sanitario. Los pacientes y los

controles procedieron de la misma area geografica. Los criterios de exclusion

fueron los mismos que los aplicados al grupo de pacientes.

II1.2.c. Criterios de inclusion

Los criterios de inclusion en el estudio para el grupo de casos fueron los

siguientes:

IMC superior o igual a 35 kg/m’
Edad comprendida entre 18 y 60 afios

II1.2.d. Criterios de exclusion

Por la propia naturaleza del estudio, fueron excluidos todos aquellos

casos o controles con enfermedades que pueden alterar los pardmetros

estudiados, interfiriendo en los resultados:

Enfermedades reumatoldgicas y del colageno, enfermedades
infecciosas, hepatopatia, nefropatia, cardiopatia, patologia oncologica.
Sindromes de hiperviscosidad (mieloma, policitemia vera....),
enfermedades hematologicas graves, anemias graves que cursen con
alteraciones de los indices hematimétricos (anemia ferropénica con Hb
<10 g/dL, talasemia).

Antecedentes de cirugia o traumatismo durante los dos meses previos al
estudio.

Embarazo o lactancia.
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Enfermedad isquémica cardiovascular: antecedentes de infarto agudo
de miocardio, angina de pecho, accidente cerebrovascular, accidente
isquémico transitorio, arteriopatia de miembros inferiores.

Antecedentes de TVP o tromboembolismo pulmonar.

Tratamiento con farmacos que puedan modificar las propiedades
reologicas, fibrinoliticas y de la coagulacion: ticlopidina, clopidogrel,
heparina, anticoagulantes orales, antihipertensivos, antidiabéticos
orales, estatinas, fibratos, pentoxifilina, buflomedil, nootropil,
anticonceptivos orales, tratamiento hormonal sustitutivo de Ila
menopausia. Los pacientes en tratamiento con acido acetilsalicilico o
antiinflamatorios no esteroideos fueron incluidos en el estudio,
retirandose dicha medicacion una semana antes de las extracciones
analiticas.

Diabetes mellitus, diagnosticada mediante la presencia en dos ocasiones
de glucemia basal > 126 mg/dL o glucemia > 200 mg/dL a las 2 horas
de sobrecarga oral con 75 gramos de glucosa (490).

Hiperlipemias con TG > 250 mg/dL y/o CT > 250 mg/dL (491)
Hipertension arterial, con tension arterial sistélica mayor o igual a 140
mmHg y/o de tension arterial diastolica mayor o igual a 90 mmHg.
Causas secundarias de obesidad (hipotiroidismo, sindrome de Cushing).
Consumo habitual excesivo de alcohol, definido por el consumo
habitual de més de cuatro bebidas alcoholicas o de 40 gramos de

alcohol diarios (492).

II1.3. METODOS

II1.3.a. Parametros de la exploracion fisica

Se determino el peso con una béscula (con estimacion de 0,1 kg), con

ropa interior y sin zapatos; la talla (con estimacion de 0,5 cm), sin zapatos y

con la cabeza alineada siguiendo la linea trago-comisural. A partir de ambos se
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calcul6 el IMC (IMC = peso en kg / (talla en cm)?). Asimismo, se determiné el
perimetro de la cintura en la linea media entre el margen costal inferior y la
cresta iliaca a nivel de la espina iliaca antero-superior (con estimacion de 0,5
cm), y el perimetro de la cadera a nivel de los trocdnteres mayores (con
estimacion de 0,5 cm), calculando a partir de ambos el icc. Se determiné la
tension arterial realizando la media de tres mediciones basales en decubito
supino, con un esfigmomanometro con manguito especial para pacientes obesos,
para perimetro braquial entre 33 y 47 cm. La esfingomanometria se realiz6 segin

las recomendaciones del “Sixth Report of Joint National Committee” (493).

IT1.3.b. Extraccion y procesamiento de las muestras

I11.3.b.1) Extraccion de las muestras

Las muestras para bioquimica, reologia, fibrinolisis y PCa se extrajeron
y procesaron en el Hospital Universitario La Fe (Unidad de Trombosis y
Hemostasia y Centro de Investigacion). Las muestras para determinaciones
hormonales se extrajeron y procesaron en el Hospital Universitario Doctor
Peset (Seccidon de Endocrinologia), donde se realiz6 también la sobrecarga oral
de glucosa. Tanto los casos como los controles estuvieron en ayunas desde al
menos doce horas antes de efectuarse las extracciones. Estas se efectuaron
entre las 8:00 y las 10:00 a.m. por venopuntura antecubital mediante un
sistema de extraccidon con vacio (“Vacutainer”), con estasis minima. En primer
lugar se extrajeron los tubos destinados a las determinaciones hemorreoldgicas
y hematimétricas con la finalidad de evitar la estasis venosa. Se utilizaron
tubos de 5 mL conteniendo EDTA-K; para las determinaciones
hemorreologicas, para la composicion de la membrana eritrocitaria, para los
estudios de ADN, y para el hemograma, y un tubo de citrato trisodico 0,129 M
para la determinacion de FS. Para la determinacion de Fbg, de los niveles de
PAI-1y de PCa, y de la R-PCa, se utilizaron tubos de 5 mL de citrato trisddico
0,129 M. Los tubos destinados a determinaciones bioquimicas y hormonales

no contenian ningun anticoagulante, siendo tubos secos de 5 mL.
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II1.3.b.2) Procesamiento de las muestras

Las muestras anticoaguladas con EDTA-K; para el estudio de las
determinaciones hemorreologicas se procesaron antes de transcurridas dos
horas desde su extraccion, con la finalidad de evitar el deterioro de las
propiedades reoldgicas de la sangre (494). Las muestras destinadas a
fibrinolisis y hemostasia se centrifugaron a 1.500 g durante 15 minutos para
obtener plasma pobre en plaquetas, que se almaceno a -70°C en partes
alicuotas hasta su procesamiento. Los tubos secos destinados a las
determinaciones bioquimicas y hormonales se centrifugaron para separar el
suero, procesandose las muestras para bioquimica en el dia, y almacendndose
las muestras para hormonas en partes alicuotas a -70°C hasta su procesamiento.
La inclusion tanto de pacientes como de controles fue sucesiva durante 2 afos,

para minimizar la influencia de los cambios estacionales.

II1.3.c. Técnicas de laboratorio

I11.3.c.1) Parametros hemorreoldgicos

Fibrinégeno

Se determind mediante técnicas coagulométricas derivadas del tiempo
de protrombina, en un autoanalizador ACL-7000 (Instrumentation, Milan,
Italia). Esta técnica tiene un coeficiente de variacion intra e interensayo menor

de 1,5 % y 5%, respectivamente.

Viscosidad plasmatica

Se determind en un viscosimetro capilar Fresenius (495) (KSPV3,
Fresenius Medizintecchnik Bad Homburg, Alemania) termostatizado a 37°C.
La muestra utilizada es plasma obtenido tras centrifugacion del tubo primario

anticoagulado con EDTAKj;. Se coloca 2 mL en un tubo capilar de didmetro
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constante, y, tras un periodo de termostatizacion, el sistema corta el capilar
permitiendo la caida de la muestra, bajo accion constante de la gravedad. La
muestra se desplaza por el interior de un tubo capilar registrdndose el tiempo
que tarda en recorrer el espacio entre dos sensores luminicos. Manteniendo
constantes la temperatura y la presion, el tiempo solo depende de la VP. Los
resultados se expresan en milipascales por segundo (mPas.s) o centipoise (cP).
El sistema se calibra mediante dos calibradores (NP1 = 1,10 mPa + 1 % y NP2
= 1,9 mPa £ 1 %). Las muestras se analizan por duplicado. El coeficiente de

variacion intraensayo es inferior al 1%.

Viscosidad sanguinea

Se determind a Htc nativo y corregido a 45%, mediante un viscosimetro
Brookfield DV-III (Brookfield Engineering Laboratories Stoughton, MA,
Estados Unidos) termostatizado a 37°C a 230 s' (60 rpm). La muestra
analizada es sangre total obtenida en un tubo conteniendo EDTA-K; como
anticoagulante. El viscosimetro Brookfield DV-III lleva acoplado un juego
cono-placa (CP-42). Se deposita en la placa 1 mL de sangre previamente
atemperada a 37 °C, y se cierra el sistema de manera que el cono giratorio rote
sobre la superficie que contiene la muestra, manteniendo constante la distancia
entre las dos superficies. La temperatura se controla durante la medicion
mediante un circuito de bafio termostatizado. La resistencia que la muestra
ejerce depende de su viscosidad. Los resultados se expresan en milipascales
por segundos (mPas.s) o centipoise (cP). Esta técnica tiene un coeficiente de

variacién intraensayo de 2 % para la VS a230s .

Agregabilidad eritrocitaria (indice de agregabilidad)

Se determind en un agregdmetro eritrocitario MA-1 (496) (Myrenne
GmbH, Roetgen, Alemania), a Htc corregido con plasma autélogo a 45%.
Consiste en un viscosimetro cono-plano transparente, a través del cual pasa un
haz luminoso. Se coloca 20 pL. de sangre anticoagulada con EDTA-K; entre el

cono y la lamina de vidrio. El cono gira durante 10 segundos, imprimiendo a la
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sangre altas velocidades de cizallamiento (600 seg'), para que produzca la
desagregacion eritrocitaria. La stbita detencion del cono giratorio es seguida
de una corta pausa de 5 segundos que permite a los hematies agregar formando
“rouleaux”. La agrupacion de hematies conduce a la formacion de lagunas de
plasma libre de hematies a través de las cuales aumenta la cantidad de luz
transmitida. Los cambios de densidad oOptica de la sangre son recogidos por un
microprocesador. El resultado representa el grado de AE (indice de AE)
computada por el microprocesador en base a la integracion de los cambios de

la densidad oOptica de la sangre.

El instrumento determina la AE bajo dos modalidades: en estasis
completa (My: “shear rate” = 0), y a baja velocidad de cizallamiento (M;:
“shear rate” = 3 s':). M, remeda las condiciones de la circulacién en areas de
estasis, como zonas postestenoticas o adyacentes a valvas venosas. M; remeda
las condiciones de flujo en las vénulas postcapilares. En cada muestra se
determina por duplicado la AE a M, y M, hallandose el valor medio de ambas
determinaciones, que se denominan AE, y AE,. Se corrigen todas las muestras
a un valor Htc de 45 % con plasma autologo, lo que permite comparar los
indices de agregacion obtenidos con el agregdometro Myrenne en los distintos

laboratorios (173). El coeficiente de variacion intraensayo es de 2,8%.

Tiempo de agregabilidad eritrocitaria, extension de la agregabilidad

eritrocitaria v velocidad de cizallamiento necesaria para romper los

agregados eritrocitarios

El agregdmetro Sefam determina los cambios de la luz reflejada por una
muestra de sangre sometida a distintas velocidades de cizallamiento (497),
mediante un sistema similar al descrito para el agregometro MA-1. Los
cambios de intensidad de luz reflejada en funciéon del tiempo son procesados
por un microprocesador que permite calcular distintos parametros. Todo el
sistema trabaja a 37°C, y las muestras de sangre se llevan a Htc de 45% con

plasma autdlogo. El coeficiente de variacion intraensayo es de 2 %.
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Los parametros calculados por el sistema a partir de la curva de la
intensidad de la luz frente el tiempo son:

- Tiempo de agregacion (Ta). Es la pendiente de la recta en el tramo inicial
de la curva (entre 0,5 y 2 s tras detenerse el émbolo), menor cuanto mayor
es la AE.

- Indice de agregacion a los 10s (IA10s). Es el valor del area bajo la curva en
los primeros 10 segundos de iniciado el proceso de agregacion, y
representa la extension del agregado formado.

- Umbral de desagregacion (yD). A partir de la variacion de la intensidad de
luz reflejada en funcion de la velocidad de giro, se calcula la velocidad que

permite la completa dispersion del agregado formado.

Deformabilidad eritrocitaria

Fue valorada mediante una técnica ectacitométrica, el Rheodyn SSD
(“shear stress diffractometer” Myrenne GmbH, Roetgen, Alemania) (498). El
Rheodyn es un difractometro laser automatico que permite medir la DE en un
pequefio volumen de sangre de 25 pL suspendida en 2 mL de dextrano de alta
viscosidad (24 mPa.s). La suspension se coloca entre un disco fijo y otro
giratorio, capaz de producir con el giro tensiones de cizallamiento
comprendidas entre 0,3 y 60 Pa, manteniendo constante la distancia entre
ambos discos. La elevada viscosidad del medio, junto a la progresiva elevacion
de la tension de cizallamiento, fuerzan a los hematies a deformarse, adoptando
formas méas o menos elipticas segin su capacidad para hacerlo. La
deformacion eliptica de los hematies provoca distintos patrones de difraccion
de un rayo laser que pasa a través de la suspension. La difraccion de este rayo
es registrada por cuatro sensores Opticos, situados equidistantes sobre dos ejes
ortogonales. Sobre un eje se mide la anchura de la elipse (intensidad de luz
“A”), y sobre otro eje se mide la longitud de la elipse (intensidad de luz “B”).
El microprocesador incorporado integra estas sefiales y calcula el indice de
elongacion eritrocitaria IE: IE = 100 x (A — B) / (A + B), a cada una de las
distintas tensiones de cizallamiento. El IE es proporcional a la DE que se

produce al someter al hematie a distintas fuerzas o tensiones de cizallamiento
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que oscilan entre 0,3 y 60 Pa. Se determiné el IE a 12 (IE12), 30 (IE30) y 60
pascales (IE60). El coeficiente de variacion de esta técnica es de 3% para las

tensiones de cizallamiento comprendidas entre 12 y 60 Pa.

Hematocrito

Se determind en una microcentrifuga, centrifugando la muestra a

15.000 g durante 7 minutos.

Contenido de colesterol, fosfolipidos v acido sialico de la membrana

eritrocitaria

Los eritrocitos aislados se lavaron tres veces con tampon fosfato salino
0,15M (PBS) conteniendo 0,1 mM de EDTA a 4° C, y se centrifugaron a 900
g, durante 10 minutos. Los eritrocitos lavados se sometieron a criofractura con
nitrégeno liquido, mediante tres ciclos de congelacion y descongelacion a
37°C. Los eritrocitos rotos se lavaron seis veces con en PBS-EDTA a 4°C y se
centrifugaron a 100.000 g, durante 40 min (499). Las membranas rotas y
lavadas se suspendieron en PBS-EDTA y se almacenaron en atmosfera de
nitrégeno en congelador a -80°C. La extraccion de lipidos de membrana
eritrocitaria se realizd mediante la incubacion durante 1 hora con isopropanol
(1:22 v/v muestra isopropanol) y posterior adicion de 7 volumenes de
cloroformo e incubacion durante 1 hora. La separacion de las fases se realizo
por centrifugacion. La cuantificacion de colesterol, fosfolipidos y 4cido sidlico
de la membrana de los eritrocitos se realizdo mediante técnicas colorimétricas
(colesterol: Bayer Diagnostic, Cedex, Francia; fosfolipidos: Wako Chemicals
GMBH, Neuss, Alemania; acido sialico: Sialic Acid Farbtest, Boehringer
Mannheim, Alemania). Se cuantificaron las proteinas de la membrana
eritrocitaria por el método de Lowry (500), para expresar los resultados en
contenido de colesterol, fosfolipidos y &cido sidlico por contenido de proteina

de membrana.
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Expresion de fosfatidilserina en la hoja externa de la bicapa lipidica de la

membrana eritrocitaria

Por otra parte, se determino la expresion de FS en la hoja externa de la
bicapa lipidica de la membrana del hematie mediante citometria de flujo (Epics
XL-MCL Flow Cytometer, Beckman-Coulter, FL, USA) (501). Para ello, se
utiliza sangre total, identificdndose los eritrocitos mediante anticuerpos anti-
glicoforina 3 marcados con ficoeritrina (PE). La anexina-V marcada con
1sotiocianato de fluoresceina (FITC) se une a las células que exhiben una
cantidad sustancial de FS en la hoja externa de su membrana, siendo
catalogadas por el citometro como positivas. El sistema identifica a las células
que se unen simultaneamente a los anticuerpos anti-glicoforina 3.PE y a la

anexina-V.FITC.

Se diluye 5 uL de sangre en 200 uL de tampon Hepes, anadiéndose
posteriormente 13,4 uL de 25 mM Cl,Ca, y obteniéndose asi una
concentracion final de calcio i6nico de 1,5 mM. La muestra permanece
durante 5 minutos a temperatura ambiente, y se afiade 3 pL. de anexina-V.FITC
(Immunotech, Marseille, France) y 3 puL de anticuerpos anti-glicoforina 3.PE
humana (PE labeled anti-human CD235a, Becton Dickinson, CA, USA),
manteniéndose 10 minutos en hielo y en la oscuridad. De esta manera, los
anticuerpos anti-glicoforina 3.PE se unen especificamente a los globulos rojos,
y la anexina-V.FITC se une a la FS expresada en la hoja externa de la
membrana celular mediante una union calcio-dependiente reversible. Las
muestras se diluyen con 800 puL de Hepes-Ca®* (1,5 mM de calcio idnico)
mantenido en hielo, y se evalian inmediatamente por citometria de flujo. Un
segundo tubo denominado “blanco” sin anexina-V.FITC se evaltia en paralelo,
estableciéndose una fluorescencia arbitraria en el mismo para obtener un
porcentaje de eritrocitos positivos para anexina entre 0,18 y 0,20% (502). El
blanco y el tubo conteniendo la muestra se analizan bajo las mismas
condiciones de lectura. Ante el impacto del rayo laser, las particulas generan
una difraccion de la luz que es captada por dos fotodetectores. El procesador

incorporado (System II software, Beckman-Coulter, FL, USA) integra estas
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sefales y calcula el porcentaje de células marcadas tanto por la anexina-
V.FITC como por el anticuerpo anti-glicoforina 3.PE, expresando el resultado
como porcentaje de eritrocitos positivos para FS por cada 500.000 eritrocitos

(503).

El citometro de flujo se calibra diariamente (Immunocheck microbeads,
Beckman-Coulter, FL, USA). Las muestras se analizan por duplicado, y el

coeficiente de variacion intraensayo es inferior a 1%.

I11.3.c.2) Parametros de hemostasia

Resistencia a la proteina C activada

Se determin6 calculando el “ratio” de sensibilidad a la PCa (Rs-PCa),
que es el cociente entre el tiempo de tromboplastina activado (TTPA) del
plasma del paciente activado con una cantidad estandar de PCa (APC™
Resistance, Instrumentation Laboratory, Milano, Italia), y el TTPA sin PCa
(213). Ademas, se calculd el “ratio” normalizado de sensibilidad a la PCa
(Rsn-PCa), dividiendo el Rs-PCa del paciente por el obtenido con una mezcla
de plasmas normales (504). En caso de R-PCa, el Rs-PCa es menor del
esperado. Se consider6 R-PCa un Rs-PCa menor de 2, o bien un Rsn-PCa
menor de 0,7. El coeficiente de variacion intraensayo fue de 1,5% en ausencia

de PCa y de 3,5% en presencia de PCa.

Deteccion de la mutacion factor V Leiden

En los casos y controles que presentaron R-PCa, se estudio la presencia
de la mutacion factor V Leiden mediante andlisis de restriccion del fragmento
de ADN del gen del factor V amplificado con la reaccion en cadena de la
polimerasa, para detectar la mutacion Arg/Gln en posicion 506 (505). E1 ADN

se extrajo de las muestras de sangre total por medio del Sistema de
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Purificacion Genomica (Promega, Madison, USA). Los casos y controles con

factor V Leiden fueron excluidos de los resultados de R-PCa.

Niveles circulantes de proteina C activada

Los niveles plasmaticos de PCa se determinaron segun la técnica
descrita por Espafia y cols en 1996 (506). Se extrajo 4,5 mL de sangre en dos
tubos con 0,5 mL de citrato sodico, afiadiéndose inmediatamente 46 plL de
1.000 U/mL de heparina a uno de ellos, e incubandose la mezcla a 37° durante
30 minutos para forzar a toda la PCa circulante a formar complejos con el PCI,
ya que en presencia de heparina, mas del 95% de la PCa forma complejos con
el PCIL. Por tanto, la concentracion de complejos PCa:PCI en el tubo con
heparina es la suma de los complejos circulantes “in vivo” y de los complejos
formados “in vitro” a partir de la PCa circulante. Al segundo tubo se afiadi6 46
pL de una mezcla de benzamidina y PPACK con la finalidad de inhibir a la
PCa circulante, de forma que los complejos PCa:PCI de este tubo reflejaban su
concentracion “in vivo”. La concentracion de PCa circulante se calculo a partir
de la diferencia de las concentraciones de PCa:PCI en ambas muestras. Los

coeficientes de variacion intra e interensayo fueron de 5% y 8%.

Marcadores de activacion de la coagulacion

El fragmento F1+2 de la protrombina se determind mediante técnica de
ELISA (Behringwerke, Marburg, Germany). Los coeficientes de variacion

intra e interensayo fueron menores de 3% y 6%, respectivamente

Niveles antigénicos de proteina C y complejos PCa:PCI

Se determinaron mediante técnicas de ELISA, con coeficientes de
variacion intra e interensayo menores de 5% y 8%, respectivamente. Para la
medida de la PC se utilizd una curva de calibracién con diluciones de una
muestra formada a partir de plasma de 25 controles, a los que se asignd una

concentracion de PC de 100%.
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II1.3.c.3) Parametros fibrinoliticos

Determinacion antigénica del PAI-1

El PAI-1 antigénico (PAl-lag) se determind con un kit comercial de
ELISA (TintElize PAI-1, Biopool), que cuantifica con la misma eficiencia el
PAI-1lag activo, inactivo, y acomplejado con t-PA y u-PA. Las variabilidades
intra e interensayo fueron de 3% y 7%. Se utilizo6 el tipo de ELISA de doble

anticuerpo o "sandwich". El esquema de dicha técnica es el siguiente:

1) Reaccion inmunologica: Los pocillos de la microplaca se incuban con un
exceso del anticuerpo de captura, especifico contra la proteina cuya
concentracion se desea medir. La muestra diluida se incuba en Ia
microplaca para lograr la completa union de todo el antigeno al anticuerpo
de captura. A continuacion, la placa se lava y se incuba con un exceso de
un segundo anticuerpo conjugado con un enzima, el anticuerpo de
deteccion. El anticuerpo de deteccion se une al antigeno inmovilizado, y asi
se forman los complejos “sandwich” (anticuerpo-antigeno-anticuerpo-
enzima). La cantidad de enzima unido al pocillo es directamente

proporcional a la cantidad de antigeno presente en la muestra (Figura 18).

® ® F
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oo M

Anticuerpo Antigeno Anticuerpo / enzima Complejo “Sandwich”

de captura (muestra) (conjugado)

Figura 18: Técnica de ELISA del “doble anticuerpo™ (1)
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2) Reaccion enzimatica y cuantificacion: A continuacion, se lava Ia
microplaca, para separar la fraccion de anticuerpo conjugado que no se ha
unido. Se afiade un sustrato, y la accidon enzimadtica sobre éste genera un
producto coloreado (color amarillo). La absorbancia a una determinada
longitud de onda, medida por espectrofotometria, es proporcional a la
concentracion de antigeno en la muestra. Paralelamente, en cada placa se
incluyen estandares a concentraciones conocidas de antigeno, para

construir una curva de calibracion (Figura 19).

LI | 00

+ iy — 00
i1 00
Complejo “Sandwich”  Sustrato cromogénico Reaccion enzimatica

Figura 19: Técnica de ELISA del “doble anticuerpo™ (I1I)

Determinacion del PAI-1 funcional

El ensayo funcional del PAI-1 (PAI-1fc) consiste en valorar la capacidad
inhibitoria que el plasma tiene sobre el t-PA monocatenario. En una primera
etapa, parte del t-PA monocatenario afiadido a una muestra es inhibido por el
PAI-lag del plasma a determinar, y mediante acidificacion se destruye la
antiplasmina y otros inhibidores del plasma que puedan interferir en el ensayo.
En una segunda etapa, se mide la actividad residual de t-PA monocatenario.
Para ello, se anade una mezcla de plasmindgeno, fibrina y sustrato
cromogénico a la muestra, de forma que el t-PA funcional monocatenario
residual transforma el plasminoégeno en plasmina. La actuacion enzimatica de

¢ésta sobre el sustrato cromogénico liberara p-nitroanilina de color amarillo,
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siendo la cantidad de color producida directamente proporcional a la cantidad
de t-PA de la muestra. La determinacion del PAI-1fc se obtiene a partir de la
diferencia entre el t-PA monocatenario inicial y el valorado al final del ensayo.
Se define como 1 Ul de PAI-1fc la cantidad que inhibe 1 UI de t-PA
monocatenario durante 10 minutos a temperatura ambiente. Los resultados se
expresan en relacion a una curva patréon realizada con distintas concentraciones
de patron internacional de t-PA. Las variabilidades intraensayo e interensayo

fueron de 6% y 9%, respectivamente.

Determinacion antigénica del activador del plasminogeno tipo tisular

La determinacion del t-PA antigénico se llevd a cabo utilizando un kit
comercial de ELISA (TintElize t-PA, Biopool), que cuantifica con la misma
eficacia las formas libres de t-PA y las acomplejadas con los inhibidores. La
técnica fue basicamente la misma que la descrita para el PAl-1ag, con la tnica
diferencia de que los anticuerpos de captura y deteccion eran especificos para
t-PA. Los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron de 4% y 6%,

respectivamente.

Técnicas moleculares

- Extracciéon de ADN: Para la extraccion de ADN se empled el Wizard

Genomic Purification kit (Promega) en muestras de sangre periférica

anticoaguladas.

- Amplificacion de fragmentos de ADN mediante reaccion en cadena de la

polimerasa (RCP): La RCP permite sintetizar “in vitro” secuencias especificas

de ADN gracias a la participacion de dos oligonucleotidos como cebadores que
se hibridan con las cadenas opuestas del ADN molde, flanqueando la region de
interés. El proceso sigue tres pasos fundamentales cuya repeticion en sucesivos

ciclos aumenta de forma exponencial el nimero de copias. El primer paso

117



consiste en la desnaturalizacion del ADN. Luego, el ADN molde se hibrida
con los cebadores. En la fase final, la extension de la cadena por la ADN-
polimerasa a partir de los cebadores acaba generando una copia del ADN
molde. Actualmente, se utilizan polimerasas termoestables como la Taq
polimerasa (Thermus aquaticus) con una vida media de 40 minutos a 95°C y
una temperatura Optima de 75°C. De esta manera, la reaccion de
reconocimientos y extension del cebador se lleva a cabo a temperaturas en las
que la union del cebador a regiones no especificas es muy baja, y se evita la

presencia de estructura secundaria en algunas regiones del ADN molde.

- Determinacion del polimorfismo 4G/5G del promotor del gen del PAI-1

mediante la reaccion en cadena de la polimerasa: La técnica de RCP utilizada

para el PAI-1 fue la descrita por Margaglione (507) con modificaciones. Los
cebadores especificos utilizados fueron proporcionados por la casa MWG-
Biotech (Roche):
Forward oligonucleotide: 5'-CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT-3’
Reverse oligonucleotide: 5'-CCAACAGAGGACTCTTGGTCT-3’

Las condiciones del programa para la PCR fueron las siguientes:
1) Desnaturalizacion del ADN a 95°C durante 3 minutos.
2) Desnaturalizacion del ADN a 95°C durante 1 minuto.
3) Hibridacion del ADN a 60°C durante 1 minuto.
4) Repeticion de los pasos 2, 3 y 4: 30 ciclos.
5) Extension final: 72°C durante 3 minutos.

Numero total de ciclos: 35.

A continuacion, 20 ul del producto amplificado se sometieron a
digestion durante 3,5 horas a 55°C con 1 U del enzima de restriccion Bsl I
(New England Biolabs). Después de la digestion enzimatica, la muestra se

sometio a electroforesis en gel de agarosa al 4%, durante 40 min a 90V.
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Los fragmentos resultantes son una Unica banda de 98 pares de bases
para el genotipo 4G/4G, y una banda de 77 pares de bases y otra de 22 pares de
bases para el 5G/5G. En las condiciones electroforéticas utilizadas, la banda de
22 pares de bases no se visualiza. Por lo tanto, los resultados de la
electroforesis del polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1 ofrecen tres
posibilidades: una tnica banda de 98 pares de bases si se trata de un individuo
homocigoto 4G/4G, una banda de 98 pares de bases y otra de 77 si se trata de
un heterocigoto 4G/5@G, o bien, una unica banda de 77 pares de bases en caso

de tratarse de un sujeto homocigoto 5G/5G (Figura 20).

Figura 20: Electroforesis en gel que muestra el polimorfismo 4G/5G del PAI-1.
Las lineas 2 y 5 corresponden al genotipo 4G/4G, las lineas 3 y 6 al genotipo
4G/5G, y las lineas 4 y 7 al genotipo 5G/5G; las lineas 1 y 8 son marcadores
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I11.3.c.4) Parametros generales

Bioquimicos

Glucemia basal y a los 120 minutos de una sobrecarga oral con 75 g de
glucosa tras tres dias de dieta con 150 g de hidratos de carbono diarios,
determinada mediante el método enzimatico de la hexoquinasa.

Urea, creatinina, aspartatoaminotransferasa (AST o GOT),
alaninoaminotransferasa (ALT o GPT), fosfatasa alcalina, bilirrubina,
acido Ttrico, proteinas totales, determinados mediante métodos
enzimaticos y colorimétricos en un autoanalizador LX20 Beckman.
Perfil lipidico completo, determinando TG, CT, HDL y VLDL por
técnicas enzimaticas colorimétricas, apoproteina A; (ApoA) y
apoproteina B (ApoB) por inmunonefelometria, y calculando LDL
mediante formula de Friedewald.

PCR, determinada mediante inmunonefelometria.

Parametros hematologicos basicos e indices eritrocitarios

Se determind el nimero de hematies, la concentracion de hemoglobina,

el Htc, el VCM, la hemoglobina corpuscular media (HCM), CHCM, vy el

recuento leucocitario, en un autoanalizador Sysmex ME 8000 (TOA Medical

Electronics, Kobe, Japon).

Hormonas vy citoquinas

TSH 'y T, libre plasmaticas, determinadas  mediante
enzimoquimioluminiscencia, con coeficientes de variacion intraensayo
de 1,1% y 2,3%, e interensayo de 2,3% y 3,6%, respectivamente.
Cortisol en orina de 24 horas, determinado mediante
enzimoquimioluminiscencia, con coeficientes de variacion intraensayo
de 2,9% e interensayo de 3,1% respectivamente.

IL-6, determinada mediante inmunoquimioluminiscencia, con un

coeficiente de variacion intraensayo de 3,5% e interensayo de 5%.
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- TNF-a, determinado mediante inmunoquimioluminiscencia, con un
coeficiente de variacion intraensayo de 3,5% e interensayo de 6,5%.

- Leptina, determinada mediante inmunoquimioluminiscencia, con un
coeficiente de variacion intraensayo de 5,6% e interensayo de 6,7%.

- Insulina basal y 2 horas tras sobrecarga con 75 g de glucosa oral,
determinada mediante enzimoquimioluminiscencia, con un coeficiente
de variacion intraensayo de 4% e interensayo de 8,5%.

- Se calcul6 el indice HOMA mediante la férmula siguiente (57):

Insulinemia basal (uU/mL) x glucemia basal (mg/dL) x 0,05551

HOMA =
22,5

II1.3.d. Recogida de datos clinicos y analiticos: fases del estudio

I11.3.d.1) Grupo de casos

Los parametros clinicos y analiticos se valoraron en situacion basal,
entre 1 a 3 dias antes del comienzo de la dieta hipocaldrica, y a los 3 meses de
iniciada la misma, incluso si los pacientes no habian perdido peso. Se estudio
en un subgrupo a los pacientes que habian logrado una pérdida de peso mayor
o igual al 10%. La analitica y el comienzo de la dieta fueron diferidos si en el
momento programado el paciente padecia algiin proceso infeccioso

intercurrente, posponiéndolas 15-30 dias segun la evolucion clinica.
Se considerd “consumo de tabaco” al consumo de 1 o mas cigarrillos

diarios, y “consumo de alcohol” al consumo habitual de 2 o mas bebidas

alcoholicas o 20 gramos de alcohol diarios (492). Se considerd “menopausia” a
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la ausencia de menstruaciones en un periodo minimo de 12 meses; en los casos
dudosos, se realiz6 la determinacion de estradiol y de gonadotrofinas (FSH y
LH). Para catalogar a los sujetos en funcion de la presencia o ausencia de SM,
se utilizaron los criterios de la “International Diabetes Federation” de 2.005
(64). Para catalogar a los sujetos en funcion de la presencia o ausencia de RI,
se utilizo el punto de corte del indice HOMA de 3,03, correspondiente al
percentil 75 de nuestra poblacion (60). Para el diagnostico de glucemia basal
alterada (GBA) o intolerancia a la glucosa (ITG), se utilizaron los criterios de

la “American Diabetes Association” de 2.005 (490).

I11.3.d.2) Grupo control

En el grupo control se realizé una valoracion clinica y analitica basal, y
otra a los 3 meses de la primera. Los criterios de consumo de tabaco, consumo
de alcohol y menopausia fueron los mismos que para los casos. De igual
forma, la analitica fue diferida 15-30 dias si el sujeto padecia algiin proceso

infeccioso intercurrente.

II1.3.e. Analisis estadistico

Con el andlisis estadistico se pretendio demostrar diferencias

significativas entre las diferentes variables al compararlas:

- Entre el grupo control y el grupo de casos antes de empezar la dieta.

- En el grupo de casos antes de empezar la dieta y a los tres meses de la
misma.

- En el grupo control, en los dos momentos (basal y tras tres meses), para
no poder atribuir las posibles diferencias encontradas en el grupo de

casos a un factor diferente a la intervencion dietética.
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II1.3.e.1) Tamaiio de la muestra

El céalculo del tamafio de muestra se realizd teniendo en cuenta el
objetivo de comparar en un grupo de pacientes obesos y en un grupo control
una serie de parametros hemorreologicos, de hemostasia y fibrinolisis. Para
ello, se wutilizo la formula de comparacion de medias para grupos
independientes, fijando un contraste bilateral y el error [ y el error II de manera

estandar en un 5% y un 20% respectivamente.

Dado que existian muchas variables a medir y cada una tendria una
desviacion estandar y unas diferencias en magnitud distintas, se optd por elegir
una variable limitante. La eleccion de la variable limitante es practica comun
en los célculos del tamafio de muestra, ya que si se tiene suficiente poder
estadistico para detectar diferencias en esta variable, para todas las demas este
poder estd garantizado. Para ello, se recurrid a la revision bibliografica (389;
394), asi como a la realizacion de un pequeiio estudio piloto en un pequefio
grupo de pacientes con caracteristicas similares a los que seran estudiados. De
todos los parametros analizados, la VP, a pesar de su baja desviacion estandar,
fue la que mostr6 menor diferencia porcentual entre casos y controles, y por
este motivo fue elegida como limitante. Concretamente, la desviacion estandar
media de la VP segun la bibliografia consultada es de 0,035 mPas.s (508), vy,
considerando para esta variable el valor de 0,02 mPas.s como la diferencia
minima clinicamente importante a detectar (508) y aplicando la férmula de
diferencia de medias, se requiere un tamafio de la muestra de 44 pacientes, y

un nimero al menos igual de controles.

Inicialmente, se pensd que el nimero de pérdidas no iba a ser muy
elevado, dado que se trataba de pacientes que acudian a la consulta con el
objetivo de perder peso, altamente motivados, a los que se iba a hacer un
seguimiento estrecho. No obstante, para los nuevos calculos del tamafio de la
muestra, se asumi6 un porcentaje de pérdidas del 10%, ascendiendo el tamafio

de la muestra calculado a 48 individuos en cada grupo. Este tamafio muestral
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permitid hacer comparaciones de medias mediante técnicas paramétricas al
superar los 30 individuos por grupo (casos y controles). Para las medidas
repetidas al estudiar la evolucion en el seguimiento, el poder estadistico
aumentd, ya que son necesarios menos pacientes en estos calculos.
Posteriormente, en el andlisis de la influencia de variantes genéticas en los
parametros estudiados, se perdid poder estadistico al estratificar. Para algunas
variables (la limitante y las del menor diferencia de medias), se pensé que no
seria suficiente el tamafio de muestra calculado inicialmente (n=48 casos y 48
controles), por lo que se aumentd otro 20-25% (teniendo en cuenta la
prevalencia media de las variantes genéticas a estudiar). Con todo ello, el
tamafio de muestra necesario para los objetivos de este estudio se fijo en 60

casos y 60 controles.

I11.3.e.2) Tests estadisticos

Para realizar el analisis estadistico, se utilizo el programa SPSS 12.0.

Se utilizaron media aritmética y desviacion estandar como medidas de

estadistica descriptiva. El porcentaje de cambio respecto al valor basal en el

grupo de pacientes obesos de las diferentes variables tras el tratamiento

dietético se calculdo mediante la formula siguiente:

(variable tras 3 meses — variable basal)

Porcentaje de cambio = x 100

variable basal

En cuanto a la estadistica analitica, se utiliz6 el test de Kolmogorov-
Smirnov para comprobar la distribucion normal de las variables. Dicho test
mostrd que todas las variables siguieron una distribucion normal en el grupo

de controles y en el grupo de casos por separado, excepto las variables
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insulina, HOMA, PCR, IL-6, TNF-a, acido trico, y leucocitos. Se realizd la
transformacion logaritmica de las mismas, y las nuevas variables obtenidas
siguieron una distribucion normal. Las variables siguieron una distribucion
normal, incluso al separarlas por sexo, genotipo, presencia o ausencia de SM o
de RI, excepto la variable “expresion de FS en la hoja externa de la bicapa” en
el grupo de casos separados por IMC mayor o menor a 45 kg/m”. Se realizo la
transformacion logaritmica de dicha variable, presentando la nueva variable
obtenida una distribucion normal. Esto permitié el uso de pruebas paramétricas
incluso en los casos en los que al estratificar la muestra el tamafio final era
inferior a 30. Al considerar unicamente al grupo de casos con una pérdida de
peso mayor o igual al 10%, las variables siguieron asimismo una distribucion
normal. Para las comparaciones crudas, se aplico el test t de Student para
grupos independientes al comparar las medias de casos y controles, y el test t
de Student para grupos apareados para comparar los casos antes y después de

la intervencion dietética.

Para realizar los ajustes por posibles variables de confusion, se
aplicaron técnicas de regresion lineal univariante y multivariante. Para calcular
la correlacion entre variables continuas, se aplicaron analisis de correlacion

bivariada de Pearson.
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IV. RESULTADOS
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IV.l. ANTROPOMETRIiA, BIOQUIMICA,  HORMONAS Y
MARCADORES DE INFLAMACION

IV.1.a. Descripcion de los grupos clinicos

La muestra estuvo constituida por 134 sujetos: 67 casos y 67 controles.
La Tabla 12 muestra la distribucion por sexo, edad, menopausia, consumo de
tabaco y de alcohol en casos y controles. Ninguna de estas variables presento
diferencias entre ambos grupos. De los 67 pacientes obesos que empezaron el
estudio, 62 completaron los 3 meses de seguimiento, produciéndose por tanto 5
pérdidas (7,5%). La Tabla 13 muestra la distribucidon de los casos en funcion

de que el IMC fuera mayor o menor de 45 kg/m’.

Tabla 12: Comparacion de las variables edad, sexo, menopausia, consumo de

tabaco y consumo de alcohol, en el grupo de casos y en el grupo control

Variable Casos Controles P
(n=067) (n=67)

Edad en afios (media £+ DS) 34+11 329 0,477

Sexo (M / H) 76% /24% 67% /33% 0,338

Menopausia (si / no) 16% / 84% 7% /93% 0,166

Consumo de tabaco (si/ no) 43%/57% 40% / 60% 0,726

Consumo de alcohol (si / no) 4% / 96% 3% /97% 0,649

M: mujeres, H: hombres, p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos

Tabla 13: Distribucion de los casos en funcion del IMC

Variable Casos con IMC <45 kg/m*  Casos con IMC > 45 kg/m’ Total p

n 31 36 67

Porcentaje 46 % 54 % 100 %

Edad (afios) 34,5+ 11,78 35,9+9,50 0,587
Sexo (M / H) 90% / 10% 64% /36% 0,011

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos
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La Tabla 14 muestra la distribucion de los casos en funcion de la
presencia o ausencia de SM. En el grupo control, ningiin sujeto cumplio

criterios de SM (p<0,001 entre casos y controles).

Tabla 14: Distribucion de los casos en funcion de la presencia de SM

Variable Casos sin SM Casos con SM Total p
n 31 36 67

Porcentaje 46 % 54 % 100 %

Edad (aflos) 34,1 £ 10,88 36,3+ 10,50 0,401
Sexo (M / H) 77% / 23% 75% /25% 0,817

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos

La Tabla 15 muestra la distribucion de los casos en funcion de la
presencia o ausencia de RI. En el grupo control, ningiin sujeto presentd RI

(p<0,001 entre casos y controles).

Tabla 15: Distribucion de los casos en funcion de la presencia de RI

Variable Casos sin RI Casos con RI Total p
n 33 34 67

Porcentaje 49 % 51% 100 %

Edad (aflos) 35,6 £ 10,87 34,9 £ 10,59 0,775
Sexo (M / H) 82% / 18% 71% /29% 0,281

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos

La Tabla 16 muestra la distribucion de los casos segtn la presencia o
ausencia de GBA o ITG. En el grupo control, 4 sujetos (6%) presentaron GBA
0 ITG (p<0,001 entre casos y controles).
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Tabla 16: Distribucion de los casos en funcion de la presencia de GBA-ITG

Variable Casos sin GBA-ITG Casos con GBA- Total P
ITG

n 30 37 67

Porcentaje 45 % 55% 100 %

Edad (afios) 31,4 £9,90 38,4+10,31 0,006

Sexo (M / H) 83%/17% 70% /30% 0,212

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos

IV.1.b. Comparacion entre casos y controles

La Tabla 17 muestra la comparacion de las variables antropométricas

entre casos y controles.

Tabla 17: Valor medio y desviacion estandar de los parametros antropométricos

en el grupo de casos y en el grupo control, en situacion basal

Variable Casos Controles P
(n=67) (n=67)

Peso (kg) 123,5+£ 20,99 62,9 £ 10,34 <0,001

IMC (kg/m?) 46,0 £ 6,05 224+232 <0,001

Cintura (cm) 127 £ 14,0 79+£10,3 <0,001

Cadera (cm) 138+£12,2 96 +6,3 <0,001

icc 0,92 + 0,072 0,82 + 0,085 <0,001

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos

La Tabla 18 muestra las diferencias en los parametros metabolicos y
hormonales entre casos y controles. Los casos presentaron niveles
significativamente mas elevados de glucosa (p<0,001), CT (p=0,03), LDL
(p=0,001), TG (p<0,001), ApoB (p=0,002), acido urico (p<0,001), insulina
(p<0,001), HOMA (p<0,001), leptina (p<0,001), PCR (p<0,001), TNF-a
(p<0,001), IL-6 (p<0,001), leucocitos (p=0,001) y neutrédfilos (p<0,001), y
niveles significativamente inferiores de HDL (p<0,001) y ApoA (p=0,002).

129




Tras ajustar por IMC, persistieron las diferencias para TG (p=0,001),
insulina (p=0,014), HOMA (p=0,003), leptina (p<0,001) y PCR (p=0,022).

Tabla 18: Valor medio y desviacion estandar de los parametros bioquimicos,

hormonales e inflamatorios en el grupo de casos y en el grupo control, en

situacion basal

Variable Casos Controles p p ajustada
(n=67) (n=067) por IMC

Glucosa (mg/dL) 94,8 £ 11,60 84,1 £ 8,89 < 0,001 0,589
CT (mg/dL) 188,2 + 28,29 177,8 £26,95 0,030 0,322
LDL (mg/dL) 122,4 £+ 25,69 107,5 £ 26,76 0,001 0,497
HDL (mg/dL) 43,0+ 12,19 56,6 £ 12,24 < 0,001 0,270
ApoB (mg/dL) 92,1 £ 19,48 80,6 £21,83 0,002 0,562
ApoA (mg/dL) 136,2 £ 25,48 150,2 £ 25,70 0,002 0,851
TG (mg/dL) 114,6 £ 49,76 64,6 + 23,04 < 0,001 0,001
Acido urico (mg/dL) 5,5+1,65 3,6 1,08 <0,001 0,395
Insulina (uU/mL) 15,8 +9,18 49+1,97 <0,001 0,014
HOMA 3,76 £ 2,406 1,02 + 0,385 <0,001 0,003
Leptina (ng/L) * 64,7+ 27,89 9,70 + 8,08 <0,001 <0,001
PCR (mg/L) 59+4,17 0,9+1,26 <0,001 0,022
TNF-a (pg/mL) ** 7,9 +£295 4,5+2,19 <0,001 0,117
IL-6 (pg/mL) ** 43+2,18 1,5+0,94 <0,001 0,095
Leucocitos (10°/uL) 7,4+2,02 6,3+1,54 0,001 0,572
Neutr6filos (10°/uL) 44+ 141 3,5£1,23 <0,001 0,354

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos, *: determinado en 59 casos y 36
controles,**: determinado en 60 casos y 46 controles

La Tabla 19 muestra el comportamiento en los casos de las diferentes
variables en funcién del sexo. Los hombres obesos presentaron cifras
significativamente mayores de peso (p<0,001), IMC (p=0,03), cintura
(p<0,001), icc (p<0,001), acido trico (p<0,001) y leucocitos (p=0,029) al ser
comparados con las mujeres obesas, asi como cifras significativamente
inferiores de HDL (p=0,039) y leptina (p=0,003). Tras ajustar por IMC,
persistieron las diferencias entre sexos para todas las variables mencionadas

excepto para HDL.
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Tabla 19: Comparacion de las variables antropométricas,

metabolicas,

hormonales e inflamatorias en el grupo de casos separados en funcion del sexo

Variable Casos mujeres Casos hombres p p ajustada
(n=>51) (n=16) por IMC

Edad (afios) 354+ 11,45 34,9 £7,89 0,846

Tabaco (si / no) 22/29 7/9 0,966

Peso (kg) 116,1 £ 16,02 147,4 £ 16,94 <0,001 <0,001
IMC (kg/m®) 45,1 6,24 48,9 + 4,47 0,030

Cintura (cm) 123 £12,4 141 +£9,6 <0,001 <0,001
Cadera (cm) 137+ 13,3 139 £ 8,1 0,610

icc 0,89 + 0,052 1,01 £ 0,056 <0,001 <0,001
Glucosa (mg/dL) 94,6 £ 12,46 95,6 £ 8,59 0,737

CT (mg/dL) 109,1 £42,98 132,1 £ 65,65 0,201

LDL (mg/dL) 119,4 £26,34 132,1 £21,43 0,084

HDL (mg/dL) 44,73+ 12,72 37,6 £8,56 0,039 0,058
ApoB (mg/dL) 89,7+ 19,16 100,4 + 18,83 0,060

ApoA (mg/dL) 136,1 £ 26,51 136,4 £22,48 0,970

TG (mg/dL) 109,1 £42,98 132,1 £ 65,65 0,204

Acido trico (mg/dL) 5,0+ 1,36 7,2 1,40 <0,001 <0,001
Insulina (uU/mL) 14,6 + 6,50 20,5 £ 13,66 0,113

Leptina (ug/L) * 71,1 £26,90 38,2+ 11,80 0,003 <0,001
HOMA 347+1,714 4,96 + 3,560 0,124

PCR (mg/L) 6,2 £ 4,60 521238 0,733

TNF-a (pg/mL) ** 8,3+3,15 6,9+2,12 0,190

IL-6 (pg/mL) ** 4,0+ 1,63 4,8 +3,27 0,307

Leucocitos (10°/uL) 7,1+2,10 8,4+142 0,029 0,025
Neutréfilos (10°/uL) 43+1,49 50+1,01 0,108

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos, *: determinado en 29 mujeres y 7

hombres, **: determinado en 34 mujeres y 12 hombres

IV.1.c. Efecto de la pérdida de peso

La Tabla 20 muestra la distribucion de los casos en funcion de la

pérdida de peso conseguida tras los 3 meses de tratamiento dietético.
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Tabla 20: Distribucion de los casos en funcion de la pérdida de peso conseguida

Variable Pérdida de peso < 10% Pérdida de peso > 10% Total
n 39 23 62
Porcentaje 63 % 37 % 100 %

La Tabla 21 muestra como, tras 3 meses de tratamiento dietético, los
casos presentaron una disminucion significativa de peso (p=0,001), IMC
(p<0,001), cintura (p<0,001) y cadera (p<0,001). En el grupo control, no se
observaron variaciones significativas en ninguno de los pardmetros

antropométricos.

Tabla 21: Efecto de la pérdida de peso en los casos: valor medio y desviacion

estandar de los parametros antropométricos

Variable Casos basal Casos 3 meses % cambio p
(n=62) (n=62)

Peso (kg) 124,0 £ 21,45 113,1 £ 19,54 8,7+3,52 0,001

IMC (kg/m?) 46,3+ 6,17 423+577 8,6+3,77 <0,001

Cintura (cm) 128 £ 13,8 120 £ 13,1 6,3 +4,.82 <0,001

Cadera (cm) 138+ 10,7 131 +£10,7 4,8 £4,05 <0,001

icc 0,93 £0,072 0,91 £ 0,075 1,3£5,11 0,058

p: valor obtenido al comparar el grupo de casos antes y después del tratamiento dietético, %

cambio: porcentaje de cambio respecto al valor basal

La Tabla 22 muestra los cambios de las variables metabdlicas en el
grupo de casos tras 3 meses de tratamiento dietético. Se observo una
disminucion significativa de las cifras de glucosa (p=0,003), CT (p=0,029) TG
(p=0,006), insulina (p<0,001), HOMA (p<0,001) y leptina (p=0,001). En el
grupo control, no se observaron variaciones significativas en ninguno de los

parametros antropométricos.
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Tabla 22: Efecto de la pérdida de peso en los casos: valor medio y desviacion

estandar de los parametros bioquimicos, hormonales e inflamatorios.

Variable Casos basal Casos 3 meses % cambio p
(n=62) (n=62)

Glucosa (mg/dL) 94,8 +11,94 90,3 £9,97 -3,8+11,51 0,003
CT (mg/dL) 190,0 + 28,03 183,8 + 32,24 -3,0£ 11,10 0,029
LDL (mg/dL) 124,7 + 24,57 119,1 £ 27,14 -3,5+16,78 0,057
HDL (mg/dL) 43,2 +£12,02 43,3+10,70 2,2+16,35 0,883
ApoB (mg/dL) 94,4 + 19,13 93,4 £ 18,74 0,4+16,79 0,647
ApoA (mg/dL) 138,2 + 25,44 135,78 £24,72 -0,9+12,64 0,320
TG (mg/dL) 111,5 £ 45,46 97,7+45,18 -7,4+36,44 0,006
Acido trico (mg/dL) 55+1,73 52+1,59 -2,3+17,39 0,979
Insulina (uU/mL) 15,8 +9,74 10,3 +5,56 -26,5+36,45 <0,001
HOMA 3,80 +2,530 2,26 + 1,346 -19,4+31,20 <0,001
Leptina (ng/L) * 63,2 £29,95 479 +2221 -20,7+31,98 0,001
PCR (mg/L) 5,7+3.91 5,2+430 - 69,1 £429,72 0,411
TNF-a (pg/mL) ** 8,1+£3,23 8,4+252 13,6 + 56,03 0,634
IL-6 (pg/mL) ** 4,6 +2,33 4,1+333 2,3 +83,53 0,487
Leucocitos (10%/uL) 7,4+1,.88 7,2+1,80 -0,6 £22,20 0,435
Neutréfilos (10°/uL) 44+1,32 43 +£1,40 -0,9+£27,87 0,405

p: valor obtenido al comparar el grupo de casos antes y después del tratamiento dietético, %
cambio: porcentaje de cambio respecto al valor basal, *: determinado en 25 casos,**: determinado
en 35 casos.

Al valorar el efecto de la pérdida de peso sobre estos parametros
exclusivamente en los pacientes obesos con pérdida de peso superior o igual al
10%, s6lo se obtuvieron diferencias significativas para la insulina (17,3 £ 14,7
uU/mL vs 10,1 £4,91 uU/mL, p=0,005), el indice HOMA (4,2 £ 3,70 vs 2,1
1,17, p=0,004), y la leptina (61,4 £ 32,74 ng/L vs 36 £ 20,96 ng/L, p=0,001).
Al comparar el porcentaje de mejoria de las diferentes variables entre el grupo
que perdidé menos del 10% de peso inicial, y el grupo que perdi6 10% o mas,
solo se aprecian diferencias significativas para el porcentaje de cambio de la

leptina (9,5 + 33,13 % vs 37,6 + 22,3 %, p=0,028).
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IV.2. HEMORREOLOGIA

IV.2.a. Comparacion entre casos y controles

La Tabla 23 muestra los parametros hemorreologicos comparados entre
ambos grupos. Los casos han presentado mayores niveles de Fbg (p<0,001), de
VP (p=0,05), VSc 230 (p=0,035), AE, (p<0,001), AE; (p<0,001), Ta
(p<0,001), TA10 (p<0,001) y yD (p<0,001). Los IE12, IE30 e IE60 no han
mostrado diferencias entre ambos grupos. Los indices eritrocitarios VCM,
HCM y CHCM han mostrado valores significativamente menores en los casos
que en los controles (p=0,013, p=0,001, y p=0,006, respectivamente), asi como

la sideremia (73 £ 29,5 pg/dL vs 85 + 29,8 nug/dL respectivamente, p=0,016).

Tabla 23: Valor medio y desviacion estandar de los parametros hemorreologicos

en el grupo de casos y en el grupo control, en situacion basal

Variable Casos Controles p
(n=067) (n=067)

Fbg (mg/dL) 321+£51,4 251+£37,1 < 0,001
VP (cP) 1,27 + 0,064 1,25 +£ 0,053 0,05
VSn 230 (cP) 4,37 £ 0,480 4,32 + 0,485 0,507
VSc 230 (cP) 4,75+ 0,399 4,62 + 0,303 0,035
AE, 4,73 £0,939 3,92+0,932 <0,001
AE, 8,19+ 1,373 6,70 + 1,079 < 0,001
Ta (s) * 1,58 +0,312 2,14+ 0,401 < 0,001
IA10 * 38,2+ 8,19 30,4 +533 < 0,001
yD (s * 135,1 + 50,34 92,2 + 32,57 < 0,001
IE12 (%) 48,6 + 3,21 48,3 + 3,27 0,550
1E30 (%) 54,7+2,57 55,1 £3,17 0,380
IE60 (%) 57,2+2,40 57,6 £2,89 0,438
Htc (%) 42,1 +3,27 41,9 +£3,73 0,698
VCM (fL) 89,7 +4,28 91,5+4,13 0,013
HCM (pg) 29,4 + 1,85 30,4 £ 1,62 0,001
CHCM (%) 32,8+ 1,03 33,3+0,98 0,006

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos, *: determinado en 33 casos y 51

controles
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La Tabla 24 muestra los resultados del analisis de regresion lineal para
las variables hemorreoldgicas que mostraron diferencias entre casos y
controles. Las variables AE,, Ta, IA10 y yD presentaron resultados similares a
la variable AE,, por lo que solamente se exponen los resultados de ésta tltima.
Se observa que las diferencias en los niveles de Fbg plasmatico entre casos y
controles desaparecen al ajustar por IMC, pero no al ajustar por HOMA.
Respecto a la VP, las diferencias entre casos y controles desaparecen al ajustar
por HOMA y Fbg, y en menor medida al ajustar para LDL, manteniéndose al
ajustar por IMC. Las diferencias en los pardmetros de AE desaparecen al
ajustar por IMC o HOMA, pero no al ajustar por Fbg o LDL. Las diferencias
de VSc desaparecen al ajustar por cada una de las demas variables. Ademas, se
observa que las diferencias de VSc entre casos y controles desaparecen al
ajustar por AE; (p=0,096) o por VP (p=0,112), pero se mantienen al ajustar por
IE60 (p=0,038).

Tabla 24: Comparacion de los parametros hemorreologicos en el grupo de casos

v en el grupo control tras ajuste por posibles variables confundientes

Variable p p ajustada p ajustada p ajustada p ajustada
por IMC por HOMA por Fbg por LDL
Fbg (mg/dL) < 0,001 0,985 <0,001 <0,001
VP (cP) 0,05 0,001 0,391 0,367 0,097
AE, < 0,001 0,467 0,283 0,001 <0,001
VSc 230 (cP) 0,035 0,739 0,744 0,907 0,283

p: valor obtenido al comparar la variable entre el grupo de casos y el grupo control

Dada la dificultad técnica que supone obtener membranas de eritrocitos
libres de Hb para la determinacion de la composicion lipidica y del contenido
en 4cido sialico, so6lo se ha llevado a cabo esta técnica en 20 casos y 20
controles de forma randomizada. La potencia calculada “a posteriori” con este
tamafio muestral fue del 70% para detectar una diferencia minima entre casos

y controles de 0,15 mg/mg de proteina.
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La Tabla 25 compara la composicion lipidica y el contenido en acido
sidlico en 20 pacientes obesos y 20 controles. No se observaron diferencias
significativas en el contenido en colesterol y fosfolipidos de membrana entre
ambos grupos. El contenido en 4cido sidlico de la membrana tampoco presentd
diferencias entre ambos grupos. La cantidad de FS expresada en la hoja
externa de la bicapa eritrocitaria fue significativamente mayor en casos que en
controles (p=0,026). Tras ajustar por IMC, las diferencias en la cantidad de FS
expresada en la hoja externa de la bicapa eritrocitaria entre casos y controles
desaparecieron (p=0,263). No hubo correlacion entre el colesterol de

membrana y ninguno de los lipidos plasmaticos.

Tabla 25: Valor medio y desviacion estandar de los distintos componentes de la
membrana eritrocitaria y de los lipidos plasmaticos en el grupo de casos y en el

grupo control, en situacion basal

Variable Casos Controles P
(n=20) (n=20)

Colesterol de membrana 0,55+0,214 0,42 +0,189 0,067

(mg/mg de proteina)

Fosfolipidos de membrana 0,45 +£0,207 0,40£0,173 0,426

(mg/mg de proteina)

Colesterol / fosfolipidos de 1,30 + 0,477 1,09 + 0,374 0,139

membrana

Acido sidlico de membrana 31,5 £20,56 36,0 17,79 0,485

(ng/mg de proteina)

FS (%) * 0,93 £ 0,848 0,62 £ 0,446 0,026

CT (mg/dL) 194,8 + 25,04 172,8 £30,23 0,021

LDL (mg/dL) 129,8 + 26,31 101,8 + 25,10 0,003

HDL (mg/dL) 44,5+ 13,21 54,2 +16,31 0,056

ApoB (mg/dL) 96,0 +23,30 76,2 + 20,41 0,012

ApoA (mg/dL) 147,4 £ 32,54 155,3 £29,79 0,458

TG (mg/dL) 102,1 + 40,83 64,7 £ 24,83 0,002

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos, *: determinado en 49 casos y 55

controles
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Las Tablas 26 y 27 y la Figura 21 muestran los grados de correlacion
observados entre los principales pardmetros hemorreoldgicos y los pardmetros
antropomeétricos, en el grupo de casos y en el grupo control. No se han
detallado las correlaciones de los indices IE12 e IE30, al ser similares a las
obtenidas para IE60, ni las del agregometro Sefam, al ser similares a las
obtenidas con el agregometro Myrenne. Todos los pardmetros hemorreologicos
presentaron una correlacion significativa con los diferentes parametros

antropométricos en ambos grupos, excepto el Fbg y la VP en el grupo control.

Tabla 26: Correlaciones entre los parametros hemorreologicos y los parametros

antropométricos en el grupo de casos en situacion basal

Peso IMC Cintura icc
Fbg 0,392** 0,377** 0,332%* 0,098
VP 0,404 ** 0,453** 0,446** 0,183
VSn 230 0,461** 0,252%* 0,409** 0,372%*
VSc 230 0,091 0,049 0,113 0,119
AE, 0,185 0,206 0,275* 0,212
AE, 0,215 0,318** 0,334** 0,148
IE60 -0,212 -0,302* -0,287* -0,181
FS 0,088 -0,059 0,010 0,020

*: correlacion significativa a p <0,05 (bilateral), **: correlacion significativa a p<0,01 (bilateral)

Tabla 27: Correlaciones entre los parametros hemorreologicos y los parametros

antropométricos en el grupo control en situacion basal

Peso IMC Cintura icc
Fbg -0,026 0,098 0,161 0,146
VP 0,154 0,143 0,226 0,165
VSn 230 0,276* 0,175 0,259 0,345*
VSc 230 0,055 0,011 -0,057 -0,190
AE, 0,381** 0,327%* 0,289 0,238
AE, 0,248* 0,341* 0,386** 0,331
IE60 -0,292* -0,209 -0,124 -0,159
FS -0,053 0,120 0,166 -0,014

*: correlacion significativa a p <0,05 (bilateral), **: correlacion significativa a p<0,01 (bilateral)
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de casos y en el grupo control, en situacion basal
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Las Tablas 28 y 29 muestran los grados de correlacion observados entre
los parametros hemorreoldgicos y de membrana eritrocitaria, y los pardmetros
bioquimicos y hormonales, en el grupo de casos y en el grupo control. En
ambos grupos, el Fbg, la VP, la VSn 230 y los indices de agregacion se
correlacionaron significativamente con diferentes marcadores de inflamacion,
exceptuando la VP en el grupo control. Asimismo, la VSn 230, los indices de
agregacion y los de elongacion se correlacionaron significativamente en el
grupo de casos con los marcadores de RI, correlacion que solo se observo en el
grupo control para la VP. Varios pardmetros hemorreologicos se
correlacionaron con los lipidos plasmaticos, tanto en casos como en controles.
Igualmente se encontrd en el grupo de casos una correlacion significativa entre

FS y LDL y ApoB, y negativa entre FS y HDL.

Por otra parte, destaca la falta de correlacion en el grupo de obesos
entre la expresion de FS en la hoja externa de la bicapa y el fragmento F1+2.
Los indices de AE se correlacionaron de forma positiva con los niveles de Fbg
tanto en casos (AE,: r=0,259, p<0,05; AE;: r=0,323, p<0,01) como en
controles (AE,: r=0,373, p<0,01; AE;: r=0,371, p<0,01).
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Tabla 28: Correlaciones entre los parametros reologicos y los parametros bioquimicos y hormonales en el grupo de casos en situacion basal

Glucosa LDL HDL ApoB ApoA TG HOMA Insulina PCR TNF-a IL-6 Leuc NF
Fbg 0,045 0,030 -0,060 -0,021 -0,106 -0,062 0,242 0,226 0,330%* 0,154 0,223 0,247 0,205
VP 0,146 0,015 0,105 0,062 0,112 -0,004 0,220 0,217 0,233 0,116 0,320% 0,190 0,241*
VSn 230 0,094 0,180 -0,240 0,203 0,029 0,261* 0,244* 0,277* 0,233 0,116 0,148 0,366%* 0,296*
VSec 230 -0,082 0,044 -0,158 0,040 0,052 0,130 0,148 0,174 -0,130 -0,103 0,074 0,215 0,201
AE, 0,064 0,250* -0,204 0,285* 0,080 0,187 0,261* 0,234 0,448+* -0,060 0,393%* 0,265* 0,212
AE, 0,246* 0,218 -0,032 0,243* 0,107 0,136 0,274* 0,214 0,355%* 0,057 0,335% 0,127 0,098
1IE60 -0,258* 0,167 0,178 0,100 0,031 -0,199 -0,302* -0,278* 0,009 -0,225 -0,055 -0,131 -0,202
FS -0,069 0,401** -0,362* 0,439%* -0,062 0,108 0,120 0,165 0,047 -0,032 0,075 -0,271 -0,248

*: correlacion significativa a p <0,05 (bilateral), **: correlacion significativa a p<0,01 (bilateral), Leuc: leucocitos, NF: neutrofilos

Tabla 29: Correlaciones entre los parametros reologicos y los parametros bioquimicos y hormonales en el grupo control en situacion basal

Glucosa LDL HDL ApoB ApoA TG HOMA Insulina PCR TNF-a IL-6 Leuc NF
Fbg 0,178 0,117 -0,177 0,274* 0,014 0,077 -0,123 -0,133 0,486** -0,116 0,366** 0,063 0,068
VP -0,278* 0,081 0,033 0,096 0,026 -0,054 0,250 0,329* 0,017 -0,157 -0,174 0,022 -0,109
VSn 230 0,202 0,175 -0,338%* 0,129 -0,070 0,314* 0,169 0,131 -0,136 -0,045 0,060 0,345%* 0,295*
VSc 230 -0,213 0,165 -0,182 -0,059 0,033 -0,047 -0,023 0,042 0,034 -0,187 -0,157 -0,011 -0,035
AE, -0,073 0,132 -0,285* 0,328** -0,105 0,181 0,120 0,139 0,245 -0,014 0,174 0,223 0,141
AE, -0,052 0,289* -0,232* 0,354%* 0,041 0,217 -0,075 0,031 0,358** 0,094 0,306* 0,209 0,161
IE60 -0,171 -0,068 0,056 -0,187 0,213 -0,135 -0,114 -0,061 -0,112 0,070 -0,137 0,057 -0,012
FS 0,119 0,263 -0,101 0,277 0,055 0,466* -0,067 -0,111 0,228 0,011 0,124 0,002 -0,030

*: correlacion significativa a p <0,05 (bilateral), **: correlacion significativa a p<0,01 (bilateral), Leuc: leucocitos, NF: neutrofilos




IV.2.b. Comparacion de los casos en funcion del sexo, el indice de masa

corporal, o 1a presencia de sindrome metabdlico

Comparacion en funcion del sexo

Dado que las variables hemorreoldgicas pueden comportarse de forma
diferente en hombres y en mujeres, se compararon dichas variables entre
ambos sexos en el grupo de casos. El Htc fue significativamente superior en
hombres que en mujeres (46,1 £ 2,33 % vs 40,8 + 2,39 %, p<0,001), asi como
la VP (1,31 £ 0,077 cP vs 1,26 £ 0,055 cP, p=0,027). La VSn 230 también fue
significativamente mayor en hombres que en mujeres, pero las diferencias
desaparecieron al ajustar por Htc (4,85 £ 0,456 cP vs 4,22 £ 0,376 cP, p<0,001,
p ajustada para Htc = 0,315). Los valores de hierro fueron también superiores
en los pacientes obesos hombres que en las pacientes obesas mujeres (92,6 +
30,18 pg/dL vs 66,5 = 26,69 pg/dL , p=0,002). Los demas parametros
reologicos y los lipidos de la membrana eritrocitaria no mostraron diferencias

entre ambos sexos en el grupo de casos.

Comparacion en funcion del indice de masa corporal

La Tabla 30 muestra los pardmetros hemorreologicos en el grupo de
casos divididos por IMC mayor o igual a 45 kg/m?, e IMC menor a 45 kg/m’.
Se observaron mayores cifras de Fbg (p=0,008), VP (p<0,001), VSn 230
(p=0,030), AE; (p=0,014) y Htc (p=0,007) en los casos con mayor IMC,
comparados con los casos con menor IMC. Se observd una tendencia no
significativa de los demas parametros de AE a ser superiores en los casos con
IMC mayor o igual a 45 kg/m”. Dado que los pacientes obesos hombres tenian
mayor IMC que las pacientes obesas mujeres, se ajustd por sexo,
manteniéndose las diferencias entre ambos grupos para Fbg (p=0,014), VP
(p=0,005) y AE; (p=0,026). La composicion lipidica de la membrana

eritrocitaria no mostr6 diferencias entre ambos grupos.
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Tabla 30: Valor medio y desviacion estandar de los parametros hemorreologicos

en el grupo de casos con IMC mayor o menor de 45 kg/m’

Variable Casos con Casos con p p ajustada
IMC <45 kg/m* IMC > 45 kg/m* por sexo
(n=31) (n=136)

Edad (afios) 34,5+ 11,78 35,9+ 9,50 0,587

Sexo (M / H) 28/3 23/13 0,011

Tabaco (si / no) 15/16 14722 0,434

Fbg (mg/dL) 302 +47,3 337 £51,1 0,008 0,014
VP (cP) 1,24 + 0,04 1,29 +0,071 <0,001 0,005
VSn 230 (cP) 4,24 + 0,449 4,49 £ 0,480 0,030 0,388
VSc 230 (cP) 4,72 + 0,359 4,78 + 0,434 0,532

AE, 4,49 + 0,942 4,94 + 0,899 0,052

AE, 7,75 £ 1,258 8,57+ 1,372 0,014 0,026
Ta (s) * 1,62 40,319 1,57 £ 0,325 0,659

IA10 * 38,9+ 10,35 37,8+ 6,91 0,710

yD (s * 117,5 + 34,90 145,1 £ 55,60 0,131

IE12 (%) 49,4 +3,52 48,0 +2,82 0,088

1E30 (%) 55,2+2,61 54,3 2,49 0,154

IE60 (%) 57,8 +2,25 56,7 + 2,44 0,083

Htc (%) 41 +3,36 43,1 +2,88 0,007 0,187
VCM (fL) 89,8 + 5,06 89,6 + 3,55 0,858

HCM (pg) 292 +2,15 294 +1,58 0,624

CHCM (%) 32,6 + 1,09 32,9+0,97 0,303

FS (%) ** 0,85 £ 0,749 0,99 + 0,936 0,569

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos, *: determinado en 12 casos con IMC
< 45 kg/m® y en 21 casos con IMC > 45 kg/m*, **: determinado en 23 casos con IMC < 45 kg/m’
y en 26 casos con IMC > 45 kg/m’

Comparacion en funcion de la presencia de sindrome metabdlico

Al dividir a los pacientes obesos en base a la presencia o ausencia de
SM, se observaron diferencias significativas en los indices de elongacion,
siendo éstos superiores en el grupo de sujetos obesos con SM (IE30: p=0,014;
IE60: p=0,031). Estas diferencias desaparecieron al ajustar por glucosa
(p=0,114) y por HOMA (p=0,115). Los parametros de AE mostraron una

tendencia no significativa a ser superiores en los casos con SM. No se
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observaron diferencias en la composicion lipidica de la membrana eritrocitaria

(Tabla 31).

Tabla 31: Valor medio y desviacion estandar de los parametros hemorreologicos

en el grupo de casos con o sin SM

Variable Casos sin SM Casos con SM P
(n=31) (n=36)

Edad (afos) 34,1 +10,88 36,3+ 10,50 0,401
Sexo (M / H) 24 /17 27/9 0,817
Tabaco (si / no) 11/20 18/18 0,232
IMC (kg/m?) 459 + 6,59 46,1 + 5,64 0,919
Fbg (mg/dL) 321 +543 320 + 50,7 0,911
VP (cP) 1,28 £ 0,068 1,27 £0,060 0,339
VSn 230 (cP) 438 +0,419 4,36 + 0,533 0,843
VSc 230 (cP) 4,74 + 0,362 4,75+ 0,434 0,912
AE, 4,58 + 0,967 4,86 + 0,908 0,221
AE,; 7,94 £ 1,333 8,41+ 1,39 0,170
Ta (s) * 1,65 £ 0,367 1,52 + 0,260 0,261
IA10 * 37,9£9,31 38,4 +£7,26 0,850
YD (s7) * 137,3 £ 60,9 133,0 £39,7 0,810
IE12 (%) 49,2 + 331 48,2 +£3,07 0,178
1E30 (%) 55,5+2,34 54,0 £2,57 0,014
IE60 (%) 57,9+£2,20 56,6 £2,43 0,031
Htc (%) 42,3 +3,06 42,0+ 3,47 0,677
VCM (fL) 89,9+4,19 89,5+£4,40 0,632
HCM (pg) 29,6 + 1,57 29,2 +2,07 0,436
CHCM (%) 32,9+ 1,01 32,6 £ 1,04 0,233
Hierro (pg/dL) 81,1 £29,06 65,5 + 28,37 0,019
FS (%) ** 0,82 £ 0,690 1,01 £ 0,961 0,428

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos. *: determinado en 16 casos sin SM
y en 17 casos con SM, **: determinado en 22 casos sin SM y en 27 casos con SM
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IV.2.c. Efecto de la pérdida de peso

Comparacion de las variables hemorreoldgicas en el grupo de casos antes v

después del tratamiento dietético

Tras los 3 meses de dieta, se observo una disminucion significativa de
la AE, (p=0,018), del porcentaje de FS expresada en la hoja externa de la
bicapa (p=0,01), y del VCM (p=0,005), como muestra la Tabla 32. Los demas
componentes de la membrana eritrocitaria no fueron analizados tras los 3
meses de dieta, dado que no se mostraron alterados en el estudio basal. Los

niveles de hierro no se modificaron de forma significativa.

Tabla 32: Efecto de la pérdida de peso en el grupo de casos: valor medio y

desviacion estandar de las variables hemorreologicas tras la dieta

Variable Casos basal Casos 3 meses % cambio P
(n=162) (n=162)

VP (cP) 1,27 £0,067 1,27 £ 0,068 0,4+4,61 0,615
Fbg (mg/dL) 316 £ 59,6 329+ 61,6 6,7 £17,90 0,173
VSn 230 (cP) 4,38 £0,483 4,39 £ 0,403 1£9,96 0,795
VSc 230 (cP) 4,75 £ 0,394 4,78 £ 0,373 1,2+ 11,01 0,643
AE, 4,75 £ 0,936 4,73 £ 0,965 1,1 £20,85 0,842
AE, 822+1,4 7,83 £ 1,285 -3,4+15,68 0,018
Ta (s) * 1,63 + 0,309 1,54 £ 0,392 -5,1+17,86 0,213
IA10 * 37,1 £6,32 38,8 £6,21 6,2 +£18,10 0,346
yD (s) * 129 +£38,3 122,8 + 54,4 -0,5+£43,78 0,629
IE60 (%) 57,2+2,59 56,7+3,23 -0,9£5,85 0,230
IE30 (%) ** 55,1 £2,31 54,7+2,07 -0,7+3,28 0,286
IE12 (%) ** 48,9 +2.83 48,7+ 1,79 -0,3+4,93 0,653
Htc (%) 42,3+3,29 42,2+299 -0,2+3,77 0,563
VCM (fL) 89,9 £3,75 89,2 + 3,88 -0,8+2,15 0,005
HCM (pg) 294+ 1,59 29,5+ 1,59 0,1 £2,67 0,814
CHCM (%) 32,8 +£0,98 33,0+ 1,03 0,6 £2,55 0,102
FS (%) *** 0,80 £ 0,631 0,43 £ 0,330 -11,7+97,52 0,010

p: valor obtenido al comparar el grupo de casos antes y después del tratamiento dietético, %
cambio: porcentaje de cambio respecto al valor basal, *: determinado en 21 casos, **: determinado
en 52 casos, ***: determinado en 29 casos
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Las Figuras 22 y 23 muestran la variacion de los parametros

hemorreologicos en el grupo de casos tras el tratamiento dietético.

Agregacion eritrocitaria

Basal Tras 3 meses

WAE0 = AEl

Figura 22: Variacion de la AE en el grupo de casos. Resultados presentados
como media. Basal: valores en el momento inicial. Tras 3 meses: valores tras 3

meses de dieta
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Figura 23: Variacion de la expresion de FS en la hoja externa de la bicapa
eritrocitaria en el grupo de casos. Resultados presentados como media. Basal:

valores en el momento inicial. Tras 3 meses: valores tras 3 meses de dieta
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La Tabla 33 muestra la variacion de los parametros hemorreoldgicos
antes y después del tratamiento dietético en el grupo de casos con una pérdida
ponderal mayor o igual al 10% de su peso inicial. Se observo un descenso

significativo de la AE; (p=0,021) en los sujetos con mayor pérdida de peso.

Tabla 33: Efecto de la pérdida de peso en el grupo de casos con pérdida de peso

mayor o igual al 10%.: valor medio y desviacion estandar de las variables

hemorreologicas
Variables Casos basal Casos 3 meses % cambio P
(n=23) (n=23)

VP (cP) 1,28 +0,063 1,27 £ 0,062 -0,5+4,78 0,586
Fbg (mg/dL) 320+ 53,9 348 £ 61,2 9,5+£20,93 0,173
VSn 230 (cP) 4,46 + 0,457 4,48 £ 0,276 1,3+11,38 0,825
VSc 230 (cP) 4,73 £ 0,405 4,79 £ 0,232 2,1 £13,63 0,634
AE, 4,79 £ 0,757 4,84 £ 0,82 2,6 £20,39 0,783
AE, 8,42 + 1,254 7,79 £ 1,317 -6,8+ 13,62 0,021
Ta (s) * 1,68 + 0,163 1,60 + 0,433 -3+2476 0,684
IA10 * 38,1 £ 8,55 36,9 £ 6,56 0,9 £27,70 0,803
yD (s7) * 133,1 £33,39 100,7 £ 60,89 - 16,3 £57,90 0,309
1E60 (%) 57,0 +2,19 57,8 +2,29 1,1 £4,04 0,261
IE30 (%) ** 55,8+ 1,40 55,0 £ 1,31 -1,4+245 0,225
IE12 (%) ** 49,6 £ 2,14 48,5+ 1,54 -2,1+£3,13 0,148
FS (%) *** 0,84 + 0,640 0,52 £ 0,429 - 8,6 £ 79,67 0,184

p: valor obtenido al comparar el grupo de casos antes y después del tratamiento dietético, %
cambio: porcentaje de cambio respecto al valor basal, *: determinado en 7 casos, **: determinado

en 19 casos, ***: determinado en 12 casos

Se analizaron los pardmetros hemorreologicos antes y después del
tratamiento dietético, en el grupo mujeres obesas y en el grupo de hombres
obesos, por separado. En el grupo de mujeres obesas, el Fbg aumentd de forma
significativa (313 + 54,42 mg/dL vs 337 £ 60,47 mg/dL, p=0,005), asi como el
indice de agregacion Ta (354 = 3,85 vs 39,7 + 491, p=0,007). La FS
disminuy¢ significativamente en las mujeres obesas (0,80 = 0,626 % vs 0,33 +

0,220 %, p=0,003). Sin embargo, en los hombres obesos los niveles de Fbg se
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mantuvieron sin cambios (332 £ 49,1 mg/dL vs 333 £ 58,3 mg/dL, p=0,946),
asi como el resto de parametros estudiados excepto la AE; (8,52 + 1,545 vs

7,87 £ 1,478, p=0,021).

Correlaciones de las variables hemorreoldgicas en el grupo de casos tras la

dieta

Se repitio el estudio de correlaciones con los valores obtenidos tras 3
meses de tratamiento dietético. La Tabla 34 muestra el estudio de
correlaciones observadas entre los parametros hemorreoldgicos y los
parametros antropométricos en el grupo de casos. Destaca la desaparicion de
las correlaciones entre Fbg, VP e IE60, y peso y/o IMC, presentes antes de la

dieta.

Tabla 34: Correlacion entre los parametros hemorreologicos y los parametros

antropométricos en el grupo de casos tras 3 meses de dieta

Peso IMC Cintura icc

Fbg 0,160 0,128 0,220 0,095
VP 0,241 0,153 0,391 ** 0,345*
VSn 230 0,464** 0,303* 0,392%* 0,438**
VSec 230 -0,142 -0,038 -0,069 -0,104
AE, 0,045 0,183 0,138 0,169
AE, 0,126 0,277* 0,186 0,186
1E60 -0,140 -0,135 -0,312* -0,114
FS 0,364* 0,042 0,414* 0,530**

*: correlacion significativa a p <0,05 (bilateral), **: correlacion significativa a p<0,01 (bilateral)

La Tabla 35 muestra los grados de correlacion observados entre los
parametros hemorreoldgicos, bioquimicos y hormonales, en el grupo de casos
tras 3 meses de dieta. Por otra parte, se mantuvo la ausencia de correlacion
entre la FS y la AE o el fragmento F1+2, asi como la correlacion significativa

entre Fbg y AE, (r=0,328, p<0,05) y AE, (r=0,317, p<0,05).
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Tabla 35: Correlaciones entre los parametros hemorreologicos y los parametros bioquimicos y hormonales en el grupo de casos tras 3 meses
de dieta

Glucosa LDL HDL ApoB ApoA TG HOMA Insulina TNF-a IL-6 PCR Leuc NF
Fbg < 0,001 -0,058 -0,254 -0,002 -0,119 0,037 0,265 0,245 0,168 0,580**  0,593**  0,421**  0,497**
VP 0,244 -0,108 -0,085 0,058 -0,054 0,140 0,160 0,117 0,188 0,203 0,171 0,238 0,242
VSn 230 0,102 0,298* -0,179 0,234 -0,058 0,154 0,318* 0,315* 0,037 -0,027 0,227 0,160 0,034
VSc 230 -0,110 0,076 0,023 -0,069 0,119 -0,023 -0,181 -0,168 -0,255 -0,173 -0,125 -0,328* -0,332*
AE, 0,005 0,240 -0,097 0,219 0,025 0,196 0,148 0,166 -0,130 0,118 0,336* 0,056 0,018
AE, 0,190 0,041 -0,059 0,165 -0,010 0,258 0,319**  0,311** 0,011 0,217 0,292* 0,034 0,006
IE60 -0,020 -0,034 0,302* -0,154 0,117 -0,115 -0,161 -0,167 -0,044 -0,044 0,254 0,070 0,005
FS -0,088 0,095 -0,286 0,199 -0,185 0,079 0,294 0,313 0,033 -0,060 0,142 0,223 0,217

*: correlacion significativa a p <0,05 (bilateral), **: correlacion significativa a p<0,01 (bilateral). Leuc: leucocitos. NF: neutrofilos
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Correlaciones de los porcentajes de cambio de las variables hemorreoldgicas:

Se analiz6 en el grupo de pacientes obesos la existencia de posibles

correlaciones entre los cambios observados en las variables hemorreoldgicas, y

los cambios de las demas variables (Tabla 36 y Figura 24). Se observo una

correlacion positiva significativa entre el porcentaje de cambio de AE; y el

porcentaje de cambio de peso (r=0,358, p<0,001), asi como entre el porcentaje

de cambio de AE, y el porcentaje de cambio de IMC (1=0,272, p<0,001).

Tabla 36: Correlacion entre los porcentajes de cambio de las variables en el

grupo de casos

% peso % IMC % cintura % glucosa % TG %CT % HOMA
% Fbg -0,083 -0,133 0,075 -0,087 -0,093 0,103 0,072
% AE;  0,358%* 0,272* 0,246 0,116 0,187 0,109 0,123
% FS 0,016 0,022 0,179 -0,009 0,007 0,151 0,058

%: porcentaje de cambio de la variable respecto al valor basal, *: correlacion significativa a p

<0,05 (bilateral), **: correlacion significativa a p<0,01 (bilateral)

40,

porcentaje de cambio AE1 (%)

-10 0 10 20

porcentaje cambio IMC (%)

Figura 24: Correlacion entre el porcentaje de cambio de AE; y el porcentaje de

cambio de IMC en el grupo de casos
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IV.3. HEMOSTASIA

IV.3.a. Resistencia a la proteina C activada

IV.3.a.1. Comparacion entre casos y controles

Un control y 4 casos presentaron la mutaciéon genética del factor V
Leiden. Estos pacientes fueron excluidos del andlisis de R-PCa. Del resto de
sujetos, solo un control mostrd Rs-PCa y Rsn-PCa inferiores a los limites de la
normalidad. Asi, ningun caso presentd R-PCa adquirida. No se observaron

diferencias entre casos y controles en Rs-PCa y Rsn-PCa (Tabla 37).

Tabla 37: Valor medio y desviacion estandar de R-PCa en el grupo de casos y en

el grupo control, en situacion basal

Variable Casos Controles p
n=159) (n=64)

Rs-PCa 2,62 + 0,351 2,52+0,310 0,183

Rsn-PCa 0,910,136 0,950,163 0,094

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos

Las Tablas 38 y 39 muestran las correlaciones en estado basal. Se
observé en el grupo de casos una correlacion positiva entre Rsn-PCa y cintura
(r=0,269, p=0,05), y entre Rs-PCa y PCR (1r=0,320, p=0,05). En el grupo
control, se observd una correlacion positiva entre Rs-PCa y TG (r=0,261,

p=0,05).
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Tabla 38: Correlaciones de la R-PCa en el grupo de casos en situacion basal

Rs-PCa Rsn-PCa
IMC 0,082 0,110
Cintura 0,249 0,269*
LDL 0,211 0,013
TG 0,206 0,179
Fibrinégeno -0,021 -0,125
PCR 0,320* 0,240
HOMA 0,028 -0,109

*: correlacion significativa a p <0,05 (bilateral), **: correlacion significativa a p<0,01 (bilateral)

Tabla 39: Correlaciones de R- PCa en el grupo control en situacion basal

Rs-PCa Rsn-PCa
IMC 0,054 -0,040
Cintura 0,017 -0,009
LDL -0,007 0,093
TG 0,261* 0,169
Fibrinégeno 0,035 0,158
PCR -0,092 0,070
HOMA -0,029 -0,066

*: correlacion significativa a p <0,05 (bilateral), **: correlacion significativa a p<0,01 (bilateral)

IV.3.a.2. Comparacion de los casos en funcion del sexo, el indice de masa

corporal, o l1a presencia de sindrome metabodlico

Al comparar la R-PCa en el grupo de casos en funcion del sexo, no se
observaron diferencias entre hombres y mujeres. Los hombres obesos
presentaron un valor medio de Rs-PCa de 2,62 + 0,292, y las mujeres obesas
de 2,62 + 0,292 (p=0,980). Asimismo, la Rsn-PCa en hombres obesos fue de
0,88 + 0,108, y en mujeres obesas de 0,92 + 0,144 (p=0,416).

Al dividir el grupo de casos en pacientes con IMC mayor o igual a 45

kg/m?, y pacientes con IMC menor de 45 kg/m?, no se observaron diferencias
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entre ambos grupos (Tabla 40), ni tampoco al dividirlos en funcién de la

presencia o ausencia de SM (Tabla 41).

Tabla 40: Valor medio y desviacion estindar de la R-PCa en el grupo de casos

con IMC mayor o menor de 45 kg/m’

Variable Casos con IMC <45 kg/m’ Casos con IMC > 45 kg/m’ p
(n=27) (n=32)

Rs-PCa 2,57 +0,325 2,66 £0,371 0,325

Rsn-PCa 0,91 £0,129 0,91 £0,143 0,961

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos

Tabla 41: Valor medio y desviacion estandar de la R-PCa en el grupo de casos

con o sin SM

Variable Casos sin SM Casos con SM P
(n=27) (n=32)

Rs-PCa 2,55+ 0,389 2,69 £ 0,309 0,120

Rsn-PCa 0,89 + 0,142 0,93 £0,129 0,228

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos

1V.3.a.3. Efecto de la pérdida de peso

Comparacion de la resistencia a la proteina C activada en el grupo de casos

antes v después del tratamiento dietético

No se observaron cambios significativos en la R-PCa tras 3 meses de
tratamiento dietético en el grupo de casos (Tabla 42). Igualmente, en el grupo
control no se observaron cambios significativos en la R-PCa determinada tras
3 meses. Al estudiar s6lo a los pacientes obesos con pérdida de peso superior o

igual al 10%, tampoco se encontrd mejoria tras el tratamiento dietético.
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Tabla 42: Efecto de la pérdida de peso en el grupo de casos: valor medio y

desviacion estandar de la R-PCa

Variable Casos basal Casos 3 meses P
(n=154) (n=54)

Rs-PCa 2,58 £ 0,365 2,62 +0,352 0,403

Rsn-PCa 0,91 £0,139 0,92 + 0,136 0,573

p: valor obtenido al comparar el grupo de casos antes y después del tratamiento dietético

IV.3.b. Niveles de proteina C activada

IV.3.b.1. Comparacion entre casos y controles

La Tabla 43 y la Figura 25 muestran las diferencias en los niveles de
PCa entre casos y controles. Se observa que, en situacion basal, el nivel medio
de PCa, PC y F1+2 es significativamente mayor en el grupo de casos que en el

grupo control (p=0,001, p=0,015 y p=0,01, respectivamente).

Tabla 43: Valor medio y desviacion estandar de los niveles de PCa, PC y FI1+2

en el grupo de casos y en el grupo control, en situacion basal

Variable Casos Controles P
n=67) (n =66)

PCa (ng/mL) 1,48 + 0,596 1,18 £ 0,339 0,001

PC (%) 109,6 £ 20,78 101,3 £ 17,60 0,015

F1+2 (nM) 0,78 £ 0,194 0,69 £ 0,206 0,010

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos
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Figura 25: Niveles de PCa y FI1+2 en el grupo de casos y en el grupo control en
relacion al IMC

Estudio de correlaciones

La Tabla 44 muestra las correlaciones encontradas entre PCa, PC y
F1+2 en el grupo de casos y en el grupo control. Se observd una correlacion
significativa entre los niveles de PCa y los de F1+2 en el grupo control, pero
no en el grupo de casos en situacion basal. No se encontro6 correlacion entre los
niveles de PCa, PC o F1+2, y los parametros antropométricos (peso, IMC) o

metabdlicos (glucosa, TG, HDL, LDL, HOMA).

Tabla 44: Correlaciones entre PCa, PC y FI1+2 en el grupo de casos y en el

grupo control

Variable Casos Controles
PCa PCa

PC -0,007 0,175

F1+2 0,203 0,364 **

**: correlacion positiva a p<0,01 (bilateral)
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IV.3.b.2. Comparacion de los casos en funcion del sexo, el indice de masa

corporal, o l1a presencia de sindrome metabdlico

Al comparar los niveles de PCa en los casos en funcion del sexo, no se
observaron diferencias entre hombres y mujeres (1,47 £ 0,761 y 1,49 £ 0,545
respectivamente, p=0,978), ni tampoco en los niveles de F1+2 (0,72 £ 0,154 y
0,80 + 0,203 respectivamente, p=0,143). Sin embargo, se observaron niveles
significativamente superiores de PC en los hombres obesos comparados con

las mujeres obesas (119,8 + 19,34 y 106,4 + 20,3 respectivamente, p=0,023).

No observamos diferencias en ninguno de los parametros del sistema de
la PC estudiados al comparar a los sujetos obesos con IMC mayor o igual a 45
kg/m* con aquellos con IMC menor de 45 kg/m* (Tabla 45), asi como al

dividirlos en funcién de la presencia o ausencia de SM (Tabla 46).

Tabla 45: Valor medio y DE de los niveles de PCa, PC y FI1+2 en el grupo de

casos con IMC mayor o menor de 45 kg/m’

Variable Casos con IMC <45 kg/m* Casos con IMC > 45 kg/m* p
(n=31) (n=136)

PCa (ng/mL) 1,58 £0,575 1,40 £ 0,610 0,228

PC (%) 106,0 + 21,3 112,7 £20,11 0,193

F1+2 (nM) 0,80 £ 0,173 0,77 £ 0,212 0,446

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos

Tabla 46: Valor medio y DE de los niveles de PCa, PC y FI1+2 en el grupo de

casos con o sin SM

Variable Casos sin SM Casos con SM p
(n=31) (n=36)

PCa (ng/mL) 1,43 £ 0,601 1,53 £0,597 0,487

PC (%) 113,5£22,35 106,2 £ 18,99 0,152

F1+2 (nM) 0,81+ 0,195 0,76 £ 0,194 0,299

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos
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IV.3.b.3. Efecto de la pérdida de peso

Comparacion del sistema de la proteina C en el grupo de casos antes v después

del tratamiento dietético

Se observo en el grupo de casos un descenso significativo de los niveles
de PCa (p=0,043) y de F1+2 (p=0,025), y un descenso de los de PC al limite
de la significacion estadistica (p=0,067) (Tabla 47 y Figura 26).

Tabla 47: Efecto de la pérdida de peso en el grupo de casos: valor medio y
desviacion estandar de la PCa, PCy F1+2

Variable Casos basal Casos 3 meses % cambio p
(n=62) (n=62)

PCa (ng/mL) 1,50 £ 0,617 1,39 £ 0,558 - 1,3£36,16 0,043

PC (%) 110,1 £ 21,46 107,1 £ 20,96 -22+11,83 0,067

F1+2 (nM) 0,77 £ 0,199 0,71 £ 0,181 -4,6 £27.8 0,025

% cambio: porcentaje de cambio de la variable respecto al valor basal, p: valor obtenido al

comparar el grupo de casos antes y después del tratamiento dietético

1,55 -
1,50 -
1,45 4
1,40 -
1,35
1,30 -

1,50

Niveles de PCa (ng/mL)

Basal Tras 3 meses

Basal: momento inicial
0,78 - Tras 3 meses: tras 3 meses de dieta

0,76 -
0,74
0,72

0,7
0,68

F142 (nM)

Basal Tras 3 meses

Figura 26: Variacion de los niveles plasmaticos de PCa y de F1+2 en el grupo

de casos. Resultados presentados como media
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No se observaron cambios en el grupo control. La Tabla 48 muestra los
cambios de PCa y F1+2 aumentan al estudiar unicamente a los pacientes que
perdieron 10% del peso inicial o més (p=0,007 y p=0,025, respectivamente),

haciéndose ademas significativo el descenso de los niveles de PC (p=0,016).

Tabla 48: Efecto de la pérdida de peso en el grupo de casos con pérdida de peso
mayor o igual al 10%: valor medio y desviacion estandar de PCa, PCy FI1+2

Variable Casos basal Casos 3 meses % cambio p
(n=23) (n=23)

PCa (ng/mL) 1,64 + 0,658 1,40 £ 0,559 - 11,1 £24.81 0,007

PC (%) 106,4 £ 20,18 101,0 + 18,64 -4,5+9,60 0,016

F1+2 (nM) 0,79 £ 0,208 0,65 +0,141 -12,2+30,31 0,012

% cambio: porcentaje de cambio respecto a la variable basal, p: valor obtenido al comparar el
grupo de casos antes y después del tratamiento dietético

Estudio de correlaciones en el grupo de casos tras 3 meses de tratamiento

dietético

La Tabla 49 muestra las correlaciones entre PCa, PC y F1+2 en el
grupo de casos tras la pérdida de peso. Aparece una correlacion significativa
en el grupo de casos entre los niveles de PCa y los de F1+2, que no existia en
situacion basal. No se observd correlacion con los parametros antropométricos
o metabdlicos. No se observod correlacion entre el porcentaje de cambio de PCa
y el porcentaje de cambio de F1+2, PC, IMC o HOMA. Se observd una
correlacion fuerte (r=0,595, p=0,01) entre los niveles basales de F1+2 y el

porcentaje de descenso de F1+2 en el grupo de casos.

Tabla 49: Correlaciones entre PCa, PCy FI1+2 en el grupo de casos tras 3 meses

de tratamiento dietético

PCa 3 meses
PC 3 meses -0,099
F1+2 3 meses 0,374%*

**: correlacion positiva a p<0,01 (bilateral)
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IV.4. FIBRINOLISIS

IV.4.a. Comparacion entre casos y controles

Comparacion de los niveles de PAI-1 entre casos v controles

La Tabla 50 muestra la comparacion de los parametros fibrinoliticos

entre el grupo de casos y el grupo control. Se observa que los niveles de PAI-

lag, PAI-1fc y t-PA son significativamente superiores en los pacientes obesos

(p<0,001). La Figura 27 ilustra estos resultados.

Tabla 50: Valor medio y desviacion estandar de las variables fibrinoliticas en el

grupo de casos y en el grupo control, en situacion basal

Variable Casos Controles p p ajustada
n=167) (n=67)

PAI-lag (ng/mL) 43,5+21,87 11,7+£7,42 <0,001 0,011

PAI-1fc (U/mL) 30,0 £ 15,74 5,3+6,10 <0,001 0,004

t-PA (ng/mL) 11,6 + 4,09 6,4 +2.85 <0,001 0,162

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos. p ajustada: valor obtenido ajustando

por IMC, cintura, glucosa, LDL, HDL, TG y HOMA
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Figura 27: Niveles de PAI-1 en el grupo de casos y y en el grupo control en

relacion al IMC
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Se realiz¢ el estudio de correlaciones en el grupo de casos y en el grupo
control (Tablas 51 y 52). En el grupo de casos, el PAI-1 presentd una
correlacion positiva significativa con insulina y HOMA, estando al limite de la
significacion estadistica para PAI-1fc y HOMA (p=0,094). Ademas, presentd
una correlacion negativa con el colesterol HDL. No hubo correlacion en este
grupo entre los niveles de PAI-1 y el IMC, ni entre los niveles de PAI-1 y la
cintura. Sin embargo, en el grupo control, se observd una correlacion positiva
significativa entre PAI-1 e IMC, cintura y leptina. La correlacion entre el PAI-

1 y los marcadores de RI no fue significativa en este grupo.

Tabla 51: Correlaciones de los parametros fibrinoliticos en el grupo de casos

PAIl-lag PAI-1fc
IMC 0,012 0,009
Cintura 0,037 0,070
Glucosa 0,186 0,206
LDL 0,074 -0,089
HDL -0,240* -0,259*
TG 0,156 0,142
Leptina -0,362* -0,167
Insulina 0,248* 0,236*
HOMA 0,240* 0,206

*: correlacion significativa a p <0,05 (bilateral), **: correlacion significativa a p<0,01 (bilateral)

Tabla 52: Correlaciones de los parametros fibrinoliticos en el grupo control

PAIl-lag PAI-1fc
IMC 0,243* 0,219
Cintura 0,406** 0,315*
Glucosa -0,103 0,040
LDL 0,202 0,107
HDL -0,194 -0,129
TG 0,186 0,154
Leptina 0,281* 0,215
Insulina 0,224 0,115
HOMA 0,211 0,135

*: correlacion significativa a p <0,05 (bilateral), **: correlacion significativa a p<0,01 (bilateral)
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Estudio del genotipo 4G/5G v su relacidon con los niveles de PAI-1

Como muestran las Tablas 53 y 54, no se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos al comparar la frecuencia de los distintos
genotipos del polimorfismo 4G/5G del gen del promotor del PAI-1 en el grupo
de casos y en el grupo control. Tampoco se observaron diferencias al comparar
la frecuencia de la presencia o ausencia del alelo 4G, aunque se observo una
tendencia no significativa a la mayor presencia de alelo 4G en los sujetos

obesos comparados con el grupo control.

Tabla 53: Frecuencia de los distintos polimorfismos 4G/5G del gen del PAI-1
(4G/4G, 4G/5G, 5G/5G) en el grupo de casos y en el grupo control

Genotipo PAI-1 Casos Controles p
(n=067) (n=167)

4G/4AG 14 (21%) 16 (24%) 0,234

4G/5G 42 (63%) 33 (49%)

5G/5G 11 (16%) 18 (27%)

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos

Tabla 54: Frecuencia de los distintos polimorfismos 4G/5G del gen del PAI-1

(presencia o ausencia del alelo 4G) en el grupo de casos y en el grupo control

Genotipo PAI-1 Casos Controles p OR para 4G
(n=167) (n=067)

Presencia de 4G 56 (84%) 49 (73%) 0,142 1,870

(4G/4G 0 4G/5G) (0,805-4,342)

Ausencia de 4G 11 (16%) 18 (27%)

(5G/5G)

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos, OR para 4G: odds ratio para la
presencia del alelo 4G, intervalo de confianza al 95%
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Se compararon los niveles de PAl-lag y PAI-1fc en funcion del
genotipo del polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1 en el grupo de casos y en
el grupo control. En el grupo de casos, no se observaron diferencias
significativas en los niveles basales de PAI-1 entre los distintos genotipos. En
el grupo control, la presencia del alelo 4G se asocid a niveles
significativamente mayores de PAI-1fc, y a una tendencia no significativa a

niveles mayores de PAI-lag (Tablas 55y 56).

Tabla 55: Comparacion de los niveles basales de PAI-1 en funcion del genotipo

en el grupo de casos

Genotipo PAI-1 n PAI-1ag (ng/mL) P PAI-1fc (U/mL) p
4G/4AG 14 43,4 £19,65 0,954 27,2 £9,96 0,764
4G/5G 42 43,9+21,88 30,8 £ 16,82

5G/5G 11 41,6 £ 26,21 30,1 £ 18,28

Genotipo PAI-1 n PAI-1ag (ng/mL) P PAI-1fc (U/mL) P
Presencia de 4G 56 43,8 21,17 0,765 29,9 +£15,39 0,977
(4G/4G 0 4G/5G)

Ausencia de 4G 11 41,6 £ 26,21 30,1 £ 18,28

(5G/5G)

p: valor obtenido al comparar la variable entre los grupos

Tabla 56: Comparacion de los niveles basales de PAI-1 en funcion del genotipo

en el grupo control

Genotipo PAI-1 n PAI-1ag (ng/mL) P PAI-1fc (U/mL) p
4G/4AG 16 13,6 + 8,21 0,303 6,7 £5,62 0,142
4G/5G 33 11,8 + 8,12 59+6,91

5G/5G 18 9,7+4,75 2,9+423

Genotipo PAI-1 n PAI-lag (ng/mL) p PAI-1fc (U/mL) p
Presencia de 4G 49 12,4 +8,11 0,094 6,2+ 6,47 0,022
(4G/4G 0 4G/5G)

Ausencia de 4G 18 9,714,775 2,9+4,29

(5G/5G)

p: valor obtenido al comparar la variable entre los grupos
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Al comparar los niveles de PAI-1 entre casos y controles separados
seglin su genotipo, se observo que los niveles de PAI-lag y PAI-1 fc fueron
significativamente superiores en los primeros, independientemente del

genotipo, tal y como muestra la Figura 28.
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Figura 28: Comparacion de PAI-1 entre el grupo de casos y el grupo control

separados por genotipos. Resultados presentados como media.. *: p<0,01, **: p<

0,001
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IV.4.b. Comparacion de los casos en funcion del sexo, el indice de masa

corporal, o l1a presencia de sindrome metabdlico

Los pacientes obesos hombres presentaron niveles medios de PAI-lag
de 43,6 £ 19,05 ng/mL, de PAI-1fc de 32,7 + 17,69 U/mL, y de t-PA de 13,6 £
5,57 ng/mL. Las mujeres presentaron niveles medios de 43,4 + 22,85 ng/mL,
29,1 £15,18 U/mL, y 11 £ 3,27 ng/mL, respectivamente (p=0,979, p=0,429 y
p=0,029).

No se observaron diferencias significativas al separar los casos por IMC
mayor o menor de 45 kg/m’, aunque si una tendencia a niveles mas elevados
de PAI-lag y PAI-1fc en los pacientes con mayor IMC (Tabla 57). De igual
manera, se observo una tendencia no significativa del grupo de obesos con SM

a presentar cifras mas elevadas de PAl-lag y PAI-1fc (Tabla 58).

Tabla 57: Valor medio y desviacion estandar de los parametros fibrinoliticos en

el grupo de casos con IMC mayor o menor de 45 kg/m’

Variable Casos con IMC < 45 kg/m’ Casos con IMC > 45 kg/m’ p
(n=31) (n=36)

PAI-lag (ng/mL) 41,7+21,37 45,0 £22,48 0,549

PAI-1fc (U/mL) 29,0+ 17,70 30,8 £ 14,05 0,779

t-PA (ng/mL) 11,3£4,54 12,0 + 3,62 0,545

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos

Tabla 58: Valor medio y desviacion estandar de los parametros fibrinoliticos en

el grupo de casos con o sin SM

Variable Casos sin SM Casos con SM p
(n=31) (n=36)

PAI-lag (ng/mL) 40,8 + 25,13 45,8 £ 18,66 0,109

PAI-1fc (U/mL) 26,7+ 16,67 32,8 + 14,53 0,352

t-PA (ng/mL) 11,2£3,41 12,0 + 4,57 0,406

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos
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IV.4.c. Efecto de la pérdida de peso

Comparacion de los niveles de PAI-1 en el grupo de casos antes v después del

tratamiento dietético

Como muestran la Tabla 59 y la Figura 29, después de los 3 meses de
dieta, se observd una disminucion significativa de los niveles de PAl-lag y
PAI-1fc (p<0,001). En el grupo control, no se observaron variaciones

significativas de los niveles de PAI-1.

Tabla 59: Efecto de la pérdida de peso en el grupo de casos: valor medio y

desviacion estandar del PAI-1 tras la dieta

Variable Casos basal Casos 3meses % cambio p
(n=60) (n=60)

PAIl-lag (ng/mL) 44,7+ 19,80 30,9 +£15,38 -23,3+3942 <0,001

PAI-1fc (U/mL) 31,8 £ 15,40 18,6 £ 10,28 -31,6 £41,60 <0,001

p: valor obtenido al comparar el grupo de casos antes y después del tratamiento dietético, %

cambio: porcentaje de cambio de las distintas variables respecto a sus valores basales
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Figura 29: Variacion de los niveles de PAI-1 en el grupo de casos. Resultados
presentados como media. Basal: valores en el momento inicial. Tras 3 meses:

valores tras 3 meses de tratamiento dietético
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Al comparar a los pacientes con una pérdida de peso superior o igual al
10% con aquellos con una pérdida de peso inferior al 10%, se observé que los
primeros presentaron un porcentaje de cambio de los niveles de PAl-lag y

PAI-1fc significativamente mayor (Tabla 60).

Tabla 60: Efecto de la pérdida de peso sobre los niveles de PAI-1: estratificacion

segun pérdida de peso mayor o menor del 10%

Variable Casos con pérdida de peso Casos con pérdida de peso p
<10% >10%
(n=37) (n=23)
% cambio PAI-1lag 15,1 36,8 0,044
% cambio PAI-1fc 223 44 4 0,049

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupo, % cambio: porcentaje de cambio de

las distintas variables respecto a sus valores basales

Al comparar los niveles de PAI-1 antes y después de la dieta en el
grupo de casos separados por sexos, se observo una disminucidn significativa
tanto en hombres (PAl-lag: 46 + 18,07 ng/mL vs 29,8 + 15,27 ng/mL,
p=0,019; PAI-1fc: 33,9 £ 17,6 ng/mL vs 15 £ 8,23 ng/mL, p=0,003) como en
mujeres (PAl-1ag: 44,5 + 20,56 ng/mL vs 31,2 + 15,58 ng/mL, p<0,001; PAI-
Ifc: 31,1 £ 14,73 ng/mL vs 19,9 £ 10,69 ng/mL, p<0,001).

Genotipo del polimorfismo 4G/5G v niveles de PAI-1 tras el tratamiento

dietético

No se observaron diferencias significativas en los niveles de PAI-1 tras
3 meses de dieta entre los distintos genotipos 4G/5G del PAI-1 en el grupo de
casos, aunque se aprecié una tendencia a mayores niveles de PAl-lag con la

presencia del gen 4G, mucho més marcada que en el estudio basal (Tabla 61).
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Tabla 61: Niveles de PAI tras 3 meses de

grupo de casos

dieta en funcion del genotipo en el

Genotipo PAI-1 n PAI-lag p PAI-1fc p
3 meses 3meses
4G/4G 14 30,0 + 14,78 0,704 16,6 +£ 9,79 0,208
4G/5G 36 32,0+ 15,62 20,5 +9,49
5G/5G 10 27,3+ 16,49 14,7+ 12,87
Genotipo PAI-1 n PAI-1ag p PAI-1fc p
3 meses 3 meses
Presencia de 4G 50 31,5+15,26 0,463 19,4 + 9,63 0,185
(4G/4G 0 4G/5G)
Ausencia de 4G 10 27,4+ 16,49 14,7+ 12,86
(5G/5G)

p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos

Los porcentajes de cambio de PAI-lag y PAI-1fc en el grupo de casos

no mostraron diferencias significativas al dividirlos en funciéon del genotipo,

aunque se aprecio una tendencia a mayor porcentaje de cambio de PAI-1 en

ausencia del alelo 4G (Tabla 62). No hubo diferencias al analizar el porcentaje
de cambio de IMC en funcion del genotipo (4G/4G: 8,9 £ 3,56 %, 4G/5G: 8,4
+ 3,81 %, 5G/5G: 9,2 £ 4,17 %, p=0,798), ni de la presencia o ausencia del

alelo 4G (8,5 £ 3,70 % y 9,1 £ 4,17 % respectivamente, p=0,596).

Tabla 62: Relacion entre genotipo y porcentaje de cambio de PAI-1 en el grupo
de casos
Genotipo PAI-1 n % cambio PAI-1ag p % cambio PAI-1fc p
4G/4G 14 19,2 £ 53,59 0,430 29,8 £50,70 0,512
4G/5G 36 22,0 £36,01 26,8 £40,06
5G/5G 10 38,5+ 26,0 53,5+31,08
Genotipo PAI-1 n % cambio PAI-1ag p % cambio PAI-1fc p
Presencia de 4G 50 21,2+41,2 0,229 27,6 £42,65 0,074
(4G/4G 0 4G/5G)
Ausencia de 4G 10 38,5+ 25,99 53,5+31,08
(5G/5G)

% cambio: porcentaje de cambio de las distintas variables respecto a sus valores basales
p: valor obtenido al comparar la variable entre ambos grupos
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Correlaciones de los niveles de PAI-1 en el grupo de casos tras la dieta

Se repitid el estudio de correlaciones en el grupo de casos tras 3 meses
de dieta (Tabla 63). Aparecido una correlacion al limite de la significacion
estadistica entre PAI-1fc e IMC (p=0,051), que no existia antes del
tratamiento. Las correlaciones con los marcadores de RI se hicieron mas
significativas, y aparecid6 una correlacion fuerte con los TG. Aparecid

asimismo una correlacion significativa positiva entre PAI-1fc y leptina.

Tabla 63: Correlaciones de los niveles de PAI-1 en el grupo de casos tras 3 meses
de dieta

PAIl-lag PAI-1fc
IMC 0,172 0,260
Cintura 0,214 0,185
Glucosa -0,292* -0,175
LDL 0,124 -0,166
HDL -0,215 -0,195
TG 0,421** 0,433**
Leptina 0,019 0,428%*
Insulina 0,367** 0,406**
HOMA 0,298* 0,351*

*: correlacion significativa a p <0,05 (bilateral), **: correlacion significativa a p<0,01 (bilateral)

Correlaciones de los porcentajes de cambio de las variables fibrinoliticas

Se analizo6 en el grupo de obesos la existencia de posibles correlaciones
entre los cambios obtenidos en los niveles de PAI-1, y los cambios en otras
variables (Tabla 64 y Figura 30). El porcentaje de cambio de PAI-lag se
correlaciono con el porcentaje de cambio de IMC, mientras que el de PAI-1fc
se correlaciond tanto con el de IMC como con el de cintura. Asimismo, tanto
el porcentaje de cambio de PAI-lag como el de PAI-1fc se correlacionaron

con sus respectivos niveles basales.
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Tabla 64: Correlaciones entre el porcentaje de cambio de PAI-1 y el de otras

variables en el grupo de casos

% cambio PAI-lag % cambio PAI-1fc
% cambio IMC 0,342%* 0,336*
% cambio cintura 0,129 0,304*
% cambio TG 0,132 0,107
% cambio CT 0,073 0,035
% cambio HOMA 0,225 0,162
% cambio leptina*** 0,125 0,354
PAI-1 ag basal 0,450%* 0,304*
PAI-1 fc basal 0,392%* 0,492%*

*: correlacion significativa a p <0,05 (bilateral), **: correlacion significativa a p<0,01 (bilateral),

**%. determinado so6lo en 22 casos

100 . 200

100 9ge

porcentaje cambio PAI-1ag (%)
porcentaje cambio PAI-1fc (%)

-100+
-200 ] ] i -100 i ° .
-10 0 10 20 -10 0 10 20
porcentaje cambio IMC (%) porcentaje cambio IMC (%)

Figura 30: Correlacion entre el porcentaje de cambio de PAI-1 y el porcentaje de

cambio de IMC
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V. DISCUSION
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V.1. ALTERACIONES HEMORREOLOGICAS EN LOS PACIENTES
CON OBESIDAD

V.1.a. Fibrinégeno

Uno de los objetivos del presente trabajo ha sido valorar los niveles de
Fbg en un grupo de pacientes obesos sin diabetes mellitus, hiperlipemia o
hipertension arterial, y en un grupo control, asi como estudiar si las posibles
diferencias pueden explicarse por la RI, y determinar si los niveles de Fbg
muestran variaciones significativas con la pérdida ponderal obtenida mediante

tratamiento dietético.

Hemos encontrado mayores niveles plasmaticos de Fbg en el grupo de
pacientes obesos al compararlo con el grupo control. Ademas, los pacientes
con mayor obesidad (IMC > 45 kg/m?) han presentado un nivel medio de Fbg
significativamente superior. Asimismo, se ha evidenciado una correlacion
significativa en el grupo de pacientes obesos entre Fbg y peso, IMC, y cintura,
correlacion que no se ha observado en el grupo control. Las diferencias en los
niveles de Fbg entre el grupo de casos y el grupo control desaparecen al ajustar
por IMC. Diversos estudios que han comparado los niveles de Fbg plasmatico
en sujetos obesos y sujetos con normopeso han encontrado concentraciones
significativamente mayores en los primeros (387-389). Algunos de estos
trabajos (389), aunque no todos (383; 387; 425), han encontrado, al igual que
en el presente trabajo, una correlacion significativa entre el IMC y los niveles
de Fbg plasmatico. Otros estudios han demostrado, al igual que nosotros, una
correlacion entre los niveles de Fbg y el icc o la cintura en pacientes obesos
(391; 392). La relacion entre Fbg y obesidad central es conocida, y la
hiperfibrinogenemia se incluye desde hace afios en la constelacion de

alteraciones asociadas a la obesidad abdominal (284; 404; 509).
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Utilizando medidas mas precisas de distribucion de la grasa, como la
determinacion de grasa visceral por TAC, un estudio encontré mayores niveles
de Fbg en hombres sanos con mayor cantidad de grasa visceral (435), pero ni
el IMC ni la grasa visceral fueron predictores significativos de los niveles de
Fbg cuando se consideraron los niveles de insulina, sugiriendo que el
hiperinsulinismo pudiera ser el responsable del aumento de Fbg presente en los
pacientes con obesidad central. Sin embargo, nuestros resultados no apoyan
esta hipodtesis, pues no hemos encontrado una correlacion significativa entre
los niveles de Fbg y los marcadores de RI, y ademas las diferencias en los
niveles de Fbg entre casos y controles no desaparecen al ajustar por HOMA.
Tampoco hemos encontrado niveles de Fbg superiores en los pacientes obesos
con SM al compararlos con los pacientes obesos sin SM. En el estudio ECAT,
la insulina se asoci6 de forma significativa e independiente al Fbg, pero la
relacion disminuyo al ajustar por marcadores de inflamacion como leucocitos
o PCR (510), lo que sugiere que tras la asociacion entre insulina y Fbg se
encontrarian implicadas las proteinas de reaccion de fase aguda. Nosotros
hemos encontrado una correlacion significativa entre los niveles de Fbg y los

de PCR, tanto en el grupo de casos como en el grupo control.

Otros mecanismos podrian explicar la hiperfibrinogenemia asociada a
la obesidad. Por una parte, podria deberse al estimulo de su sintesis hepatica
por las citoquinas IL-6 y TNF-a (488). No hemos encontrado una correlacion
significativa entre los niveles de estas citoquinas y los de Fbg, pero los niveles
plasmaticos de las citoquinas no siempre reflejan su accion bioldgica. Por otra
parte, los 4cidos grasos libres, que se encuentran aumentados en la RI y en la
obesidad visceral, podrian, a través de la vena porta, alcanzar el higado y

estimular la sintesis de Fbg (511).

En nuestros pacientes, los niveles elevados de Fbg no han mejorado con
la pérdida de peso. Diversos estudios previos han demostrado la ausencia de
efectos beneficiosos de la pérdida de peso sobre la hiperfibrinogenemia

asociada a la obesidad (387; 399; 400; 423; 426), sin embargo, en otros casos,
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la pérdida ponderal se ha traducido en una disminucién de sus niveles
plasmaticos (389). Una revisidén reciente propone que €s necesaria una gran
pérdida de peso para lograr una disminucion significativa de los niveles de
Fbg, no siendo suficiente una pérdida de peso moderada (161). En los estudios
que han mostrado una disminucién de los niveles de Fbg con la pérdida de
peso, los pacientes habian perdido al menos el 10% del peso corporal (389;
392; 421; 422), comparado con pérdidas inferiores al 10% en los trabajos
donde no se han observado cambios en los niveles de Fbg (424).
Probablemente, la pérdida ponderal media obtenida en nuestro estudio (8,5%)
fue insuficiente para lograr una mejoria de los niveles plasmaticos de Fbg. No
obstante, no todos los estudios con pérdidas superiores al 10% del peso inicial

se han acompafiado de una disminucion de dichos niveles (425; 429).

V.1.b. Viscosidad plasmatica

Otro de los objetivos del presente trabajo doctoral ha sido valorar la VP
en un grupo de pacientes obesos sin diabetes mellitus, hiperlipemia o
hipertension arterial, y en un grupo control, asi como estudiar si las posibles
diferencias pueden explicarse por la RI, y determinar si la VP muestra
variaciones significativas con la pérdida ponderal obtenida mediante

tratamiento dietético.

Nuestros resultados muestran que el paciente obeso presenta una VP
significativamente superior al grupo control. Los pacientes mas obesos
presentan un valor medio de VP significativamente superior a los pacientes
con IMC menor de 45 kg/m”. Los resultados de la regresion lineal indican que
estas diferencias no se deben a la obesidad “per se”, sino que serian atribuibles
fundamentalmente al aumento del Fbg y a la RI, y, en menor medida, al
colesterol LDL. La pérdida de peso no modifica la hiperviscosidad del
paciente obeso, a la par que tampoco muestra efectos favorables sobre los

niveles de Fbg, pero mejora de forma importante la RI. Asimismo, los
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pacientes con SM no han presentado cifras medias de VP superiores a los
pacientes sin SM. Todo ello nos induce a pensar que la hiperfibrinogenemia es
la principal responsable del aumento de la VP en los pacientes obesos, como lo
es en poblacion general. Otros autores han encontrado resultados similares a
los nuestros (387; 389; 398). La relacion entre la RI y el aumento de la VP
podria explicarse por la asociacion fisiopatoldgica entre ambas variables, Fbg
y RI. El aumento de la adiposidad, fundamentalmente de distribucion central,
produce un incremento de la sintesis de IL-6 y TNF-a, citoquinas que por una
parte aumentan la RI, y por otra estimulan la sintesis hepatica de Fbg y PCR
(512). La regresion lineal ha identificado tanto al Fbg como a la RI como
predictores independientes de la VP, probablemente debido a un problema de
multicolinealidad del modelo (513). Diversos estudios han demostrado, al
igual que en el presente trabajo, una asociacion entre la RI y el aumento de VP
en el paciente obeso (401; 405; 514), concluyendo que el aumento de VP es un

marcador de RI.

Respecto a las modificaciones de la VP con la pérdida ponderal,
algunos autores han observado, al igual que en el presente trabajo, que el
aumento de VP no mejora con la pérdida ponderal (127; 387; 399; 400; 403;
426), aunque otros han encontrado una disminucion de la misma (389; 394).
En estos Ultimos trabajos, la pérdida de peso media obtenida fue mayor a la
lograda en nuestro estudio: 11% (389) y 16% (394), frente a 8,6%. A la vista
de estos datos, parece que el porcentaje de pérdida de peso seria un factor
clave en lograr reducciones significativas de la VP en el paciente obeso, al
igual que ocurria con los niveles de Fbg. Dado que nuestros resultados indican
que el aumento de VP se debe fundamentalmente al aumento de los niveles de
Fbg, y éste no ha disminuido con la pérdida de peso, no es de extrafiar que la

VP tampoco se haya modificado con la misma.
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V.1.c. Deformabilidad eritrocitaria

Otro de los objetivos del presente trabajo doctoral ha sido valorar la DE
en un grupo de pacientes obesos sin diabetes mellitus, hiperlipemia o
hipertension arterial, y en un grupo control, asi como estudiar si las posibles
diferencias pueden explicarse por la RI, y determinar si la DE muestra
variaciones significativas con la pérdida ponderal obtenida mediante

tratamiento dietético.

La DE depende de la relacion superficie-volumen del hematie, de su
viscosidad citoplasmatica y de las propiedades viscoelasticas de su membrana.
Diversos estudios han demostrado que las anemias microciticas hipocromas
hiposiderémicas se asocian a una disminucion de la DE cuando ésta se evallia
mediante técnicas ectacitométricas (515), como las utilizadas en el presente
trabajo. A pesar de que los hematies de los pacientes obesos han presentado
una discreta microcitosis hipocroma en relacion a los controles, probablemente
atribuible a la ferropenia evidenciada en estos pacientes, esto no se ha
traducido en una menor DE a ninguna de las tensiones de cizallamiento
aplicadas, probablemente porque, aunque las diferencias de los indices
eritrocitarios eran estadisticamente significativas, no eran clinicamente
relevantes (diferencias entre casos y controles de 2% para VCM, 3% para
HCM y 1,5% para CHCM). Dado que no se han observado modificaciones en
el contenido en colesterol y fosfolipidos de la membrana del hematie, que
como es conocido modulan fuertemente sus propiedades viscoelasticas, y por
tanto su deformabilidad, no es de extrafiar que no hayamos encontrado un
compromiso de la DE en el sujeto obeso. Tampoco hemos observado
diferencias en la DE al comparar a los pacientes con IMC > 45 kg/m® con
aquellos con IMC < 45 kg/m®, ni cambios significativos en la misma con la

pérdida de peso, coincidiendo con otros autores (516).

La mayoria de autores han encontrado, al igual que en el presente

trabajo, que la DE no esta disminuida en el paciente obeso (127; 389; 395;
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409), aunque otros no han confirmado estos resultados (391; 398; 401; 402).
Sin embargo, hay que analizar cuidadosamente la técnica mediante la cual se
ha valorado la DE en estos ultimos casos. Asi, algunos de estos autores han
determinado la DE mediante técnicas de filtracion de sangre total (391; 402)
como la técnica de Reid-Dormandy (517), obteniendo resultados
cuestionables, ya que en dicha técnica influye el ntimero de leucocitos,
plaquetas y agregados eritrocitarios, que en gran medida taponan los poros de
policarbonato de 5 pm de didmetro que han de atravesar los hematies cuando
se deforman al ser sometidos a una presion negativa (518). Otros autores (398)
han utilizado técnicas de filtracion de suspensiones de hematies lavados, donde
¢éstos se aislan previamente mediante centrifugacion, columnas de celulosa o
de algodon (519), y la DE es analizada directamente en suspensiones de
hematies en tampon fosfato. Sin embargo, las técnicas de aislamiento de
hematies no permiten eliminar totalmente los leucocitos, las plaquetas y los
agregados plaquetares, pudiendo éstos taponar igualmente los poros de
policarbonato a través de los cuales pasan los hematies supuestamente aislados
en los que se quiere valorar la DE (520). Por otra parte, la manipulacion de los
eritrocitos en el proceso de aislamiento puede asimismo inducir a error al
producir alteraciones morfologicas en los mismos. En otros trabajos se han
utilizado técnicas viscosimétricas (401), que estiman la DE a partir de la VS a
alto “shear rate” (521) y tienen el inconveniente de representar una medida
indirecta de la DE. Por todo ello, los resultados obtenidos mediante estas

técnicas deben ser valorados con precaucion.

Las técnicas ectacitométricas, como la utilizada en el presente trabajo,
no estan influenciadas por el numero de leucocitos, plaquetas ni agregados
plaquetares, ya que no son técnicas de filtracion, sino que valoran la capacidad
de elongacion del hematie tras someterlo a diversas tensiones de cizallamiento,
siendo por tanto las mas utilizadas en los laboratorios de Hemorreologia
Clinica. S6lo hemos encontrado en la literatura un trabajo que compare la DE
determinada mediante ectacitometria en pacientes obesos y en un grupo

control (522). Se trata de un trabajo llevado a cabo en nifios donde, al igual que
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en el presente estudio, no se observaron diferencias en dicho parametro

hemorreologico entre los nifios obesos y los nifios con normopeso.

Al clasificar a los pacientes obesos en base a la presencia o ausencia de
SM, hemos encontrado que los primeros presentan una DE significativamente
inferior. Estas diferencias no serian atribuibles a la composicion lipidica de la
membrana eritrocitaria, pues ésta fue similar entre ambos grupos. Un trabajo
reciente ha encontrado asimismo una disminucion de la DE en 19 sujetos
obesos con SM (IMC medio 33,3 kg/m®) comparados con un grupo control

(512).

Un posible mecanismo responsable de la disminucion de la DE en el
paciente obeso con SM podria ser el hiperinsulinismo. Los eritrocitos poseen
receptores de membrana para insulina (523), y se ha demostrado que, en
condiciones normales, la insulina regula, a través de su unién a los mismos, la
microviscosidad de la membrana (524), y por tanto la DE (288), de manera que
la fluidez de la membrana eritrocitaria se correlaciona con la unién de la
insulina a sus receptores de membrana (525). El mecanismo subyacente podria
estar relacionado con la funcién de la bomba Na'/K" ATPasa (526), o con un
aumento del calcio intracelular (527). Ciertos trabajos indican que, aunque en
condiciones fisiologicas la insulina mejora la DE, cuando se administra in vitro
a concentraciones suprafisioldgicas la reduce (288), aunque otros autores no
han confirmado estos resultados (528). Hemos encontrado una correlacion
negativa entre la DE y los indices de RI (HOMA e insulina) en el grupo de
pacientes obesos. El SM se caracteriza por la existencia de una RI que se
acompafa habitualmente, en pacientes no diabéticos, de niveles elevados de
insulina plasmatica. Asi, el hiperinsulinismo de los pacientes obesos con SM
podria ser el responsable de la disminucion de la DE que presentan. Algunos
autores han analizado la DE en sujetos no diabéticos separados en funcion de
su IMC y de su RI determinada mediante la técnica del modelo minimo (55), y
han encontrado menor DE en los pacientes con obesidad y RI, comparados con

aquellos con obesidad sin RI (401), concluyendo que tanto la adiposidad como
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la RI aumentan a través de diferentes mecanismos la rigidez del hematie. Se
han publicado trabajos similares en pacientes hipertensos, implicando al

hiperinsulinismo en la menor DE de estos pacientes (527).

Otra posible explicacion de la disminucion de la DE en el paciente
obeso con SM podria ser el efecto negativo que la hiperglucemia ejerce sobre
la DE. Diversos autores han demostrado que la DE esta reducida en pacientes
diabéticos (529-531), y que se correlaciona de forma negativa con la glucemia
plasmatica (532). También se ha observado en otros estudios una DE reducida
en pacientes con ITG (533). Es sabido que la ITG y la GBA son frecuentes en
los pacientes con SM, constituyendo esta ultima uno de los criterios
diagnoésticos del mismo (212). La hiperglucemia podria ser la responsable de la
disminucion de la DE en nuestro subgrupo de pacientes obesos con SM. De
hecho, hemos observado una fuerte correlacion negativa en el grupo de

pacientes obesos entre los indices de elongacion y la glucemia basal.

V.1.d. Agregacion eritrocitaria

Otro de los objetivos del presente trabajo doctoral ha sido valorar la AE
en un grupo de pacientes obesos sin diabetes mellitus, hiperlipemia o
hipertension arterial, y en un grupo control, asi como estudiar si las posibles
diferencias pueden explicarse por la RI, y determinar si la AE muestra
variaciones significativas con la pérdida ponderal obtenida mediante

tratamiento dietético.

Como en el presente estudio, la mayor parte de autores han encontrado
un aumento de la AE en los pacientes obesos comparados con un grupo control
(389; 394; 401; 405; 407, 408; 410; 534), habiéndose determinado ésta en
general con el agregdmetro Myrenne, uno de los madés utilizados en los
laboratorios de Hemorreologia Clinica por su facil manejo y reproducibilidad.

La AE no s6lo se ha valorado en el presente trabajo con el agregdmetro
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Myrenne, sino también con el agregdémetro Sefam, que proporciona una
informacion mas exhaustiva del proceso de AE, valorando la cuantia de los
agregados, el tiempo de agregacion y el “threshold”, es decir la velocidad de
cizallamiento sanguineo necesaria para desagregar los “rouleaux”. En este
sentido, hemos observado que el paciente obeso no solo presenta un aumento
de la AE valorada con ambos agregdémetros, sino que la cohesion de los
agregados eritrocitarios formados es mayor. Estos resultados coinciden con los
de otros autores que también han valorado la AE con el agregdmetro Sefam en

pacientes obesos (405; 408).

En condiciones normales, el Fbg es la proteina plasmatica con mayor
efecto sobre la AE, existiendo una correlacion positiva entre sus niveles
plasmaticos y los indices de AE (174). La mayoria de los autores han atribuido
el aumento de AE en el paciente obeso a la hiperfibrinogenemia concomitante
(389; 407), aunque Poggi y cols sugieren la presencia de otros mecanismos,
dado que observan una mejoria de la AE con la pérdida de peso, que no se
acompafia de una modificacion paralela de los niveles de Fbg (394). De igual
manera, los resultados de nuestro estudio sugieren que el Fbg no ha sido la
causa de la hiperagregabilidad eritrocitaria del paciente obeso, dado que, tras
ajustar por dicha variable en la regresion lineal, se mantienen las diferencias de
AE entre casos y controles. Ademas, la pérdida de peso se asocia a una mejoria

de la AE, a pesar de la falta de cambio de los niveles de Fbg.

Las lipoproteinas plasmaticas también influyen en condiciones
fisiologicas en la AE, habiéndose demostrado que el colesterol LDL y VLDL
la aumentan, y el colesterol HDL la disminuye (176; 177). En nuestro trabajo,
el aumento de AE en sujetos obesos respecto al grupo control persiste tras
ajustar por HDL. Asimismo, la pérdida de peso se acompaia de una mejoria
significativa de la AE, mientras que los lipidos plasmaticos no se modifican.
Ambos datos sugieren que los lipidos no juegan un papel determinante en el
aumento de AE de nuestros pacientes. Esto no es de extrafiar, ya que uno de

los criterios de exclusion del presente trabajo era la hiperlipemia.
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Samocha y cols atribuyen el aumento de AE en el paciente obeso a
factores plasmaticos entre los cuales, ademas del Fbg, incluyen la PCR (410;
420), ya que algunos estudios han sugerido que los niveles de ésta ultima
podrian ejercer algun papel sobre la AE (178-180). En nuestro trabajo, los
niveles de PCR se encuentran aumentados en los sujetos obesos, pero las
diferencias de AE entre casos y controles no desaparecen tras ajustar por PCR.
Asimismo, no hemos encontrado un descenso significativo de la PCR tras la
pérdida de peso, en contraposicion a la disminucion de la AE. Todo ello indica
que los niveles elevados de PCR tampoco son responsables del aumento de AE

encontrado en el sujeto obeso.

A diferencia de lo que ocurre tras ajustar por Fbg, LDL o PCR, las
diferencias de AE entre casos y controles desaparecen tras ajustar por IMC o
por HOMA. Tanto el IMC como el HOMA mejoran de forma importante con
la pérdida ponderal, al igual que la AE. De hecho, el porcentaje de cambio de
AE,; se correlaciona de forma significativa con el porcentaje de cambio de
IMC y de peso. Esto sugiere que el exceso de peso por si mismo y la RI son los
responsables de la mayor AE encontrada en el paciente obeso. Por tanto, en el
presente estudio hemos encontrado un aumento de la AE en el paciente obeso,
aumento que no se debe al incremento de Fbg ni de los lipidos plasmaticos,

sino a la propia obesidad y a la RI.

Pérez-Martin y cols estudiaron a 108 sujetos no diabéticos con
sobrepeso y obesidad (IMC medio 29,1 kg/m?), clasificados en funcion de la
RI determinada mediante la técnica del modelo minimo (55), y encontraron
que los pacientes con RI en el cuartil superior presentaban mayor AE,
existiendo una correlacion positiva entre la RI y la AE. La regresion lineal
mostrd6 que la insulinemia era el unico determinante de la AE en estos
pacientes (405). El mismo grupo estudid posteriormente a 158 sujetos no
diabéticos con sobrepeso y obesidad (IMC medio 29,1 kg/m?), divididos por
IMC y por RI, no encontrando mayor AE en el grupo de sujetos con mayor

IMC, pero si en el grupo de sujetos con mayor RI (401). Ambos trabajos
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concluyen que el aumento de AE es un marcador de hiperinsulinismo, lo que
es acorde con los resultados del presente estudio. Los mecanismos a través de
los cuales la RI influye sobre la AE en el paciente obeso estdn por determinar.
No parece deberse a factores plasmaticos, dado que ni el Fbg ni la PCR
parecen implicados en la hiperagregabilidad del paciente obeso. Parece mas
bien ser debida a factores celulares del propio eritrocito, que, tal y como se ha
comentado previamente, posee receptores de unidén para insulina en su

membrana (288).

V.1.e. Composicion de la membrana del hematie

Otro de los objetivos del presente trabajo doctoral ha sido valorar la
composicion de la membrana del hematie (cociente colesterol/fosfolipidos,
contenido de acido sialico, y expresion de FS en la porcion externa de la

membrana) en un grupo de pacientes obesos y en un grupo control.

V.1.e.1) Cociente colesterol / fosfolipidos

La composicion de la membrana del hematie en los pacientes con
obesidad ha sido valorada en diversos trabajos. La mayoria de los autores han
encontrado, a diferencia de nosotros, un aumento del colesterol de membrana

en pacientes obesos comparados con un grupo control (411; 412; 414; 415).

Algunos de estos autores no han excluido a los pacientes con
dislipemias moderadas, presentando los pacientes obesos cifras clinica y
significativamente superiores de CT plasmatico que los controles (412; 415).
Es sabido que el colesterol transportado por las lipoproteinas plasmaticas se
intercambia con el colesterol libre de la membrana del hematie, aumentando
¢éste en relacion al nivel de hipercolesterolemia plasmatica (535). También es

conocido que la composicion lipidica de la membrana del hematie es sensible a
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pequefios cambios en las lipoproteinas plasmaticas, aunque sus niveles se
encuentren en rangos normales (536). Por tanto, el aumento del colesterol de
membrana y el aumento del cociente colesterol / fosfolipidos obtenido en los
sujetos obesos en los mencionados trabajos podria atribuirse al aumento de los
niveles de CT plasmatico. En nuestro estudio, los valores de CT superiores a
250 mg/dL constituian un criterio de exclusion, pues nuestro objetivo era
valorar el efecto aislado de la obesidad sobre los componentes de la membrana
eritrocitaria. Aunque en nuestro trabajo los pacientes obesos también
presentaron cifras de CT plasmatico superiores a los controles, el valor medio
de CT plasmatico en los pacientes obesos en los que se determind la
composicion de la membrana fue de 194,8 mg/dL, bastante inferior al referido
por estos autores, cuyos pacientes obesos presentaron un CT medio plasmatico

de 208,5 mg/dL (412) y 219 mg/dL (415).

Sin embargo, otros autores han encontrado un mayor cociente
colesterol/fosfolipidos en las membranas eritrocitarias de los pacientes obesos
incluso habiendo excluido a los pacientes hiperlipémicos (411; 413; 537).
Algunos de ellos han atribuido este mayor cociente a un aumento del colesterol
de membrana (411), otros a una disminucién de los fosfolipidos (413), y otros
a ambos factores (414). Se ha demostrado recientemente que existe en el
interior del hematie una cantidad variable de colesterol unido a la hemoglobina
en forma de complejos hemoglobina-colesterol (538). Para conseguir
membranas eritrocitarias libres de hemoglobina, la técnica utilizada en el
presente trabajo incluye un proceso de criofractura y 6 ciclos de lavados de las
membranas fragmentadas. En las técnicas que utilizan la hemolisis para
fragmentar las membranas, la eliminacién de la hemoglobina de las mismas
puede ser incompleta, pudiendo quedar complejos de hemoglobina-colesterol
en los restos de las membranas, que se denominan “ghosts”. Por tanto, los
resultados de los trabajos en los que se ha encontrado un aumento de colesterol
de membrana utilizando “ghosts” deben ser valorados con precaucion (411;
414), ya que este aumento podria deberse a una deficiente eliminacion de la

hemoglobina de los mismos.
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Por otra parte, en algunos de estos estudios no se han expresado los
resultados en contenido de colesterol y fosfolipidos por contenido de proteina
de membrana, sino en pg de colesterol o de fosfolipidos por 10° células (414),
o en mmol de colesterol o fosfolipidos por litro (413). Esta estimacion es
mucho mas inexacta que la expresada en forma de contenido de colesterol o
fosfolipidos por contenido de proteina de membrana, utilizada por nosotros y

por la mayoria de los autores en el momento actual.

Nuestros resultados indican que la obesidad no parece tener por si
misma un efecto sobre la cantidad de colesterol ni de fosfolipidos totales de la
membrana eritrocitaria, sino que las alteraciones que se han descrito en
estudios previos serian atribuibles a las elevaciones de colesterol plasmatico,
muchas veces pequefias, que con frecuencia acompanan a la obesidad. Sin
embargo, debemos tener en cuenta que, al haber determinado la composicién
lipidica de la membrana s6lo en 20 casos y 20 controles, la consecuente
disminucion de la potencia estadistica a 70% no excluye que existieran

diferencias entre casos y controles que no hayamos podido detectar.

V.1.e.2) Contenido en acido sialico

En condiciones normales, el contenido en acido sialico de la membrana
del hematie se relaciona directamente con la AE favoreciendo la repulsion
entre los hematies, ya que contribuye fuertemente a crear la carga global
negativa de la superficie celular. En patologias como la hipercolesterolemia, se
ha propuesto que el exceso de colesterol plasmatico inhibiria la enzima sialil-
transferasa, disminuyendo asi el contenido en &cido sidlico de la membrana
eritrocitaria, y contribuyendo al aumento de AE de estos pacientes (539). Hasta
la fecha no se han publicado estudios en la bibliografia consultada que valoren
el contenido en acido sidlico de la membrana eritrocitaria en el paciente obeso.

Hemos considerado importante determinar dicho contenido, dado que su
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disminuciéon podria contribuir a la hiperagregabilidad eritrocitaria que

presentan estos pacientes.

En la presente serie de sujetos obesos, no se han observado diferencias
en el contenido de acido sidlico de la membrana eritrocitaria entre el grupo de
pacientes obesos y el grupo control. Los datos obtenidos indican que la
obesidad, a diferencia de la hiperlipemia, no modificaria el contenido en acido
sidlico de la membrana eritrocitaria. Por tanto, el aumento de AE que tanto
nosotros como otros autores han encontrado en el paciente obeso, no podria

atribuirse a una disminucion del contenido en acido sialico de la membrana.

V.1.e.3) Expresion de fosfatidilserina en la hoja externa de la bicapa

eritrocitaria

Otro aspecto que se ha valorado en el presente trabajo ha sido la
expresion de FS en la hoja externa de la bicapa eritrocitaria. En el presente
estudio, observamos que el grupo de pacientes obesos tiene mas expresion de
FS que el grupo control. Hay un tnico trabajo publicado por Samocha-Bonet y
cols que analiza mediante citometria de flujo la expresion de FS en un grupo
de 30 pacientes obesos, comparandolos con un grupo control (420). Estos
autores no encuentran diferencias en el porcentaje de FS expresada en la hoja
externa de la bicapa. La discrepancia de nuestros resultados con los de dicho
estudio no parece deberse a aspectos metodologicos, dado que en ambos casos
la técnica utilizada ha sido la citometria de flujo. Las diferencias podrian
explicarse por el menor tamafio muestral del trabajo de Samocha-Bonet y cols
(30 casos y 30 controles). Por otra parte, hemos encontrado en el presente
trabajo que el aumento de la expresion de FS en la hoja externa de la bicapa

disminuye con la pérdida de peso.

La expresion anormal de FS, aminofosfolipido cargado negativamente,

en la hoja externa de la bicapa eritrocitaria, se ha propuesto como uno de los
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mecanismos fisiopatologicos implicados en determinadas enfermedades, tanto
hematologicas como no hematoldgicas. La expresion de FS en la hemicapa
externa de la membrana celular puede activar los factores V y X, produciendo
una situacion de hipercoagulabilidad (418; 419). Se cree que éste es uno de los
principales mecanismos protromboticos implicados en la anemia de células
falciformes (540) y en la talasemia (541). En el presente trabajo hemos
encontrado que el paciente obeso presenta una hipercoagulabilidad
determinada por un aumento del fragmento F1+2, hipercoagulabilidad que
mejora con la pérdida ponderal. El aumento de la expresion de FS en la hoja
externa de la bicapa eritrocitaria del paciente obeso podria ser uno de los
mecanismos responsables del estado procoagulante que presentan estos
pacientes. No obstante, no hemos encontrado una correlacion entre la
expresion de FS en la hoja externa de la bicapa y los niveles de F1+2, ni
tampoco entre el porcentaje de cambio de ambas variables tras la pérdida de
peso. Esto indica que el aumento de la expresion de FS en la hoja externa de la
membrana eritrocitaria no es el Unico mecanismo procoagulante que puede
contribuir al aumento de los niveles de F1+2. De hecho, muchas otras causas
de hipercoagulabilidad han sido descritas en el paciente obeso, como el
aumento de factor VII (388) y de factor VIII (438), que también pueden influir
en el aumento de los niveles de F142, y que explicarian la falta de correlacion

entre la expresion de FS en la hoja externa de la bicapa, y los niveles de F1+2 .

Es sabido que la AE estd condicionada en cierta medida por la
composicion fosfolipidica de la membrana, ya que cambios en los fosfolipidos
de la hoja externa de la bicapa pueden modificar la carga negativa neta global
de la membrana, favoreciendo asi la adherencia de los eritrocitos al endotelio
(542). Mediante estos mecanismos, el aumento de la expresion de FS en la
hoja externa de la bicapa eritrocitaria podria alterar la carga negativa global de
la membrana, aumentando asi la AE y la adherencia de los eritrocitos al
endotelio, y siendo éste otro posible mecanismo mediante el cual el aumento
de la expresion de FS en la hoja externa de la bicapa podria favorecer la

aparicion de fendomenos tromboticos. De hecho, los pacientes con diabetes
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mellitus presentan un aumento de la expresion de FS en la hoja externa de la
bicapa (543), y se ha propuesto que este mecanismo podria contribuir al
aumento de la AE y de la adhesion de los eritrocitos al endotelio vascular que
presentan (544; 545). En este sentido, el mencionado aumento de la expresion
de FS podria ser uno de los mecanismos responsables de la hiperagregabilidad
eritrocitaria en el paciente obeso, produciendo mayores interacciones hematie-
hematie. Sin embargo, la falta de correlacion entre la expresion de FS y la AE
determinada con ambos agregémetros en el grupo de pacientes obesos, asi
como los resultados de la regresion lineal, no nos permiten afirmar que el
aumento de la expresion de FS en la hoja externa de la bicapa esté relacionado
con la hiperagregabilidad eritrocitaria del paciente obeso. Al igual que
nosotros, Samocha-Bonet y cols tampoco han encontrado una correlacion entre
la expresion de FS en la hoja externa de la bicapa y la AE, sugiriendo que esta
modificacion en la membrana del hematie no juega un papel importante en la

hiperagregabilidad eritrocitaria del paciente obeso.

Asimismo, se ha descrito que los fosfolipidos de la hoja externa de la
bicapa eritrocitaria presentan una mayor libertad de movimiento o fluidez que
los que estan ubicados en la hoja interna, pudiendo conferirles este hecho
mayor deformabilidad (183). Asi, el aumento de la expresion de FS en la hoja
externa de la bicapa podria causar una disminucion de la DE. Sin embargo, no
hemos encontrado que dicha alteracion de los fosfolipidos repercuta sobre la
DE de nuestros pacientes, dado que este parametro reoldgico no ha presentado

diferencias entre el grupo de casos y el grupo control.

Adicionalmente, la expresion de FS en la capa externa de la membrana
eritrocitaria es uno de los mecanismos de reconocimiento de las células
dafiadas o apoptéticas por parte de los macrofagos (546). Se ha implicado a
este mecanismo en el acortamiento de la vida eritrocitaria presente en la
anemia de células falciformes (547) y en los pacientes urémicos (548). Asi,

otra posible consecuencia del aumento de la expresion de la FS en la hoja
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externa de la bicapa eritrocitaria en nuestros pacientes, podria ser el

acortamiento de su vida media eritrocitaria.

Uno de los posibles mecanismos responsables del aumento de la
expresion de FS en la hoja externa de la bicapa del paciente obeso podria ser el
estrés oxidativo (549; 550). Los radicales libres generados durante los
fenomenos oxidativos pueden atacar a los dobles enlaces de los acidos grasos
poliinsaturados de los fosfolipidos de la membrana, causando una
peroxidacion lipidica de la misma, que se acompafia de un aumento de la
formacion de malonildialdehido, producto final de la peroxidacion lipidica
(551). La peroxidacion lipidica de las membranas eritrocitarias, con la
consiguiente formacion de malonildialhedido, inactiva la flipasa, lo que
provoca un aumento de la expresion de FS en la hoja externa de la bicapa
(550). Por tanto, el aumento de la expresion de FS que hemos observado en
nuestros pacientes podria estar en relacion con los fenomenos oxidativos que
acompafian a la obesidad y que disminuyen con la pérdida de peso (123; 131).
Sin embargo, no todos los autores han confirmado que los fendomenos
oxidativos produzcan una alteracion en la disposicion de los fosfolipidos de la

membrana del hematie (552).

V.1.f. Viscosidad sanguinea

Otro de los objetivos del presente trabajo doctoral ha sido valorar la VS
en un grupo de pacientes obesos sin diabetes mellitus, hiperlipemia o
hipertension arterial, y en un grupo control, asi como estudiar si las posibles
diferencias pueden explicarse por la RI, y determinar si la VS muestra
variaciones significativas con la pérdida ponderal obtenida mediante

tratamiento dietético.

En el presente estudio, la VSc se encuentra aumentada en el paciente

obeso, y las diferencias entre los pacientes obesos y el grupo control

186



desaparecen al ajustar por practicamente todas los demds variables: pardmetros
antropomeétricos, lipidos plasmaticos, marcadores de inflamacion, marcadores
de RI, y parametros hemorreologicos como Fbg, AE o VP. Esto probablemente
sea debido a que se trata de una prueba analitica global donde todas las
variables analizadas influyen en mayor o menor medida. Las diferencias se
mantienen al ajustar por la DE, como era de esperar, dado que no ha habido

diferencias en dicho parametro hemorreoldgico entre casos y controles.

Sin embargo, no hemos encontrado diferencias en los valores de VSn
entre casos y controles. Esto no es de extrafar, dado que el Htc es el principal
factor determinante de la VSn, y este parametro no ha mostrado diferencias
entre los pacientes obesos y el grupo control. Los hombres obesos han
presentado valores de VSn significativamente mayores a las mujeres obesas,
que parecen debidos al mayor Htc de los primeros, dado que dichas diferencias
desaparecen al ajustar por esta variable. Este aumento del Htc y de la VSn en
hombres se ha descrito igualmente en poblacion general (553), aunque en
nuestros pacientes podrian estar ejerciendo un efecto aditivo otros factores,
como los elevados niveles de insulinemia encontrados en los hombres obesos,
dado que se ha sugerido que la insulina estimula la eritropoyesis (554).
Ademas, los pacientes con obesidad morbida tienen una frecuencia de
sindrome de apneas-hipopneas del suefio que oscila entre 33 y 98% (555), y
que es mayor en hombres que en mujeres (409). Dicho trastorno respiratorio
produce un aumento del Htc, y podria contribuir al aumento del Htc y de la
VSn presente en los obesos hombres, aunque este aspecto no ha sido objeto del

presente trabajo.

No hemos encontrado diferencias al comparar la VS entre los pacientes
con IMC > 45 kg/m’ y los pacientes con IMC < 45 kg/m?, ni al compararla
entre los pacientes con SM y los pacientes sin SM. Tampoco hemos
encontrado cambios en la VS tras la pérdida ponderal. Diversos autores han
obtenido resultados similares (389), aunque otros han encontrado una

disminucion de la VS con la pérdida de peso (127; 384; 387; 400).
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V.2. ALTERACIONES DE LA HEMOSTASIA EN LOS PACIENTES
CON OBESIDAD

V.2.a. Resistencia a la proteina C activada

Otro de los objetivos del presente trabajo doctoral ha sido valorar la
existencia de R-PCa adquirida, en un grupo de pacientes obesos y en un grupo
control, y determinar si la R-PCa muestra variaciones significativas con la

pérdida ponderal obtenida mediante tratamiento dietético.

Es conocido que la R-PCa adquirida se asocia a un estado de
hipercoagulabilidad sanguinea, ya que produce un aumento de la generacion de
trombina (218). En el presente estudio se ha valorado la R-PCa mediante la
técnica descrita por Dahlback (213; 216), donde un Rs-PCa menor supone una
mayor R-PCa. No hemos observado diferencias significativas entre casos y
controles, por lo que no parece que éste sea un mecanismo responsable de la
hipercoagulabilidad que presenta el sujeto obeso. De igual manera, ninguno de
nuestros pacientes obesos ha presentado valores de Rs-PCa o Rsn-PCa por
debajo de la normalidad. Tampoco hemos encontrado cambios en la R-PCa en

los pacientes obesos tras el tratamiento dietético.

Son muchas las situaciones que se han visto asociadas a una R-PCa
adquirida. Entre ellas, destaca el aumento de ciertos factores de la coagulacion,
en especial del factor VIII, cuyos niveles se han correlacionado con la R-PCa
en el embarazo (556), en estados de inflamacién (557), y en poblacion general
(443). También se ha asociado la R-PCa adquirida con la presencia de
anticuerpos antifosfolipido (558), con el consumo de anticonceptivos orales,
sobre todo de tercera generacion (559), con el tratamiento hormonal sustitutivo
(443), y con la presencia de reactantes de fase aguda (560). Determinados
factores demograficos y factores de riesgo cardiovascular se han asociado

asimismo a R-PCa adquirida, como la edad, el sexo femenino, la presion
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arterial, los niveles de CT y los de TG; por el contrario, el tabaco parece
ejercer un efecto protector (442; 443). En nuestro trabajo, la toma de
anticonceptivos orales, el embarazo, el tratamiento hormonal sustitutivo, la
hipertension arterial y la dislipemia han constituido criterios de exclusion,
tanto en casos como en controles. Ademas, ningln sujeto se encontraba en una
fase reactante aguda. Los casos y los controles no presentaron diferencias en
cuanto al sexo, a la edad, o a la frecuencia de fumadores. Por ello, todas estas
variables no han podido actuar como posibles factores de confusion. Nuestros
resultados indican que, en nuestros pacientes seleccionados, la obesidad no se

asocia por si misma a un estado adquirido de R-PCa.

En los ultimos afos se ha estudiado la influencia de lipidos y
lipoproteinas sobre la funcidon anticoagulante de la PCa (561). Asi, se ha visto
que tanto la fosfatidiletanolamina como la cardiolipina, los glicoesfingolipidos
neutros glucosilceramida y Gb3 ceramida y el colesterol HDL estimulan la
inactivacion de F Va y F Vllla por la PCa, mientras que otros lipidos como el
colesterol LDL no presentan este efecto (562; 563). Esta accion es debida a la
incorporacion de una mayor concentracion de dichos lipidos en la membrana
lipidica, lo que le confiere un aumento de afinidad por la PCa y por tanto una
mayor capacidad para facilitar la inactivaciéon de F Va y F VlIlla por el
complejo PCa - proteina S. De hecho, Deguchi y cols han descrito que una de
las causas de la R-PCa en mujeres usuarias de contraceptivos orales de
segunda y tercera generacion es la reduccion que €stos producen de los niveles
de glucosilceramida, un lipido neutro presente en plasma y en membranas
celulares que acttia estimulando la actividad anticoagulante de la PCa (564). A
pesar de los menores niveles de colesterol HDL de nuestros pacientes obesos
respecto al grupo control, no hemos encontrado diferencias en la R-PCa entre
ambos grupos, lo que sugiere que la cantidad de colesterol HDL no esta
jugando un papel importante en la inactivacion de F Va y F VIlla por la PCa.
Sin embargo, la técnica estandar utilizada por nosotros para la medida de la R-
PCa no permite estudiar el efecto de la variacion de estos lipidos sobre la R-

PCa en pacientes obesos.
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Dos estudios poblacionales previos han encontrado una asociacion entre
R-PCa e IMC, aunque so6lo uno de ellos ha comparado la R-PCa entre sujetos
obesos y sujetos normopeso, y encontrando una mayor R-PCa en los primeros.
El primer estudio, realizado en 4.000 sujetos, tenia como objetivo analizar la
influencia de determinadas variables demograficas sobre los valores de Rs-
PCa, y observo que el IMC era uno de sus predictores (442). En el otro trabajo
(443), realizado en 943 sujetos, Lowe y cols encontraron una correlacion entre
el IMC y el Rs-PCa so6lo en mujeres. Ademas, clasificaron a los sujetos en base
a la presencia o ausencia de obesidad, encontrando menor Rs-PCa en los
sujetos obesos comparados con el grupo control. Sin embargo, el valor medio
del Rs-PCa obtenido en el grupo de obesos se encontraba dentro de la
normalidad (2,69, intervalo de confianza al 95%: 2,62 a 2,78), siendo incluso
superior al encontrado por nosotros en el grupo de pacientes obesos. Por tanto,
la relacion encontrada entre obesidad y R-PCa adquirida en dicho trabajo, pese
a ser estadisticamente significativa, no parece clinicamente relevante. Ademas,
en estos estudios no constituyeron criterios de exclusion la dislipemia, los
anticonceptivos orales, el tratamiento hormonal sustitutivo o los procesos de
fase aguda, de manera que la relacion encontrada entre R-PCa y obesidad
podria atribuirse, por ejemplo, a la dislipemia que con frecuencia acompaiia a
la obesidad. No podemos descartar, sin embargo, que la falta de diferencias
entre casos y controles encontrada en nuestro trabajo se deba a una falta de
potencia estadistica por el pequefio tamafio muestral, muy inferior al trabajo de
Lowe y cols (150 casos y 793 controles). Otros estudios poblacionales no han

encontrado una correlacion significativa entre IMC y Rs-PCa (311; 444).

V.2.b. Niveles de proteina C activada

Otro de los objetivos del presente trabajo doctoral ha sido valorar los
niveles de PCa circulante en pacientes obesos y en un grupo control, y
determinar si muestran variaciones significativas con la pérdida ponderal

obtenida mediante tratamiento dietético.
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Hemos encontrado niveles medios de PCa, PC y FI+2
significativamente mayores en el grupo de pacientes obesos que en el grupo
control. El nivel elevado de PCa en el grupo de pacientes obesos puede
explicarse por la mayor generacion de trombina, reflejada en los mayores
niveles de F1+2 en estos pacientes. La correlacion positiva entre los niveles de
PCa y los de FI+2 en el grupo control indica que, como es conocido, los
niveles de PCa vienen determinados en condiciones normales en parte por el

grado de generacion de trombina (506).

La presencia de niveles de F1+2 significativamente mayores en el
grupo de pacientes obesos confirma un estado de hipercoagulabilidad en estos
individuos (432). Este estado de hipercoagulabilidad no es debido a
alteraciones en el sistema de activacion de la PC (313), ya que los niveles de
PCa estan incluso elevados en el grupo de obesos. Sin embargo, la falta de
correlacién en el grupo de pacientes obesos en situacion basal entre los niveles
de PCa y de F1+2 sugiere que el aumento de PCa no viene determinado, al
menos en su totalidad, por el aumento observado en FI1+2, sino que existe
algin otro factor o factores que influyen en los niveles aumentados de PCa.
Uno de estos factores podria ser el aumento de los niveles de PC que hemos
observado en el paciente obeso, que podria suponer un mecanismo
compensador frente a la mayor tendencia trombdtica de estos pacientes. No
obstante, la falta de correlacion entre los niveles de PCa y los de PC sugiere
que algun otro factor debe estar implicado en los niveles aumentados de PCa,

ademas del aumento de F1+2 y de PC.

En referencia a la mayor concentracion de PC en los pacientes obesos,
varios trabajos publicados ya sugieren la existencia de un incremento de los
inhibidores de la coagulacién en el individuo obeso, como respuesta protectora
frente al aumento de los factores protrombdticos (565). De hecho, un
importante estudio poblacional, realizado en 746 hombres y 816 mujeres,
mostré una correlacion positiva entre el IMC y los niveles de PC y PS en

ambos sexos, y entre el IMC y los niveles de antitrombina en mujeres (277).
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Otra posible explicacion para el elevado nivel de PCa en los pacientes
obesos seria una mayor presencia de polimorfismos de los genes que codifican
a la trombomodulina y/o al EPCR y que generen una ganancia de funcion, lo
que produciria un aumento de la expresion de estos receptores, con el
consiguiente aumento en la generacion de PCa. De hecho, se ha descrito un
polimorfismo en la region 3’ no traducida del gen del EPCR, el 4678G/C,
asociado con un aumento del nivel de PCa circulante y con una disminucion
del riesgo de TVP (566; 567). Aunque improbable, es posible que entre los
individuos obesos estudiados por nosotros exista un mayor porcentaje con el

genotipo 4678CC, asociado con una mayor concentracion de PCa circulante.

De la misma forma que los trastornos lipidicos pueden alterar la funcién
anticoagulante de la PCa, tal y como se ha explicado previamente (562; 563),
también seria posible que dichos trastornos alterasen la activacion de la PC,
dado que ambos fendémenos ocurren en las superficies fosfolipidicas celulares.
Asi, aunque la dislipemia constituyd un criterio de exclusion en nuestro
trabajo, los pacientes obesos podrian tener aumentados los niveles de

glucosilceramida, que podria explicar, en parte, los mayores niveles de PCa.

La disminucion de los niveles de PCa tras la pérdida de peso puede ser
explicada, al menos en parte, por la reduccion de F1+2 concomitante. Sin
embargo, la falta de correlacion significativa entre el descenso de los niveles
de PCa y el de F1+2 indica que quiza otros factores diferentes a la mejoria de
la hipercoagulabilidad influyan en este descenso, como podria ser por ejemplo

una reduccion de los niveles de glucosilceramida.

Otra explicacion para el aumento de PCa en los pacientes obesos es que
presentaran un descenso concomitante de su inhibidor, el PCI. Aunque
nosotros no hemos valorado dicho inhibidor, los datos de la literatura indican
que una deficiencia de PCI es extremadamente rara. De hecho, en mas de
2.000 muestras plasmaticas de controles y pacientes con patologia trombdtica

no se ha encontrado ningun caso de deficiencia de PCI (568).
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V.3. ALTERACIONES DE LA FIBRINOLISIS EN LOS PACIENTES
CON OBESIDAD

V.3.a. Comparacion de los niveles de PAI-1 entre casos y controles

Uno de los objetivos del presente trabajo doctoral ha sido valorar los
parametros fibrinoliticos en pacientes obesos y en un grupo control. La
comparacion de los niveles basales de PAI-1 y t-PA entre ambos grupos
muestra que los pacientes obesos tienen niveles significativamente aumentados
de PAI-lag, PAI-1fc y t-PA. Esto coincide con los resultados de los autores
que han analizado los niveles de PAI-1 en la obesidad morbida (102). El
aumento en los niveles de t-PA antigénico se considera un marcador de
disfuncién endotelial (336), situacion asociada a la obesidad (96; 100; 132;
133; 421), por lo que no es de extrafiar que tanto nosotros como otros autores
hayamos encontrado un aumento de los niveles de t-PA antigénico en
pacientes obesos (435; 437; 471). Muchas de las determinaciones de t-PA,
incluida la empleada en nuestro trabajo, detectan tanto el t-PA libre como el t-
PA que forma complejos circulantes con el PAI-1 (569). Asi, el aumento de
los niveles de t-PA no siempre indica un aumento de la actividad fibrinolitica,
ya que, en caso de existir un aumento de los niveles de PAI-1, el t-PA

evaluado puede estar mayoritariamente formando complejos con el PAI-1.

Existe ademas un aumento porcentual mucho mayor de PAI-lag
(272%) que de t-PA antigénico (81%), lo que implica una hipofibrinolisis,
confirmada con el aumento del PAI-1fc que hemos encontrado. Otros autores
han demostrado esta hipofibrinolisis en pacientes con obesidad objetivando
niveles disminuidos de t-PA funcional (435) o alargamiento del tiempo de lisis

de las euglobulinas (421; 570).

Hemos observado que el IMC no se correlaciona con los niveles basales

de PAI-1 en pacientes con obesidad, pese a que al dividir a los pacientes en
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funcion del IMC superior o inferior a 45 kg/m?, se aprecia una tendencia no
significativa a mayores niveles de PAI-1 en los primeros. Por el contrario, en
el grupo control con normopeso, se observa una correlacion positiva
significativa entre los niveles de PAI-1 y el IMC. No obstante, cuando los
sujetos obesos pierden peso, aparece una tendencia no significativa a la
correlacion entre los niveles de PAI-1 y el IMC. La mayoria de los estudios
previos han encontrado, a diferencia del presente trabajo, una correlacion entre
los niveles de PAI-1 y el IMC en el paciente obeso, pero se han realizado en
pacientes con IMC medio entre 28 y 38 kg/m’, muy inferior al de nuestros
pacientes. El tunico trabajo que hemos encontrado en la literatura revisada que
ha analizado la correlacion entre los niveles de PAI-1 y el IMC en pacientes
con obesidad morbida, lo hizo después de la cirugia bariatrica (482),
encontrando una buena correlacion entre ambas variables determinadas tras
una pérdida de peso media de 13 kg/m* (IMC medio inicial: 53 kg/m?*, IMC
medio tras la cirugia: 40 kg/m?). Sin embargo, los autores no analizaron la
correlacion entre los niveles de PAI-1 y el IMC antes del tratamiento
quirtrgico. Nuestros resultados parecen indicar que, en los pacientes con
obesidad grave o morbida, se establece un umbral de peso a partir del cual la
influencia de la adiposidad es maxima, y no aumenta pese al aumento ulterior

de grasa por encima de este umbral.

La hipofibrinolisis del paciente obeso podria contribuir al exceso de
riesgo cardiovascular de estos pacientes. Un importante estudio prospectivo
realizado en hombres de edad media, el “Northwick Park Heart Study”,
demostro, tras un seguimiento de 16 afios, una relacion independiente entre la
actividad fibrinolitica disminuida y el riesgo de cardiopatia isquémica (272). El
aumento de t-PA antigénico también se ha asociado a enfermedad
cardiovascular, como muestra un metaanalisis recientemente publicado que
analizd 7 estudios prospectivos realizados en poblacion general (322). El
aumento de PAI-1 se ha relacionado con enfermedad cardiovascular de forma
menos consistente (300; 320). No existen estudios prospectivos que analicen el

riesgo cardiovascular asociado a la hipofibrinolisis en pacientes con obesidad.
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Se ha descrito la presencia de hipofibrinolisis (359) y el aumento de los
niveles de PAI-1 (362) en pacientes con TVP, aunque los estudios
prospectivos al respecto son muy escasos. Uno de estos estudios no encontrd
que los niveles de PAI-1 o de t-PA predijeran el desarrollo de TVP en personas
sanas (363). Se ha demostrado que tanto la hipofibrinolisis (364) como los
niveles elevados de PAI-1 (224) se asocian a recurrencias de TVP. Por tanto, la
asociacion entre aumento de PAI-1 y TVP no es consistente y requiere mas
estudios (367). La asociacion entre hipofibrinolisis y TVP en pacientes con

obesidad no ha sido estudiada.

V.3.b. Comparacion del polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1 entre

casos y controles

Otro de los objetivos del presente trabajo doctoral ha sido valorar el
polimorfismo 4G/5G del gen del promotor del PAI-1 en pacientes con
obesidad y en un grupo control y su contribucion a los niveles totales de PAI-

l.

Estudios preliminares en ratas sugieren que los niveles de PAI-1 pueden
jugar un papel en el desarrollo de la obesidad y en la diferenciacion de los
adipocitos (462), aunque los resultados de estos trabajos han sido
contradictorios (463-466). Se ha involucrado al PAI-1 en la migracion celular
en el tejido adiposo, actuando como regulador de la adipogénesis (571).
Diversos trabajos en humanos han intentado relacionar el polimorfismo 4G/5G
del gen del promotor del PAI-1 con la presencia de obesidad, con resultados
contradictorios. Un estudio en 505 pacientes mostrd una frecuencia doble de
obesidad en portadores del alelo 4G del polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-
I, comparada con la de los portadores del alelo 5G (467), aunque la
metodologia de este trabajo ha sido criticada (572). Otro estudio realizado en
93 pacientes no encontrd diferencias en la distribucion del genotipo de dicho

gen entre pacientes con obesidad y un grupo control (469). Otro trabajo
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realizado en 91 pacientes con amplio rango de peso concluy6 que el genotipo
5G/5G se asociaba a mayor IMC (245). Un estudio reciente de caracteristicas
similares en 666 pacientes ha encontrado una asociacion entre el polimorfismo
4G/5G del gen del PAI-1 y el IMC en mujeres, pero no en hombres (573). Un
estudio realizado en 102 en nifios obesos ha encontrado igualmente un
aumento en la frecuencia del genotipo 4G/4G (466). Otro trabajo reciente en
nifios concluye que aquellos con historia familiar de obesidad o SM presentan
una frecuencia mayor del genotipo 4G/4G que aquellos sin historia familiar o
que el grupo control (574). Nuestros resultados sugieren una relacion entre el
alelo 4G del polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1, y la presencia de
obesidad, dado que, aunque no existen diferencias significativas en la
proporcion de los distintos genotipos entre casos y controles, se aprecia una
tendencia a la mayor presencia del alelo 4G en el grupo de pacientes obesos.
Es posible que el tamafio de nuestra muestra fuera insuficiente para que estas

diferencias fueran significativas.

Por otra parte, también hemos analizado en nuestro estudio la posible
relacion del alelo 4G con los niveles de PAI-1 que han descrito otros autores
en poblacion general (238; 241) y en pacientes obesos (469). Nuestros
resultados en el grupo control confirman estos datos en poblacion sana. Sin
embargo, no hemos encontrado una asociacion entre el alelo 4G y los niveles
de PAI-1 en los pacientes obesos en situaciéon basal. No obstante, tras la
pérdida de peso, los pacientes obesos con el alelo 4G muestran una tendencia a
presentar niveles superiores de PAI-1, que no alcanza la significacion
estadistica. Nuestros datos en pacientes obesos respecto a la asociacion del
alelo 4G con los niveles de PAI-1 sugieren que, en obesidad morbida, la
influencia del exceso de peso seria tal, que los niveles de PAI-1 habrian
llegado a unos niveles maximos por encima de los cuales no podrian aumentar
mas en respuesta a los factores genéticos. Al disminuir estos niveles con la
pérdida ponderal, empezaria a manifestarse la influencia de estos factores
genéticos sobre los niveles de PAI-1. De hecho, el tinico trabajo que se ha

publicado al respecto en pacientes adultos con obesidad (469), y que encontro
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una relacion entre el alelo 4G y los niveles de PAI-1, estudid a 93 pacientes
con un IMC superior a igual a 25 kg/m* (IMC medio 36,3 + 6,9 kg/m?),
inferior al IMC de nuestros pacientes. Estos autores concluyeron que el
polimorfismo 4G/5G era un determinante de los niveles plasmaticos de PAI-1,

que eran mayores en el genotipo 4G/4G, intermedios en el 4G/5G, e inferiores

en el 5G/5G.

La posible influencia del genotipo 4G/5G del gen del PAI-1 en la
respuesta de los niveles de PAI-1 al tratamiento dietético se analiza mas

adelante.

V.3.c. Asociacion del PAI-1 en la obesidad con la resistencia insulinica

Otro de los objetivos del presente trabajo doctoral ha sido valorar la
asociacion de los niveles de PAI-1 con factores metabdlicos como la RI o los

niveles de TG en pacientes con obesidad y en un grupo control.

El estudio basal de correlaciones ha mostrado que los niveles de PAI-1
se relacionan con los marcadores de RI (HOMA, insulina) en los pacientes
obesos. En el grupo control con normopeso, no se ha observado esta
correlacion entre los niveles de PAI-1 y los marcadores de RI. Al igual que en
el presente trabajo, otros autores han encontrado una correlacion entre los
niveles de PAI-lag y la RI en pacientes obesos adultos (102; 437; 468; 476-
479; 487; 575).

Asimismo, hemos encontrado una tendencia de los pacientes obesos
con SM a presentar cifras mayores de PAI-1 que los pacientes obesos sin SM.
Dichas diferencias probablemente no sean significativas en nuestro trabajo por
la reduccion muestral resultante de la estratificacion de la muestra. Asi, un
estudio reciente realizado en 32 mujeres obesas demostré que aquellas con RI

presentaban mayores concentraciones de PAI-1 (102). En diversos estudios se
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ha propuesto que tras la relacion entre PAI-1 y obesidad subyace la RI (576),
que se considera actualmente uno de los principales reguladores del PAI-1
(246). De hecho, el aumento de PAI-1 se considera en la actualidad un

componente mas del SM (447-450).

La RI y el hiperinsulinismo resultante podrian ser los responsables del
aumento de PAI-1 en la obesidad (483), dado que la insulina estimula la
sintesis de PAI-1 a nivel hepatico (459) y adiposo (257; 263). Otros autores
opinan que no seria la insulina, sino el aumento de la produccién de citoquinas
TNF-a y TGF-B por el tejido adiposo (93), lo que estimularia la sintesis de
PAI-1 por el tejido adiposo, de una manera autocrina o paracrina. El aumento

de estas citoquinas seria asimismo el responsable de la RI (70)

Destaca la falta de correlacion en nuestro trabajo entre los niveles
basales de PAI-1 y los de TG, tanto en el grupo de casos como en el grupo
control, pese a que se ha sugerido que éstos ultimos son, junto con el IMC, los
principales predictores de los niveles de PAI-1 en poblacién general (250).
Probablemente este hecho se encuentre en relacion con los criterios de
exclusion de nuestro trabajo, dado que los individuos con cifras de TG
superiores a 250 mg/dL eran excluidos del estudio. Tampoco hemos
encontrado una asociacion entre los niveles plasmaticos de leptina y los de
PAI-1, a diferencia del unico otro estudio publicado en obesidad morbida,

aunque cabe destacar que dicho trabajo carecia de grupo control (482).

V.3.d. Efecto de la pérdida de peso sobre los niveles de PAI-1 en la
obesidad

Otro de los objetivos del presente trabajo doctoral ha sido determinar si
los niveles de PAI-1 mostraban variaciones significativas con la pérdida

ponderal obtenida mediante dieta. Hemos observado una mejoria importante y
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significativa de los niveles de PAI-lag y PAI-1fc tras el tratamiento dietético,
con un porcentaje medio de descenso de los mismos de 23,3% y 31,6%
respectivamente (p<0,001). Estos resultados estdn en consonancia con los
descritos por otros autores que han analizado la influencia de la pérdida de
peso sobre la fibrinolisis en pacientes con obesidad morbida (421; 482; 484).
Asimismo, hemos encontrado que los pacientes que presentan mayores
descensos porcentuales de PAI-1 son aquellos con mayores niveles iniciales
del mismo. Este hecho ha sido previamente descrito en un anterior trabajo

realizado en mujeres premenopausicas con IMC medio de 30,8 kg/m* (430).

Ademas, hemos observado que el porcentaje de cambio de PAI-1 es
proporcional al porcentaje de cambio de IMC, y no al porcentaje de cambio del
indice HOMA o de TG. Este dato parece indicarnos que seria la disminucion
de la masa grasa la responsable de la mejoria de los niveles de PAI-1, mas que
la mejoria de factores metabdlicos tales como la RI o los TG. Los demads
autores que han analizado la posible relacion entre cambios de IMC y cambios
de PAI-1 han utilizado valores absolutos como la diferencia entre la variable
inicial y la variable final, y no el porcentaje de cambio, mas recomendable
dado que es independiente de las unidades de medida. Algunos de ellos han
encontrado resultados similares a los nuestros, con correlaciones entre los
descensos de los niveles de PAI-1 y los descensos de IMC o grasa corporal

(477, 482), y otros no han encontrado correlacion (257; 421).

Hemos observado asimismo un descenso de PAI-1 mayor en el
genotipo 5G/5G, al limite de la significacion estadistica. Estas diferencias no
se pueden atribuir a diferentes pérdidas de peso pues el porcentaje de cambio
de IMC fue similar en todos los genotipos. Se sabe que el polimorfismo 4G/5G
puede modular la influencia de determinados factores sobre los niveles de PAI-
1, como el ritmo circadiano (577), los lipidos (238; 578), el SRAA (579), la
actividad fisica (580), y el tratamiento hormonal sustitutivo con estrégenos
(581). Nuestros resultados indican que el polimorfismo 4G/5G puede modular

igualmente la respuesta de los niveles de PAI-1 a la pérdida de peso en
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pacientes con obesidad, presentando los sujetos sin el alelo 4G mejor respuesta
a la misma. No hemos encontrado en la literatura revisada ningun estudio que
analice la respuesta de los niveles de PAI-1 a la pérdida de peso en obesidad
morbida en funcidn del genotipo. Es probable que las diferencias de cambio de
PAI-1 en funcion del genotipo no alcancen la significacion estadistica en
nuestro trabajo por la reduccion de la muestra debida a la estratificacion por

genotipo.
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VI. CONCLUSIONES
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1) Las alteraciones hemorreoldgicas asociadas a la obesidad y los
cambios obtenidos con la pérdida ponderal se resumen en los

siguientes puntos:

— Los pacientes obesos presentan un perfil hemorreoldgico alterado,
caracterizado por un aumento de los niveles de fibrindgeno, de la
viscosidad plasmatica, de la viscosidad sanguinea a hematocrito
corregido, y de la agregabilidad eritrocitaria. Esta hiperagregabilidad no
parece deberse al aumento de los niveles de fibrindgeno ni de los
lipidos plasmaticos, sino a la propia obesidad y a la resistencia

insulinica asociada a la misma.

— La deformabilidad eritrocitaria no se encuentra disminuida en los
pacientes obesos, posiblemente debido a la ausencia de alteraciones en
el contenido en colesterol y fosfolipidos de la membrana eritrocitaria.
Sin embargo, los pacientes obesos con sindrome metabolico presentan
una menor deformabilidad eritrocitaria, correlacionandose ésta de

forma negativa con la resistencia insulinica.

— Los niveles aumentados de fibrindgeno, de viscosidad plasmatica y de
viscosidad sanguinea no se modifican con la pérdida de peso alcanzada
tras tres meses de dieta hipocaldrica. Sin embargo, la agregabilidad
eritrocitaria mejora de forma significativa con la pérdida de peso, al

igual que la resistencia insulinica.

— Como hallazgo no descrito hasta el momento actual, hemos encontrado
un aumento de la expresion de fosfatidilserina en la hoja externa de la
membrana eritrocitaria en los pacientes obesos, lo que podria contribuir

al riesgo protrombdtico de estos pacientes.
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2)

3)

Las alteraciones del sistema de la proteina C asociadas a la
obesidad y los cambios obtenidos con la pérdida ponderal se

resumen en los siguientes puntos:

No hemos encontrado en los pacientes obesos un estado de resistencia a
la proteina C activada adquirida. Tampoco hemos encontrado cambios

significativos en dicho parametro tras la pérdida de peso.

Los niveles de proteina C activada estan aumentados en los pacientes
obesos, debido en parte a la mayor generacion de trombina y a los
mayores niveles de proteina C. Tras la pérdida de peso, hemos
observado una disminucion de los niveles de proteina C activada,

debida en parte a una reduccion de la generacion de trombina.

Las alteraciones fibrinoliticas asociadas a la obesidad y los cambios
obtenidos con la pérdida ponderal se resumen en los siguientes

puntos:

Los pacientes obesos presentan una hipofibrinolisis manifestada por un
aumento de los niveles de PAI-1 antigénico y funcional. No se ha
encontrado en estos pacientes una asociacion significativa entre dichos

niveles y la presencia del alelo 4G.

En los pacientes obesos, la resistencia insulinica se relaciona con los
niveles de PAI-1. Los pacientes obesos con sindrome metabolico
muestran una tendencia no significativa a presentar cifras mayores de

PAI-1.

Tras la pérdida de peso, se observa una disminucion significativa de los
niveles de PAI-1 antigénico y funcional. El porcentaje de cambio de

PAI-1 se correlaciona con el porcentaje de cambio del indice de masa
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corporal. Se observa una tendencia no significativa en los pacientes
obesos portadores del alelo 4G a un menor descenso de PAI-1 en

respuesta a la pérdida de peso.

Como  conclusion  final, hemos evidenciado  alteraciones
hemorreologicas, fibrinoliticas y de la hemostasia asociadas a la obesidad.
Algunas de estas alteraciones han mejorado de forma significativa con la
pérdida de peso, lo que podria ayudar a reducir el riesgo trombotico de estos

pacientes.
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