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Resumen

La obesidad, es una patologia que se estd expendiendo en los paises desarrollados,
que se asocia comunmente con un perfil lipidico aterogénico. Sin embargo hay un
fenotipo dentro de la poblacion con obesidad que se caracteriza por presentar un perfil

cardiometabdlico sin alteraciones, el lamado “obeso metabdlicamente sano” (OMS).

No se ha estudiado hasta el momento el perfil avanzado y exhaustivo de las
lipoproteinas en este fenotipo y tampoco cémo un programa personalizado de pérdida
de peso basado en consumo de dieta mediterranea y promocion de ejercicio fisico
diario que impactaria en dicho perfil lipidico, objetivos principales de esta tesis

doctoral.

En este proyecto hemos caracterizado este perfil lipidico de manera completa
utilizando como metodologia dos técnicas compatibles pero distintas entre si. Por un
lado hemos estudiado el perfil lipidico mediante las técnicas convencionales y
rutinarias de un laboratorio de andlisis clinicos dentro de un hospital de tercer nivel y
por otro lado, hemos analizado el perfil lipoproteico mediante una nueva técnica de
cuantificacion lipidica como es la espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(*H-RMN), la cual incluye nuevos pardmetros de cuantificacion como son el nimero

de particula y los tamafios de las lipoproteinas.

Para ello hemos reclutado 115 mujeres OMS (35-55 afios), con un IMC de 30—-40
Kg/m?, que presentaban 1 o ninguna de las siguientes alteraciones cardiometabdlicas:
presion arterial 2135/85 mmHg, glucosa plasmatica en ayunas 2100 mg / dL,

HDL-C <40 mg/dL en varones o <50 mg/dL en mujeres, triglicéridos 2150 mg/dL.
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Todas las participantes se han incluido de forma voluntaria a una intervencién de
modificacion de estilo de vida basada en consumo de dieta mediterranea con
restriccion calorica y realizacion de ejercicio fisico diario. El periodo de ejecuciéon de
este estudio ha sido de 2 afios de duracion durante el cual hemos analizado el perfil
lipoproteico de las participantes al inicio, tras 3 meses y tras 2 afios desde el inicio de

dicha intervencion.

Las participantes reclutadas se clasificaron en 3 grupos en funcién de la pérdida de
peso corporal conseguido <5%, 25% a <10% y =210% observandose modificaciones,
aunque manteniéndose dentro de la normalidad, en los niveles circulantes de las

distintas lipoproteinas desde el inicio de la intervencion.

Por otro lado, cuando comparamos los resultados obtenidos por las distintas técnicas
(convencional vs *H-RMN), encontramos diferencias de medicién para los niveles de
LDL-C y los niveles de HDL-C, con lo que podemos estar sobreestimado el riesgo

cardiovascular de la poblacién OMS.
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PARTE I. MARCO TEORICO
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CAPITULO 1. Pacientes con Obesidad y Metabdlicamente Sanos
(OMS)

1.1 Definicién de obesidad

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, la obesidad es una enfermedad crénica
caracterizada por el aumento de la grasa corporal, que se asocia a un mayor riesgo

para la salud (1).

La OMS clasifica la obesidad basandose en el indice de Masa Corporal (IMC), relacion
entre el peso (kilos) y la altura (metros al cuadrado) del individuo, (kg/m?). Esta

clasificacién se resume en la Tabla 1.

Clasificacion IMC (kg/m?)
Normopeso ' 18,5-24,9
Sobrepeso 25-29,9

Obesidad grado | 30-34,9

Obesidad grado |l 35-39,9

Obesidad grado Il =40
(mérbida)

Tabla 1. Clasificacién de la obesidad segun la OMS (2)

El IMC proporciona una medida muy 0til acerca del sobrepeso y la obesidad en la
poblacién. Sin embargo, tiene algunas limitaciones. El IMC es una medida subrogada
de la adiposidad ya que mide cuanto se pesa de mas y no el exceso de grasa corporal.
Diversos factores como la edad, el sexo, la raza y la masa muscular pueden influir en

la relacién entre el IMC y la adiposidad corporal (3,4).

Las medidas antropométricas de obesidad abdominal (perimetro de la cintura e indice
cintura-cadera), dan mayor informacion sobre la adiposidad visceral por lo que son

mejores predictores de enfermedades cardiovasculares (5) y de diabetes tipo 2 (6,7).
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A nivel poblacional, existe una fuerte correlacion entre el IMC y el perimetro de la
cintura (PC), pero a nivel individual para cada nivel de IMC los sujetos con mayor
obesidad abdominal tienen més riesgo cardiometabdlico. Mas del 95% de los obesos
presentan un perimetro de la cintura elevado segun criterios del National Cholesterol

Education Program Adult Treatment Panel Il (ATP 1lI) (8).

La obesidad es un estado patoldégico crénico de origen heterogéneo; prevenible
cuando existe un exceso de tejido adiposo en el cuerpo, por tanto el riesgo de
desarrollar complicaciones cardiometabdlicas a largo plazo, puede variar bastante

entre los individuos (9,10).

Dicha heterogeneidad, hace referencia a que es a una enfermedad polifacética que
genera cambios de aspecto no sélo fisico, sino que también produce problemas
psiquicos, de estrés, problemas de personalidad, hormonales (11-13) y sobre todo
problemas cardiovasculares(14-16). En los ultimos afios se ha producido una gran
prevalencia de este patologia, sobre todo en los paises desarrollados (13,14,16,17).
Tanto es asi, que ha sido considerada como un problema de salud publico y ha sido
calificada como epidemia (18); afectando mas al sexo femenino que al masculino

(19-21).

Segun Eurostat Research del afio 2017, el 51.6% de la poblacién europea tiene
sobrepeso u obesidad (22,23), lo que implica que una de cada dos personas esta
afectada por esta patologia; o lo estara en el futuro si no se logra detener dicha

epidemia.

21



1.2 Epidemiologia

Hay multitud de causas factores de riesgo que pueden favorecer la aparicion de la
obesidad, como son los factores genéticos, ambientales o los relacionados con el

estilo de vida.

Factores genéticos. Se han comprobado en diferentes estudios la existencia de un
componente genético para la obesidad, es decir existe una variedad de loci genéticos
asociados con la forma mas comun de obesidad, lo que permite una asociacién muy
fuerte sobre la arquitectura genética subyacente de este fenotipo asi como una
heredabilidad del IMC (24,25). Por otro lado se ha establecido una relacion directa

entre diferentes genes y el desarrollo de determinados tipos de obesidad (26—-30).

Factores ambientales. Tanto vivir en una determinada area geografica (31) como el
entorno familiar pueden favorecer el desarrollo de la obesidad (32,33). Se ha
demostrado que los hijos de madres activas duplican los niveles de actividad y si
ambos progenitores son activos se vera incrementado los niveles 6ptimos de actividad

fisica del nifio en 5.8 veces (33,34).

Factores de estilo de vida. Se ha relacionado los estilos de vida (habitos dietéticos y
habitos de ejercicio fisico) (21) con la aparicion de obesidad y estan estrechamente
relacionados con el indice de masa corporal (IMC) (35). Se ha visto que poseer un alto
IMC eleva el riesgo de sufrir un evento cardiovascular (ECV) y causar una muerte
prematura (36). No obstante, esta asociacion no es estrictamente lineal (37); y algunos
estudios sugieren que existe una obesidad paradojica (35,37); en los cuales existiria

diferentes rangos de IMC que estan relacionados con muerte prematura (35).

A pesar de todos estos factores de riesgo asi como de estados metabdlicos, existen
algunos individuos que tienen un IMC elevado pero no tienen un estado
clinico/bioquimico alterado. Este subgrupo dentro de la obesidad es llamado como
sujeto con obesidad y metabdlicamente sanos (OMS)(38-41).
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1.3 Sujetos con Obesidad Metabolicamente Sanos (OMS) y clasificacion

En la actualidad existe una falta de consenso a la hora de definir a los OMS entre los

diferentes investigadores.
No obstante se clasifican en base a tres pardmetros fundamentales (37):

e IMC
e Grado de resistencia a la insulina

e El nimero de anomalias metabdlicas

Sin embargo aunque categoricemos en el mismo de IMC, las condiciones metabdlicas
y los resultados clinicos pueden diferir entre los distintos estados de salud (37). Esto
implica que determinados individuos con obesidad, presentan un menor grado de
resistencia insulinica y adiposidad visceral junto con perfiles de riesgo cardiovascular
(RCV) mas favorables; a pesar de presentar un IMC mas elevado, clasificandose por
tanto como un fenotipo saludable dentro de la obesidad. Son los denominados

individuos OMS (42-45).

Dentro de la diversidad de estudios a la hora de definir a los OMS, algunos autores
indican que los OMS tienen una distribucion de la grasa corporal normal, perfil
hormonal normal, bajo perfil proinflamatorio (46-49), lipidico normal (50) e

inmunolégico (51).

Existen diferentes patrones de distribucion de grasa corporal. El aumento de grasa
visceral y grasa ectépica (intramuscular, hepatica y epicardica) esta relacionada con el

riesgo cardiometabdlico (52).

La grasa hepética ha sido identificada como un posible predictor de obesidad

metabdlicamente no saludable, diabetes tipo 2 y arteriosclerosis subclinica (53-57).
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Los sujetos con obesidad metabdlicamente no saludables (OMNS) poseen un tejido
adiposo disfuncional con adipocitos méas grandes, un aumento de infiltrado de células
inmunes, una elevacion de estado proinflamatorio, una capacidad reducida de tejido
adiposo subcutaneo en expansion y un aumento de la deposicion de grasa ectépica, lo
que conduce a lipotoxicidad, resistencia a la insulina en tejidos periféricos, y una gama

de trastornos metabdlicos (52,58).

Sin embargo, en individuos OMS, el exceso de calorias es canalizado en tejido
adiposo subcutdneo sensible a la insulina, tejido que es capaz de poseer expansion;
por lo que, la grasa visceral y la adiposidad ectépica se reducen, la infiltracion de
macrofagos y aumento del estado proinflamatorio son atenuados, y la sensibilidad a la

insulina se conserva (59-62).

Existen importantes diferencias bioquimicas entre los individuos OMS vy los individuos

OMNS recogidas en la Tabla 2.

Obesos Metabodlicamente Obesos Metabdlicamente no
Sanos (OMS) sano (OMNS)
Masa alta en grasa Masa alta en grasa
Alta sensibilidad a la insulina Baja sensibilidad a la insulina
Baja grasa ectopica Alta grasa ectopica
Triglicéridos bajos Triglicéridos altos
Baja inflamacion Alta inflamacion
Alto nivel de colesterol HDL Bajo HDL-colesterol
Bajo espesor intima-media Alto grosor intima-media
Alta adiponectina Baja adiponectina
Bajo ApoB ApoB alto

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas diferenciales en individuos OMS y OMNS.
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En la actualidad no existe consenso a la hora de definir al sujeto OMS por lo que se

han realizado multitud de estudios que analizan cuéles deberian ser estos criterios

diagndsticos para identificar a un sujeto como OMS.

Presion
arterial
(mmHg)

Triglicéridos
(mg/dl)

HDL (mg/dl)

LDL (mg/dl)

Glucosa
(mg/dl)

HOMA

Wildman et
al.(20)

> 130/85 o
tratamiento
antihipertensivo

Karelis
/Rabasa-
Lhoret
(63)

Meigs et
al.(64)

> 130/85 o
tratamiento
antihipertensivo

Aguilar-
SEUNES
et al.(65)

> 140/90

Meigs et
al.(64)

=150 >150 0 =150
tratamiento
<40 (V),<50 <500 <40 (V),<50 <40
(M) o tratamiento (M)
tratamiento
> 1000
tratamiento
21000 100-124 Presencia
tratamiento (excluidos los de
diabéticos) diabetes
>513 >27 = percentil
(percentil 90) 75
(Entre
sujetos no
diabéticos)
PCRs > 0,1 PCRs > PC =102 cm
mg/| 3mg/l (V) /88 cm (M)
< 2 criterios <2 < 3 criterios O criterios | O criterios
criterios

Tabla 3. Pardmetros para definir a OMS.

El programa Nacional de educacion sobre el colesterol NCEP ATPIIIl (66) incluye los

criterios de clasificacion para los sujetos OMS. Para ello define la presion arterial

sistélica >130 mmHg y la presion diastdlica >85 mmHg, triglicéridos =21.70 mmol/L,

HDL-C <1.29 mmol/L en mujeres y <1.03 mmol/L en hombres, glucosa plasmética en

ayunas =5.6 mmol/L, perimetro de cintura >88 cm para mujeres y >102 cm para
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hombres. Por tanto este programa considera que para que se den condiciones

metabdlicas de sujeto OMS tienen que cumplirse menos de 3 de estos criterios.

En este trabajo de investigacién nos hemos decantado por utilizar la clasificacién de
Wildman et al. (20), debido a que sus criterios de seleccion para los sujetos OMS son
los mas parecidos a los criterios diagnésticos de sindrome metabdlico de la ATP Il

(66), y ademas incluye parametros inflamatorios (PCR).

Adicionalmente esta clasificacion incluye el indice de resistencia insulinica (HOMA),

asi como la glucosa plasmatica en ayunas.

Sin embargo como hemos visto, a pesar de incluir muchos pardmetros; la mayoria de
autores no incluye la concentracién de lipoproteinas de baja densidad (LDL-C),
estando estas Ultimas muy relacionadas con el riesgo de sufrir eventos

cardiovasculares; sobre todo en los individuos con obesidad (67-72).
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CAPITULO 2. Lipidos

2.1 Composicion y Metabolismo de las lipoproteinas

Las lipoproteinas son complejos macromoleculares compuestos por proteinas y lipidos
que transportan masivamente las grasas por todo el organismo. Son esféricas,
formadas por un nudcleo de lipidos apolares (colesterol esterificado y triglicéridos)
cubiertos con una capa externa polar de 2 nm formada a su vez por apoproteinas,

fosfolipidos y colesterol libre (73,74).

Las apolipoproteinas de las lipoproteinas tienen, entre otras funciones, la de la
estabilizacién de las moléculas de lipidos como triglicéridos, fosfolipidos, colesterol, en

un entorno acuoso como es la sangre.

e Colesterol total
El metabolismo de las particulas lipoproteicas, se encuentra constituido por el
colesterol total, los triglicéridos, las lipoproteinas de baja densidad (LDL), las

lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y las lipoproteinas de alta densidad (HDL).

El colesterol total, es un esterol, derivado del ciclopentanoperhidrofenantreno. Esta
constituida por 4 anillos condensados y que a su vez presentan dos radicales metilo en
las posiciones C-10 y C-13, una cadena alifatica de ocho carbonos en la posicidon
C-17, un grupo hidroxilo en la posicion C-3 y una insaturacién entre los carbonos C-5y

C-6 (73,74).

La biosintesis endégena del colesterol tiene lugar en el reticulo endoplasmico liso del
higado. Aunque, mas bien la mayor fuente del colesterol de un individuo proviene de la
sintesis enddgena; existe una cantidad de colesterol que varia de unos individuos a
otros dependiendo de su alimentacion, que proviene de la dieta exdgena. Esta
molécula tiene funciones imprescindibles en nuestro organismo como formar parte de
las estructuras de las membranas de las células de los 6rganos y tejidos e intervenir
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en la sintesis de otras moléculas como las hormonas sexuales, precursor de la

vitamina D y sales biliares (75).
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Figura 1. Metabolismo de las Lipoproteinas. Tomado de Thompson GR, (76)

Una alta ingesta de colesterol produce una disminucién de la sintesis del mismo y
viceversa. Este mecanismo esta regulado por un complejo sistema llamado Sterol
Regulatory Element Binding Proteins (SREBPSs). La sintesis enddgena de colesterol
esta regulada principalmente por una enzima llamada hidroximetilglutaril coenzima A
reductasa (HMG-CoA reductasa) y es la principal diana de los farmacos

antilipemiantes para reducir la sintesis endégena de colesterol.

Por tanto esta molécula es fundamental para el correcto funcionamiento del
organismo. Sin embargo, elevadas concentraciones de colesterol en el torrente
circulatorio puede llevar a estrechar las arterias y producir un engrosamiento de las
mismas produciendo favoreciendo por tanto la arteriosclerosis asi como elevando el

riesgo cardiovascular de las personas (73-75).
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No obstante el colesterol viaja unido a través de las diferentes lipoproteinas como se
ha mencionado anteriormente, siendo estas las (VLDL, LDL, HDL y quilomicrones)

aungue la mayor parte del colesterol viaja en forma de ésteres de colesterol.
e Quilomicrones (QM)

Los lipidos que son ingeridos a través de la dieta van a ser absorbidos en el intestino y
una vez alli son ensamblados con diferentes apolipoproteinas en el reticulo
endosplasmico y en el aparato de golgi para formar los quilomicrones. Durante este
proceso van a intervenir una serie de proteinas que son las proteinas microsomales
de triglicéridos (MTP). Estas proteinas se encargan de transferir lipidos a la
Apolipoproteina B-48 (ApoB48) para formar de forma progresiva y a medida que vaya

adquiriendo mas lipido, un QM (77-79).

La funcién principal de los QM es transportar la grasa adquirida de la dieta y
transportarla hacia la linfa, para alcanzar finalmente el torrente sanguineo (77). Los
QM variardn su tamafio dependiendo de la cantidad de grasa ingerida y de la

composicion de los triglicéridos (80).

Una vez vayan forméandose los QM, van a ir adquiriendo de forma progresiva 2
apolipoproteinas siendo estas, la APO-CIl y APO-E. Este proceso se produce a través
de las HDL. Las funciones de estas apolipoproteinas son la activacién de la enzima
lipoprotein lipasa (LPL) y la eliminacion posterior del remante de QM respectivamente

(77,81).

Los QM, van a sufrir una lip6lisis por accion de la LPL y se va producir la pérdida de la
mayor parte de los triglicéridos (73,74,82). Posteriormente los acidos grasos van a ser
captados por las células musculares y por los adipocitos. La particula que queda
resultante de todo este proceso es el llamado remante de QM y sera captado por los

receptores de LDL a nivel hepético, principalmente por proteoglicanos de heparan
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sulfato y la proteina relacionada con el receptor de LDL (77,83,84). Esta captacion es

mediada por la APO-E y la lipasa hepatica (73,74).
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Figura 2. Ruta de sintesis de los Quilomicrones. Tomkin et al. (85)

e Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)

Estas particulas son producidas en el higado en el reticulo endosplasmico y en el
aparto de golgi. Se encargan de ensamblar lipidos enddgenaos, constituidos en su

mayoria por triglicéridos; con las diferentes apolipoproteinas como son la APO B-100.

Estos triglicéridos end6genos normalmente provienen de diferentes rutas metabdlicas
siendo las mas habituales, la lipdlisis del tejido adiposo que da lugar a acidos grasos
libres; la lipogénesis dando lugar en el higado a la formaciéon de novo, y la captacion

de remanentes de VLDL y QM (77,86,87).

En los sujetos OMS, al igual que en la obesidad y en la diabetes, se produce un
aumento de la los acidos grasos, lo que conlleva a un aumento de las lipoproteinas de

VLDL (77,86,88).
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Durante el proceso de sintesis de VLDL, la proteina MTP tiene una especial
importancia, ya que se encargard de ir transfiriendo los diferentes lipidos a las

particulas de VLDL nacientes.

Las particulas de VLDL formadas a nivel extrahepdético, van a sufrir una hidrolisis por
accion de la LPL, formandose los remanente de VLDL o particulas de densidad

intermedia (IDL) (73).
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Figura 3. Mecanismo de Sintesis de VLDL. Tomado de Jiang ZG et al. (89)

e Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL)

Las IDL intervienen fundamentalmente en dos rutas metabdlicas. Una de ellas es
bastante similar a la de los remantes de QM. Sin embargo la ruta metabdlica mas
comun para este tipo de lipoproteina es permanecer en el torrente circulatorio y a
través de la lipasa hepatica que rompe los triglicéridos y a proteina transferidora de
ésteres de colesterol (CETP) que capta los ésteres de colesterol a partir de HDL; da

lugar a las lipoproteinas de baja densidad o LDL. (77,90,91).
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e Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

La mayor parte del colesterol se transporta en la sangre unido a proteinas, formando
las lipoproteinas de baja densidad o LDL. Cuando la célula necesita colesterol para la
sintesis de membrana, produce proteinas receptoras de LDL y las inserta en su
membrana plasmatica. El colesterol es captado pasa a los lisosomas donde se
hidrolizan los ésteres de colesterol dando lugar a colesterol libre, que de esta forma
gueda a disposicion de la célula para la biosintesis de las membranas. Si se acumula
demasiado colesterol libre en la célula, ésta detiene tanto la sintesis de colesterol
como la sintesis de proteinas receptoras de LDL, con lo que la célula produce y
absorbe menos colesterol. Esta via regulada para la absorcién del colesterol puede
estar alterada en algunos individuos, por lo que el aumento de colesterol en sangre

resultantes predisponen a estos individuos a una aterosclerosis (73,74).

Las lipoproteinas de LDL ya tienen en su membrana una apolipoproteina que es la
APO B-100. Esta va a hacer que ya bien sea por una ruta u otra sea captada por los
receptores de LDL de la membrana de las células y sea endocitada al interior de la

misma.

Las diferentes rutas metabdlicas pueden ser, o bien viajar hacia el higado o en su

mayoria distribuirse hacia los tejidos extrahepaticos (73,74).
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Cuando esto sucede, las células expresan en su membrana el receptor de LDL y los
externalizan hacia la superficie. Este mecanismo hace que la molécula transportadora

de colesterol unido a proteinas (LDL) sea captada por dichos receptores.

Una vez unido la molécula de LDL y el receptor de LDL, se internalizara en la célula y
sera transferido a un lisosoma. Los receptores de LDL pertenecen a la familia llamada
LDLR y todos comparten un dominio o motivo estructural comun. Esta familia de

receptores esta compuesta por LDLR, LRP1, LRP2, LRP6, ApoER2 y VLDLR (77,93).
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Figura 5. Metabolismo de LDL. Tomada de Tacer F et al. (94)

Existen diferentes tamafios de particulas de LDL; grandes, intermedias y pequefias.

Esta clasificacion esta basada en el tamafio, densidad y grado de aterogenicidad.

Las particulas grandes son menos aterogénicas y menos densas por lo que atraviesan
peor la barrera del endotelio. Las particulas pequefias son las mas aterogénicas y mas
densas; confiriéndole mejor capacidad para poder atravesar la barrera del endotelio y
pudiéndose quedar almacenadas dentro de la capa intima de las arterias favoreciendo
la formacién de placas de ateroma y por tanto elevando el riesgo cardiovascular

(37,77,95).
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e Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Estas lipoproteinas se sintetizan principalmente en el higado e intestino. Este proceso

se realiza a través de la Apolipoproteina Al (APO-AI) naciente y tiene forma discoidal.

Posteriormente esta APOA-I captarad los fosfolipidos y el colesterol mediante la
proteina ABCA1l del higado y tejidos extrahepéticos, originando por tanto una
lipoproteina APOA-I pobre en lipidos; siendo comunmente llamada HDL naciente

(73,74,77,96).

El siguiente paso es la maduracién de la particula de HDL naciente o prep-HDL. En
este proceso dicha particula se convierte en esférica a través de la accion de una
enzima llamada lecitin-colesterol-acil-transferesa (LCAT) transformandose el colesterol
libre en colesterol esterificado (82). Una vez adquirida la forma esférica podemos
considerar la particula de HDL madura o funcional, siendo capaz de captar el
colesterol extrahepatico a través de proteinas como ABCGL1 y receptor Scavenger de
tipo B, clase | (SR-BIl). De esta manera va a convertirse en sustrato de la LCAT
produciendo mayor cantidad de colesterol esterificado (77). De esta forma por medio
de ABCG1, SR-Bl y LCAT, la HDL va ir convirtiéndose en cada vez mas funcional y

cambiara de tamairio.

La madurez de esta lipoproteina hace que se produzca un intercambio de ésteres de
colesterol por triglicéridos, con las VLDL, LDL y QM. Esto tiene lugar gracias a la
CEPT; aunque también hay que remarcar que las HDL maduras van a recibir
fosfolipidos de las VLDL por medio de la proteina transferidora de fosfolipidos (PLTP)

(77,79).

Existen diferentes tamafios de HDL que estan relacionados con este proceso de

maduracion de las mismas.

Se puede producir una interconversion entre las HDL nacientes para convertirse en

madura a través de la lipasa hepéatica y de la lipasa endotelial; ambas localizadas en el
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higado. La lipasa hepéatica hidroliza los triglicéridos y los fosfolipidos; pudiéndose

liberar en este proceso ApoA-I.

Esta Ultima puede o bien convertirse en lipido por accion de ABCA1l o bien ser
eliminada. La ApoA-I también puede liberarse al medio mediante la accién de PLTP
tras la fusibn de dos HDL. Por tanto existe un reservorio de HDL formado por el
sintetizado a nivel hepatico e intestinal y el liberado por la accién de la lipasa hepatica,

lipasa endotelial y PLTP (73,74,77,90).
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Figura 6. Metabolismo de sintesis de las HDL. Tomada de Norata et al. (97)
El proceso del metabolismo lipidico termina cuando la lipoproteina de HDL llega al

higado y descarga su contenido de ésteres de colesterol a través de SR-BI y la lipasa

hepatica hidrolizando los triglicéridos (77).

SR-BI posee un receptor endocitico de HDL, una cadena beta de la ATP sintetasa,

que internaliza el HDL (77,98).

Una vez descargada de su contenido transportador de ésteres de colesterol en el
higado para su posterior eliminacion, la particula pierde su tamafio adquirido y vuelve

al torrente circulatorio para comenzar un nuevo ciclo de transporte de colesterol.
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2.2 Determinacion de lipoproteinas mediante métodos convencionales

La determinacion de lipoproteinas se realiza por una técnica denominada
ultracentrifugacion, en la cual podemos separar las diferentes lipoproteinas gracias a
las diferentes densidades que presentan y a continuacién determinar cada uno de los

parametros lipidicos mediantes las técnicas convencionales.

Sin embargo la mayoria de los laboratorios clinicos no disponen de una ultracentrifuga
y por tanto se realizan estas determinaciones en la muestra de suero total con las
técnicas disponibles para la mayoria de ellos; determinandose por tanto el colesterol

total, HDL-C; LDL-C vy triglicéridos.

Ante esta problematica, es necesario tener en cuenta que existe una clara variabilidad
de los resultados en la cuantificacion de los parametros lipidicos dependiendo del tipo

de metodologia usada para ello.

Ademés existe un problema afadido que es la falta de estandarizacion para poder
determinar LDL-C (99). Este motivo ha hecho que se exista una gran variabilidad entre
individuos, llevando a una incorrecta interpretacion del perfil lipidico en los individuos

OMS (37).

Aun no se ha establecido el método definitivo de medicion de LDL y HDL, aunque si
existen métodos de referencia, siendo este ultimo la UC (100,101). Por este motivo la
mayoria de los laboratorios clinicos, utilizan métodos recomendados de medicién
basados en métodos enziméticos para determinar colesterol total (CT) y los
triglicéridos (TG), sin embargo el HDL es medido por la mayoria por métodos

homogéneos.
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2.2.1 Colesterol total

Existe un método de referencia; es el modificado de Abell-Kendall Center for Disease
Control and Prevention (CDC) (102). Este se basa en la liberacién de colesterol en
forma de éster contenido en la muestra de suero por saponificacion con hidréxido de
potasio alcohdlico (103). Seguidamente se extrae con hexano y se deja que se
evapore una alicuota del extracto, la cual mediante la adicion del reactivo de
Liebermann-Burchard (anhidrido acético, &cido acético glacial y &cido sulftrico

concentrado) se origina un cromoéforo de 602 nm de longitud de onda.

Recientemente este método se puede trazar al método definitivo de dilucion isotipica

de espectometria de masas (ID-MS (NIST)) (104).

Tal y como esta descrito en la bibliografia, ambos métodos (definitivo y referencia) son
muy costosos y tediosos. Por este motivo no se utilizan y por ello los laboratorios
clinicos abogan por utilizar métodos enzimaticos. Estos variaran de una casa

comercial a otra, pero todos se basan en el método de Abell-Kendall (105).

El método usado en este proyecto para medir el colesterol total es de la casa
comercial Siemens Healthineers, mediante dos enzimas, la colesterol-esterasa y la
colesterol oxidasa seguida de un punto final de Trinder. En este método se produce en
primer lugar la hidrélisis del colesterol total por accion de la colesterol-esterasa a
colesterol produciéndose la liberacion de acidos grasos. A continuacion el colesterol se
convierte en colest-4-en-3-ona por la acciéon de la enzima colesterol oxidasa en
presencia de oxigeno para después formar peroxido de hidrégeno. Una vez realizada
esta reaccion se formara un complejo coloreado a partir de perdxido de hidrégeno, 4
aminoantipirina y fenol ante la actividad de la peroxidasa. Finalmente se mide la

absorbancia del complejo a 505/694 nm como reaccion de punto final (106—111).
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2.2.2 Triglicéridos

Los métodos recomendados para la determinacion de triglicéridos en los laboratorios
clinicos son los métodos enziméaticos valorados frente al método de referencia. El CDC
marca como método de referencia la espectrometria de masas-dilucion isotipica para
poder establecer una estandarizacién en esta medida.

Es necesario diluir la muestra de suero con **Cs-glicerol marcado isotipicamente.
Seguidamente se mezcla y se hidroliza con alcohol/KOH a 60°C durante una hora. El
disolvente generado tras estos pasos se evapora bajo nitrogeno y el residuo resultante
va a contener glicerol libre e hidrolizado. Este compuesto se derivatiza con anhidrido
acético en presencia de piridina. El producto resultante se extrae con acetato de etilo.
La capa organica se extrae y se deja secar bajo nitrdgeno a 60°C. Finalmente el
derivado de acetato de glicerol obtenido se reconstituye con metanol y se analiza
mediante espectrometria de masas acoplada a cromotografia gaseosa (GC-MS)
(104,105,106).

El método de laboratorio empleado en este caso fue de la casa comercial Siemens
Healthineers que se basa en una reaccion enzimatica con 3 pasos y medicién con
punto final de Trinder. La cuantificacion de los triglicéridos incluye la cuantificacion de
triglicéridos totales, incluidos los monoglicéridos, diglicéridos y las fracciones de
glicerol libre.

La reaccion consiste en la transformacion de los triglicéridos en glicerol y acido grasos
libres gracias a la accion de la enzima lipasa. Seguidamente este Ultimo se transforma
primero en glicerol-3-fosfato por accién de la glicerol-quinasa y a continuacion en
peroxido de hidrégeno mediante la glicerol-3-fosfato-oxidadasa.

Se utiliza como catalizador a la peroxidasa y al final se forma un complejo coloreado a
partir de peréxido de hidrégeno, 4-aminofenazona y 4-clorofenol. Por dltimo se mide la
absorbancia de dicho complejo coloreado a 505/694 nm como reaccién de punto final

(111,114).
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2.2.3 Lipoproteinas de alta densidad (HDL-C)

Para la determinacion de la HDL-C no existe un método definitivo, pero si que se
dispone de un método de referencia (115,116). Este consiste en la separacién de las
VLDL y posibles QM mediante ultracentrifugacion; para después continuar con una
precipitacién con heparina-manganeso de las HDL aisladas. Sobre estas Ultimas se
realiza la cuantificacion de colesterol por el método de Abel-Kendall (103). Es
necesario realizar la ultracentrifugacion a 105.000 g y densidad 1.006 Kg/L durante 18

horas a 18°C.

Sin embargo para poder realizar esta determinacion en los laboratorios clinicos seria
inviable por el tiempo requerido para poder llegar a su estimacién. Por este motivo hoy

en dia se utilizan los métodos homogéneos para su determinacion (117).

La determinacion directa de HDL-C en este proyecto ha sido realizada con reactivos
de la casa comercial Siemens Healthineers y se basa en los procedimientos creados
por lzawa, Okada y Matsui (118). En una primera reaccion de este método, se
eliminan QM, VLDL, LDL vy el colesterol mediante la colesterol esterasa y colesterol-

oxidasa. Se genera un peréxido de hidrogeno que se elimina via catalasa.

En la segunda fase de la reaccién se mide el colesterol HDL tras su liberacion
mediante el uso de un surfactante. La accién de la catalasa de la primera reaccién se
va a inhibir gracias al uso de una azida sédica que se encuentra en este segundo
reactivo. Por ultimo se mide la absorbancia del colorante quinoneimina que se produce

en la reaccion de Trinder a 596 nm.
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2.2.4 Lipoproteinas de baja densidad (LDL-C)

Para la determinacion de LDL-C, tampoco existe un método definitivo, aunque si existe
uno de referencia basado en el programa de la CDC (119). Este consiste en realizar
una primera separacion mediante ultracentrifugacion las VLDL y los QM. A
continuacién se precipita con polianiones las LDL. Finalmente se determina el
colesterol de las distintas fracciones mediante el método de Abell-Kendall (102,103)
obteniendo por tanto el LDL-C por diferencia. Sin embargo de esta manera en esta

fraccién vamos a obtener una mezcla de lipoproteinas aterogénicas (LDL, LpA e IDL).

Los laboratorios clinicos realizan esta determinacion mediante la férmula de
Friedewald, siempre y cuando la concentracion de triglicéridos sea inferior a 400
mg/dL (120). Cuando superamos esta cifra, no se puede aplicar dicho algoritmo y por

tanto es necesario emplear la medida de no-HDL o ApoB-100 (100,101).
2.2.5 Limitaciones en la determinacién del perfil lipidico convencional

Debido a las diferentes propiedades fisico-quimicas (densidad, tamafio, movilidad
electroforética) (121) que exhiben las lipoproteinas de LDL y de HDL resulta muy

complicado disponer de un material de referencia primario.

Cada laboratorio, debe de establecer y seleccionar cual es el mejor método de
cuantificacién de acuerdo a los criterios técnicos y concretos de la técnica empleada y

con el menor coste.

Aunque la mayor parte de los métodos directos que se emplean para medir el perfil
lipidico cumplen con las especificaciones de calidad de la NCEP (116); existe el
problema afiadido de que todos estos métodos fallan cuando hablamos de pacientes
con dislipemia. Esto es debido en parte a que existe una falta de especificidad por las
llamadas lipoproteinas anormales (115). Esto produce una incorrecta interpretacion
clinica de los resultados en cuanto al perfil lipidico a pesar de existir multiples

ecuaciones en el caso del LDL-C (122).
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El hecho de que no exista una separacion previa de las distintas lipoproteinas por
ultracentrifugacion, hace que muchos laboratorios empleen métodos homogéneos
para medir el LDL-C. Esto hace que en pacientes que tengan los triglicéridos elevados,
la técnica homogénea no sea capaz de discriminar correctamente cada una de las
fracciones de lipoproteinas. Este motivo ha llevado a algunos laboratorios a tomar la
decision de calcular este pardmetro mediante la ecuacion de no-HDL o la Apo B-100

en vez de usar métodos homogéneos (121-123).

Ante esta problematica surgida, han ido apareciendo distintos investigadores y clinicos
que han intentado encontrar nuevos algoritmos o formulas matematicas que pudieran
resolver este problema (120,124) asi como nuevas técnicas que impliquen determinar
el nimero de particulas de las distintas lipoproteinas asi como el tamafio de las
mismas para poder conocer con mayor exactitud el perfil lipidico de un individuos

obeso o un individuo con un perfil lipidico anormal (125-127).

41



2.3 Medida perfil lipidico mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear (1H-
RMN)

2.3.1 Caracteristicas de la técnica

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (‘*H-RMN) es una técnica
novedosa de analisis de metabolitos. En concreto permite la determinacion de

lipoproteinas (68,128).

La 'H-RMN se basa en el principio de la frecuencia a la que resuenan los grupos
metilo de las particulas lipoproteicas. Dependiendo del tamafio que tengan esos
grupos resonaran a unas frecuencias ligeramente diferentes y podran ser detectados y
cuantificados. Las particulas mas pequefias resuenan a frecuencias mas bajas (68).
Las sefiales de los grupos metilo pueden detectarse mediante el aislamiento de los

grupos metilo y posterior descomposicién de la sefial (68,128-130).

En la actualidad existen diferentes métodos desarrollados que determinan el nimero

de particulas de las principales subclases de lipoproteinas.

Se ha descrito esta técnica utilizando una libreria de lipopoteinas aisladas (130) y
posteriormente cuantificadas aislando la sefal del grupo metilo de las particulas
lipoproteicas mediante *H-RMN y un algoritmo matemaético que las interpreta (68),
pudiendo determinar hasta 9 subclases de lipoproteinas. Los tamafos de las
particulas fueron determinados por microscopia electrénica de transmision y

electroforesis en gel de gradiente (130).

Se ha descrito otros métodos que caracterizan 15 subclases de lipoproteinas (129),
basandose en la medicion del gradiente de intensidad del campo magnético y en la

temperatura (68,131).

Otra alternativa para determinar el numero de particulas es utilizar modelos de
regresion calibrados usando el contenido lipidico y el tamafio obtenido por

cromatografia liquida de alta resolucién (68).
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Recientemente se ha desarrollado un nuevo método de determinacion de lipoproteinas
denominado Liposcale® (68). Este novedoso método discrimina las diferentes
subclases de lipoproteinas pudiendo distinguir entre VLDL, LDL, HDL e IDL. Asimismo
es capaz de determinar los diferentes tamafios de las principales lipoproteinas (VLDL,
HDL e IDL), asi como determinar el nUmero de particulas y el contenido lipidico dentro

de cada una de estas lipoparticulas.

Este método utiliza espectroscopia de difusion ordenada en 2 dimensiones (DOSY).
La DOSY es capaz de calcular la difusion de los cocientes y puede calcular
directamente los tamafios de las lipoproteinas a través de la ecuacion de Stokes-

Einstein (68,132).
2.3.2 Determinacion del numero de particulas

Para la determinacién del nimero de particulas asi como los tamafios de las mismas

se utiliza el test Liposcale®.

Este calcula el numero de particulas midiendo directamente el tamafio de la particula,
y tiene la ventaja que se puede utilizar dicha medicién para calcular el nimero de
particulas. Este se obtiene dividiendo el volumen espacial de las moléculas de lipidos

totales por el volumen medio (el tamafio de las particulas lipoproteicas) (68).

Los volumenes de las diferentes subclases de lipoproteinas se calculan con el uso de

factores de conversion (68,130).

A continuacion tiene lugar la descomposicién de cada una de las areas relativas
obtenidas mediante la difusién en 2D de las diferentes lipoproteinas para poder asi

determinar el nimero de particulas de cada una de las principales lipoproteinas (68).
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2.3.3 Determinacion tamafios de las particulas

El test Liposcale®, proporciona informacion sobre los tamafios de las principales
subclases de lipoproteinas (VLDL, LDL y HDL) de mayor a menor tamafio
respectivamente. Dentro de cada una de estas fracciones distingue entre particulas
grandes, medianas y pequefas; y por tanto genera informacion en cuanto al tamafio

de las mismas de un total de 9 subfracciones de lipoproteinas.

La determinacién de las 9 subclases de lipoproteinas se realiza mediante la técnica
DOSY), que descompone los protones del grupo metilo (-CHs3) de las diferentes
lipoproteinas y realiza una transformacién que genera 9 funciones Lorentzianas (68),

tal y como se observa en la figura 7.

B Experimental Lorentzian Functions

Intensity (au)
Intensity (au)

—o

08
07 10

0.8

0.7 10

'H Chemical Shift Gradient Strength  'H Chemical Shift Gradient Strength
(ppm) (Gauss cmi ') (ppm) (Gauss cm™)
C LDL HDL
J ‘) “) ‘ @0
Diameter 819 555 386 26.5 221 18.9 115 90 78

(nm)

Figura 7. Subclases de lipoproteinas generadas a través de funciones Lorentzianas. {Tomado de
Mallol R et al. (133)
Los ésteres de colesterol y triglicéridos del nicleo de cada lipoproteina aporta 3
grupos metilo cada uno de ellos (128,134), para poder determinar los tamarios de las
particulas ya que se sabe que no va a estar afectado las variaciones en cuanto al
namero de ésteres de colesterol y triglicéridos que van a venir impulsados

fundamentalmente por la proteina CETP aunque si por el tamafio (68,135).

44



2.3.3.1Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)

Las lipoproteinas VLDL son las més grandes. Poseen un rango de tamafio que va
desde 38.6-81.9 nm. Estd demostrado que las lipoproteinas ricas en triglicéridos como
son las VLDL son altamente aterogénicas (136,137). Esto hace que cuanto mas
grande sea la VLDL mayor sera el contenido en triglicéridos y por lo tanto mayor

aterogenicidad.

Sin embargo ha existido una falta de asociacion entre los tamafios de las VLDL y la
enfermedad coronaria en diferentes estudios prospectivos (137,138) debido a un
problema metodoldgico para poder aislar las diferentes subclases de VLDL (138). No
obstante distintos investigadores han propuesto que las VLDL y/o remanentes de
quilomicrones estan relacionados con la severidad de enfermedad cardiovascular

(137-140).

Se ha especulado mucho sobre el verdadero rol de las VLDL en la arteriosclerosis, ya
gue pueden generar un estado procoagulante que promueve la trombosis (141) y
estan asociadas con lesiones coronarias avanzadas o una arteriosclerosis subclinica
(136). Por otro lado, se ha relacionado la presencia de estas VLDL con el aclaramiento
retrasado de quilomicrones (138,142), y con la progresion de las enfermedad

cardiovascular (138,143,144).
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2.3.3.2 Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

La presencia de lipoproteinas LDL se ha relacionado tradicionalmente con un aumento
del riesgo de sufrir una enfermedad cardiovascular (68,69,71,126,145,146). Los
diferentes tamarnos de las LDL van desde 26.5 - 18.9 nm de grandes a pequefas
respectivamente (68). Se ha demostrado que la *H-RMN calcula y concreta el nimero
de particulas de LDL y que éste es un mejor predictor del riesgo cardiovascular y que

guarda una mejor relacion que la medicion de la concentracion de LDL-C (71,147).

Sin embargo existe una gran variabilidad interindividual en el contenido de colesterol
de las LDL debido a la diferencia de tamafio, asi como al contenido relativo de ésteres
de colesterol y triglicéridos en el nucleo de la particula (71). Es por este motivo por el
cual la concentracién de LDL y el nimero de particula de LDL no son parametros

equivalentes (71,135).

Se sabe que dos individuos que presentan la misma concentracion de LDL-C, pueden
presentar diferente nUmero de particulas de LDL y por tanto diferente riesgo de sufrir

enfermedad cardiovascular (71).

Altos niveles de LDL pequefias estan asociados con niveles mas altos de triglicéridos y

niveles mas bajos de HDL (148,149).
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2.3.3.3 Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Las lipoproteinas de HDL, tienen una dimension desde 11.5 - 7.8 nm segun lo descrito
por Mallol et. al (68) en su técnica DOSY de *H-RMN. Las HDL poseen una estructura
bastante heterogénea en cuanto a composicion, metabolismo y funciones. Esta

heterogeneicidad hace sean claves en el proceso de arteriosclerosis (150,151).

Hay suficiente evidencia cientifica que indica que el tamafio de lipoproteina de HDL

tiene una asociacion positiva con el riesgo cardiovascular (71,136,146,148,151-156).

Sin embargo, existen otros estudios que indican lo contrario, es decir, que existe una

relacion inversa entre el tamafio de lipoproteina y el riesgo cardiovascular (151).

Se ha descrito que las particulas pequefias de HDL son menos protectoras frente a la

oxidacion de LDL o puede ser indicativo de una sobreproduccién de VLDL (37,145).

Las particulas pequefias de HDL son no funcionales y tienen una capacidad de carga
de colesterol mucho menor. Esto hace que las particulas medianas y grandes sean las
que tienen mayor capacidad para transportar el colesterol y por tanto sean

ateroprotectoras (157).
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CAPITULO 3. Cambios en los habitos de vida

3.1 Dieta

Existen multitud de estudios en los que se relaciona el consumo de determinados
alimentos y nutrientes con determinadas enfermedades crénicas (158,159). Algunos
de ellos van encaminados a buscar la longevidad en las personas (158,160-170), sin
embargo no se incluye suficiente informacion sobre la ingesta de energia o la actividad

fisica; siendo estos dos parametros fundamentales en muchos estudios (158).

Existen multitud de dietas y habitos alimenticios, pero sobre la dieta mediterranea ha

demostrado beneficios sobre la salud de las personas (158,171).

La dieta mediterranea tradicional se basa en una alta ingesta de verduras, legumbres,
frutas y nueces, y cereales (que en el pasado eran en gran parte sin refinar), y una alta
ingesta de aceite de oliva pero baja ingesta de lipidos saturados, una ingesta
moderadamente alta de peces (dependiendo de la proximidad del mar), un consumo
bajo a moderado de productos lacteos (y luego principalmente en forma de queso o
yogur), una baja ingesta de carne y aves, y una ingesta regular pero moderada de
etanol, principalmente en forma de vino y generalmente durante las comidas

(158,172).

El reciente ensayo clinico aleatorizado PREDIMED (PREvencion con Dleta
MEDiterranea; www.predimed.org) ha catalogado la adherencia a la dieta
mediterrdanea como modelo dietético mas favorable para la prevencion de las
enfermedades cardiovasculares (173—-175). Con esta intervencién se reduce un 30% la

muerte cardiovascular, infarto de miocardio y accidente cerebrovascular (173,176).

No esta claro si el consumo de aceite de oliva virgen extra y los frutos secos, base de

la dieta mediterranea, se relaciona con una disminucion de marcadores inflamatorios
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circulantes, aunque si se ha demostrado que retrasa el desarrollo de la arteriosclerosis

(173,177).

En este sentido se han relacionado multitud de estudios descritos en la Tabla 4

relacionados con la dieta en OMS, aplicando cada uno una restriccién calorica

diferente (178).

N del Estudio 25 mujeres
(OMS) espafiolas 26 63

Reduccion 2 5% 700 Kcal / dia'y 500 Kcal

Restr!c_t:lon 600 Keal/dia 600 Keal/dia del peso corporal /diaen hombres y
Calorica de los mujeres
participantes respectivamente.
) 12 Semanas en hombres
Duracion 8 Semanas 8 Semanas 36 Semanas

14 Semanas en Mujeres

Shin et al. (49) Liu et al (183) Foster et al (184) Christiansen et al
(185)
N del Estudio
(OMS) 23 83 307 79
Restriccion 600 Kcal / dia 500 - 1000 1200 a 1800 keal / dia 600 y 800 kcal / dia
Calorica calorias/dia
Duracion 12 Semanas 12 Semanas 104 Semanas 8 Semanas

Tabla 4. Estudios dietéticos en OMS. Modificado de Stelmach-Mardas et al. (178)
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3.2 Ejercicio Fisico

El ejercicio fisico es una actividad beneficiosa para la salud. EI comportamiento
sedentario se define como la participacion en actividades en el nivel de reposo del
gasto de energia e incluye actividades como dormir, sentarse, acostarse, jugar en la
computadora y mirar television (186). Debido a que el comportamiento sedentario no
se define como la falta de actividad fisica de moderada a vigorosa, es importante
estudiarlo por separado de la actividad ligera, moderada o vigorosa. Ademas, el
comportamiento sedentario se asocia de forma independiente con los resultados de
salud (186-188).

En los OMS, hasta la fecha s6lo unos pocos estudios han examinado de manera
objetiva en los grupos metabolicamente saludables de los no saludables (189).

Se ha descrito en que existe diferencias en las personas OMS de las OMNS cuando
se realiza un ejercicio fisico (190). En este sentido se sabe que los OMS son
generalmente mas activos fisicamente que los OMNS (189,191). No obstante, a pesar
de estas evidencias, existen datos contradictorios (43,49,181,182); sin embargo se ha
resaltado la necesidad de diferenciar la actividad fisica de los OMS de las de OMNS
(192). Se ha demostrado que un nivel moderado — alto de actividad fisica se asocia
positivamente en los OMS. Ademas se ha demostrado que el ejercicio fisico tiene
efectos  beneficiosos sobre los factores de riesgo cardiometabdlico
independientemente de si son OMS, obesos o simplemente tienen sobrepeso (192).
Un aumento en la duracién y el porcentaje de tiempo dedicado al comportamiento
sedentario se asocian con un aumento en el riesgo metabdlico en adultos (179,
185,186), mientras que un incremento en las interrupciones del comportamiento
sedentario se asocia con una disminucién en el riesgo metabdlico. Ademas del tiempo
total dedicado al comportamiento sedentario, la proporcion y distribuciéon del tiempo
sedentario durante el dia se asocian de forma independiente con los resultados de

salud (187).
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PARTE II. MARCO EMPIRICO
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CAPITULO 4. Objetivos de la investigacién
4.1 Objetivos

e Objetivo Principal

Estudiar el impacto que la modificacion de estilo de vida (MEV), basada en un
programa personalizado de dieta (mediterrdnea) y la promocion de ejercicio fisico que
ejerce sobre el perfil lipidico de una muestra de poblacion con obesidad y

metabodlicamente sana.

e Objetivos Especificos

o Analizar el perfil lipidico de una poblacion OMS tras 3 meses de
intervencion intensiva en el estilo de vida con pérdida de peso.

o Evaluar el perfil lipidico de una poblacibn OMS tras 2 afios de
intervencion del estilo de vida.

o Estudiar si las técnicas de medicion del perfil lipidico (convencional y
'H-RMN) son capaces de discernir el riesgo aterogénico asociado a la

obesidad en poblacién OMS.
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CAPITULO 5. Planteamiento de la investigacion

5.1 Metodologia

Esta tesis doctoral es un estudio abierto, longitudinal y analitico realizado sobre una
muestra de la poblacién de Malaga que presenta obesidad y son metabdlicamente

sanos.

El estudio se realiz6 sobre una muestra aleatoria y representativa de la poblacién
adulta entre los 18 y los 80 afios de edad, adscrita a 4 Centros de Salud (Ciudad
Jardin, Puerta Blanca, Victoria y Tiro Pichén) del Distrito Malaga pertenecientes al

Servicio Andaluz de Salud, (Malaga, Espafa)

Para realizar este estudio, se agruparon a los participantes en 3 grupos en funcién de
la pérdida de peso inicial, tras la intervencion en el estilo de vida. Esto se realizé en 2

ocasiones, tras 3 meses Y tras 2 afios desde el inicio de la intervencion.
De esta forma los 3 grupos de estudio fueron:

e Grupo 1: Participantes que presentaban una pérdida de < 5 % de su peso
corporal.

e Grupo 2: Participantes que presentaban una pérdida =2 5 % - 10 % de su peso
corporal.

e Grupo 3: Participantes que presentaban una pérdida = 10 % de su peso

corporal.
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5.2 Poblacién de estudio

Reclutamiento:

Los pacientes de la muestra fueron localizados e invitados a participar en el estudio en
las visitas rutinarias con su facultativo de atencion primaria de los distintos centros de
salud del Distrito Malaga implicados en el estudio (Ciudad Jardin, Puerta Blanca,
Victoria y Tiro Pichdn) al que estaban adscritos los participantes, por el Servicio de
Medicina Interna del Hospital Universitario Regional de Malaga o mediante contacto

telefénico.
Céalculo Muestral:

Para el célculo del tamafio muestral, hemos empleado el programa SISA, Simple
Interactive Statistical Analysis; nos hemos basado en otros ensayos clinicos que han
demostrado los beneficios metabdlicos de una pérdida ponderal 25% del peso corporal
en poblacién con sobrepeso (estudios DPP, DPS), asi como en estudios mas
pequefios realizados especificamente en sujetos OMS (182,193). Para el calculo del
tamafio muestral se asumié una prevalencia de obesidad metabdlicamente sana del
16% (194), un nivel de confianza del 95% (error a de 0.05), un poder estadistico del
80% y un porcentaje de pérdidas del 5%. Con estas estimaciones, se requeria una
muestra minima de 110 sujetos, estratificados por sexo y edad, que se extrajeron de
modo aleatorio simple del listado completo de tarjetas sanitarias proporcionado por el

Servicio Andaluz de Salud.

El reclutamiento se realiz6 entre junio de 2013 y abril de 2014, obteniéndose un
tamafio muestral final de 266 sujetos elegibles, de los cuales 151 (56.8%) fueron
excluidos, 88 (33.1%) por no cumplir los criterios de inclusion o presentar criterios de
exclusion y 63 (23.7%) rehusaron participar en el estudio, incluyéndose finalmente a

115 sujetos (figura 8).

54



Participantes elegibles (n=266)

. Excluidos (n=151) (56.8%)

.« No cumplian criterios de Inclusién (n=88) (33.1%)
l

|

+ Rehusaron participar (n=63) (23.7%)

I 3 meses de MEV
i ¢+ n=104

3 meses: n=104 I + Pérdidas. n= 11 (9.57%)
|
|

Participantes (n=115)

______________________________

2 anos: 67

e ey

' 2 afios de MEV |
: ¢ nh=67 :
| + Pérdidas. n=48 (41.7%) |

Figura 8. Proceso de seleccion de la poblacién estudiada.

Criterios de inclusioén:

Se incluyeron aquellas personas adscritas al Centro de Salud, que pudieran
desplazarse y firmar el consentimiento informado, con una edad entre 35 y 55 afios, un
IMC >30-<40 kg/m® y que presentasen < 1 de las siguientes 4 alteraciones

cardiometabdlicas:
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Presién arterial sistélica 2 130 mmHg y/o diastdlica = 85 mmHg (o uso de
tratamiento antihipertensivo en un sujeto con historia de hipertension arterial)
(195).

Niveles de triglicéridos = 150 mg/dL (o tratamiento con fibrato, &cido nicotinico
0 acidos grasos omega-3) (195).

HDL colesterol < 40 mg/dL en varones o < 50 mg/dL en mujeres (o tratamiento
con fibrato, acido nicotinico o 4cidos grasos omega-3)(195).

Estado de prediabetes, definido por la presencia de glucemia = 100 y < 125

mg/dL y/o valor de HbA1c =2 5.7 y < 6.4% (196)

Criterios de exclusion:

Diagnostico de diabetes o intolerancia a la glucosa, detectada con la prueba de
sobrecarga oral a la glucosa en 2 horas y realizada con 75 g de glucosa.
Hipertensién arterial

Mujeres embarazadas o con prevision de quedarse embarazada durante el
estudio

Enfermedad cardiovascular previa (coronaria, cerebrovascular o periférica;
aneurisma aoértico, insuficiencia cardiaca)

Enfermedad asociada grave (fallo organico avanzado, demencia, cancer)
Pacientes hospitalizados en el momento del estudio; individuos inmovilizados o
en situacion terminal

Abuso de alcohol o drogas

Enfermedad psiquiatrica grave

Menores de 35 afios o mayores de 55 afios de edad

Sujetos que hayan iniciado por iniciativa propia un programa de actividad fisica
o0 iniciado una dieta en los tres Ultimos meses

Pérdida de peso de 2 5 Kg en los ultimos 6 meses de causa desconocida
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5.3 Recogida de Datos e intervencion

Tras la comprension de la nota informativa y la firma del consentimiento informado del
estudio (Apéndice | y Il), los participantes recibieron un cuestionario estandarizado
(Anexo 1), adaptado del protocolo OMS-MONICA (197) , en el que se recogen:

variables sociodemograficas, habitos de vida, antecedentes personales y familiares.

A todos los sujetos se les realizé una entrevista clinica en el ambito habitual de
consulta evaluando el nivel educativo, la presencia de enfermedades cardiovasculares
y sus factores de riesgo (diabetes, hipertension arterial, dislipidemia), uso de farmacos
y el tabaquismo. Las determinaciones de la altura, del peso, del indice de masa
corporal, perimetro de cintura y presion arterial fueron llevadas a cabo por personal
sanitario (médicos o enfermeros) previamente entrenado. Este punto se describe en el
apartado 5.4 de esta tesis. Posteriormente se les realizé una analitica de sangre y
orina tras ayuno de 12 horas. Las determinaciones analiticas se realizaron en el
Laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital Universitario Regional Universitario de
Malaga, exceptuando la medida del perfil lipidico avanzado, el cual fue realizado

mediante técnicas de *H-RMN en la empresa Biosfer Teslab®, Reus, Tarragona.

Los habitos nutricionales de los participantes fueron valorados por un nutricionista
mediante el registro de la alimentacion de 72 horas asi como mediante cuestionarios,
tanto de consumo de alimentos de dieta mediterranea como de adherencia a la misma

(198). (Anexo Il)

La actividad fisica que realizaban nuestros participantes fue evaluada por profesores
de Facultad de Ciencias de la Educacion, las Artes y el Deporte de la Universidad de
Malaga, mediante cuestionarios especificos validados para dicha proposito (199,200)

(Anexo III)
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La realizacién del estudio se realizé respetando los aspectos éticos en investigacion
con pacientes de acuerdo a la Normativa de Helsinki y rubricada en Fortaleza en 2013
(201,202), asi como el buen uso de las normas de buena préctica clinica (203—205).
Asimismo se garantizé la confidencialidad y proteccién de datos de cada uno de los
participantes en el mismo de acuerdo en lo descrito a Ley organica de proteccién de
datos 15/1999. El estudio se sometid a la aprobacion del Comité de Etica de la

Investigacion (CEI) Provincial de Malaga, del Servicio Andaluz de Salud.

Todos los sujetos recibieron informacion personalizada por escrito (Apéndice |y Il),
firmada por el investigador principal y por los responsables del Servicio Andaluz de
Salud, explicando los objetivos del estudio y solicitando su participacion voluntaria. En
caso de no recibir respuesta a las 2 semanas, se establecio contacto telefénico con el
sujeto seleccionado para confirmar o no su participacion el dicho proyecto. En caso de
aceptar, los sujetos participantes en el estudio corroboraron su consentimiento por

escrito.

En dicho consentimiento se garantizd todas las medidas necesarias para preservar la
intimidad del paciente en todo momento, pudiendo abandonar el paciente el estudio en
cualquier momento y sin tener que dar ninguna explicacion al respecto, ni que ello

perjudigue en su calidad asistencial.

Los datos personales de los participantes y las muestras obtenidas durante el estudio
se identificaron con un nimero que comenzd de manera aleatoria y creciente en
funcion del orden de inclusion de los sujetos en el estudio y Unicamente el equipo

investigador tuvo acceso a ellos, garantizando la confidencialidad de los datos.
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5.4 Definicion de las variables

Las variables de estudio son:

1. Variables sociodemogréficas y antropométricas:

e Sexo

e Edad (afios)

e Peso (kg), medido en una bascula GIMA

e Talla (cm)

e indice de masa corporal, IMC (kg/m?): definido como el cociente entre peso y
talla (m) al cuadrado.

e Perimetro de cintura (cm), medido con una cinta milimetrada e inelastica
(Gulick Il, Country Technology, Inc.) a nivel del punto medio entre la espina
iliaca anterosuperior y el dltimo arco costal, paralelo al suelo y en espiracion.

Realizamos 2 mediciones las cuales deben ser promediadas (202).

e Grado de actividad fisica: sedentarismo (ninguna actividad o Unicamente
paseos en el tiempo recreacional a ritmo moderado de < 150 minutos a la
semana) o actividad fisica regular (paseos semanales de = 150 minutos o

ejercicio fisico mas intenso).

e Consumo de tabaco: fumador (sujeto que consume tabaco en actualidad) y

no fumador.
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2. Variables clinicas

e Presion arterial sistdlica y diastolica (mmHg). Se tomé con el sujeto en
sedestacion tras 5 minutos de reposo, con un tensibmetro automéatico validado
(OMRON 705 CP). Se realizaron 3 determinaciones, separadas entre si por 1-2
minutos y se adoptd como presion arterial final la media de las 2 Ultimas tomas,

desechando la primera.

e Presencia de enfermedad cardiovascular (cardiopatia isquémica, insuficiencia
cardiaca, aneurisma de aorta, enfermedad cerebrovascular o arteriopatia

periférica).

e E| diagnostico de diabetes mellitus tipo 2 se establecid en base a los
antecedentes previos de la enfermedad o un test de tolerancia a la glucosa de

2 hycon 75 g de glucosa.

e Se estimé a un sujeto hipertenso si referia antecedentes previos de
hipertensién arterial, tomaba tratamiento antihipertensivo o en el examen fisico
presentaba valores de 2140 y/o 290 mmHg de presién arterial sistélica y/o

diastélica, respectivamente, en la media de las dos ultimas medidas realizadas.

3. Variables analiticas

e Glucemia (mg/dL): se determind mediante el método de la glucosa-oxidasa
adaptado a un auto-analizador (Advia 2400°,Siemens Healthineers, Alemania)

y siguiendo las recomendaciones del fabricante.

e HbAlc (%): mediante cromatografia (Hb9210 ®,Menarini Diagnostics, Italia)
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e Pefrfil lipidico Convencional:

o Colesterol total (mg/dL): se midi6 por métodos enzimaticos

O

utilizando equipos comerciales (Advia 2400®, Siemens

Healthineers, Alemania).

HDL colesterol (mg/dL): se midi6 por métodos homogéneos
de medicion directa que no requieren ningun tratamiento
preliminar de la muestra (Advia 2400®, Siemens
Healthineers, Alemania).

LDL colesterol (mg/dL): fue determinado de manera
indirecta por la formula de Friedewald: Colesterol total —
(HDL colesterol + triglicéridos/5), donde todos los factores
se expresan en mg/dL.

Triglicéridos (mg/dL): medidos por métodos enzimaticos
utilizando equipos comerciales (Advia 2400®, Siemens

Healthineers, Alemania).

e Perfil lipidico avanzado por *H-RMN (Liposcale®): El perfil lipidico avanzado fue
medido mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear mediante el test
Liposcale® de la empresa Biosfer Teslab® (Reus, Tarragona), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Este test analiza las concentraciones de VLDL, IDL, LDL y
HDL unidas a colesterol y triglicéridos; el nimero de particulas de VLDL, HDL y LDL y
los tamafios grande, mediano y pequefios de estas 3 principales subclases de
lipoproteinas. También determina el tamafio medio de las VDL, HDL y LDL asi como
diversos ratios informativos de aterogenicidad.

Esta metodologia nos aporta siluetas lipidicas reflejo de la aterogeneidad de los

distintos perfiles lipoproteicos. (Figura. 9)
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Figura 9. Siliuetas lipidicas

4. Modificacién de estilo de vida (MEV): Programa intensivo y personalizado de dieta

mediterrdnea y promocion de ejercicio fisico:

a)

b)

Intervencién Nutricional. Se recomendd una dieta mediterranea, basada en el
uso de aceite de oliva como principal fuente de grasa visible y el consumo
regular de verduras y hortalizas (=2 raciones/dia), frutas (=3 porciones/dia),
legumbres (23 raciones/semana) y pescado (=3 veces en semana), reduciendo
el consumo de carnes rojas o embutidos (<2 veces en semana) y eliminando (o
reduciendo a <1 vez/semana) el consumo de lacteos, bebidas azucaradas y
reposteria o bolleria industrial. La dieta aporté un déficit calérico de 600
kcal/dia, calculado segln la ecuacion de Harris-Benedict (206).

Se realiz6 a los sujetos una encuesta dietética previo al inicio de la

intervencion, a los 3 meses (cuestionario de frecuencia de consumo de
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alimentos (Anexo Il), validado en Espafia y en uso en el ensayo
PREDIMED(199) y tras dos afios desde el inicio de la intervencion.

Intervencion fisica: Respecto al programa de actividad fisica, se recomendd
una préactica diaria de ejercicios. Se alenté a los participantes a aumentar
gradualmente su nivel de actividad fisica para alcanzar al menos 45 minutos
por dia durante el curso del estudio. Este nivel minimo de actividad definida se
basé en el beneficio cardiometabdlico demostrado en otros estudios (207). Esto
fue evaluado por su entrenador personal mensualmente a lo largo del estudio.
Se monitoriz6 la adherencia a este programa de actividad fisica mediante un
cuestionario de evaluacién rapida de la actividad fisica (RAPA) (200) validado
(Anexo Il1).

Este es un cuestionario validado de 7 elementos. El sedentarismo o actividad
fisica liviana se consideré de 1-3 puntos, moderado 4-5 puntos, vigoroso 6-7
puntos. Dicho cuestionario presenta una sensibilidad del 85%, una
especificidad del 69%, un valor predictivo positivo del 77% y un valor predictivo
negativo del 75%.

La actividad fisica se promovid6 mediante el uso de podémetros (Genoute®
Multi Sports ONstep 100), que se usaron en la cintura durante los 2 afos del
estudio, y un protocolo de ejercicio especifico disefiado por un entrenador
personal. Una vez al mes durante la intervencién, acudieron al centro deportivo
con el monitor de actividad fisica que verificaba si los participantes realizaban
la actividad fisica. Estos registros se entregan al monitor de actividad fisica

para su valoracion en las 3 visitas de seguimiento.
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Las caracteristicas de las variables se recogen en la Tabla 6

Edad Cuantitativa continua Numérica
Variables
sociodemograficas
y antropométricas
Sexo Cuallitativa Mujer/Hombre
Peso Cuantitativa continua Numérica
Talla Cuantitativa continua Numeérica
IMC Cuantitativa continua Numérica
Perimetro Cuantitativa continua Numérica
Cintura
Grado de Cuantitativa continua Numérica
actividad
fisica
Consumo de Cualitativa Fumador/No
Tabaco fumador
Presién Cuantitativa continua Numérica
Arterial
Cardiopatia
isquémica,
msuflqlenua Variables
Presencia de Cualitativa cardiaca, .
enfermedad aneurisma de clinicas
cardiovascular aorta,
enfermedad
cerebrovascular
o arteriopatia
periférica
Diabetes Polidicotémica SI/NO
mellitus tipo 2
Glucemia Cuantitativa continua Numérica
Hemoglobina Cuantitativa continua Numérica
Glicosilada
HbA1c (%)
Colesterol Cuantitativa continua Numérica
total Variables
HDL-c Cuantitativa continua Numérica analiticas
LDL-c Cuantitativa continua Numérica
Triglicéridos Cuantitativa continua Numérica
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Perfil lipidico
Avanzado 'H-
RMN)
Liposcale®

Cuantitativa continua Numérica

Intervencioén
Nutricional

Cuestionario
frecuencia
consumo de
alimentos

Cuantitativa continua Numeérico

Variables
Modificacion de
estilo de vida
(MEV)

Cuestionario
de actividad
fisica

Polidicotomica SI/NO

Protocolo
OMS-
MONICA

Polidicotdmica/Cuantitativa SI/NO/Otros

Colocacion
Poddémetro

Dicotémica SI/NO Variable
Confusora

Tabla 6. Resumen de variables

5.5 Andlisis estadisitico

Las variables cuantitativas se expresaron como medias * su desviacion estandar (DE)

y las cualitativas, como porcentajes. Se utilizd la prueba de t de student para datos

apareados para comparar variables cuantitativas, la prueba de Chi cuadrado y el test

de Mantel-Haenszel para las variables cualitativas. Todos los intervalos de confianza

se calcularon al 95%. Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor p

fue < 0.05. Los andlisis se realizaron mediante el programa estadistico SPSS, version

20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.).
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Para los métodos de LDL-C y HDL-C medidos por métodos de rutina y *H-RMN, se
calculd una recta de regresion de Deming, utilizando el software estadistico R® version
R version 3.3.2 (2016-10-31) Copyright (C) 2016 The R Foundation for Statistical

Computing.

Finalmente, se realiz6 un andlisis tridimensional de la influencia del nimero de
particulas de LDL y HDL con respecto a las dos técnicas; que se compararon
mediante un ajuste de curva con el programa estadistico Matlab® R2015b

(8.6.0.267246).
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CAPITULO 6. Resultados

Los resultados obtenidos han sido analizados en tres momentos, al inicio del estudio
(basal), a los tres meses de la intervencion y a los dos afios de la misma (fin del
estudio), haciendo distincion entre los pardmetros del perfil lipidico convencional y los
parametros del perfil lipidico medido por *H-RMN. Finalmente, este estudio se realizd
Unicamente en poblacion femenina ya que la poblacion masculina rehusé participar

tras 1 mes de iniciada la intervencion.
6.1 Basal y 3 meses
Descripcion de la Poblacién

Un total de 115 mujeres OMS comenzaron la intervencién personalizada sobre el estilo
de vida, con dieta mediterranea hipocalérica y promocion de ejercicio fisico diario. Sus
caracteristicas antropométricas y clinicas se recogen en la Tabla 7. En resumen, la
edad media de las participantes fue de 44.5 + 3.6 afios, las cuales presentaban un
IMC medio de 36.3 + 4.7 kg/m?, un perimetro medio de cintura de 111.7 + 11.1 cm y
una presion sistélica y diastdlica de 114 + 14 / 76 + 9 mmHg, respectivamente. Como
son mujeres metabdlicamente sanas, ninguna presentaba patologias comunmente

asociadas a obesidad.

Tras tres meses de intervencién, 11 participantes (9.6%) decidieron abandonar el
programa y completaron la intervencion un total de 104 mujeres. Para evaluar los
cambios en el perfil lipidico tras la MEV, las participantes se dividieron en tres grupos
en funcion del porcentaje del peso corporal perdido. De esta forma, encontramos que
47 participantes (45.2%) habian perdido <5% de su peso corporal, 27 participantes
(26.0%) habian perdido entre el 25% a <10% vy, finalmente 30 participantes (28.8%)
habian perdido =210% de su peso corporal. Durante los primeros 3 meses, la pérdida

de peso promedio de las participantes fue de 5.8 kg.
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En la tabla 7 se detallan las variables antropométricas y clinicas estudiadas de las
participantes agrupadas en funcién de su pérdida de peso corporal, basal y tras tres

meses de MEV.

Tras 3 meses de MEV

<5% 437+34 | e e
Edad (Afios) > 5-<10% 450+24 | e e
210% 454+45 | e e
TODOS 445+36 | | e
<5% 91.2+13.8 90.3+13.9 0.01
Peso Corporal (Kg) > 5-<10% 95.0 +15.8 87.6 +14.8 <0.0001
210% 90.8 +12.4 79.5+10.7 <0.0001
TODOS 92.7+13.8 86.5 + 14.0 <0.0001
<5% 35.5+ 3.6 35.1+3.6 0.02
IMC (kg/m?) > 5-<10% 37.2+5.8 34.2+55 <0.0001
210% 36.0+4.5 31.5+3.9 <0.0001
TODOS 36.3+4.7 33.8+4.4 <0.0001
<5% 111.6 +10.8 107.4 +10.4 <0.0001
Perimetro de Cintura 2 5-<10% 116.4+11.4 107.1+9.8 <0.0001
(cm) >10% 1147 +11.2 102.7 + 10.1 <0.0001
TODOS 111.7+11.1 106. 0 +10.3 <0.0001
<5% 113+ 15/ 75+ 9 113+ 13/76 + 10 0.8/0.6
> 5-<10% 115+10/78 + 7 109+13/74+9 0.1/0.2
210% 110414 /76 + 11 116+14 /72 + 10 0.03/0.04
PAS / PAD (mmHg)
TODOS 114 +14 /76 £ 9 113 13 /74 + 10 0.8/0.6

de peso 210% (n= 30).

Tabla 7. Caracteristicas antropométricas y clinicas al inicio del estudio y tras 3 meses de MEV, segun el

porcentaje de pérdida de peso. Pérdida de peso <5% (n=47), Pérdida de peso = 5-<10% (n= 27), Pérdida
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e Determinacion del perfil lipidico convencional

Los niveles detectados mediante las técnicas convencionales del laboratorio de
analisis clinicos del perfil lipidico, previos y tras 3 meses de MEV se detallan en la

Tabla 8 (37).

Se observd que se tras tres meses de intervencién, los niveles de colesterol total
disminuyeron significativamente en toda la poblacion (194.6 + 28.2 vs 181.1 + 32.8
mg/dL, p <0.0001). Esta disminucion significativa se observé en todos los grupos de

pérdida de peso.

Los niveles obtenidos para el LDL-C tras 3 meses de intervencidon también
disminuyeron significativamente en los grupos 1 y 3. Sin embargo, las participantes
que perdieron entre 25 - <10% de su peso, grupo 2, se produjo un aumento

significativo de los niveles de LDL-C.

En cuanto a los niveles de HDL-C, paraddjicamente, aquellas participantes que
perdieron <5%, grupo 1, de su peso corporal aumentaron significativamente los niveles
de HDL-C tras la intervencion. En cambio, las mujeres del grupo 3, disminuyeron

significativamente los niveles de HDL-C.

Por otro lado, aunque los niveles circulantes de triglicéridos disminuyeron en toda la

poblacion, estos no fueron significativos tras la intervencion.
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Grupo Basal Tras 3 m de MEV p
<5% 195.1+29.5 186.9 + 36.8 0.004
Colesterol Total = 5-<10% 188.8 £ 29.6 176.6 £ 27.8 0.003
(mg/dL) 210% 108.8 + 27.3 1755+ 31.1 <0.0001
VN: <200 mg/d| TODOS 104.6 +28.2 18114328 <0.0001
<5% 120.8 + 26.6 109.1+28.7 <0.0001
LDL colesterol (mg/dL) 2 5-<10% 111.7+£24.2 132.2+148.4 0.01
VN: <130 mg/dl >10% 119.1 + 30.6 106.2 + 27.6 0.003
TODOS 117.8+26.5 113.9+77.3 <0.0001
<5% 54.4+122 57.6+ 135 0.001
HDL colesterol (mg/dL) 2 5-<10% 58.9+11.0 55.6 £11.2 0.05
VN: >50 mg/dl >10% 59.6  12.4 52.8+9.9 0.01
TODOS 573+12.1 556+ 12.1 0.2
<5% 87.0 (67.0 — 114.0) 75.0 (64.0 — 132.0) 10
Triglicéridos (mg/dL) > 5-<10% 78.0 (58.2 — 123.0) 78.0 (65.0 — 113.5) 0.8
VN: <150 mg/di >10% 82.0 (61.0 — 104.5) 76.0 (61.5—96.0) 0.9
TODOS 84.0 (66.0-112.0) 955+ 485 0.9

Tabla 8. Perfil de lipidos al inicio del estudio y tras 3 meses de MEV, de acuerdo con el porcentaje de

peso corporal perdido (Perfil lipidico medido por técnicas convencionales). Pérdida de peso <5% (n=47);

Pérdida de peso 2 5-<10% (n= 27); Pérdida de peso 210% (n= 30)

70




e Determinacion del perfil lipidico avanzado mediante Espectroscopia de

Resonancia Magnética Nuclear (*H-RMN)

Con el fin de ahondar mas en el conocimiento de los niveles lipidicos de nuestras
participantes, se separaron por tipo y tamafio, asi como se cuantificaron, las
diferentes lipoproteinas (VLDL, IDL, HDL y LDL), tanto unidas a colesterol como
unidas a triglicéridos mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear (*H-
RMN), lo cual constituye el perfil lipidico avanzado de nuestras participantes. Los

resultados obtenidos se detallan en la Tabla 9.

Grupo Basal Tras 3 m de MEV p
<5% 12.1+9.6 12.8+12.8 0.64
VLDL Colesterol 2 5-<10% 10.2+8.1 11.0+8.7 0.61
(mg/dL)
210% 9.0+6.6 9.4+50 0.45
TODOS 10.7+8.4 11.3+10.0 0.17
<5% 80+44 7.9+438 0.78
IDL Colesterol (mg/dL) 2 5-<10% 6.7+3.2 7.0+£4.0 0.53
210% 73+36 8.1+28 0.04
TODOS 7.4+39 7.7+4.1 0.05
<5% 116 + 25.7 111.4+28.1 0.01
LDL Colesterol 2> 5-<10% 108.3 +20.9 102.3 £ 22.7 0.03
(mg/dL)
210% 117.6 £21.3 107.8 £ 23.9 0.001
TODOS 1145 +23.3 108.0 £ 25.6 0.0001
<5% 55.0+13.8 55.4 £13.9 0.55
HDL Colesterol 2 5-<10% 58.2+11.2 53.9+127 0.01
(mg/dL)
210% 574 +115 50.3+8.6 <0.0001
TODOS 56.5+12.5 53.7+125 0.002
Tabla9 A
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Tabla 9. Caracterizacion del perfil de lipidos por técnica de espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (1H-RMN) al inicio del estudio y tras 3 meses de MEV, segun el porcentaje de pérdida de peso.
Pérdida de peso <5% (n=47); Pérdida de peso = 5-<10% (n= 27); Pérdida de peso 210% (n= 30). A.
Concentracion de lipoproteinas unidas a colesterol. B. Concentracion de lipoproteinas unidas a
triglicéridos. C. NUmero de particulas totales de lipoproteinas. D. NUmero de particulas en tamafios de
VLDL. E. Nimero de particulas en tamafios de LDL. F. Numero de particulas en tamafios de HLDL. G.

Tamafios de particulas medios y Ratios.

Se observa, los niveles plasmaticos de lipoparticulas de LDL ligadas al colesterol
disminuyeron significativamente en los grupos 1,2 y 3 de estudio, independientemente
del porcentaje de peso corporal perdido (116 £ 25.7 vs 111.4 £ 28.1 mg / dL, p = 0.01;
108.3 £20.9vs 102.3+£22.7mg/dL, p=0.03,y117.6 + 21.3 vs 107.8 + 23.9 mg / dL,

p = 0.001; respectivamente).

En cuanto al HDL vemos disminuciéon en el 2° y 3° grupo de pérdida de peso,
disminuyendo (58.2 £ 11.2vs 53.9+12.77mg/dL, p=0.01;y57.4+11.5vs 50.3 +

8.6 7 mg/dL, p <0.0001 respectivamente).

Las particulas de IDL unidas a colesterol s6lo aumentaron en OMS con pérdidas de

peso >10 % (7.3 £ 3.6 vs 8.1 + 2.8 mg / dL, p = 0.04).

En cuanto a los niveles plasmaticos de lipoparticulas unidas a triglicéridos; se observa
gue las particulas de LDL no se produce una disminucion significativa en ninguno de

los 3 grupos.

En cuanto al numero de particulas de las diferentes lipoproteinas, se visualiza que en
las de LDL hubo una reduccion significativa de los grupos 1y 3 y por tanto aportando

una disminucion en conjunto significativa (832.6 + 188.5 vs 802.8 + 206.2 nmol / L,
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p=0.04; 828.4+ 148.1vs 774.8 £ 163.8 nmol /L, p=0.001y 814.1 +168.6 vs 776.9

+185.2, nmol/L, p= 0.0008 respectivamente).

En cuanto al numero de particulas de HDL disminuy6 después de la intervencion en
los grupos que perdieron mas del 5 % de su peso corporal, tal y como se habiamos
observado previamente en otros estudios sobre métodos convencionales para

determinar lipidos.

Al analizar los diferentes tamafios de lipoproteinas no observamos ningin cambio

significativo en las VLDL.

Las particulas de LDL, aunque el pequefio y denso fue el que mas concentracion
abundaba en los 3 grupos de estudio y se redujeron tras la intervencion; no hubo una
descenso significativo. Sin embargo si que hubo una disminucién general significativa
de las particulas de LDL en toda la poblacién a los tres meses (394.0 + 84.2 vs 378.9 +
97.0 nmol / L, p = 0.01). Por el contrario, cuando las participantes perdieron méas del
10% de su peso corporal, grupo 3, las concentraciones de particulas medianas y
grandes mostraron una disminucion significativa (314.2 + 64.1 vs 289.1 + 62.2 nmol /

L, p<0.0001, 121.0£ 22.8 vs 111.5 + 25.9 nmol / L, p = 0.001, respectivamente).

En las lipoproteinas de HDL, se determind que las particulas pequefias son las mas
abundantes en este tipo de poblacién. Las participantes que redujeron su peso
corporal en mas del 5%, mostraron una disminucién significativa de las particulas
pequefias y medianas de HDL. Sin embargo, las participantes que perdieron méas del
10% de su peso corporal también mostraron una disminucion significativa de las
particulas grandes después de la intervencion (0.2 + 0.1 vs 0.1 £ 0.1 pmol / L, p <

0.0001).

76



Por lo tanto, el Unico cambio significativo metabdlicamente en el perfil lipidico en
mujeres OMS, se observa en los niveles de IDL-C y LDL-C. Sin embargo, los niveles

de HDL-C disminuyen en las mujeres que pierdan mas del 5% de su peso corporal.

Del mismo modo, los niveles de todas las particulas LDL y HDL (pequefias, medianas

y grandes) disminuyeron en todos grupos de estudio.

6.2 2 afos de Intervencion

Descripcion de la Poblacién

El estudio de la dieta baja en calorias y el ejercicio fisico en mujeres OMS comenzé
con 115 participantes mujeres OMS. Después de 2 afios de intervencion, hubo 48
participantes (41.7%) fueron consideradas pérdidas debido a no quisieron continuar
con el estudio, no tenian adherencia al programa o0 no asistian a las revisiones
clinicas. Por lo tanto, el estudio finaliz6 con un total de 67 mujeres con OMS (edad:
44.5 + 3.7 afios e IMC: 36.3 + 4.7 kg/m?). De éstas, 23 participantes (34.2%) habian
perdido <5% de su peso corporal inicial (Grupo 1) y 22 participantes perdieron 25% -
<10% (Grupo 2) y 210% del peso corporal basal (Grupo 3), es decir, 22 participantes

(32.8%) en cada uno de estos grupos.

La Tabla 10 muestra las variables antropométricas y clinicas al comienzo y al final del

estudio.
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Pérdida

Peso
Edad <5% R N = —
(Afios)
25<10% | 45.0%2.4 | m | e
210% 454245 [ s [ s
TODOS 445+36 | 465+36 | "
<5% 91.2+138 | 86.7+10.3 0.7
Peso 25<10% | 95.0+15.8 | 86.3+17.8 | 0.003
Corporal
210% 90.8+12.4 | 79.1+12.4 | <0.0001
(Kg)
TODOS | 92.7+13.8 | 83.8+13.4 | <0.0001
<5% 355+36 | 343£32 0.7
IMC 25<10% | 37.2+58 | 344+65 | 0.005
(kg/m?)
210% 36.0+45 | 315+46 | <0.0001
TODOS 36.3+4.7 | 333+4.8 | <0.0001

Pérdida

Peso

<5% 111.6 +£10.8 108.1£9.5 0.8
Perimetro 2 5-<10% 116.4+11.4 108.8 + 15.5 0.002
Cintura
210% 114.7+11.2 1009 +13.1 <0.0001
(cm)
TODOS 111.7+11.1 105.6 +12.8 <0.0001
<5% 113+15/75+9 114 +14/73 0.3/0.3
+12
> 5-<10% 115+10/78+7 115+12/76 0.5/0.3
+11
PAS /
PAD 210% 110 + 14/ 76£11 118+20/74 0.5/0.4
+11
(mmHg)
TODOS 114+14/76+9 116+ 16/ 74 0.5/0.2
+11

Tabla 10. Parametros al inicio vs pérdida de peso después de 2 afios para los 3 grupos estudiados

Las mujeres que perdieron mas del

Grupo 1.- Pérdida de peso <5% (n = 23)

Grupo 2.- Pérdida de peso = 5- <10% (n = 22)

Grupo 3.- Pérdida de peso 210% (n = 22).

5%

de su peso corporal

redujeron

significativamente su la pérdida de Kg de peso y en consecuencia se observé un

idéntico comportamiento como cabe esperar en el IMC.

En cuanto al perimetro de cintura, se determin6 que para que hubiera una disminucion

significativa del mismo, se produjo a partir de la pérdida superior al 5% del peso

corporal de las participantes.
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Sin embargo a pesar de toda la intervencibn no observamos ninglin cambio

significativo en cuanto a presion arterial.

Tras este periodo de 3 meses desde el inicio de la intervencién, la pérdida de peso fue
més gradual: 1.9 kg méas durante el primer afio y 0.9 kg mas durante el segundo afio.
La pérdida media total de peso al final del estudio fue de 8.3 kg. En la figura 10 se

recogen la evolucion de pérdida de peso (A) e IMC (B) por grupos.

El grupo 1 pierde menos peso y por tanto menos IMC al principio, pero lo hace de
manera mas gradual y constante, apreciandose un descenso mas pronunciado en el
altimo tramo del programa.

El grupo 2, pierde mucho peso e IMC en los primeros 3 meses de la intervencion;
estabilizandose al afio y llega a igualarse al final del estudio con el grupo 1.

Por dltimo el grupo 3, es el que mas peso e IMC pierde del todas las participantes. A
los 3 meses de comienzo el descenso es el mas pronunciado, sin embargo a los 12 y
24 meses se estabiliza y no se produce casi ninguna modificacion mas en el cambio
de peso e IMC.

Finalmente apreciamos en ambas figuras que la pérdida de peso e IMC en el grupo 1y
2 es practicamente la misma a los 24 meses de la intervencion y sobre todo en el
grupo 3 apreciamos que el maximo descenso de peso se produce en los 3 primeros

meses del programa.
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Figura 10. Evolucion de la pérdida de peso corporal (A) and del IMC (B) segun los diferentes grupos
de poblacion OMS
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INTERVENCION.

Cuando la adherencia a la intervencion prescrita, existe una asociacion positiva entre
la adherencia a la dieta mediterranea y la cantidad de peso perdido. Al inicio del
estudio, todos los grupos (<5%, 25% - <10% y 210%) mostraron niveles moderados de
adherencia a la dieta mediterranea sin diferencias significativas entre ellos (8.0 £ 2.2,
7.0+ 1.8y 7.2 + 2.3 puntos, respectivamente, p = 0.1), sin embargo, después de dos
afios, la adherencia varié de acuerdo con el nivel de pérdida de peso. Los grupos con
mayor pérdida de peso presentaban una adherencia a la dieta mayor que el grupo con
menor pérdida de peso (pérdida de peso <5%: 8.8 + 1.8 puntos; pérdida de peso =5%
- <10%: 9.5 *+ 1.4 puntos; pérdida de peso 210%: 10.7) £ 2.0 puntos; p = 0.004, entre

la pérdida de peso <5%: y la pérdida de peso 210%).

Por otro lado, al comienzo del estudio, las participantes realizaban actividad fisica
ligera (53.6% de las participantes), moderada (30.4%) y vigorosa (16.1%). Sin
embargo, tras 2 afios de entrenamiento con el monitor, estos niveles de actividad fisica
cambiaron, el 16.0% de los participantes realizaban actividad ligera, el 42.9%,
actividad moderada y el 41.1%, actividad vigorosa. Esta actividad fisica, en los

diferentes grupos de pérdida de peso durante el estudio se resume en la Tabla 11.
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<5% 50.0 22.7 0.01
Sedentarismo > 5-<10% 55.6 23.1 0.002
o Nivel Ligero
(%) 53.5 16.0 0.001 210% 56.7 4.8 <0.0001
RAPA=1-3
puntos
<5% 34.8 54.5 0.006
Nivel > 5-<10% 29.6 38.5 0.07
Moderado (%)
30.4 42.9 0.002 210% 20.0 33.3 0.01
RAPA=4-5
puntos
<5% 15.2 22.7 0.01
Nivel Alto (%) 16.1 41.1 0.003 2 5-<10% 14.8 38.5 0.006
RAPA=6-7 210% 23.3 61.9 <0.0001
puntos

Tabla 11. Niveles de actividad fisica, basal y después de 2 afios con intervencién dietética segin el
porcentaje de pérdida de peso. Grupo 1.- Pérdida de peso <5% (n = 23); Grupo 2.- Pérdida de peso = 5-

<10% (n = 22); Grupo 3.- Pérdida de peso 210% (n = 22).

En cuanto a los niveles lipoproteicos encontramos que tras 2 afios de intervencion, la
concentracion de VLDL-C, IDL-C y LDL-C disminuyeron significativamente. La
concentracion de VLDL-C disminuy6 significativamente en las participantes del
grupo 2 y grupo 3 (10.2+8.1vs3.4+38mg/dL, p=0.001;y9.0+6.6vs52+53
mg / dL, p = 0.03; respectivamente). La concentracion de IDL-C se vio disminuida (7.4
+ 39 vs 6.1 £ 3.3 mg / dL, p <0.0008), sin embargo esto sélo ocurri6 en las
participantes perdieron peso de forma moderada, es decir en los grupos 1y 2 (8.0 £
44 vs 6.7 39 mg/dL, p=0.006;y 6.7 +3.2vs 40 £ 25 mg/dL, p=0.007;
respectivamente). A pesar de estos resultados, el LDL-C en las mujeres que perdieron
menos de un 5% de su peso corporal aumento una pequefiisima cantidad (116.0 +
25.7 vs. 116.3 £ 28,5 mg / dL, p = 0.01). No obstante en el conjunto de todas las
participantes bajo la concentracién de LDL-C de forma significativa (114.5 + 23.3 vs.

112.3 +23.1 mg/ dL, p = 0.01).
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Por ultimo, el HDL unido al colesterol disminuyé sélo en el primer grupo (55.0 £ 13.8

vs. 53.2+9.6 mg/dL, p = 0.04).

Por otro lado en cuanto a las fracciones lipoproteicas unidas a triglicéridos, se
contempl6 que se produjo una importante disminucién significativa en la fraccion de
IDL (9.4 + 3.4 vs. 8.6 £ 25 mg / dL, p = 0.01); siendo los 2 primeros grupos en los
cuales se produjo disminucién de esta fraccion (9.9 + 3.9 vs 9.1 £+ 2.9 mg / dL,
p=0.02y9.0+£28vs6.9+22mg/dL, p=0.007; respectivamente). La fraccién de
LDL se vio afectada s6lo en los dos primeros grupos, produciéndose descensos de las
mismas (17.0 £ 5.3 vs. 141 +55mg /dL, p = <0.0001; y 14.7 £ 35vs. 11.3+ 2.1
mg / dL, p = 0.002 respectivamente). La fraccion de HDL disminuyé de forma
importante en los 3 grupos de participantes (12.2 + 6.6 vs 8.0 £ 4.8 mg / dL,
p = 0.0001; 10.2 + 40vs 40+ 27 mg/dL, p=0.001; y 10.0 £ 46 vs 7.8 =+ 3.4
mg / dL, p = 0.04; respectivamente). No obstante esto no se observé en el conjunto

global de HDL unido a triglicéridos.

En el numero de particulas de las diferentes lipoproteinas, se visualizé que en las de
VLDL en el grupo 2 se observd una disminucion significativa (34.0 + 20.3 vs 24.2 +

13.1 nmol /L, p=0.007)

Por otro lado, el LDL plasmatico se redujo significativamente después de dos afios de
intervencion en la poblacion de estudio en general (814.1 + 168.6 nmol / L vs. 792.7 +
172.2 nmol / L, p = 0.004), en particular en mujeres OMS que perdieron <5% y 5% -
<10% del peso corporal (grupo 1 y 2) (832.6 = 188.5 nmol / L vs. 823.2 + 213.7
nmol / L, p = 0.004; 766.4 = 149.3 nmol / L vs. 722.0 £ 108.8 nmol / L, p = 0.01,

respectivamente).
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Paradéjicamente, a pesar de esta disminucibn en el numero de particulas
aterogénicas, no hubo cambios en las particulas pequefias de LDL que aumentan el

riesgo cardiovascular, incluso en las mujeres OMS que perdieron mas peso.

Al analizar el nimero de particulas de HDL, se observdé que el tamafio de las
particulas de HDL se redujo significativamente en toda la poblacién de estudio (28.5 +
5.8 ymol / L vs. 27.0 £ 4.6 pymol / L, p = 0.004) y particularmente en las participantes

del grupo 1 (28.4 + 6.5 vs 26.0 + 3.7 umol / L, p = 0.0004).

Los tamafos de particulas también fueron analizados. Para la fraccién de lipoproteina
VLDL, solo las mujeres OMS del grupo 2 experimentaron una disminucion significativa
de VLDL, no solo en el numero de particulas sino también en particulas de VLDL
grandes, medianas y pequeias (1.1 +0.6 vs 0.7 + 0.3 nmol / L, p = 0.002; 5.2 £ 3.0 vs
36 19 nmol /L, p=0.005;y 27.7+ 16.8 vs 19.9 + 10.9 nmol / L, p = 0.007;

respectivamente).

Las particulas de VLDL medianas y grandes disminuyeron significativamente en la
poblacion total del estudio (5.3 +3.1vs. 49+34nmol/L,p=0.01,1.1+0.6vs. 09+

0.6 nmol /L, p = 0.001, respectivamente).

En cuanto la fraccion de LDL, solo disminuyeron de forma significativa en las
particulas de tamafio medio, sin embargo esto se vio reflejado en los 3 grupos de
pérdida de peso (308.9 + 74.2 vs 277.5 + 75.7 nmol / L, p = 0.0006; 282.7 + 57.9 vs
251.7 £ 36.6 nmol /L, p=0.003;y 314.2 + 64.1vs 287.0+57.8 7 nmol /L, p=0.04,

respectivamente).
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En las lipoproteinas de HDL, notamos una disminucion significativa en la
concentracion total de particulas de HDL medianas, (8,9 + 2,2 vs. 8,6 £ 1,8 ymol / L,
p = 0.01); mientras que la concentracion total de particulas pequefias de HDL,

disminuyeron significativamente (19.4 + 3.8 ymol /L vs. 18.3 £ 2.9 ymol / L, p = 0.004).

Sélo descendié el HDL en las participantes del grupo 1 tanto en las particulas de
tamafio mediano como pequefio (8.8 + 2.5 vs 8.0+ 1.7 umol /L, p = 0.0006; 19.4 + 4.2

vs 17.8 + 2.4 7 ymol / L, p = 0.001; respectivamente)
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Lipidos *
PARAMETRO
COLESTEROL TOTA|
COLESTEROL LDL
COLESTEROL HDL

TRIGLICERIDOS

Lipidos*
PARAMETRO
COLESTEROL TOTAL
COLESTEROL LDL
COLESTEROL HDL

TRIGLICERIDOS

Figura 11.A Siluetas

Tabla 12. Caracterizacion del perfil lipidico por espectroscopia de resonancia magnética nuclear (1H-

RMN), basal y después de 2 afios con intervencion dietética segun el porcentaje de pérdida de peso.

Grupo 1.Pérdida de peso <5% (n = 23), Grupo 2. Pérdida de peso = 5- <10% (n = 22), Grupo 3.Pérdida de

peso 210% (n = 22). A. Concentracion de lipoproteinas unidas a triglicéridos. B. Concentracion de

lipoproteinas unidas a colesterol. C. Nimero de particulas totales de lipoproteinas. D. NUumero de

particulas en tamafios de LDL. E. Nimero de particulas en tamafios de VLDL. F. NUmero de particulas en

tamafos de HLDL. G. Tamafios de particulas medios y Ratios.

Tras finalizar la intervencion sobre la modificacion de estilo de vida en nuestra

poblacion de mujeres OMS vy tras obtener las siluetas lipidicas, observamos que todas

las participantes mantienen niveles lipoproteicos dentro del rango de la normalidad

(Figura 11.A)

RESULTADO
L 191 mg/dL

118 mg/dL

57 mg/dL

80 mg/dL

RESULTADO
187 mg/dL
116 mg/dL

53 mg/dL

98 mg/dL

VALOR OPTIMO

Y 200
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N s02-403
AVARRRT-}
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A s09-403
YV s

NUmero de particulas

PARAMETRO

PARTICULAS LDL

PARTICULAS LDL (PEQUEFIAS)
PARTICULAS HDL (MEDIANAS)

PARTICULAS VLDL
Diadmetro de particulas

PARAMETRO
PARTICULAS LDL

PARTICULAS HDL

NUmero de particulas

PARAMETRO

PARTICULAS LDL

PARTICULAS LDL ([PEQUENIAS)
PARTICULAS HDL [MEDIANAS)

PARTICULAS VLDL
Didmetro de particulas

PARAMETRO
PARTICULAS LDL

PARTICULAS HDL

lipidicas y espectros mostrando

espectroscopia de resonancia magnética nuclear (1H-RMN)

RESULTADO VALOR GPTIMO
. 828 nmol/L YV so0
. 393 nmol/L YV 500
I 9 umol/L A 7

29 nmol/L VAR i}

RESULTADO VALOR GPTIMO
. 21.2nm A 2100
D 8.2nm A 8.20

RESULTADO VALOR OPTIMO

823 nrmol/L YV  sm0

424 nmol/L YV 500
8 pmol/L A 7

44 nmol/L VvV 70
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21.1 nm A 2100
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Espectro 'H-RMN de una muestra de plasma

Basal
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12

Intensidad (a.u.)

a5 a 3s 3 28 2

Frecuencia (ppm)

Figura 11.B Espectro mostrando los niveles lipoproteicos obtenidos por espectroscopia de resonancia

magnética nuclear (lH-RMN) a los 2 afos de intervencion

s Espectro 'H-RMN de una muestra de plasma
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Figura 11.B Espectro ampliado de la region de lipoproteinas mostrando los niveles lipoproteicos

obtenidos por espectroscopia de resonancia magnética nuclear (1H-RMN) a los 2 afios de intervencion.
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6.3 Comparacion de técnicas mediante perfil convencional y perfil avanzando de

lipoproteinas mediantes *H-RMN.

Otro de los objetivos de este trabajo fue comparar un nuevo método de medida del
perfil lipidico, *H-RMN, frente a los métodos convencionales. Esta comparativa se llevo
a cabo tanto a los 3 meses desde el inicio de la MEV como al final el estudio a los 2

afnos.
6.3.1 Perfil de lipidico convencional frente a *H-RMN al inicio del estudio

La linea de regresiéon de Deming es un modelo estadistico que intenta de ajustar de de
la mejor forma posible datos de 2 variables, por tanto se considera un caso particular
del modelo de minimos cuadrados. En la Figura 12, se comparé la correlacion de
ambas técnicas calculando una linea recta (2.3 + 0.95 x Método Convencional LDL-C

(mg / dL)) y un coeficiente de correlacion de Pearson; r = 0.942

Regresion de Deming (n=100) °

= — 2.3 +0.95 x Método Convencional LDL-C (mg / dL)
S -
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] D —

-c o

S~

o1}

S

2

—

[m)]

- o

Z 2 7

=
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L

-
= Pearson's r =0.942
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T T T T
50 100 150 200
Método Convencional LDL-C (mg / dL)

Figura 12. Regresion basal Deming LDL-C
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Las Figuras 13 A y 13 B muestran las diferencias del método con respecto al nimero

de particulas de LDL calculadas en nmol/l.

Numero de Particulas LDL vs Método Convencional LDL-C, *H-RMN LDL-C

1600 1500

1400
1400+
120

1200
1200

1000 < 1100

1000

900

Numero de Particulas LDL (nmol/L)

150

100
1H-RMN LDL-C (mg/dL) 0 &

Método Convencional LDL-C (mg/dL)

Figura 13 A. Vision Tridimensional Basal entre el NGmero de Particula LDL, por *H-RMN y método

convencional de LDL-C
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Numero de Particulas LDL vs Método Convencional LDL-C, *H-RMN LDL-C
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Figura 13 B. Vision aplanada Tridimensional Basal entre el Nimero de Particula LDL, por *H-RMN y

método convencional de LDL-C.

Para las particulas de HDL, el andlisis de Deming calculd la linea recta (-3.34 + 1.05 x

Método convencional HDL) y un coeficiente de correlacién r de Pearson = 0.909

(Figura 14).
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Regresion de Deming

Regresion de Deming (n=102)
— -3.34+1.05*"Metodo Convencional HDL-C (mg/dL)

70 80 90
1 1 1

1HRMN HDL-C (mg/dL)
50 60
1

30

° Pearson's r = 0.909

] T T T T 1
30 40 50 60 70 80
Metodo Convencional HDL-C (ma/dL)

Figura 14. Regresion basal Deming HDL-C

Las Figuras 15 A y 15 B muestran las diferencias del método con respecto al nimero

de particulas de HDL calculadas en ymol / L.

Numero de Particula HDL vs Método Convencional HDL-C, *H-RMN HDL-C

3%

Numero de Particula HDL (umol/L)

1H-RMN HDL-C (mg/dL) * »

Método Convencional HDL-C (mg/dL)
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Figura 15 A. Visi6on Tridimensional Basal entre el Nimero de Particula HDL, por '"H-RMN y método

convencional de HDL-C.

Numero de Particula HDL vs Método Convencional HDL-C, *H-RMN HDL-C
T T T T T T 50

nr-

30

1H-RMN HDL-C (mg/dL)

25

| | | | 1 | 1
% @ 50 60 0 80 %0
Método Convencional HDL-C (mg/dL)

Figura 15 B. Vision aplanada Tridimensional Basal entre el Ntimero de Particula HDL, por *H-RMN y

método convencional de HDL-C

6.3.2 Perfil lipidico convencional frente a *H-NMR tras 2 afios de modificacion de

estilo de vida

La linea de regresion de Deming se calcul6 para lipoproteinas de baja densidad
(11.97+ 0.87 x Método Convencional LDL-C) y un coeficiente de correlacion de

Pearson r = 0.887 (Figura 16).
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Regresion de Deming (n=49)

11.97 + 0.87 x Método Convencional LDL-C (mg / dL)

Pearson's r = 0.887
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Figura 16. Regresion basal Deming LDL-C

En la Figura 17 A y B, las diferencias del método se trazaron contra el calculo del

namero de particulas de LDL medidas en nmol / | tras 2 afios de intervencion.
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Numero de Particula LDL vs Método Convencional LDL-C, *H-RMN LDL-C

Numero de Particula LDL (nmol/L)

8
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Método Convencional LDL-C (mg/dL)

1200

1100
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Figura 17 A. Vision Tridimensional tras 2 afios de MEV entre el Ntimero de Particula, LDL por *H-RMN y

método convencional de LDL-C

Ndmero de Particula LDL vs Método Convencional LDL-C, *H-RMN LDL-C
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Figura 17 B. Vision Aplanada tras 2 afios de MEV entre el Nimero de Particula LDL, por '"H-RMN y

método convencional de LDL-C
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Por otro lado la linea de regresion de Deming para HDL colesterol mostré la
correlacion ( -3.38 + 1.07 x Método directo HDL-C (mg / dL) y un coeficiente de

Pearson, r = 0.897 (Figura 18).

Deming Regression Fit

Deming RegressionFit (n=56)
~ -3.38 + 1.07 x Método directo HDL-C (mg / dL) o
o
«©
=0
©
~
o =2
£
5
-
o 3
i
=z
=
=
5
-
o |
=
Q {0 Pearson'sr = 0.897

T T T T T
40 50 60 70 80

Método Convencional de HDL-C (mg / dL)

Figura 18. Regresion de Deming HDL-C después de 2 afios de MEV

La Figura 19 Ay B muestra las diferencias entre los dos métodos en comparacion con

el célculo del numero de particulas de HDL en pmol / L.
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Numero de Particula HDL vs Método Convencional HDL-C, *H-RMN HDL-C
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Figura 19 A. Vision Tridimensional tras 2 afios de MEV entre el Numero de Particula, HDL por 'H-RMN y

método convencional de HDL-C
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Figura 19 B. Visién Aplanada tras 2 afios de MEV entre el Nimero de Particula HDL, por "H-RMN y

método convencional de HDL-C
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CAPITULO 7. DISCUSION

Nuestros resultados muestran que una intervencién personalizada con dieta
mediterranea y ejercicio fisico en poblacién femenina con obesidad y metabdlicamente
sana contribuyen a la pérdida de peso corporal y por ende al IMC, pero el perfil
lipidico a pesar de disminuir sus niveles circulantes se mantiene dentro de los valores
normales, siendo éste evaluado tanto por técnicas convencionales de rutina como por
técnicas mas avanzadas mediante anélisis mas precisos como es la *H-RMN. Estos
resultados de amplia gama de fenotipos de lipoproteinas favorables concuerdan con

los hallazgos de Phillips et al (42).

A los 3 meses de la intervencién con MEV, encontramos concentraciones plasmaticas
méas bajas de LDL y de HDL. No obstante, estas diferencias no se encontraron
significativas en las VLDL en cuanto a concentraciébn, nimero de particulas o

diferencias en los tamafos de las mismas.

A pesar de las disminucion de LDL, los niveles de IDL aumentaron en mujeres OMS

que perdieron >10% de su peso corporal.

Las particulas de IDL son inestables. Son moléculas transitorias que cambian con
mayor frecuencia entre otras subclases de lipoproteinas. Este aumento de IDL puede

relacionarse con una redistribucion de la grasa corporal.

La ausencia de criterios estandarizados para la definicion del fenotipo OMS constituye
la principal limitacion para realizar un andlisis comparativo entre los diferentes
estudios, habiéndose recogido en la literatura la existencia de hasta 15 definiciones

diferentes (208).

Las definiciones de OMS que se utilizan para clasificar a un individuo como tal y
fenotiparlo, no incluyen los perfiles de las diferentes lipoproteinas (42). No obstante, a
pesar de la inclusién de perfiles lipidicos en la mayoria de definiciones de OMS, no
existen suficientes datos y en su mayoria estan muy limitados sobre los diferentes
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fenotipos de lipoproteinas en OMS, aun habiéndose analizado las diferentes subclases

de lipoproteinas (133, 205-207).

Nuestros participantes tenian concentraciones bajas de particulas pequefias de LDL
aunque estas son las mas abundantes y ademas tenian un tamafio de particula de
similar, independientemente del porcentaje de peso perdido. Por otro lado,
encontramos que los valores de dichas LDL se encontraban dentro de los valores de

normalidad.

El tamafio de las particulas de LDL tiene una alta influencia sobre el riesgo

cardiovascular, especialmente las particulas pequefas de LDL (70,128,146,212).

A los 3 meses de intervencién se observa que disminuye el nimero de particulas de
LDL en las participantes del grupo 1 y 3. No obstante solamente se observa que
disminuyan los niveles de LDL tanto de particulas grandes y medianas en las

participantes que mas peso pierden (grupo 3).

Nuestros resultados son coincidentes con los de Phillips et al. (42) que han reportado

un menor numero de particulas de LDL entre sujetos OMS.

En cuanto la concentracion de VLDL, no podemos discernir ninguna conclusion debido

gue los resultados que hemos obtenido no son significativos a los 3 meses del estudio.

Paradéjicamente, la concentracion de HDL deberia aumentar consecuencia de la dieta
hipocalé6rica y el ejercicio fisico, como se ha reportado cientificamente (214). Sin
embargo se encontré disminuido el nimero de particula a los tres meses a nivel global
y ademas se observo que disminuy6é en mayor medida en los grupos que perdieron
mayor cantidad de peso corporal. Observamos que la concentracion de HDL
pequefias disminuyd sobre todo en los grupos que pierden = 5 %, corroborando los

resultados de Phillips et al.(42).
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Se sabe que las particulas de HDL pequefias son las mas aterogénicas y tienen una
correlacion positiva con el riesgo cardiovascular; mientras que las particulas medianas
y grandes tienen una correlacion inversa (37,69,145,148,156,215,216). También se ha
demostrado que las particulas pequefias de HDL son menos protectoras contra el
proceso de oxidacion de las LDL o puede ser también indicativo de una

sobreproduccion de VLDL (145).

Estos hallazgos son consistentes en todas las definiciones de OMS,
independientemente del IMC e independientemente de los factores de confusién,

incluidos los marcadores de grasa hepatica.

Por otra parte, desde el punto de vista dietético, una de las posibles causas del
aumento de los niveles de HDL después de una dieta intensa puede ser el aumento de
la fibra. Este no solo reduce la absorcién intestinal de colesterol y grasas saturadas
sino también de las grasas no saturadas. Esto haria reducir la concentraciéon de
colesterol en sangre. Sin embargo se ha descrito la paradoja en el ejercicio fisico en
individuos OMS, gque causan una disminucion en las concentraciones de HDL (217-
219). Nuestros resultados al cabo de 3 meses respaldan este hallazgo (37). No
obstante, la '"H-RMN muestra que aunque los niveles totales de HDL disminuyen el
perfil aterogénico mejora, ya que se produce una reducciéon de particulas pequefias de

HDL.

Tras dos afios de la intervencion, nuestro estudio muestra que hay una disminucion en
el nimero de particulas aterogénicas, aun estando dentro de los valores de
normalidad. Encontramos una disminucion general en las fracciones de VLDL-C, IDL-
C y LDL-C a nivel global de todas las participantes. No obstante, la disminucién en la
fraccion de LDL solo se observé en el grupo 1. Damasceno et al. (173), también
describen este fendmeno observado en personas obesas siguiendo una dieta
mediterrdnea basada en frutos secos y siguiendo un régimen de ejercicio fisico.

Explican esta ligera disminucién de LDL en pacientes que no perdieron peso o
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perdieron poco peso (<5%) por el hecho de que al realizar actividad fisica, se produce
una redistribucion de los depdsitos de grasa del compartimento esplénico y, como tal,
el higado es suministrado con una menor cantidad de triglicéridos para la sintesis y
secrecion de VLDL, cuya lipdlisis produce principalmente LDL pequefias que circulan
en la sangre durante un periodo mas prolongado (220). Nuestros resultados
concuerdan con los obtenidos por Damasceno et al. (173) y se basan en la hipétesis

de Berneis (220).

Por otro lado, observamos que en nuestra poblacién existen disminuciones en las
fracciones de lipoproteinas unidas a triglicéridos en mujeres que pierden <10% de su
peso corporal debido a su adherencia a la dieta mediterranea (que incluye el consumo
de frutos secos) y al programa de ejercicio fisico. En este sentido, los resultados de
Achilike et al. (221) demuestran que esta disminucion en los niveles de lipoproteinas
unidas a triglicéridos prevendrian el fenotipo obeso metabdélicamente enfermo, como

ocurre en nuestra poblacion que presentan un perfil lipidico favorable (222—224).

El nimero de particulas de VLDL en nuestra poblacion general no disminuyeron,
aunque el grupo 2 experiment6 una pequefia disminucion. A pesar de esto, nuestros
resultados mostraron una disminucién en el tamafio de las particulas de VLDL, tanto m

grandes, medianas como pequefias principalmente, en las participantes del grupo 2.

Segun lo descrito por Wang et al. (225) y en lo referido a estudios clinicos recientes
(226-229), el numero de particulas de LDL y las pequefias particulas de LDL son
mejores predictores del riesgo cardiovascular que otros métodos de medicién de LDL.
En nuestro estudio observamos tras dos afios de intervencion; una disminucion en el
namero total de particulas de LDL aterogénicas. También esperariamos encontrar esta
disminucién en los 3 subgrupos de pérdida de peso, pero paradéjicamente,
encontramos que esto no es asi; esta disminucién solo ocurre en grupos que perdieron
una cantidad moderada de peso, <10% del peso corporal inicial. Al estudiar el perfil

aterogénico de las mujeres OMS, encontramos que solo las particulas de LDL
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medianas experimentan cambios: disminuyen en la poblacién de estudio en su
conjunto y en cada uno de los 3 grupos. Sin embargo, a diferencia de Damasceno et
al. (173), no observamos ningan cambio en las particulas pequefias o grandes, ya sea
en la poblacién de estudio como un todo o en cualquiera de los grupos de pérdida de
peso estudiados. Las particulas pequefias, que son mas aterogénicas y que
tradicionalmente han sido el objetivo de los tratamientos hipolipemiantes (228), no se
ven afectadas en este tipo de individuos después de dos afios de intervencion con un
bajo dieta mediterranea caldrica y ejercicio fisico. También debemos tener en cuenta
que, utilizando esta técnica, pudimos corroborar los hallazgos utilizando un analisis
mucho mas profundo del perfil lipidico de estas mujeres OMS, notando que no hubo

mejoria en el riesgo cardiovascular de mujeres OMS (181).

Con estos hallazgos, podemos confirmar que la dieta y el ejercicio mejoraron
ligeramente la cantidad de colesterol transportado por las particulas de baja densidad,
pero no se produjeron cambios en la estrategia metabdlica del cuerpo con respecto al

transporte de colesterol en particulas grandes, en lugar de pequefas.

Como se ha demostrado en la literatura, el HDL desempefia una importante funcion de
ateroproteccion (156,230-233). Desde el inicio de la intervencién, observamos que
hubo una disminucion en el numero de particulas de HDL a los 3 meses. Después de
2 afios de dieta y ejercicio, podemos confirmar que, una vez mas, la reduccion del
namero total de particulas de alta densidad que transportan colesterol a nivel de los 3
grupos de pérdida de peso. Este fendbmeno debe analizarse con mayor profundidad.
En la actualidad, el papel de los diferentes tamafios de HDL (157,234) no se
comprende completamente, aunque es bien sabido que las particulas pequefias son
particulas de HDL no funcionales y tienen una capacidad de carga de colesterol

mucho menor; como tal, no seria el mas adecuado para evaluar este fendGmeno (157).
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Las particulas de tamafio medio y grande tienen mayor capacidad para transportar
colesterol (157). En nuestra poblacién de estudio, las particulas de tamafio mediano
son aquellas que son ateroprotectoras. Sin embargo, paraddjicamente encontramos
que hubo una disminucion en las particulas de tamafio mediano, a pesar de seguir una
dieta y, especialmente, un régimen de ejercicio. Sin embargo, mas especificamente,
esta disminucién en estas particulas solo se observé en mujeres que perdieron <5%
de su peso; no se observo una disminucion en aquellos que perdieron mas peso. Los
valores de particulas grandes no experimentaron ningdn cambio en la intervencion,
mientras que los niveles globales de particulas pequefias y medianas de HDL

disminuyeron.

Es de destacar que aunque no observo ningln cambio en los grupos 2 y 3 en cuanto a
las particulas pequefias no funcionales de HDL, si que se produjo un descenso de las

mismas en el grupo 1.

Después de observar el cambio en la distribucion de lipoproteinas, encontramos que
después de la dieta hipocaldrica y la intervencién de ejercicio fisico, el s6lo el didametro

de VLDL disminuyé muy sutilmente.

Ante la falta de consenso entre los investigadores a la hora de definir a los sujetos
OMS sobre todo en el perfil lipidico, la *H-RMN podria ser una buena herramienta
como otro posible criterio para clasificar y poder diagnosticar a este tipo de poblacion e
incluirlo en la practica clinica habitual. Sobre todo la utilidad radicaria ademas del
posible diagnostico, en el seguimiento y posible tratamiento de los mismos. Como se
ha comentado en esta tesis doctoral al identificarse los distintos tamafios de las

lipoproteinas, el tratamiento podria variar de un sujeto OMS a otro.

En cuanto al perfil lipidico de los sujetos OMS, hemos visto que tanto la concentracion
como el niumero de particulas de las diferentes lipoproteinas asi como sus tamafios se
mantienen dentro un rango. Por este motivo el perfil lipidico medido por *H-RMN junto
con los otros pardmetros propuesto por los investigadores podria arrojar algoritmos
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diagnodsticos para identificar a los individuos OMS asi como establecer rangos de

referencias para su posible diagnéstico y posterior seguimiento clinico.

La practica clinica habitual se beneficiaria mediante un Unico analisis de un estudio
mucho mé&s detallado y ahorraria recursos al sistema, ya que permitiria identificar a
esta poblacion de OMS desde el debut y tratarla de manera adecuada. Esto supondria
una importante mejora en la gestion de los recursos sanitarios. Permitiria dar un
tratamiento personalizado a los sujetos OMS diferenciandolos de las dislipemias

convencionales asi como de otros trastornos del metabolismo lipidico.

En cuanto a la comparacion del perfil lipidico mediante técnicas convencionales vs
espectroscopia de resonancia magnética nuclear, nuestro estudio muestra que existen
diferencias entre las técnicas de medicion del perfil lipidico en mujeres OMS. Al
comienzo del estudio, analizamos una gran poblacion que contenia valores de LDL-C
y HDL-C dentro de los valores normales, medidos por los dos métodos. Sin embargo,
al comparar ambas técnicas, encontramos que habia un 5 % en LDL-C que no podia
explicarse por la medicion de la concentracibn de estas lipoproteinas. Estas
diferencias pueden explicarse debido a que la 'H-RMN mide con precision las
fracciones exactas de las lipoproteinas y las compara sin necesidad de
ultracentrifugacion, con las densidades exactas de cada lipoproteina, por lo que
estamos haciendo una aproximaciéon mucho més real de lo que estamos midiendo

(235).

Sin embargo, al realizar las estimaciones de LDL-C y HDL-C por métodos indirectos,
ya sea mediante calculos con una férmula en el primer caso y siendo esta formula
influenciable por reacciones enzimaticas; o a través de métodos directos en el
segundo caso, no estamos midiendo con tanta precisiéon como *H-RMN. Por lo tanto,
en las técnicas enzimaticas como directas existe un porcentaje importante que
corresponde a otras fracciones de lipoproteinas que interfieren en nuestros resultados

y la posterior interpretacion de las mismas (100).
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En el caso del LDL-C, encontramos que a bajas concentraciones, los valores medidos
a través de la férmula de Friedewald (Métodos Convencionales) son mayores que
cuando medimos el mismo valor en *H-NMR. Por el contrario, observamos que a
medida que aumenta la concentracion de LDL en el método convencional, este sesgo
se reduce. Por lo tanto, esto significa que para un valor de una mujer OMS cuando lo
analizamos en un laboratorio de rutina estamos sobreestimando el valor de esta LDL
que indica que estamos midiendo otras fracciones de lipoproteinas no LDL y que

podemos saber qué fraccién es tratado con el test Liposcale®.

Podemos notar, que hay determinadas mujeres OMS que se encuentran en una zona
l[imite en términos de la concentracion medida a través de la formula de Friedewald,
pero no obstante, al calcular el nUmero de particulas y comprarlas con LDL medido por
'H-RMN no lo son. Esto se debe a que, como hemos comentado, las técnicas
convencionales miden otras fracciones de lipoproteinas y también estan influidas por
el tamafio de las mismas, siendo por tanto mas precisas para medir el perfil de

lipoproteinas mediante *H-RMN que por técnicas convencionales.

Con respecto a la HDL, podemos observar que el grado de semejanza es casi perfecto
entre ambas técnicas, pero existen diferencias en el comportamiento de ambas
técnicas a medida que aumenta la concentracién. Observamos que los valores bajos
de HDL-C medidos por métodos directos obtuvieron valores mas altos que los

medidos por 'H-RMN.

Sin embargo, a medida que aumenta la concentracion de HDL, la tendencia cambia y
para el mismo valor de HDL medido por técnicas de rutina, la prueba de *H-RMN mide
valores mas altos. Al comienzo del estudio encontramos un porcentaje que tiene
valores de HDL bastante bajos, por lo que, de hecho, si consideramos que HDL evalta
el riesgo cardiovascular de mujeres OMS, lo estamos sobrestimando. También

podemos corroborar que las mujeres que tienen una menor concentracion de HDL
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tienen un menor numero de particulas de la misma y, por lo tanto, aumentaron su

riesgo cardiovascular (157).

Al finalizar la intervencién analizamos el LDL y observamos que se comporta de
manera muy similar a cuando comenzamos el estudio, es decir, a bajas
concentraciones las técnicas convencionales miden mas colesterol LDL que *H-RMN.
Sin embargo, notamos que existe un 13 % de discrepancia entre ambas técnicas y que
la correlacion disminuye. Esto es debido a que existe un menor nimero de datos de
participantes y por lo tanto aumenta la dispersion de los datos al no medirse
exactamente las mismas fracciones de lipoproteinas como ya hemos comentado

anteriormente.

Por otro lado, se observa que la concentracion de LDL calculada por la formula de
Friedewald (Métodos convencionales) corresponde a una menor concentracion de LDL
medida por 'H-RMN y también corresponde a un riesgo cardiovascular mas bajo

medido a través del nUmero de particulas de LDL.

En cuanto a HDL, podemos corroborar que ambas técnicas miden practicamente lo
mismo al terminar el estudio, ya que la pendiente es de 1.0. Al igual que sucede con el
LDL la correlacion entre las dos técnicas no es del todo buena debido a que disminuyé
nuimero de participantes que terminaron el estudio. Sin embargo, no se observan
cambios con respecto al comienzo del estudio, ya que HDL se comporta exactamente
igual que al comienzo del estudio. Por lo tanto, si consideramos el HDL al definir a las
mujeres OMS y como hemos podido verificar, tenemos un HDL bajo; estamos
sobrestimando el riesgo cardiovascular de alguno de estos individuos si lo medimos
mediante pruebas directas, como las que se utilizan en los laboratorios de rutina, ya
que también tienen un menor numero de particulas de HDL para transportar el

colesterol.
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Al comparar ambas técnicas entre si, hemos podido comprobar que la *H-RMN, da
una visibn mucho més adecuada a la realidad en cuanto a la determinacion de lipidos,
ya que actualmente mediante las técnicas de analisis de rutina s6lo podemos medir la
fraccion de LDL y HDL del colesterol. Sin embargo mediante la *H-RMN, podemos
diferenciar las distintas fracciones de colesterol tanto de LDL como HDL y ademas
incluir otro tipo de fracciones igualmente de importantes como son las IDL y VLDL.
Todas estas determinaciones nos permiten conocer si estan unidas a colesterol o a

triglicéridos.

También hay que destacar de forma especialmente importante que la *H-RMN nos
informa del nimero de particulas de las distintas fracciones lipoproteicas que es
transportada por la sangre y de su concentracién asi como del tamafio de las mismas.
Esto es especialmente importante ya que dependiendo de esto Ultimo podria variar el

tipo de tratamiento.

A dia de hoy, nos encontramos ante un problema adaptacional para poder aplicar la
'H-RMN de forma rutinaria, ya que para poder realizar esta técnica necesitamos un
equipamiento adecuado. Para ello es necesario disponer de una sala aislada y lo
suficientemente grande como para poder albergar el instrumento que contiene el iman
en su interior. Cuanto mas grande es el iman mas potencia tiene y mayor poder de
resolucion de los espectros tendremos. A dia de hoy albergar este instrumento como
tal en un laboratorio de analisis clinicos no es viable alin en nuestro pais, debido entre
otras cosas al desconocimiento del mismo. Sin embargo en otros paises como
Estados Unidos, han desarrollado un analizador de *H-RMN que permite evaluar el
perfil lipidico asi como otras técnicas de rutina en un laboratorio, lo cual permite en
una misma muestra realizar determinaciones varias y disminuir el volumen de muestra
asi como costes. Este analizador es viable tenerlo por cuestiones economicas y de
espacio en cualquier laboratorio de tamafio mediano-grande de nuestro pais y no

necesitaria ningun tipo de sala especial, siendo tratado como cualquier otro analizador

109



de rutina de un laboratorio clinico y pudiéndose integrar en las cadenas y flujos de

trabajo de cualquier hospital.
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CAPITULO 8. Fortalezas y Debilidades

En primer lugar hay que destacar que esta tesis utiliza un tamafio muestral que no es
muy grande, debido en parte a la duracibn del estudio (2 afios) de forma
ininterrumpida a base de dieta hipocaldrica y ejercicio fisico. Por ello a lo largo de este
periodo de tiempo se produjeron bastantes pérdidas en cuanto al numero total de

participantes.

Este hecho influye mucho sobre todo en los resultados de los 2 afios, en la potencia
estadistica de los resultados. El hecho de que hubiéramos podido tener mas
resultados podria habernos reportado una menor dispersion de los datos a la hora de
comparar ambos métodos. También podria haber influenciado de una manera
aumentando la significacién (p) de los resultados estadisticos obtenidos tanto a los 3

meses como a los dos afios.

También hay que remarcar que en esta tesis doctoral no se ha empleado un grupo
control a fin de descartar el posible efecto placebo de la intervencion, debido
fundamentalmente que es un estudio longitudinal y el objetivo de la misma no es
probar el tratamiento. No obstante se ha empleado el tiempo basal antes de comenzar
la intervencién como control para poder valorar los diferentes momentos del estudio

frente al momento inicial.

Por otro lado hay que afiadirle que en este estudio de OMS solo participan mujeres.
En principio el estudio se planteé para que participaran hombres y mujeres; sin
embargo en el proceso de reclutamiento de pacientes s6lo conseguimos 2 hombres.
Ante este hecho no podemos extraer ninguna conclusion y por tanto decidimos hacerlo
s6lo con mujeres OMS. Este hecho hace concluir que entre los sujetos OMS, las
mujeres tienen una mayor predisposicién tanto a participar en este tipo de estudios,
asi como una mayor predisposicion y fuerza de voluntad a la hora de someterse a una

dieta y ejercicio fisico durante un largo periodo de tiempo.
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Los resultados de adherencia a la dieta mediterranea asi como de actividad fisica so6lo
fueron tomados al inicio del estudio y al final del estudio (2 afios de intervencion). Se
decidi®é no obtener dichos resultados a los 3 meses de la intervencion debido a

tediosidad de los cuestionarios y la cantidad de participantes en ese momento.

Otro aspecto a tener en cuenta es que los resultados y conclusiones que hemos
extraido a través de este estudio sélo pueden trasladarse a poblacién con habitos de

vida compatibles con poblacion mediterrdnea ya que se ha estudiado en este medio.
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CAPITULO 9. Conclusiones

1. Tras una modificacion de estilo de vida en poblacién con obesidad pero
metabdlicamente sana que conlleva pérdida de peso, encontramos que los
niveles lipoproteicos se mantienen estables dentro de los rangos de normalidad
aunque disminuye la cantidad de colesterol transportado por las LDL y de
lipoproteinas pequefas y no funcionales de HDL, mejorando el perfil y el riesgo
cardiovascular en este tipo de poblacion.

2. Mejora la cantidad de colesterol transportado por lipoproteinas de baja
densidad aungue no esto no se vio acompafnado en un cambio de lipoproteinas
pequefias por grandes.

3. El nimero de particulas ateroprotectoras de HDL se redujeron. No obstante
podemos concluir que esta reduccion se produjo a consta de las particulas
pequefias, no funcionales, de HDL disminuyeron y eso hace que se favorezca
el grado de ateroproteccion.

4. Mediante la técnica de 'H-RMN podemos obtener un perfil lipidico avanzado
respecto al obtenido con las técnicas convencionales que nos proporciona
informacion mas precisa y detallada del riesgo cardiovascular para poder
evaluar el perfil lipidico en la practica clinica habitual.

5. El perfil lipidico (LDL, HDL, IDL, VLDL vy triglicéridos) medido mediante *H-RMN
podria ayudar a definir a los sujetos OMS junto con el resto de parametros ya

establecidos por el resto de investigadores.
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CAPITULO 10. Competencias adquiridas

La realizacion de esta tesis doctoral, ha supuesto una gran oportunidad de desarrollo
tanto profesional como personal. Es un paso definitivo hacia la excelencia de todo
investigador. En mi caso supone la culminacion de un gran ciclo que comenzé en el
afo 2013 cuando llegué a Mélaga para convertirme posteriormente en el afio 2017 en
especialista en Andlisis Clinicos y durante este periodo poder disfrutar de la realizacién
de esta tesis, y proyectos derivados. Esto hecho ha permitido repasar toda mi
trayectoria personal y profesional en estos afios y es un orgullo poder culminarlo con la

lectura de este trabajo.

La realizacion de esta tesis, me ha permitido adquirir muchos conocimientos que son

fundamentales para el desempefio tanto clinico como investigador de un especialista.

Adquiri las competencias necesarias en la realizacién de un Master de investigacion
de esta Universidad asi como a lo largo del desarrollo del trabajo de fin de méster. He
podido aprender y perfeccionar las técnicas de busquedas bibliograficas, hacer

revisiones bibliogréficas, tratamiento estadistico de datos, redaccion cientifica, etc.

La realizacion de esta tesis ha permitido que haya podido desarrollar enormemente la
capacidad de lectura de articulos cientificos en ingles asi como la generacion de mis

primeros articulos en revistas con factor de impacto.

Asimismo ha permitido que pudiera participar en proyectos de investigacion como
investigador en varios grupos de esta ciudad. También me ha permitido la generacion

de mis propios proyectos.

Otro aspecto que me ha permitido evolucionar ha sido la adquisicion de competencias
para establecer relaciones con otros grupos de investigacién asi como investigadores

tanto a nivel local, regional como nacional.

114



En cuanto a la produccion cientifica, ademas de los papers publicados, ha supuesto la
asistencia a numerosos congresos cientificos a nivel regional, nacional e internacional.
En este sentido he podido presentar pésters, casos clinicos, comunicaciones orales y
ponencias en cursos. Esto hizo que mi produccion cientifica despegara por completo;
llegando a compartir trabajos en congresos internacionales con auténticos expertos de

la materia.

Toda esta produccién cientifica me ha permitido también ser ponente de congresos y

cursos realizados sobre la materia.

En definitiva, la realizacion de esta tesis doctoral, me ha permitido alcanzar un nivel
profesional con metas que creia inalcanzables y que gracias a ella he podido culminar

con mucho trabajo, esfuerzo, constancia y mucha mucha mucha ilusion.
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ANEXO

I.  Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (197).

VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS

Lugar de Nacimiento:

|:| zalicia |:| La Rioja

[ asturias [] aragen

[ cantabria [ cataluia

[ pais vasco [ comunidad valenciana
[ navarra [ ceuta-melilla

[ Extranjeras (indicar pais):

|:| Murcia

] madrid
[ castilla-Ledn

[ extremadura

|:| castilla la Mancha
[1 &ndalucia
D Canarias

[ ealeares

solo rellenar en caso de extronjeros

I Estado civil [Jsoteroja []casadofa []viudoe/a [] piverciado/a [] separado/a [] religioso

#CUAL ES EL NIVEL MAS ALTO DE ESCOLARIZACION QUE HA COMPLETADO?

[ ritulade Superior o similares [ récnico escusla universitaria

[ escuela primaria [] Mo sake leer ni escribir

[ escusta secundaria o Bachiller

[] pates insuficientes

Nimero de personas con las que comparte el hogar: I:I:I

é5e considera una parsona tensa y/o agresiva? Puntuarse de 0 (mas relajado) a 10 {mas competitivo) I:I:l

[ Trabaja pere tiene una baja laboral de mas de tres meses

[ paro sin subsidio [ patos insuficientes

[ ama de casa
[] pates insuficientes

[ paro con subsidio

i0Oueé trabajo concreto hace o hacia?

¢0ueé trabajo concreto hace o hacia elfla cabeza de familia?

iALEUN FAMILIAR DIRECTO (PADRES, HERMANDS, HIIOS, ETC...) HA FALLECIDO POR CAUSAS CARD iACA.S, O HA TENIDO ALGUN

PROBLEMA CARDIACO?

£CUAL ES SU SITUACION LABORAL ACTUAL?
[ esta trabajando [] incapacidad permanenta
[ estudiante [ subitado/a
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[] 5i, antes de los 55 afios [varones) / 65 afios [mujeres)
[] 5i, después de los 55 afos {varones) / 65 afios (mujeras)
One

D Dates insuficientes

¢ALGUN FAMILIAR DIRECTO (PADRES, HERMAMNDOS, HUOS...] HA TENIDO ALS UM ACCIDENTE VASCULAR CEREBRAL?

[] i, antes de los 55 afios

[ 5i, después de los 55 ahos

Orne

[] pates insuficientes

[] =i, antas de los 55 afios

[ si, después de los 55 afos

T

[] pates insuficientes

¢ALGUN FAMILIAR DIRECTO (PADRES, HERMAMNOS, HIIOS...) TIENE LA TEMSION ARTERIAL ALTA?

[ si, antas de los 55 afios
[ i, después de los 55 afios
ne

[] pates insuficientes

I ¢ALGUN FAMILIAR DIRECTO {PADRES, HERMANOS, HI}O5...) TIENE EL COLESTEROL ELEVADO?
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iaLGUM MEDICO LE HA DIAGNOSTICADO DE ALGUNA DE ESTAS ENFERMEDADES? PUEDE HABER MAS DE UNA RESPUESTA.

[] embolia pulmonar

[] aneurisma de acrta

(1 insuficiencia cardiaca izquierda
[ Trombasis venosa profunda
[] eronquitis cronica - Enfisema
[ Fracturas dseas asteoporoticas
[ retinopatia

[] cardiopatia - vasculopatia

[] nefropatia

[] eranquitis cronica - Enfisema
[ colelitiasis

[ crisis gotosa

Edad del diagndstico Edad del diagndstico
Afios [] pepresicn Afios
afios [ cataratas afios
afios [] apneas del susfio afios
ARos [] pemencia Afos
Afios [] enfermedad de Parkinson Afios
Afios [] céncer o tumares Afios
ARos
Ahos Especificar tipo de cancer o tumor:

Afios
Afios
ARos
ARos

SOLO MUJERES: {QUE EDAD TENIA CUANDO INICIO LA MENOPAUSIA?: I:I:l

iLE HA MOLESTADO & UD. ALGUNA VEZ LA GENTE CRITICANDOLE 5U FORMA DE BEBER?

=i
Ona

[ vatos insuficientes

£HA TENIDO UD. LA IMPRESION DE QUE DEBERIA BEBER MEMOS?

=i
One

[] patos insuficientes
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£5E HA SENTIDD ALGUMA VEZ MAL O CULPABLE POR 5U COSTUMEBRE DE BEBER?

Osi
One

[ patos insuficientes

iALGUMA VEZ LO PRIMERO QUE HA HECHO POR LA MARANA HA SIDO BEBER PARA CALMAR LOS NERVIOS O PARA LIBRARSE DE
UMA RESACA?

s
ne

[] matos insuficientas

iHA REALIZADO ALGUMA VEZ DIETA ESTRICTA PARA PERDER PESO?

s
One

|:| Datos insuficientes

{8 QUE EDAD USTED EMPEZO A TENER SOBREPESD?

[] pesde la infancia
[] en la adolescencia
[] en la edad adulta

] €n la menopausia

FCUAL HA SIDO EL MAXIMO PESO ALCAMZIADO EM SU VIDA?

Dj] Peso en kg PESD HABITUAL: FUMADOR/A:
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Cuestionario de adhesion a la dieta mediterranea hipocal6rica (198)

CUESTIONARIO DE 16 iTEMS DE ADHESION A LA DIETA MEDITERRANEA

HIPOCALORICA

1. éUsa usted el aceite de oliva
virgen extra como principal grasa
para cocinar?

2. éCuantas raciones de verdura u
hortalizas consume al dia?

(las guarniciones o
acompafiamientos = 1/2 racién) 1
racion = 200g.

3. éCudntas piezas de fruta
(incluyendo zumo natural) consume
al dia?

4, iCudntas raciones de carnes
rojas, hamburguesas, salchichas,
jamoén o

embutidos consume a la semana?
(racion: 100 - 150 g)

5. éCudntas raciones de
mantequilla, margarina o nata
consume a la semana? (porcién
individual: 12 g)

6. éCuantas bebidas azucaradas
(refrescos, colas, tonicas, bitter,
zumos de fruta con azucar afiadido)
consume a la semana?

7. éCuantas raciones de legumbre
consume a la semana?

(1 plato o racién de 150 g)

8. ¢Cuantas raciones de pescado o
mariscos consume a la semana?

(1 plato, pieza o racion: 100 — 150 g
de pescado o 4-5 piezas 0 200 g de
marisco)

9. é{Cuantas veces consume
reposteria comercial (no casera)
como galletas, flanes, dulces o
pasteles a la semana?

10. ¢ Cuantas veces consume frutos
secos a la semana? (racién 30 g)

11. ¢Consume usted
preferentemente carne de pollo,
pavo o conejo en

vez de ternera, cerdo,
hamburguesas o salchichas? (carne

Si=1 punto

2 o mas (al
menos una de
ellas en
ensalada o
crudas) =1
punto

2o masaldia=1
punto

Menosde 1lala
semana=1
punto

Menosde 1ala
semana=1
punto

Menosde 1ala
semana=1
punto

3omasala
semana=1
punto

3omasala
semana=1
punto

Menosde 3 ala

semana=1
punto
lomasala
semana=1
punto
Si= 1 punto

[
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de pollo: 1 pieza o racién de 100 -
150 g)

12. {Cuantas veces a la semana
consume los vegetales cocinados, la

pasta, arroz u otros platos
aderezados con salsa de tomate,
ajo, cebolla

o puerro elaborada a fuego lento
con aceite de oliva (sofrito)?

13. ¢ Afiade usted azucar a las
bebidas (café, té)?

14. ¢ Cudntas raciones de pan blanco
consume al dia? (1 racién = 75g)

15. ¢ Cuantas raciones de cereales y
alimentos integrales (pan, arroz,
pasta) consume a la semana?

16. ¢ Cudntas raciones de pan, arroz
y/o pasta refinados consume a la
semana?

3omasala
semana=1
punto

No/ No, utilizo
edulcorantes
acaldricos=1
punto

1 o menos al dia
=1 punto

5omasala
semana=1
punto
Menosde 3 ala
semana=1
punto

I I I I
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Cuestionario de Actividad Fisica (199,200)

- - - r . c‘f
Munca ¢ casi nunca hago actividades fisicas. _‘" Ho
] Ll
Hago algunas actividades fisicas ligeras vio moderadas, Si Mo
pero no cada semana. O O
- . ) Si Mo
Hago algunas actividades fisicas ligeras cada semana. - ;
] Ll
Hago actividades fisicas moderadas cada semana, pero si No
. - - o}
menos de cinco dias a la semana, o mencs de 30 minutos = 5
diarios en esos dias.
Hago actividades fisicas vigorosas cada semana, pero Si Mo
menos de tres dias por semana, o0 menos de 20 minutos H| O
diarios en esos dias.
Hago 30 minutos o mas de actividades fisicas moderadas Si Mo
por dia, 5 o mas dias por semana. N O
Hago 20 minutos o0 mas de actividades fisicas vigorosas Si Mo
por dia, 3 o mas dias por semana. H| O
Hago actividades para aumentar la fuerza muscular, como Si Mo
levantamiento de pesas, una o MAas VECes por Semana. ] 1
Hago actividades para mejorar la flexibilidad, como Si Mo
ejercicios de elasticidad, una o mas veces por semana. N O

Mumero de
identificacion :

Fecha :

153



APENDICE

l. Nota informativa

AR

A Servicio Andaluz de Salud
JUNTA DE ANDRLUC CONSEJERIA DE SALUD

Estimado Sr/Sra:

El servicio de Medicina Interna del Hospital Carlos Haya, en colaboracion con
el servicio de Endocrinologia del Hospital Clinico Virgen de la Victoria y de 4
centros de salud de Malaga capital (Ciudad Jardin, Puerta Blanca, Tiro Pichon
y Victoria) estan realizando un estudio en pacientes con obesidad que en el
momento actual no presentan alteraciones metabdlicas ni otros problemas de

salud importantes.

La obesidad es un problema de salud muy frecuente. Sabemos que la obesidad
(especialmente la obesidad abdominal) suele asociarse a otros factores de
riesgo (hipertension, diabetes, alteraciones de la grasa en la sangre) que
predisponen al desarrollo de enfermedades vasculares.

Sin embargo, hemos comprobado que alrededor del 10% de la poblacion
obesa, los llamados “obesos sanos”, no presenta ningun problema metabdlico
afadido. Esta muy discutido cual es el riesgo de estas personas de desarrollar
diabetes y enfermedades cardiovasculares. Tampoco esta bien estudiado si la

pérdida de peso en estos individuos ayuda a prevenir estos procesos.

Nuestro objetivo es comprobar, mediante un programa supervisado de dieta
mediterranea y ejercicio fisico, la efectividad de la pérdida de peso en un

periodo de tiempo de 3 meses con el fin de mejorar el riesgo cardiovascular.

Ha sido usted seleccionado para participar en el estudio porque reune estas
caracteristicas (obesidad sin alteraciones metabdlicas ni cardiovasculares). Su

participacion es totalmente voluntaria. Si no acepta participar, o si decide
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AR

A Servicio Andaluz de Salud
it ac el CONSEJERIA DE SALUD

retirarse del estudio, su futura asistencia médica queda por supuesto

totalmente garantizada.

Si acepta colaborar, su participacion no representa ningan riesgo para su salud
y se le garantizara el cumplimiento de todas las garantias de confidencialidad
que exige la ley.

A los participantes en el estudio se les propondra un tratamiento basado en la
dieta (dieta mediterranea baja en calorias) y en un incremento de la actividad
fisica (mediante un programa de ejercicio supervisado e individualizado), con el
objetivo de perder peso moderadamente. La duracion prevista del estudio es de

2 anos.

Durante este tiempo, los participantes en el estudio serdn revisados
periodicamente por un endocrindlogo y un médico internista. Se les controlara
la presion arterial, el peso y se les medird la cintura y la cadera. Se les facilitara
un poddémetro para conocer la distancia (nimero de pasos) que camina en un
dia. Ademas, se les realizara analiticas de sangre. La analitica de sangre
incluira determinacion del perfil lipidico convencional y el perfil lipidico mediante
'H-RMN.

Finalmente, se les realizara diversas encuestas para conocer su tipo de

alimentacion, el grado de actividad fisica.

Pensamos que este estudio puede ser importante para mejorar su salud, ya
gue un estilo de vida mas saludable le ayudara a prevenir las enfermedades

cardiovasculares.
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Muchas gracias por su atencion.
Dr. Enrigue Rodriguez Garcia

Especialista Interno Residente de Analisis Clinicos. Hospital Regional

Universitario de Malaga.

Investigador del estudio
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Modelo de consentimiento informado

Servicio Andaluz de Salud
JUNTR DE ANDALUCA CONSEJERIA DE SALUD

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Titulo del estudio:

Caracterizacion de biomarcadores del metabolismo basal de Obesos
Metabolicamente Sanos (OMS)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado,
he podido hacer preguntas sobre el estudio,

he recibido suficiente informacién sobre el estudio,

he hablado con: ... (nombre del investigador)

comprendo que mi participacion es voluntaria,
comprendo que puedo retirarme del estudio:
1. Cuando quiera.

2. Sin tener que dar explicaciones.

3. Sin que esto repercuta en mis cuidados o atencién sanitaria.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.
En Malaga, a ..... A o de 2013

Firma del participante

157








