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RESUMEN

EFECTOS DE UNA INTERVENCION NUTRICIONAL BASADA EN LA DIETA
MEDITERRANEA SOBRE EL ESTADO INFLAMATORIO, FUNCION HEPATICA Y RENAL EN
PACIENTES MAYORES CON SINDROME METABOLICO.

Tesis doctoral, Maria Magdalena Quetglas Llabrés, Grupo de Investigacién en Nutricion
Comunitaria y Estrés Oxidativo, Departamento de Biologia Fundamental y Ciencias de la

Salud, Universidad de las Islas Baleares, IdISBa, Palma.
RESUMEN

El sobrepeso y la obesidad son condiciones crdnicas asociadas con multiples
complicaciones de salud, entre ellas el sindrome metabdlico (SMet), la enfermedad del
higado graso asociado a disfuncién metabdlica (MAFLD) y la enfermedad renal crénica
(ERC). Estos trastornos estan interconectados mediante mecanismos comunes como el
estrés oxidativo y la inflamacion crdénica, que deterioran drganos como el higado y los
rifiones. La MAFLD, caracterizada por la acumulacién de grasa en el higado sin consumo
significativo de alcohol, estd estrechamente relacionada con el SMet y puede progresar

a fibrosis hepdtica y ERC.

El tratamiento de estas patologias requiere un enfoque integral que incluya
cambios en el estilo de vida, como la dieta y el aumento de la actividad fisica. La dieta
mediterrdnea (MedDiet), rica en antioxidantes y compuestos antiinflamatorios, ha
demostrado ser efectiva para mejorar los marcadores de salud en pacientes con SMet y
MAFLD. Esta tesis evalua la eficacia de una intervencion intensiva basada en la MedDiet
y la actividad fisica en la mejora de estos trastornos, enfocdndose en la reduccion del
indice de masa corporal (IMC) y el contenido de grasa intrahepatica (IFC), asi como en la

modulacion del estado proinflamatorio y el estrés oxidativo.

Los pacientes con MetS y baja adherencia a la MedDiet presentaron niveles
elevados de hemoglobina glucosilada Alc (HbAlc) y triglicéridos, y niveles reducidos de
colesterol HDL. Ademas, tuvieron mayores niveles plasmaticos de interleucinas (IL)-1pB,
IL-6, IL-15, factor de necrosis tumoral o (TNFa), xantina oxidasa (XOD), grelina, y mayor
actividad de superoxido dismutasa (SOD) y mieloperoxidasa (MPO). La produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en células mononucleares de sangre periférica

(PBMC) y neutrdfilos estimulados con lipopolisacdrido fue mayor en estos pacientes.
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Los consumidores de alimentos ultraprocesados (UPF) mostraron una menor
adherencia a la MedDiet, alta ingesta de fibra y concentraciones elevadas de polifenoles
en orina. Aunque no se observaron diferencias significativas en el perfil bioquimico, los
biomarcadores oxidativos e inflamatorios mostraron cambios relevantes. Los
consumidores altos de UPF tuvieron menores actividades de catalasa y SOD, mayor
actividad de MPO, y mayor produccion de ROS en neutréfilos estimulados. Los
biomarcadores como XOD, TNFa, IL-6, IL-15 y leptina fueron mas altos en estos

consumidores.

Después de seis afos de intervencidn, los participantes con MetS que redujeron
su IMC mostraron mejoras en la obesidad abdominal, la relacidn cintura/altura, presién
arterial diastdlica y niveles de glucosa, ademds de un aumento en el colesterol HDL.
También se observaron mejoras en el estrés oxidativo y el estado proinflamatorio,
incluyendo reducciones en la actividad de MPO, niveles de malondialdehido (MDA) y
proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1). Los participantes que no redujeron

su IMC mostraron niveles mds altos de TNFa, MCP-1 y mayor actividad de catalasa.

Niveles elevados de marcadores proinflamatorios (IL-1B, IL-6, TNFa, leptina) y
estrés oxidativo (MDA) en una poblaciéon con SMet estan asociados con mayor riesgo de
desarrollar ERC. Ademas, estos marcadores se correlacionaron con marcadores de
funcién renal (UACR y eGFR). La creacion de una puntuacién compuesta de inflamacién
y estrés oxidativo, que integra varios biomarcadores, permite una evaluacién mas
completa del perfil inflamatorio y su relacién con la ERC, algo que no se encontraba

comunmente en estudios previos.

En una poblacién con MAFLD, una intervencién de estilo de vida basada en la
MedDiet resulté en mejoras en los pardmetros antropométricos y bioquimicos. Los
participantes con alta adherencia a la MedDiet experimentaron una mayor disminucion
en el IMC, IFC, glicemia, colesterol total, colesterol LDL, triglicéridos, y enzimas hepaticas
(AST, ALT, GGT), ademas de mejoras en la condicion fisica medida por la prueba de

Chester y un aumento del colesterol HDL.

Este grupo con alta adherencia mostré disminuciones significativas en MDA, LDL
oxidado (oxLDL), citoqueratina-18 (CK-18), leptina, y otras proteinas, ademas de un

aumento en la resolucion de la inflamacion. La actividad antioxidante en eritrocitos
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mejord, con incrementos en CAT, SOD, peroxidasa de glutation (GPx) y glutatién total
(GSH). También se observé una mayor expresion génica de CAT y una reduccion en la
produccién de ROS. La adherencia a la MedDiet se asocié con una mejor puntuacion

antioxidante.

Después de dos anos de intervencién, los participantes que redujeron su IFC
mostraron mejoras en parametros antropométricos, perfil lipidico y enzimas hepdticas.
También se observaron cambios en el microbioma fecal, con disminuciones en ciertos
grupos bacterianos y aumentos en otros asociados con un menor contenido de IFC. Los
biomarcadores inflamatorios y de estrés oxidativo variaron entre grupos, mostrando

diferencias en la actividad antioxidante y parametros renales.

En conclusidn, esta tesis muestra que la MedDiet ofrece beneficios significativos
en la gestiéon de enfermedades metabdlicas como el SMet y la MAFLD, mejorando el
peso corporal, la grasa hepdtica, el estado inflamatorio y la funcién renal. La MedDiet
deberia considerarse una herramienta clave para la prevencién y tratamiento de estas

patologias.
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RESUM

EFECTES D’UNA INTERVENCIO NUTRICIONAL BASADA EN LA DIETA MEDITERRANIA
SOBRE L’ESTAT INFLAMATORI, FUNCIO HEPATICA | RENAL EN PACIENTS MAJORS AMB
SINDROME METABOLICA.

Tesi doctoral, Maria Magdalena Quetglas Llabrés, Grup de Recerca en Nutricid
Comunitaria i Estrés Oxidatiu, Departament de Biologia Fonamental i Ciencies de la Salut,

Universitat de les llles Balears, IdISBa, Palma.
RESUM

El sobrepes i l'obesitat sén condicions croniques associades a multiples
complicacions de salut, entre elles la sindrome metabolica (SMet), la malaltia del fetge
gras associada a disfuncié metabolica (MAFLD) i la malaltia renal cronica (ERC). Aquests
trastorns estan interconnectats mitjancant mecanismes comuns com |'estrés oxidatiu i
la inflamacié cronica, que deterioren organs com el fetge i els ronyons. La MAFLD,
caracteritzada per I'acumulacio de greix al fetge sense consum significatiu d'alcohol, esta

estretament relacionada amb la SMet i pot progressar a fibrosi hepatica i ERC.

El tractament d'aquestes patologies requereix un enfocament integral que inclogui
canvis en |'estil de vida, com la dieta i I'augment de |'activitat fisica. La dieta mediterrania
(MedDiet), rica en antioxidants i compostos antiinflamatoris, ha demostrat ser efectiva
per millorar els marcadors de salut en pacients amb SMet i MAFLD. Aquesta tesi avalua
I'eficacia d'una intervencio intensiva basada en la MedDiet i |'activitat fisica en la millora
d'aquests trastorns, enfocant-se en la reduccié de I'index de massa corporal (IMC) i el
contingut de greix intrahepatic (IFC), aixi com en la modulacié de I'estat proinflamatori i

|'estrés oxidatiu.

Els pacients amb MetS i baixa adheréncia a la MedDiet van presentar nivells elevats
d'hemoglobina glucosilada Alc (HbAlc) i triglicerids, i nivells reduits de colesterol HDL.
A més, van tenir nivells més elevats de interleucines (IL)-1B, IL-6, IL-15, factor de necrosi
tumoral a (TNFa), xantina oxidasa (XOD), grelina, i major activitat de superoxid
dismutasa (SOD) i mieloperoxidasa (MPQ). La produccié d'espécies reactives d'oxigen
(ROS) en cel-lules mononuclears de sang periferica (PBMCs) i neutrofils estimulats amb

lipopolisacarid va ser més gran en aquests pacients.
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Els consumidors d'aliments ultraprocessats (UPF) van mostrar una menor
adherencia a la MedDiet, alta ingesta de fibra i concentracions elevades de polifenols en
orina. Tot i que no es van observar diferéncies significatives en el perfil bioquimic, els
biomarcadors oxidatius i inflamatoris van mostrar canvis rellevants. Els consumidors alts
de UPF van tenir menors activitats de catalasa i SOD, major activitat de MPO, i major
produccié de ROS en neutrofils estimulats. Els biomarcadors com XOD, TNFa, IL-6, IL-15

i leptina van ser més alts en aquests consumidors.

Després de sis anys d'intervencid, els participants amb MetS que van reduir el seu
IMC van mostrar millores en |'obesitat abdominal, la relacié cintura/alcada, pressid
arterial diastolica i nivells de glucosa, a més d'un augment en el colesterol HDL. També
es van observar millores en l'estrés oxidatiu i l'estat proinflamatori, incloent-hi
reduccions en l'activitat de MPO, nivells de malondialdehid (MDA) i proteina
quimioatraient de monocits-1 (MCP-1). Els participants que no van reduir el seu IMC van

mostrar nivells més alts de TNFa, MCP-1 i major activitat de catalasa.

Nivells elevats de marcadors proinflamatoris (IL-1B, IL-6, TNFa, leptina) i estres
oxidatiu (MDA) en una poblacié amb SMet estan associats a un major risc de
desenvolupar ERC. A més, aquests marcadors es van correlacionar amb marcadors de
funcié renal (UACR i eGFR). La creacio d'una puntuacié composta d'inflamacié i estrés
oxidatiu, que integra diversos biomarcadors, permet una avaluacié més completa del
perfil inflamatori i la seva relacié6 amb I'ERC, cosa que no es trobava comunament en

estudis anteriors.

En una poblacié amb MAFLD, una intervencio d'estil de vida basada en la MedDiet
va resultar en millores en els parametres antropometrics i bioquimics. Els participants
amb alta adheréncia a la MedDiet van experimentar una major disminucié en I'lMC, IFC,
glicemia, colesterol total, colesterol LDL, triglicérids, i enzims hepatics (AST, ALT, GGT), a
més de millores en la condicid fisica mesurada per la prova de Chester i un augment en

el colesterol HDL.

Aguest grup amb alta adheréncia va mostrar disminucions significatives en MDA,
LDL oxidat (oxLDL), citoqueratina-18 (CK-18), leptina, i altres proteines, a més d'un
augment en la resolucié de la inflamacié. L'activitat antioxidant en eritrocits va millorar,

amb increments en CAT, SOD, peroxidasa de glutatié (GPx) i glutatié total (GSH). També
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es va observar una major expressioé genica de CAT i una reduccié en la produccié de ROS.

L'adherencia a la MedDiet es va associar amb una millor puntuacié antioxidant.

Després de dos anys d'intervencid, els participants que van reduir el seu IFC van
mostrar millores en parametres antropometrics, perfil lipidic i enzims hepatics. També
es van observar canvis en el microbioma fecal, amb disminucions en certs grups
bacterians i increments en altres associats amb un menor contingut de IFC. Els
biomarcadors inflamatoris i d'estres oxidatiu van variar entre grups, mostrant diferéncies

en |'activitat antioxidant i parametres renals.

En conclusid, aquesta tesi mostra que la MedDiet ofereix beneficis significatius en
la gestié de malalties metaboliques com la SMet i la MAFLD, millorant el pes corporal, el
greix hepatic, I'estat inflamatori i la funcid renal. La MedDiet hauria de considerar-se una

eina clau per a la prevencid i tractament d'aquestes patologies.
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ABSTRACT

EFFECTS OF A NUTRITIONAL INTERVENTION BASED ON THE MEDITERRANEAN DIET
ON THE INFLAMMATORY STATE, LIVER AND KIDNEY FUNCTION IN ELDERLY PATIENTS
WITH METABOLIC SYNDROME.

PhD Thesis, Maria Magdalena Quetglas Llabrés, Community Nutrition and Oxidative
Stress Research Group, Department of Basic Biology and Health Sciences, University of

the Balearic Islands, IdISBa, Palma.
ABSTRACT

Overweight and obesity are chronic conditions associated with multiple health
complications, including metabolic syndrome (MetS), metabolic dysfunction-associated
fatty liver disease (MAFLD), and chronic kidney disease (CKD). These disorders are
interconnected through common mechanisms such as oxidative stress and chronic
inflammation, which impair organs like the liver and kidneys. MAFLD, characterised by
fat accumulation in the liver without significant alcohol consumption, is closely linked to

MetS and can progress to liver fibrosis and CKD.

The treatment of these pathologies requires a comprehensive approach that
includes lifestyle changes such as diet and increased physical activity. The Mediterranean
diet (MedDiet), rich in antioxidants and anti-inflammatory compounds, has proven
effective in improving health markers in patients with MetS and MAFLD. This thesis
evaluates the efficacy of an intensive intervention based on the MedDiet and physical
activity in improving these disorders, focusing on reducing body mass index (BMI) and
intrahepatic fat content (IFC), as well as modulating the pro-inflammatory state and

oxidative stress.

Patients with MetS and low adherence to the MedDiet presented elevated levels
of glycated haemoglobin Alc (HbAlc) and triglycerides, and reduced levels of HDL
cholesterol. Moreover, they had higher plasma levels of interleukins (IL)-1pB, IL-6, IL-15,
tumour necrosis factor a (TNFa), xanthine oxidase (XOD), ghrelin, and increased activity
of superoxide dismutase (SOD) and myeloperoxidase (MPO). The production of reactive
oxygen species (ROS) in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and

lipopolysaccharide-stimulated neutrophils was higher in these patients.
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Consumers of ultra-processed foods (UPF) showed lower adherence to the
MedDiet, high fibre intake, and elevated concentrations of polyphenols in urine.
Although no significant differences were observed in the biochemical profile, oxidative
and inflammatory biomarkers showed relevant changes. High UPF consumers had lower
catalase and SOD activities, higher MPO activity, and greater ROS production in
stimulated neutrophils. Biomarkers such as XOD, TNFa, IL-6, IL-15, and leptin were

higher in these consumers.

After six years of intervention, MetS participants who reduced their BMI showed
improvements in abdominal obesity, waist-to-height ratio, diastolic blood pressure, and
glucose levels, as well as an increase in HDL cholesterol. Improvements in oxidative stress
and the pro-inflammatory state were also observed, including reductions in MPO
activity, malondialdehyde (MDA) levels, and monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-
1). Participants who did not reduce their BMI showed higher levels of TNFa, MCP-1, and

increased catalase activity.

Elevated levels of pro-inflammatory markers (IL-1B, IL-6, TNFa, leptin) and
oxidative stress (MDA) in a population with MetS are associated with an increased risk
of developing CKD. Moreover, these markers correlated with renal function markers
(UACR and eGFR). The creation of a composite score of inflammation and oxidative
stress, integrating several biomarkers, allows for a more comprehensive evaluation of
the inflammatory profile and its relationship with CKD, something not commonly found

in previous studies.

In a population with MAFLD, a lifestyle intervention based on the MedDiet resulted
in improvements in anthropometric and biochemical parameters. Participants with high
adherence to the MedDiet experienced a greater reduction in BMI, IFC, glycaemia, total
cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides, and liver enzymes (AST, ALT, GGT), in addition
to improvements in physical fitness measured by the Chester test and an increase in HDL

cholesterol.

This high adherence group showed significant decreases in MDA, oxidised LDL
(oxLDL), cytokeratin-18 (CK-18), leptin, and other proteins, along with an increase in the
resolution of inflammation. Antioxidant activity in erythrocytes improved, with increases

in CAT, SOD, glutathione peroxidase (GPx), and total glutathione (GSH). Greater gene
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expression of CAT and a reduction in ROS production were also observed. Adherence to

the MedDiet was associated with a better antioxidant score.

After two years of intervention, participants who reduced their IFC showed
improvements in anthropometric parameters, lipid profile, and liver enzymes. Changes
in the faecal microbiome were also observed, with reductions in certain bacterial groups
and increases in others associated with lower IFC content. Inflammatory and oxidative
stress biomarkers varied between groups, showing differences in antioxidant activity and

renal parameters.

In conclusion, this thesis demonstrates that the MedDiet offers significant benefits
in managing metabolic diseases such as MetS and MAFLD, improving body weight, liver
fat, inflammatory status, and kidney function. The MedDiet should be considered a key

tool for the prevention and treatment of these pathologies.
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1. SOBREPESO Y OBESIDAD

La acumulacién de grasa corporal es un proceso complejo influenciado por
diversos factores como la edad, el género, elementos hormonales y genéticos [1]. En
condiciones dptimas, existe un equilibrio dindmico entre la deposicidon de grasa y su
movilizacién, que puede verse alterado principalmente por una excesiva ingesta caldrica
y/o un estilo de vida sedentario. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) describe el
sobrepeso como una condicidon que se caracteriza por depdsitos excesivos de grasay la
obesidad como una enfermedad crénica compleja definida por una acumulacién

excesiva y anormal de grasa que puede ser perjudicial para la salud [2].

Para determinar la cantidad de grasa acumulada en el organismo pueden utilizarse
diversos métodos que permiten estimar la composicion corporal. La resonancia
magnética nuclear (RMN), la tomografia axial computarizada (TAC), la absorciometria
dual de rayos X (DXA) y la pletismografia son los métodos indirectos de andlisis de la
composicion corporal mds precisos para calcular la adiposidad abdominal y el tejido
adiposo visceral. Sin embargo, estos recursos de imagenes no suelen estar disponibles
para los profesionales de la salud fuera de los entornos de investigacién. Por lo tanto, el
uso de métodos doblemente indirectos como la impedancia bioeléctrica vy
antropometria (el IMCy el perimetro de cintura) son utilizados cominmente como una
medida sustituta para esta estimacidn [3]. En la Tabla 1 aparecen los criterios que se han
establecido para clasificar la composicién corporal en funcién de la edad a partir del

porcentaje de grasa.

Tabla 1. Clasificacidon por porcentaje de grasa corporal ideal en mujeres y hombres
adultos.

Estado 20 -39 ainos 40 — 59 anos Mayor de 60 anos
Mujeres
Bajo <20% <22 % <24 %
Normal 21-32% 23-34% 25-37%
Sobrepeso 33-39% 35-41% 38-43%
Obesidad >240% >240% >240%
Hombres
Bajo <7% <10% <12 %
Normal 8-20% 11-22% 13-24%
Sobrepeso 21-26% 23-29% 25-31%
Obesidad >27% >30% >32%
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El indice de masa corporal (IMC) es el procedimiento mas utilizado para clasificar
el tipo corporal (Tabla 2). Este indice se obtiene dividiendo el peso en kilogramos por la
altura en metros cuadrados. Tanto la Sociedad Espafiola para el Estudio de la Obesidad
(SEEDOQ), las Directrices Europeas prdacticas y centradas en el paciente para el
tratamiento de la obesidad en adultos en atencién primaria y la OMS consideran el
adulto con sobrepeso cuando el IMC > 25 kg/m?, y con obesidad cuando el IMC > 30
kg/m?2. Sin embargo, el IMC no diferencia entre la masa libre de grasa, que incluye el
musculo y los huesos, y la masa grasa, ni tampoco considera su distribucién. Es
importante tener en cuenta que la grasa abdominal, especialmente la intra-abdominal,
asi como, la grasa en la regién gluteo-femoral, pueden tener un impacto significativo en

la salud [4].

Tabla 2. Clasificacion del indice de masa corporal.

P“"”;:: corte SEEDO 2016 [S] G“‘;SOE;"[‘;‘]’G“‘S OMS 2024 [7]

< 16,5 kg/m? - - Severamente bajo peso

< 18,5 kg/m? Peso insuficiente Bajo peso Bajo peso
18,5 — 24,9 kg/m? Normopeso Normopeso Normopeso
25-26,9 kg/m? Sobrepeso grado |

Sobrepeso Pre-obesidad o sobrepeso

27 - 29,9 kg/m? Sobrepeso grado Il
30 - 34,9 kg/m? Obesidad leve o clase | Obesidad clase | Obesidad clase |
35-39,9 kg/m? Obesidad moderada o clase Il Obesidad clase Il Obesidad clase Il

> 40 kg/m’ Obesidad grave, moérbida o Obesidad clase IlI Obesidad grave, extrema,

clase Il masiva o clase Il

El IMC presenta ciertas limitaciones ya que no solo ignora las diferencias entre
masa muscular, 6sea y grasa y su distribucion, sino también factores como la etnia, el
sexo, la edad, la estabilidad del peso, el historial de peso, enfermedades preexistentes,
tratamientos farmacolégicos, la fase del ciclo menstrual y la condicion fisica [8]. Por este
motivo, aunque el IMC ha sido tradicionalmente el método elegido para medir el tamafio
corporal en los estudios epidemioldgicos, medidas alternativas, como el perimetro de
cintura, la ratio cintura-altura y la ratio cintura-cadera que reflejan la adiposidad central,
se han sugerido como superiores al IMC para predecir el riesgo de enfermedad

cardiovascular (ECV) [9].
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El perimetro de cintura permite conocer el contenido de grasa visceral en el
abdomen y el tamafio de los adipocitos de la regién abdominal [10]. Este es considerado
un marcador de obesidad abdominal y se mide en el punto medio entre la crestailiacay
la Ultima costilla con la persona en posicion erguida y exhalacién. El exceso de tejido
adiposo visceral se ha relacionado fuertemente como un predictor de morbilidad y
mortalidad cardiovascular y metabdlica [11]. De hecho, se ha relacionado el aumento de
1 cm en el perimetro de cintura con un aumento del 2 % en el riesgo de sufrir ECV [12].
Por un lado, la Federacidn Internacional de Diabetes (IDF) define como valores criticos >
80 c¢cm para las mujeres y 2 90 cm para los hombres [13], mientras que la OMS [14], en
1997, sugirié umbrales para identificar a individuos en riesgo, creando tres categorias
(Tabla 3). Sin embargo, existe debate sobre los umbrales adecuados para diferentes

grupos étnicos o raciales [9].

Tabla 3. Perimetro de cintura ideal en mujeres y hombres [14].

Perimetro en mujeres Perimetro en hombres
Normal <80 <94
Riesgo alto 81-88 cm 95-102 cm
Riesgo muy alto >88cm >102 cm

La ratio cintura-altura, tal y como indica su nombre, se calcula dividiendo el
perimetro de la cintura y la altura, ambos en centimetros. También es considerado un
marcador valioso para medir la adiposidad central. Se sugiere que un limite de 0.5 puede
ser utilizado en diferentes grupos étnicos y sexuales, aplicdndose tanto en nifios (a partir
de 6 afios) como en adultos. Se trata de una herramienta sencilla de evaluacién de
riesgos para la deteccidn primaria, que identifica a personas en riesgo cardiometabdlico
y de morbilidad por enfermedades no transmisibles [15]. Un aumento de 0,01 en esta

ratio se ha visto relacionado con un aumento del 5 % la probabilidad de sufrir ECV [12].

La ratio cintura-cadera se calcula dividiendo el perimetro de la cintura y el
perimetro de cadera, ambos en centimetros. El perimetro de cadera se mide alrededor
de la maxima protrusiéon de los gluteos a nivel del trocanter mayor del fémur en ambos
lados, lo cual generalmente coincide con la sinfisis pubiana. A mayor ratio, mayor
proporcion de adiposidad abdominal, y por tanto mayor aumento del riesgo para la salud

del individuo. Se pueden identificar tres tipos distintos de obesidad [16]:
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e Obesidad androide o abdominal: acumulacién de grasa principalmente en la
parte superior del tronco, especificamente en la region cervical y el abdomen
superior. Este tipo de obesidad es mas comun en hombres y presenta un mayor
riesgo de enfermedades cardiovasculares y metabdlicas.

e Obesidad ginoide o periférica: acumulacidon de grasa principalmente en las
caderas, gluteos y muslos. Es mas frecuente en mujeres y se ha asociado con
osteoartritis en las articulaciones de carga, insuficiencia venosa, litiasis biliar,
paniculopatia edemato fibroesclerdtica y dificultades para la locomocion.

e Obesidad de distribucion homogénea: la grasa se distribuye uniformemente

sin predominar en ninguna zona especifica.

1.1. ETIOLOGIA

En la mayoria de los casos, la obesidad es una enfermedad multifactorial (

Figura 1), fruto de entornos obesogénicos, factores psicosociales y variantes
genéticas. En un subgrupo de pacientes, se pueden identificar factores etioldgicos
principales: medicamentos, enfermedades, inmovilizacion, procedimientos
iatrogénicos, enfermedad monogénica/sindrome genético [2]. Tanto el desarrollo de
sobrepeso como de la obesidad son producto de un desequilibrio energético entre un
excesivo consumo de calorias (dieta) y un escaso o insuficiente gasto energético

(actividad fisica) [2].

Segun la hipétesis del gen ahorrativo, los humanos fisioldgicamente evolucionaron
para almacenar calorias y conservar energia, lo que en un pasado probablemente
transmitia una ventaja reproductiva y de supervivencia, protegiendo contra el hambre y
evitando la anorexia inducida por enfermedades. Sin embargo, almacenar grandes
cantidades de grasa habria aumentado la susceptibilidad a la depredacion al dificultar
movilidad. La ausencia de seleccidn por depredacién en los ultimos 30,000 afios permitié
gue los genes que promueven el almacenamiento de energia y la obesidad persistieran.
Aunque la susceptibilidad genética a la obesidad influye en la actual epidemia de
obesidad, el entorno obesogénico moderno y el estilo de vida occidental, caracterizado

por el consumo excesivo de alimentos altos en calorias y la falta de actividad fisica, son
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los principales catalizadores del rdpido aumento de las tasas de obesidad en los ultimos

50 anos [17].

Hay cientos de genes que se han visto relacionados directamente con la obesidad
y la distribucién de la grasa como los que se conciernen con defectos en la produccion
de leptina, un receptor de leptina defectuoso, anomalias en el gen de Ia
proopiomelanocortina o en el sistema del receptor de melanocortina-4. Sin embargo, es
evidente que, en un mismo entorno, algunas personas se vuelven obesas y otras no. Esta
respuesta diferencial se debe a una combinacién de muchos factores, varios de los

cuales ya se han mencionado anteriormente [18].

e
Meda

\

”

(e )

= )
\"x,\,'dooulj

Econamic J

fr
(&
I
\

)

4 h

Developmental)

| windie oo rmeiin

Fositive Infuence £ 'j
g

Wegative Induence
.................. - Medica

Figura 1. Factores que a menudo conducen al sobrepeso/obesidad en adultos [19].

La alimentacién es el principal agente ambiental de la obesidad, seguido por la
disminucion del nivel de actividad fisica. La dieta occidental incluye alimentos sabrosos,
econémicos y practicos que activan los centros de placer del cerebro, similares a los
activados por sustancias adictivas. Con la mayor disponibilidad de estos alimentos y la
reduccién de la actividad fisica, los principales impulsores de la obesidad se han

fortalecido. Otros factores ambientales, como menos tiempo de suefio, disruptores
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endocrinos, efectos epigenéticos e intergeneracionales, edad avanzada de los padres,
ciertos medicamentos y menor consumo de tabaco, también se han relacionado en la

contribucidn de la obesidad [20].

Los factores psicolégicos y emocionales como el estrés, la ansiedad y la depresidn
también juegan un papel crucial en la etiologia de la obesidad, ya que pueden influir en
los habitos alimentarios y la actividad fisica [21,22]. Con todo ello, es fundamental
reconocer la variabilidad individual en la respuesta a estos factores obesogénicos y la
necesidad de enfoques personalizados en el tratamiento y la prevencién de la obesidad.
Finalmente, es importante destacar la influencia del microbioma intestinal en el
metabolismo y su papel en el desarrollo de la obesidad, ya que se ha demostrado que la
composicion del microbioma puede afectar tanto la absorcidon de nutrientes como el

almacenamiento de grasa [23].

El entorno obesdgenico que agrava la probabilidad de obesidad en individuos,
poblaciones y en diferentes entornos esta relacionado con factores estructurales que
limitan la disponibilidad de alimentos saludables y sostenibles a precios localmente
asequibles, la falta de movilidad fisica facil y segura en la vida diaria de todas las personas
y la ausencia de un entorno legal y regulatorio adecuado [2]. Al mismo tiempo, la falta
de una respuesta eficaz del sistema de salud para identificar el exceso de peso y la
deposiciéon de grasa en sus primeras etapas estd agravando la progresidon hacia la

obesidad [2].

1.2. EPIDEMIOLOGIA

La obesidad se ha catalogado como una pandemia global [24], afectando a
personas de todas las edades y grupos socioecondmicos en todo el mundo, sin importar
el nivel de ingresos del pais (Figura 2) [25]. En 2022, la OMS estimdé que
aproximadamente 2.500 millones de adultos mayores de 18 afios tenian sobrepeso,
mientras que unos 890 millones eran obesos. Esto significa que a nivel mundial el 43%
de los adultos (con un 43% de hombres y un 44% de mujeres) padecian sobrepeso, y de
éstos, alrededor del 16% eran obesos. La prevalencia mundial de la obesidad se ha mas

gue duplicado desde 1990 hasta 2022, cuando el porcentaje de adultos con sobrepeso
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era del 25% [2]. Si estas tendencias continlan, se espera que para 2025 habra 2.700

millones de adultos con sobrepeso y mds de 1.000 millones con obesidad [26].

t
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Figura 2. Porcentaje de adultos obesos en 2023 por pais a nivel mundial [27].

En el Congreso Europeo sobre Obesidad que se celebrd en 2022, se reveld que,
en Europa, el 59% de los adultos y casi 1 de cada 3 nifios (29% de los nifios y 27% de las
nifias) presentan sobrepeso u obesidad. Ademas, la prevalencia de la obesidad en los
adultos se encuentra en segundo lugar, por detrds de América. El sobrepeso y la
obesidad causan mas de 1,2 millones de muertes al afio en Europa, representando mas
del 13% de la mortalidad total. La pandemia de COVID-19 ha afectado
desproporcionadamente a las personas con sobrepeso y obesidad, provocando cambios
desfavorables en la alimentacién y la actividad fisica. Se estima que estos cambios van a
tener efectos negativos en la salud de la poblacidén durante los préximos afios por lo que

se requeriran esfuerzos importantes para revertirlos [28].

En Espafa, se estima que en 2023, el 25% de los adultos mayores de 18 afios
tenia obesidad, situando al pais en el nimero 37 del ranquin a nivel mundial [27]. Entre
las comunidades autdnomas, destacan Andalucia y Murcia por tener una mayor
prevalencia de obesidad, mientras que el Pais Vasco, Navarra, Madrid y Extremadura
presentan una menor prevalencia, independientemente del sexo. Concretamente, en las

Islas Baleares se estima que entre un 14 y un 16% de las mujeres presentaban obesidad,
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mientras que el porcentaje en hombres era ligeramente superior, del 17 al 19% (Figura

3) [29].
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Figura 3. Porcentaje de adultos obesos en Espaia por comunidad auténoma en 2020
[29].

1.3. COMPLICACIONES Y COMORBILIDADES

La OMS ha relacionado la obesidad con un mayor riesgo de padecer diabetes
mellitus de tipo 2 (DMT2), enfermedades cardiacas y ciertos tipos de cancer. Ademas,
puede afectar la salud ésea y la reproduccion. También destaca que la obesidad influye

en aspectos de la calidad de vida, como el movimiento y el suefio [2].

La obesidad se ha relacionado con un estado crénico de inflamacién que puede
estar implicado en el desarrollo de comorbilidades como el sindrome metabélico, las
enfermedades cardiovasculares, la esteatohepatitis no alcohdlica y el cancer [30].
Numerosos estudios epidemiolégicos han informado sobre las asociaciones entre la
obesidad y sus comorbilidades comunes, como diabetes, hipertensién, dislipidemia y

apnea obstructiva del suefio [30,31].

Entre las comorbilidades relacionadas con la obesidad, destacan las siguientes:
enfermedades coronarias (diabetes, dislipemia, hipertensiéon), enfermedades de higado
graso no alcohdlico (esteatosis, esteatohepatitis, cirrosis), cdnceres (mama, Utero, cuello
uterino, colon, eséfago, pancreas, rindn, prostata), enfermedades respiratorias (asma,
hipoxemia, apnea obstructiva del suefio, sindrome de hipoventilacion de la obesidad),
enfermedades del tracto genitourinario (irregularidad menstrual, infertilidad, sindrome

de ovario poliquistico) y otras enfermedades como la enfermedad de la vesicula biliar, la

10
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osteoartritis, diferentes infecciones de la piel, la hipertension intracraneal idiopatica, el

accidente cerebrovascular, las cataratas, la pancreatitis y la gota [30].

La presencia de comorbilidades concurrentes esta fuertemente asociada con los
niveles de obesidad (Figura 4). En hombres con peso normal, la prevalencia de
comorbilidades multiples es del 23%, aumentando al 27% en sobrepeso, 33% en
obesidad clase I, 38% en obesidad clase Il y 44% en obesidad clase Ill. En mujeres, el
patrén es similar pero con aumentos mayores en cada etapa: 28%, 34%, 41%, 45% y 51%,

respectivamente [30].

Idiopathic Intracranial Hypertension
Stroke
Cataracts

Coronary Heart Disease

Pulmonary Disease
Abnormal function
Obstructive sleep apnea
Hypoventilation syndrome

<— Diabetes

<— Dyslipidemia
<— Hypertension

Nonalcoholic Fatty Liver Disease
Steatosis
Steatohepatitis
Cirrhosis

Gallbladder Disease

Gynecologic Abnormalities
Abnormal menses
Infertility
Polycystic ovarian syndrome

Osteoarthritis
Skin

Cancer
Breast, uterus, cervix, colon, esophagus,
pancreas, kidney, prostate

Phlebitis
Venous stasis

Gout

Figura 4. Comorbilidades asociadas a la obesidad [30].

La obesidad y el sobrepeso en la edad adulta estdn asociados con reducciones
significativas en la esperanza de vida y un aumento en la mortalidad prematura,
comparable a los efectos del tabaquismo [32]. Todo ello conduce a que la obesidad en
la edad adulta pueda ser un fuerte predictor de mortalidad en etapas avanzadas de la
vida [32]. En 2019, un IMC superior al dptimo causé aproximadamente 5 millones de
muertes por enfermedades no transmisibles (ENT), tales como enfermedades
cardiovasculares, diabetes, canceres, trastornos neuroldgicos, enfermedades

respiratorias crénicas y trastornos digestivos [33].

Quiero destacar la relacién directa entre la obesidad y el sindrome metabdlico, la
enfermedad de higado graso no alcohdlico y la disfuncidn renal, tres comorbilidades de

la obesidad que se abordaran en la presente tesis doctoral.
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2. SINDROME METABOLICO

El sindrome metabdlico (SMet) es un conjunto de factores de riesgo que incluyen
obesidad abdominal, hipertensidon, dislipidemia y aumento de la glucosa en ayunas

(Figura 5) [34].

Obesidad
abdominal

Colesterol Resistencia
HDL a la insulina
reducido

Hipertension

Figura 5. Factores que definen el sindrome metabdlico.

Esta patologia fue descrita por primera vez en 1988 como sindrome X por Gerald
M Reaven como resistencia a la captacion de glucosa estimulada por la insulina,
hiperglucemia, hiperinsulinemia, aumento de la concentracién plasmatica de
triglicéridos VLDL, disminucion de la concentracién plasmatica de colesterol HDL y

presién arterial alta [35].

Las tres definiciones mas comunes [36] utilizadas para encuestas y planes de

atencion médica son:

e OMS 1998 [37]: resistencia a la insulina o glucosa > 6,1 mmol/L (110 mg/dl), 2
h de glucosa > 7,8 mmol (140 mg/dl) junto con dos o mas de los siguientes:

o Colesterol HDL < 0,9 mmol/L (35 mg/dl) en hombres, < 1,0 mmol/L (40
mg/dl) en mujeres.

o Triglicéridos > 1,7 mmol/L (150 mg/dl).

o Relacién cintura/cadera > 0,9 en hombres o > 0,85 en mujeres, o IMC
>30 kg/m?2.

o Presion arterial > 140/90 mmHg.

12
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e NCEP (Programa Nacional de Educaciéon sobre el Colesterol) ATP3 2005.

Presencia de tres o mas de los siguientes:

©)

Glucosa en sangre > 5,6 mmol/L (100 mg/dl) o tratamiento
farmacolégico para la glucemia elevada.

Colesterol HDL < 1,0 mmol/L (40 mg/dl) en hombres, < 1,3 mmol/L (50
mg/dl) en mujeres o tratamiento farmacoldgico para niveles bajos de
HDL-C.

Triglicéridos en sangre >1,7 mmol/L (150 mg/dl) o tratamiento
farmacolégico para los triglicéridos elevados.

Cintura > 102 cm en hombres o > 88 cm en mujeres.

Presion arterial >130/85 mmHg o tratamiento farmacoldgico para la

hipertension.

e |DF 2006 [38]. Cintura >94 cm (hombres) o >80 cm (mujeres) junto con la

presencia de dos o mas de los siguientes:

o

o

Glucosa en sangre > 5,6 mmol/L (100 mg/dl) o diabetes diagnosticada.
c-HDL < 1,0 mmol/L (40 mg/dl) en hombres, < 1,3 mmol/L (50 mg/dl)
en mujeres o tratamiento farmacolégico para niveles bajos de c-HDL.
Triglicéridos en sangre >1,7 mmol/L (150 mg/dl) o tratamiento
farmacolégico para los triglicéridos elevados.

Presion arterial >130/85 mmHg o tratamiento farmacoldgico para la

hipertension.

El SMet se ha relacionado con un aumento de cinco veces en el riesgo de padecer

DMT2, asi como con el doble de riesgo a largo plazo de desarrollar ECV y mortalidad

cardiovascular y se ha asociado a una mayor tasa de cancer en todo el mundo [39,40].

2.1. ETIOLOGIA

El SMet se trata de un estado fisiopatoldgico complejo que se ve afectado por la

composicion genética/epigenética del individuo, el predominio del estilo de vida
sedentario sobre la actividad fisica y otros factores como la calidad y composicién de los

alimentos y la composicién de la microbiota intestinal [34]. De hecho, un estudio

13
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reciente muestra una asociacidn positiva entre el comportamiento sedentario a largo

plazo y un mayor riesgo de SMet [41].

Se cree que la etiologia del SMet, aunque en gran medida desconocida, reside en
una interaccion compleja entre la predisposicion genética y factores metabdlicos y
ambientales [42]. De hecho, se ha visto como el estilo de vida de la madre y la nutricién
intrauterina y posnatal desempeiian un papel importante en la etiologia y patogénesis

del sindrome metabdlico [43].

2.2. EPIDEMIOLOGIA

El riesgo de desarrollar SMet aumenta con la edad, la obesidad, el historial de
diabetes y ciertas enfermedades, siendo mas comun en algunas razas y etnias,
especialmente entre mexicanos y afroamericanos. Ademads, factores como la grasa
abdominal y condiciones como el higado graso y problemas cardiovasculares

incrementan significativamente este riesgo [44].

En los ultimos 30 afios, la prevalencia global de obesidad y dislipidemias ha
aumentado considerablemente [45]. De manera similar, la prevalencia del SMet, la
DMT2 y la obesidad se han incrementado rapidamente, convirtiéndose en importantes
problemas de salud publica [34,46]. La incidencia del SMet a menudo sigue la misma

tendencia que la obesidad y la DMT2 [34].

Disponer de datos globales completos sobre la epidemiologia del SMet es
desafiante debido a que esta patologia involucra a varios componentes [45]. Sin
embargo, dado que se estima que el SMet es tres veces mas comun que la diabetes, con
una prevalencia a nivel mundial de 476 millones de afectados [45], se sugiere que
aproximadamente una cuarta parte de la poblacién mundial lo padece. En otras

palabras, mas de mil millones de personas en el mundo padecen actualmente SMet [34].

El riesgo cardiovascular conferido por el SMet es un tercio mayor en las mujeres
gue en los hombres [47]. Ademads, la prevalencia del SMet es mayor en mujeres,
especialmente a partir de los 65 afios, debido principalmente a los cambios inducidos
por la menopausia, que incluyen un aumento en la adiposidad abdominal y el desarrollo
de resistencia a la insulina y dislipidemia por déficit de estrégenos [48]. En personas con

SMet, los criterios de glucemia y trigliceridemia son mas frecuentes en varones, mientras
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que la obesidad abdominal y el colesterol HDL son mds comunes en mujeres [49]. En una
poblacion de bajo riesgo coronario como la espaiiola, el SMet se relaciona con una
elevacion hasta niveles moderados de esta enfermedad coronaria en ambos sexos.
Aunque el riesgo absoluto de enfermedad coronaria asociado con el SMet es menor en
las mujeres comparado con los hombres, el incremento en el riesgo de ésta, debido al

SMet, es relativamente mayor en las mujeres cuando se compara con los hombres [49].

El estudio DARIOS (Dislipemia, riesgo aterosclerético, proteina C reactiva de alta
sensibilidad incrementada y estado inflamatorio y oxidativo en la poblacién espafola)
realizado en 2012, estimd que la prevalencia del SMet en Espafia supera el 30% de la
poblacién adulta (32% en hombres y del 29% en mujeres), y predomina en hombres
hasta la edad de 55 afios y en las mujeres a partir de los 65; la mayor prevalencia en el

pais corresponde a Canarias e Islas Baleares [49].

2.3. CONDICIONES PATOLOGICAS

HIPERTENSION

La hipertensidn, conocida como tensidn arterial alta, se define como un trastorno
en el que los vasos sanguineos estan sometidos a una tensidn persistentemente elevada.
Esta condicién puede ser grave si no se trata adecuadamente. Para determinar la presion
arterial es necesario medir la presion sistdlica, cuando el corazén se contrae, y la presién
diastdlica, cuando el corazén se relaja. Para un diagndstico de hipertensidn se requieren
dos lecturas en dias diferentes, ambas con valores sistélicos > 140 mmHg y diastdlicos >

90 mmHg [50].

Entre los factores de riesgo que favorecen la hipertension se incluyen una dieta
poco saludable, inactividad fisica, consumo de tabaco y alcohol, y sobrepeso u obesidad,
ademas de antecedentes familiares de hipertensiéon, edad avanzada (mas de 65 afios) y

la presencia de otras enfermedades como diabetes o nefropatias [50].

Cabe destacar que la hipertension es una de las principales causas de muerte
prematura en el mundo. A nivel mundial, se estima que 1280 millones de adultos entre
30y 79 afios tienen hipertension y que solo el 21% la tiene la controlada. El 46% de los

hipertensos no sabe que tiene la condicién, y menos de la mitad recibe tratamiento
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(42%). Se aspira a reducir su prevalencia en un 25% para 2030 en comparacion con los

valores de 2010 [50].

DIABETES MELLITUS TIPO 2

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica que se presenta cuando el
pancreas es incapaz de secretar suficiente insulina o el propio organismo no utiliza
eficazmente la que produce. Existen varios tipos de diabetes como son: diabetes mellitus

tipo 1 (DMT1), DMT2 y diabetes gestacional [51].

A diferencia de la DMT1 caracterizada por una destruccion selectiva de las células
beta del pancreas, la DMT2 se presenta cuando el organismo no utiliza eficazmente la
insulina producida. Esta forma de diabetes afecta la manera en que el cuerpo utiliza la
glucosa para obtener energia, impidiendo que se use la insulina adecuadamente. Como
resultado, los individuos que padecen DMT2 y no reciben medicacién adecuada
presentan estados de hiperglucemia que pueden dafar gravemente los nervios y vasos
sanguineos con el tiempo [51]. La DMT2 es un factor de riesgo conocido para la
enfermedad coronaria y el accidente cerebrovascular isquémico, aunque la magnitud de
su efecto puede variar segun la edad, el sexo y otros factores de riesgo convencionales

[52].

Segun la ultima actualizacion de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) en

2022, la diabetes se diagnostica basandose en los siguientes criterios [53]:

e Glucosa plasmatica en ayunas = 126 mg/dL (7,0 mmol/L).

e Glucosa plasmatica de 2 horas > 200 mg/dL (11,1 mmol/L) durante una
prueba de tolerancia a la glucosa oral de 75 g.

e Hemoglobina glicosilada Alc (HbA1lc) 2 6,5% (48 mM).

e Glucosa plasmatica aleatoria > 200 mg/dL en pacientes con sintomas de
hiperglucemia o crisis hiperglucémica.

Los datos de la OMS muestran que las tasas de mortalidad por diabetes
aumentaron en un 3% en las Ultimas dos décadas, con 1,5 millones de defunciones en
2019, de las cuales el 48% tenia menos de 70 afos [51]. La DMT2, anteriormente
conocida como diabetes "no insulinodependiente" o "de inicio en la edad adulta", ahora
se observa con mayor frecuencia en nifios debido a factores como el sobrepeso, la falta

de ejercicio y la predisposicion genética [51,52]
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La diabetes puede ser gestionada y sus consecuencias evitadas o retrasadas
mediante el mantenimiento de un peso saludable, la practica regular de actividad fisica
y una alimentacién balanceada. Ademas, es crucial evitar el consumo de tabaco, seguir

la medicacidn prescrita y realizar pruebas de control de manera periddica [51].

DISLIPEMIA

La dislipidemia se caracteriza por niveles anormales de colesterol total,
triglicéridos o ambos [54]. Factores como la obesidad y la DMT2 predisponen a la
dislipidemia. Esta condicion aumenta el riesgo de enfermedad cardiovascular
aterosclerética debido a los altos niveles de colesterol total, colesterol LDL, triglicéridos

y lipoproteina (a), y a la disminuciéon de colesterol HDL [55].

La dislipidemia y la obesidad presentan un problema de salud consecuente,
aungue no todos los pacientes obesos son dislipidémicos. De hecho, esta condicién tiene
frecuentemente la misma prevalencia en personas obesas y no obesas o estd sélo
ligeramente elevada en personas obesas [54]. La dislipidemia aterogénica, comun en
personas con obesidad abdominal, se caracteriza por niveles elevados de triglicéridos,

VLDL, Apo B y no-HDL-C, y niveles bajos de colesterol HDL y Apo A-l [54].

El nivel 6ptimo de lipidos varia segun la edad, el sexo y otros factores de riesgo del

individuo, pero en general se recomiendan los siguientes rangos [56]:

e Colesterol LDL < 100 mg/dL.

e Colesterol HDL > 40 mg/dL para hombres y > 50 mg/dL para mujeres.
e Triglicéridos < 150 mg/dL.

e Colesterol total < 200 mg/dL.

El tratamiento de la dislipidemia va enfocado a la reduccion de colesterol LDL, el
aumento de colesterol HDL y la disminucidn de triglicéridos, adaptado a la gravedad y a
la presencia de otros factores de riesgo como DMT2, hipertensién y obesidad. La
dislipidemia es un problema de salud publica global que incrementa de forma notable el
riesgo de enfermedad cardiovascular, influenciado por factores genéticos, ambientales

y de estilo de vida [56].
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ENFERMEDAD RENAL CRONICA

La Enfermedad Renal Crénica (ERC) se define como una tasa de filtracion
glomerular (TFG) < 60 ml/min por 1,73 m? o marcadores de dafio renal elevados, o
ambas, de al menos 3 meses de duracion [57]. La ERC esta estrechamente relacionada
con el SMet, un conjunto de factores de riesgo que incrementan la morbilidad vy
mortalidad cardiovascular, y que también puede causar la aparicién y progresion de la
ERC [58]. La creciente prevalencia del SMet, su impacto significativo en la salud renal, y
la variabilidad en su presentacion y efectos segun factores étnicos y de estilo de vida,
hacen que sea un area de gran interés y preocupacion para los nefrélogos. Esto les
permite desarrollar estrategias de prevencion, diagndstico y tratamiento mas efectivas
y personalizadas para sus pacientes. La creciente prevalencia del SMet, su impacto
significativo sobre la salud renal, y la variabilidad en su presentacién y efectos segin
factores étnicos y de estilo de vida, hacen que sea un drea de gran interés y preocupacion
para los nefrélogos. Esto les permite desarrollar estrategias de prevencién, diagndstico
y tratamiento del SMet mas efectivas y personalizadas para sus pacientes [58]. La
Asociacidn Estadounidense del Corazdn (AHA) ha introducido recientemente el concepto
de Sindrome Cardiovascular-Rifidn y Metabdlico (CKM), destacando la interaccién entre
la enfermedad cardiovascular, la ERC y la DMT2 [59]. La enfermedad renal asociada al
SMet se caracteriza por hiperfiltracidon glomerular, una tasa de filtracidon estimada (eGFR)
<60 mL/min por 1,73 m?, proteinuria, microalbuminuria, disfunciéon tubular renal,
anomalias ecograficas y diversas patologias renales, incluyendo glomerulomegalia,
podocitopatia y fibrosis intersticial [58]. Estudios epidemiolégicos han demostrado una
fuerte correlacién entre el SMet y la ERC; por ejemplo, un seguimiento de 21 afios de la
cohorte NHANES IIl encontré que el odds ratio (OR) ajustado multivariado para ERC fue
de 2,6 para sujetos con SMet, aumentando de 1,89 a 5,85 con la presencia de mas

factores de riesgo del SMet [60].
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3. ENFERMEDAD DEL HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO

El término enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD, del inglés non-
alcoholic fatty liver disese) fue descrito por primera vez por Ludwig et al. a principios de
los 1980 [61] y se refiere a la acumulacidon excesiva de grasa en el higado, caracterizada
por la presencia de esteatosis en mas del 5% de los hepatocitos, en ausencia de una
ingesta significativa de alcohol [62]. Recientemente, el término NAFLD ha sido
reemplazado por el de enfermedad del higado graso asociada al metabolismo (MAFLD,
del inglés metabolic dysfunction-associated fatty liver disease), para resaltar la
importancia de las anomalias metabdlicas en la comprensién cambiante de los

mecanismos de la enfermedad [63].

MAFLD es una enfermedad silenciosa, ya que en la mayoria de los casos no provoca
sintomas especificos. Sin embargo, algunos pacientes pueden experimentar fatiga,
malestar y molestias abdominales. El diagndstico a menudo se realiza en pacientes con
obesidad, especialmente obesidad mérbida (IMC > 35), resistencia a la insulina, DMT2,
SMet, apnea del suefio obstructiva o elevaciones crénicas de las enzimas hepaticas
aspartato aminotransferasa (AST)/ alanina aminotransferasa (ALT) sin otra causa
aparente [64]. Las enzimas hepaticas, aunque frecuentemente anormales en pacientes
con MAFLD, no son predictores precisos y pueden ser normales hasta en el 80% de los
casos. En etapas avanzadas de la enfermedad, los niveles de ALT pueden incluso

disminuir [64].

La biopsia hepatica es la prueba de referencia para el diagnéstico y prondstico de
MAFLD, aunque es costosa, invasiva y conlleva riesgos de complicaciones como dolor,
sangrado y, en casos raros, muerte [65]. Existen varios indices para detectar la esteatosis

hepatica, pero ninguno puede cuantificar la grasa hepatica con precision:

e Puntuacion de grasa hepatica NAFLD (NLFS): basada en SMet, DMT?2,
insulina sérica en ayunas, y la relacion AST/ALT [66].

¢ Indice de esteatosis hepatica (HIS): considera la relacién AST/ALT, IMC,
diabetes y sexo [67].

e indice de higado graso (FLI): utiliza el IMC, la circunferencia de la cintura

y niveles séricos de triglicéridos y gamma-glutamiltransferasa (GGT) [68].
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Las técnicas de imagen se mostraron mas prometedoras en la evaluacion de la

esteatosis:

e Ecografia: no invasiva, ampliamente disponible y precisa para detectar MAFLD,
recomendada como primera linea diagndstica. Sin embargo, tiene limitaciones,
como la incapacidad de estadificar la fibrosis y subestima la prevalencia de

esteatosis cuando es inferior al 20% [69].

o Elastografia transitoria (TE): mide la rigidez hepdtica como sustituto de la fibrosis

y se correlaciona con el grado de esteatosis [65].

e Resonancia magnética nuclear (RMN): las técnicas avanzadas permiten medir la
fraccion grasa de protones proporcionando una evaluacién precisa y
reproducible del contenido de grasa hepatica. Ademads, ha sido validado frente a
la histologia hepatica y ha demostrado ser mas sensible para detectar cambios
en el contenido de grasa hepatica y la respuesta al tratamiento en ensayos

clinicos [65].

Hasta hace poco, no habia farmacoterapia aprobada por la FDA para hacer frente
al MAFLD [70]. El tratamiento de MAFLD se centraba en regular el metabolismo de
glucolipidos, reducir la inflamacién y la fibrosis hepatica mediante farmacos que
mejorasen la resistencia a la insulina, controlasen la dislipidemia y la hipertensién. La
combinacidén de estos farmacos puede ser beneficiosa [71]. La aprobacién de Rezdiffra
(resmetirom), un activador parcial de un receptor de la hormona tiroidea que reduce la
acumulacién de grasa hepdtica, como farmaco especifico de MAFLD es un avance
importante [72], pero la intervencién en el estilo de vida sigue siendo crucial para el

manejo de MAFLD.

3.1. ETIOLOGIA

El higado es un érgano involucrado en multitud de tareas, como el procesamiento
de los nutrientes absorbidos del intestino, la regulacion de los niveles de glucosa, grasas
y proteinas en la sangre, y el almacenamiento limitado de carbohidratos y grasa. Los
hepatocitos, que constituyen la mayoria de las células del higado, pueden metabolizar

casi todos los tipos de nutrientes [73].
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En un higado sano, los hepatocitos tienen un ndcleo central y gotitas de grasa
distribuidas uniformemente. Sin embargo, en la MAFLD, los hepatocitos acumulan un
exceso de grasa que puede provenir de la dieta, formarse en el higado o ser liberada por
el tejido adiposo resistente a la insulina. Este proceso es conocido como esteatosis.
Cuando la grasa acumulada provoca estrés y dafio a los hepatocitos, se desarrolla la
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), ahora conocida como esteatohepatitis asociada

a disfuncién metabdlica (MASH) (Figura 6) [73].

Se estima que el 30% de las personas con MAFLD desarrollardn en un futuro MASH.
Esta condicion provoca que los hepatocitos, ya hinchados, se hinchen ain mas y
comiencen a morir, lo que causa inflamacién e infiltracién de células inmunitarias con
perfil proinflamatorio. La cicatrizacién (fibrosis) ocurre cuando las fibras de coldgeno
reemplazan a las células muertas y, hasta este punto, el proceso es reversible. No
obstante, con el tiempo, los hepatocitos muertos se descomponen y el tejido cicatricial
se acumula, endureciendo el higado y perjudicando su funcion. Este proceso se llama
cirrosis y es irreversible, pudiendo llevar a insuficiencia hepatica y aumentar el riesgo de
cancer de higado. Se estima que el 20% de las personas con MASH pueden desarrollar

cirrosis [73].
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Figura 6. Progresion de MAFLD [73].
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3.2. EPIDEMIOLOGIA

MAFLD se ha convertido en la principal enfermedad hepdtica a nivel mundial,
afectando aproximadamente al 38% de la poblacion mundial [74], es decir, que afecta a
casi dos mil millones de personas en todo el mundo [75]. Concretamente, la prevalencia
global de MAFLD ha aumentado significativamente, del 25,3% en 1990-2006 al 38,0% en
2016-2019 (Figura 7) [76]. Esta varia segun la etnia, siendo del 45% en hispanos, 33%

en caucdsicos americanos, 25% en asiaticos y 24% en afroamericanos [77].

Aunque la cirrosis y el carcinoma hepatocelular son resultados poco comunes en
pacientes con MAFLD, el creciente nUmero de personas en riesgo de padecer estas
afecciones ha pasado a ser un motivo de preocupacion [74]. La tendencia de MAFLD a
manifestarse a edades mdas tempranas también plantea serias implicaciones para los

resultados de salud a largo plazo [74].

Figura 7. Mapa del cambio en la prevalencia global de MAFLD [74].

Globalmente, la prevalencia de MAFLD es mas alta en el Medio Oriente (32%) y
mas baja en Africa (13%). En China, Francia, Alemania, Italia, Japdn, Espafia, Reino Unido

y Estados Unidos, se espera que esta carga aumente para 2030 [78].

En Europa, varios metaanalisis han estimado la prevalencia de MAFLD entre el
23,7% vy el 26,9% [74], siendo mayor en hombres, en pacientes con SMet o cualquier
comorbilidad relacionada, como obesidad, enfermedad cardiovascular o enfermedad
renal crdnica, sin observar diferencias significativas entre paises mediterrdneos y no

mediterrdneos [79]. Entre 2014 y 2017, el trasplante de higado realizado en Europa
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debido a cirrosis descompensada y carcinoma hepatocelular relacionado con MAFLD
aumenté del 0,9% al 5,0% y del 0,2% al 1,2%, respectivamente [79]. En nifios y
adolescentes la prevalencia de MAFLD sigue siendo baja (<3%), pero parece exceder el
30% en aquellos con obesidad o sobrepeso en paises europeos y ha aumentado en los

ultimos anos, especialmente en paises mediterraneos [79].

En Espaia, la prevalencia de MAFLD diagnosticada mediante criterios ecograficos
es del 25,8% en individuos de 15 a 85 afios, con mayor probabilidad en pacientes
mayores de 45 afios [80]. Se estima que, para 2030, la prevalencia de MAFLD en Espafia
podria llegar al 27,6%, afectando a 12,7 millones de personas [78]. La presencia de
carcinoma hepatocelular en pacientes con MAFLD en Espafia se ha triplicado en la Ultima
década, lo que hace previsible que se convierta en una de las principales causas de

cancer de higado en los préoximos afios [78].

3.3. MICROBIOTA INTESTINAL

La microbiota intestinal, compuesta por una extensa y diversa cantidad de
microorganismos que residen en el tracto gastrointestinal, desempeifia un papel crucial
en la salud humana al influir en la digestidn, la regulacidn del sistema inmune, la funcién
endocrina vy la sefializacién neuroldgica, asi como en la produccion de compuestos que

afectan la salud metabdlica del huésped [81].

Se han explorado los perfiles de la microbiota intestinal y los metabolitos asociados
con MAFLD, MASH vy fibrosis como alternativas atractivas para diagnosticar de forma no
invasiva las primeras etapas de la enfermedad. La disbiosis, caracterizada por la
reduccién de los filos Firmicutes, el aumento de los filos Proteobacteria y la reduccién
de Ruminococcus tanto a nivel de género como de especie, se ha asociado con MAFLD y

fibrosis en varios estudios en humano [82].

El desarrollo y la progresiéon de MAFLD estan influenciados por una amplia gama
de variables, que incluyen la edad, el sexo, los cambios metabdlicos, los niveles de
ejercicio, los habitos dietéticos, las predisposiciones genéticas y el complejo equilibrio
de las bacterias intestinales [83]. Este ultimo participa en las complicadas interacciones
dentro del eje intestino-higado, mediadas por la microbiota intestinal, la barrera

intestinal, el sistema inmunoldgico y el higado [84].
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Cada vez hay mas pruebas que indican una relacion sélida entre la disfunciéon
metabdlica y el microbioma, lo que sugiere la participacion de la microbiota en la
etiologia de MAFLD [85]. Las investigaciones taxondmicas han propuesto diferentes
firmas de microbiomas basadas en las alteraciones de la flora relacionadas con las
distintas fases de la enfermedad [86]. La MedDiet puede influir positivamente en la
composicion general de la microbiota intestinal, favoreciendo la integridad de la barrera
intestinal y reduciendo la inflamacién y las bacterias patégenas como
Escherichia/Shigella. Por el contrario, se ha descubierto que las dietas ricas en grasas
aumentan la resistencia de ciertas especies de Lactobacillus a los acidos biliares, lo que
potencialmente afecta el metabolismo de los lipidos y contribuye al desarrollo de MAFLD

[87].

3.4. CONDICIONES PATOLOGICAS

RESISTENCIA A LA INSULINA

La esteatosis hepatica también se asocia con el desarrollo/exacerbacion de la
resistencia sistémica a la insulina por mecanismos directos e indirectos. Entre los
mecanismos directos, los lipidos intermedios como el diacilglicerol y la ceramida juegan
un papel crucial. El diacilglicerol, un intermediario en la sintesis de triglicéridos, ha
demostrado inhibir la sefializacién de la insulina en el receptor de insulina, mientras que
la ceramida, un lipido de membrana complejo, interfiere en los mediadores proximales
de esta senalizacion. Estos lipidos no solo afectan la sefializacidon en el receptor de
insulina, sino que también podrian bloquear la seializacidn en etapas posteriores de las
cascadas de insulina mediante mecanismos aun no completamente determinados. La
resistencia a la insulina puede promover la MAFLD al inducir una mayor liberacién de
acidos grasos libres por el tejido adiposo e hiperglucemia/hiperinsulinemia, lo que

promueve la lipogénesis hepatica de novo [88].

ENFERMEDAD RENAL CRONICA

Se estima que entre el 20% y el 25% de las personas con MAFLD también padecen
ERC [89]. En particular, los individuos con MAFLD exhiben una mayor prevalencia de ERC
y albuminuria anormal en comparacién con aquellos sin MAFLD [90]. Varios estudios han

mostrado que, aunque comorbilidades como la DMT2, la hipertension y el SMet
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aumentan el riesgo de ERC, MAFLD por si sola sigue siendo un factor de riesgo
significativo para el desarrollo de ERC, incluso cuando se controlan estos factores de
riesgo [90,91]. La deteccion de MAFLD a través de enzimas hepaticas, técnicas de imagen
o biopsias ha demostrado una relacién significativa con el aumento del riesgo de ERC. En
particular, los pacientes con MASH presentan un riesgo aun mayor de desarrollar ERC
comparado con aquellos que solo tienen esteatosis simple. Ademads, aquellos con
fibrosis avanzada tienen el riesgo mas alto de ERC prevalente e incidente, lo que resalta

la gravedad de la enfermedad hepatica en estos casos [92].

Un metaanalisis de 2018, que incluyd nueve estudios longitudinales, documentd
que los pacientes con MAFLD tenian un riesgo 1.37 veces mayor de desarrollar ERC en
comparacién con aquellos sin MAFLD, durante un seguimiento medio de casi 5 afios [93].
Un metaanalisis posterior de 2022, que involucrd 13 estudios longitudinales y mas de un
millén de individuos, confirmd esta asociacién, encontrando que la MAFLD se asocia con
indice de riesgo de 1,43 (intervalo de confianza del 95%: 1,33-1,54) durante una mediana
de seguimiento de casi 10 afios. Este aumento del riesgo es especialmente significativo
en pacientes con formas avanzadas de MAFLD [94]. En resumen, la MAFLD es un factor
de riesgo importante para la ERC y su prevalencia esta en aumento, lo que subraya la
necesidad de estrategias de deteccidn y manejo eficaces para prevenir complicaciones

renales.
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4. ENFERMEDAD RENAL CRONICA

La ERC, como ya se ha definido, se caracteriza por una tasa de filtracién glomerular
(TFG) < 60 ml/min por 1,73 m? o marcadores de dafio renal (albuminuria > 30 mg/g,
anomalia del sedimento urinario, electrolitos u otra anomalia debida a trastorno tubular,
anomalias en la histologia, anomalias estructurales detectadas mediante imagenes y
antecedentes de trasplante de rifién), o ambas, de al menos 3 meses de duracion (Figura

8) [57].
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Figura 8. Prondstico de la ERC por TFG y categorias de albuminuria: KDIGO 2012 [95].

Es importante sefialar que en personas con obesidad y trastornos metabdlicos,
sean diabéticos o no, la ERC suele comenzar con un periodo de filtracién excesiva en los
rifones, conocido como hiperfiltracion glomerular [96,97]. Esta fase de hiperfiltracién
se asocia con un mayor riesgo de deterioro rapido de la funcién renal y fuga de albumina
en la orina [98]. Los estudios han demostrado que la reduccién de la hiperfiltracién
mediante fdrmacos dirigidos al sistema renina-angiotensina-aldosterona o la pérdida de
peso puede ejercer efectos protectores sobre los rifiones en pacientes con DMT2,
ralentizando la disminucion de la TFG con el tiempo. similar a la tasa observada en
adultos mayores sanos [98,99]. Esto resalta la importancia de la deteccion tempranay el

tratamiento de las complicaciones renales asociadas con los trastornos metabdlicos.

26



INTRODUCCION

4.1. ETIOLOGIA

El sistema renal, compuesto por los riflones, los uréteres y la uretra, desempefia
varias funciones esenciales. Entre ellas, la regulacidon de la osmolaridad del plasma al
ajustar la cantidad de agua, solutos y electrolitos en la sangre; el mantenimiento de la
homeostasis dcido-base a largo plazo; la produccién de eritropoyetina, que estimula la
formacidn de glébulos rojos; la produccién de renina para regular la presién arterial; y la
conversion de la vitamina D a su forma activa [100,101]. Los rifones filtran alrededor de
200 litros de liquido al dia del flujo sanguineo renal, eliminando toxinas, productos de

desecho metabdlicos y exceso de iones, mientras conservan sustancias esenciales [100].

La filtracion glomerular, el primer paso en la produccién de orina, y consiste en un
proceso pasivo selectivo que permite el paso de agua y solutos a través de la membrana
de filtracidn, bloqueando las proteinas. La TFG mide la velocidad a la que se filtra el
volumen de liquido en un minuto y es un indicador crucial de la funcién renal, ya que
disminuye con la mayoria de las disfunciones renales y tras un dafio estructural. Varios
factores pueden alterar la TFG: cambios en el volumen sanguineo, presion arterial,
vasoconstriccidn, presién hidrostatica en la cdpsula de Bowman y dafos estructurales
gue causan fugas en los filtros [100]. Debido a sus funciones, el rifién es susceptible al

dano causado por estrés oxidativo por ser un érgano altamente energético [102].

Numerosas enfermedades crénicas pueden llevar a la ERC. En muchos paises, la
DMT2 es la principal causa, seguida por la hipertensién, enfermedades vasculares,
glomerulares (primarias o secundarias), quisticas, tubulointersticiales, obstrucciones
urinarias, calculos renales recurrentes, defectos congénitos del rifidn o vejiga, lesiones
renales agudas no recuperadas y ciertos medicamentos como los antiinflamatorios no

esteroideos (AINEs), inhibidores de la calcineurina y antirretrovirales [103].

Cada nefrona, de las cerca de un millén que contiene cada rifidén, contribuye a la
TFG total. La pérdida de funcidn renal es gradual y a menudo asintomatica en sus
primeras etapas. La progresidn de la insuficiencia renal depende de la etiologia, pero
generalmente implica mecanismos de hiperfiltracion en las nefronas restantes. Estas
nefronas compensan desarrollando hiperfiltracién e hipertrofia, manteniendo la TFG

incluso con la destruccién progresiva de otras nefronas. Como resultado, un paciente
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con insuficiencia renal leve puede mostrar valores de creatinina normales, pasando la
enfermedad desapercibida durante algun tiempo [104]. Aunque la hiperfiltracién y la
hipertrofia de las nefronas restantes son inicialmente beneficiosas, también son causas
importantes de disfuncidn renal progresiva. La presion capilar glomerular elevada puede
danar los capilares, llevando a glomeruloesclerosis focal y segmentaria v,

eventualmente, a glomeruloesclerosis global [103].

4.2. EPIDEMIOLOGIA

La ERC es una condicién que afecta a aproximadamente 850 millones de personas
en todo el mundo, sin distincidn de edad o etnia, aunque las poblaciones desfavorecidas
enfrentan mayores riesgos [105]. Esta enfermedad, que deteriora significativamente la
calidad de vida y requiere una considerable cantidad de recursos sanitarios, se ha

convertido en un problema de salud publica de gran envergadura a nivel global [106].

La prevalencia de la ERC aumenta con la edad tanto en hombres como en mujeres.
Entre 1990 y 2017, un informe de la colaboracidn internacional sobre la carga mundial
de la ERC reveld un incremento significativo del 41,5% en las tasas de mortalidad por
esta enfermedad [107,108]. Ademas, hay una relacidén directa entre el aumento del
numero de componentes del SMet y el incremento en la probabilidad de desarrollar de
ERCy microalbuminuria [109]. Actualmente, la ERC es la tercera causa de muerte de mas
répido crecimiento a nivel mundial y la Unica enfermedad no trasmisible que muestra un
aumento continuo en la mortalidad ajustada por edad [110]. Se prevé que para 2040, la

ERC sera la quinta causa mas importante de afos de vida perdidos a nivel global [111].

En Espaia, en 2022, la mayor prevalencia de pacientes con ERC se observo en la
Comunidad Valenciana, seguida de Canarias, Cataluia, Galicia, Asturias y Murcia, con
mas de 1400 pacientes por milléon de habitantes. Por otro lado, la menor prevalencia se
registré en Melilla, Ceuta, Cantabria, Madrid y La Rioja, con menos de 1.200 pacientes
por millén de habitantes. En el caso de las Islas Baleares, nuestra poblacion de estudio,

la incidencia en 2022 se estimé en 1243 pacientes por millédn de habitantes [112].
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4.3. CONDICIONES PATOLOGICAS

HIPERTENSION ARTERIAL

La hipertensiéon y la ERC frecuentemente coexisten y su interrelaciéon es
bidireccional [113]. En pacientes con ERC, la prevalencia de hipertension resistente es
de 2 a 3 veces mayor en comparacion con la poblacién general [114]. La presion arterial
alta persistente puede acelerar la progresién de la ERC, y la disminucidon progresiva de la
TFG puede dificultar el control adecuado de la presion arterial. Esta combinacion de
hipertension no controlada y ERC aumenta significativamente el riesgo de ECV, la
principal causa de morbimortalidad en estos pacientes [113]. En este sentido, se ha visto
una relacién directa entre el grado de ERC, la albuminuria y la prevalencia de
hipertensidon resistente [115]. Ademas, existen disparidades raciales, étnicas y de género
en la concienciacidn, prevalencia y tratamiento de la hipertensién en pacientes con ERC

[116].

DIABETES MELLITUS

El rifidn es el principal érgano afectado por el dafio microvascular en la diabetes.
Aproximadamente la mitad de los pacientes con DMT2 y un tercio de los pacientes con
DMT1 desarrollaran enfermedad renal debido a su diabetes y otras comorbilidades
como hipertensidon y obesidad. La ERC aumenta significativamente el riesgo de
resultados adversos de salud y mortalidad prematura, por lo que su prevencién y control
son esenciales en el tratamiento de la diabetes. El control intensivo de glucosa en sangre,
presién arterial y el bloqueo del sistema renina-angiotensina-aldosterona han reducido

la incidencia y progresion de la enfermedad renal diabética en los Ultimos afos [117].
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5. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo se define como un estado fisiolégico de desequilibrio entre la
apariciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) y
nitrégeno (RNS, del inglés reactive nitrogen species) y la capacidad del organismo para

contrarrestar su accion por los sistemas de proteccién antioxidante [118].

5.1 LAS ESPECIES REACTIVAS Y SUS EFECTOS

Las ROS y las RNS, son productos del metabolismo celular normal que pueden ser
o bien beneficiosas o perjudiciales para el organismo segun las concentraciones a les que
se encuentren. Bajas o moderadas concentraciones de ROS en el organismo se han visto
implicadas en funciones fisiolégicas en las respuestas celulares como la defensa contra
agentes infecciosos, la sefializacién celular y en la induccién de una respuesta mitogénica
[119]. Sin embargo, altas concentraciones de estas especies conducen a un desequilibrio
y por tanto a una situacion de estrés oxidativo. La relacién entre el estrés oxidativo y las
principales enfermedades relacionadas con la edad como la diabetes, las ECV, las ERC, el
cancer, enfermedades neurodegenerativas y la enfermedad pulmonar obstructiva

crénica [120].

ESPECIAS REACTIVAS DE OXIGENO

El oxigeno (O,), un elemento esencial para la vida, puede ser convertido en
especies reactivas de oxigeno (ROS) durante procesos metabdlicos. Entre estas se
encuentran radicales libres, que son dtomos o moléculas con uno o mas electrones
desapareados, y especies no radicales, pero igualmente reactivas. Ejemplos de ROS
incluyen el anién superdxido (0,7), el peroxido de hidrégeno (H,0,), y el radical hidroxilo

(OH-) [121].

Durante la respiracion celular, las mitocondrias son los principales organulos
encargados de metabolizar la mayor parte del O, para producir energia en forma de ATP
mediante la fosforilacién oxidativa (OXPHOS). Este proceso estd acoplado a la reduccion
del oxigeno por la cadena de transporte de electrones, formando agua (H,0) sin generar
intermediarios tdxicos en condiciones normales [122]. Sin embargo, un pequeiio
porcentaje del O, se convierte en 0,7, particularmente en los complejos | y Ill de la

mitocondria. Esto ocurre porque el O, es un aceptor de electrones univalente
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relativamente pobre, y solo los buenos donantes de electrones univalentes, como el Cl
mitocondrial, pueden transferirle un electrén. Las principales fuentes intracelulares de
O, "incluyen la cadena respiratoria, la activacion de células del sistema inmunitario
como macroéfagos y neutrdfilos, y las reacciones catalizadas por oxidasas especificas
como la xantina oxidasa (XO) [123]. Al tener una vida media bastante larga, es capaz de
difundirse por la célula aumentando asi el nUmero de potenciales dianas de reaccidn
[124]. Dentro de la matriz mitocondrial, el O, " se dismuta en H,0, a través de una
reaccién de dos electrones, que puede ocurrir de forma espontanea o ser catalizada por
la Mn-superdxido dismutasa mitocondrial (MnSOD). Mientras que en el citosol el O, -
es dismutado rdpidamente por CuZnSOD [121]. En presencia de iones metalicos, como
el Fe?* y el Cu*, el H,0; es parcialmente reducido al radical altamente nocivo OH por la
reaccion de Fenton [125]. El OH- es muy reactivo porque tiene un alto potencial
oxidante, lo que promueve que solamente reaccione con las moléculas cercanas a su
lugar de formacién. Este ultimo es considerado la ROS mas dafiina debido a la
imposibilidad de encontrar su presencia en organismos vivos mas alla de detectar la
existencia de productos especificos de su reaccién [126]. En la Figura 9 hay un esquema

de la formacidn de estos principales radicales libres de oxigeno.

0, 0, Fe?* Fedt
<* \ N/ -
0, 0,* H,0, —+ OH: H,0
SOD )
OH

Figura 9. Formacién de los principales radicales libres de oxigeno.
EFECTOS DE LAS ESPECIES REACTIVAS

0,7, H,0, y OH™ son oxidantes potentes que extraen facilmente electrones de
moléculas como el proteinas, lipidos y acidos nucleicos, alterando sus propiedades, y
pueden dafiar estos componentes celulares e inhibir su funcién normal cuando hay un
exceso de ROS [121,127]. Por este motivo, el estrés oxidativo ha sido implicado en
diversas enfermedades humanas y en el proceso de envejecimiento. El equilibrio entre
los efectos beneficiosos y nocivos de los radicales libres es crucial para los organismos
vivos, y se mantiene mediante mecanismos de "regulacion redox", que protegen contra
el estrés oxidativo y aseguran la "homeostasis redox" al controlar el estado redox in vivo
[127].
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Los acidos grasos poliinsaturados (AGP) presentes en las membranas celulares,
como el acido araquiddnico, son susceptibles de ser atacados por radicales libres,
especialmente por el OH-, a través de reacciones de peroxidacién lipidica debido a que
poseen dobles enlaces carbono-carbono. Estos hidroperdxidos formados tienen una vida
media relativamente corta y se descomponen hasta formar aldehidos (4-hidroxinonenal
(4-HNE) y malondialdehido (MDA)) o las sustancias reactivas del acido tiobarbiturico
(TBARS) que pueden unirse a carbohidratos, otros lipidos, proteinas, y ADN, alterando

su estructura y funcion [128].

Las proteinas, debido a su estructura compleja y a la gran cantidad de grupos
funcionales oxidables, son susceptibles de reaccionar con las ROS, pudiendo sufrir
oxidacién a través de dos mecanismos diferentes. Por una parte, la reaccién puede ser
catalizada por metales formando grupos carbonilo en las cadenas laterales (donde los
aminodcidos mas dispuestos a esta transformacién son la arginina, histidina, lisina y
prolina). Mientras que, por otra parte, la cisteina, histidina, metionina y triptéfano son
propensos a ser atacados en ausencia de metales. Estos procesos de oxidacion proteica
pueden resultar en una modificacién estructural que estd asociada con un cambio
funcional o incluso con la degradacién oxidativa de la proteina. Con frecuencia, para
determinar los niveles de estrés oxidativo se determinan los grupos carbonilo como un

indicador de la oxidacién de proteinas [129].

El ADN es modificado, especialmente por el OH", en las bases nitrogenadas o
nucledtidos independientemente del estado oxidante de la célula, por lo que es habitual
encontrarlo de forma abundante en las células humanas. De hecho, estas lesiones
oxidativas en las bases del ADN se van acumulando con la edad y se han visto
relacionadas con el envejecimiento [130,131]. La 8-hidroxi-7,8-dihidro-2’-
deoxiguanosina (8-OHdG), el derivado mas comun de oxidacién en las bases del ADN, se
ha catalogado como un buen indicador de ECV en pacientes con DMT2 y se ha
relacionado con el desarrollo del cancer [132]. Para la investigacion en la oxidacion de
acidos nucleicos se determinan los niveles de 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8-
oxodG), producto de la oxidacion del ARN, y de 8-oxo-7,8-dihidroguanosina (8-oxoGuo),

producto de la oxidacién del ADN [133,134].
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En los ultimos afios, las ROS ya no se consideran exclusivamente responsables de
la oxidacién de biomoléculas y de inducir inactivacién y disfunciones moleculares, de
hecho, se ha demostrado que estas desempefian un papel crucial en diversas funciones
fisiolégicas. Entre estas funciones se encuentran la sefializacion celular, la regulacién de
los factores de transcripcion, las modificaciones epigenéticas, regulacion de los ritmos
circadianos y la proteostasis [135]. Este cambio de paradigma ha sido impulsado por
numerosos estudios que demuestran que las ROS son esenciales para la homeostasis

celular y el metabolismo energético.

Las ROS, y en particular el H,0,, actuan como moléculas sefializadoras clave al
oxidar reversiblemente residuos de cisteina en proteinas especificas. Esta oxidacidn
modifica la actividad biolégica de diversas enzimas y factores de transcripcién, ademas
de afectar su localizacion celular e interacciones proteicas. Un ejemplo destacado de esta
regulacion redox es la via de sefializacion de la insulina. En la sefializacién de la insulina,
el receptor de insulina, junto con otros componentes como RAC-beta serina/treonina-
proteina quinasa (AKT2) y Forkhead box O (FOXO), contienen residuos de cisteina
sensibles a la oxidacién por H;0,. La oxidacion de estos residuos es esencial para la
activacion y funcién de estas proteinas. Por ejemplo, la fosfatasa PTP1B, que
normalmente actua para contrarrestar la sefializacion de la insulina, es inactivada por la
oxidacién de sus residuos de cisteina. Esta inactivacidén es crucial para mantener una
sefializacidn efectiva de la insulina. Ademas, la redox modula directamente la actividad
de AKT, una proteina central en la via de sefializacidon de la insulina, y sus objetivos
downstream, como GSK3b e IKK. Estos, a su vez, regulan la actividad de diversos factores
de transcripcién, impactando en la expresion génica y en las respuestas celulares a la
insulina. La alteracion de estas vias puede llevar a disfunciones metabdlicas y contribuir

al desarrollo de enfermedades como la DMT2 [135].

5.2 MECANISMOS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

Los efectos que provocan un exceso de ROS son neutralizados o evitados por el
sistema de defensa antioxidante del organismo, el cual estda formado por mecanismos
enddgenos, producidos por el propio organismo, tanto enzimaticos como no

enzimaticos; como exégenos, a través de la dieta.
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MECANISMOS ENDOGENOS

Defensa enzimatica

Las enzimas antioxidantes principales incluyen la catalasa (CAT), la superdxido

dismutasa (SOD), la glutatidén peroxidasa (GPx) y la glutation reductasa (GRd).

La SOD es una familia ubicua de enzimas que catalizan eficientemente Ia
dismutacién de aniones superéxido. Esta enzima representa la primera linea de defensa
antioxidante contra las ROS, especialmente los radicales anion superdxido. La SOD
reacciona con el 02" transformandolo en H,0;, radical menos reactivo, y O;. En
mamiferos, se han descrito tres isoformas de SOD segun su localizacién celular: la
CuZnSOD se encuentra en el citoplasma, la MnSOD se encuentra en la matriz
mitocondrial y requiere manganeso como cofactor y la superdxido dismutasa
extracelular (ecSOD) se encuentra en el espacio extracelular y requiere cobre-zinc como
cofactor [136].

20,°+2H"—> H,0,+ 0y

La CAT es enzima tetramérica con una estructura muy rigida y estable muy
resistente al pH, la desnaturalizacidon térmica y la protedlisis en comparacién con la
mayoria de las otras enzimas. Se encuentra por toda la célula y cataliza la
descomposicion del H,0; a H,0 mediante el uso de un cofactor, el hierro. Este une al
centro activo de la enzima como parte de un grupo hemo y no requiere otro sustrato
para realizar la reaccion [137].

2 H,0; —» 2H,0 + O,

La GPx, al igual que la CAT, cataliza la descomposicion del H,0; a H,0 utilizando un
sustrato. Sin embargo, la CAT tiene una afinidad menor con la H,O; a bajas
concentraciones que la GPx (CAT Km =1 mM vs GPx Km =1 uM) [138]. La GPx es también
una enzima tetramérica que posee un residuo de seleno-cisteina en cada una de sus
subunidades y que ademds de reducir el H,0; también reduce los hidroperdxidos
(ROOH) -productos de la oxidacion de lipidos de membrana, proteinas y dcido nucleicos,
a alcohol (ROH), mediante el glutation reducido (GSH) como donador de electrones, el
cual es oxidado a glutatién oxidado (GSSG) [139,140]. Se han descrito un total de cinco
isoformas de glutatién peroxidasa que a pesar de que catalizan la misma reaccion,

difieren en la localizacion celular (mitocondria, citosol, etc.) y en la especificidad de
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sustrato (diferentes hidroperdxidos) [141]. Puesto que la disponibilidad de GSH debe ser
continua para la 6ptima funcién de la GPx, la célula debe disponer de un mecanismo de
regeneracion de GSH a partir de GSSG. Para ello cuenta con la glutatidn reductasa (GRd),
un flavoenzima que se encarga de la reduccién de GSSG a GSH utilizando NADPH como
cofactor [142].

2GSH + H202 — GSSG + 2H20
2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,0

Defensa no enzimatica

El glutation es un antioxidante no enzimatico importante en los organismos
aerdbicos, esencial en mamiferos, que se le reconoce por proteger las células contra los
radicales libres, concretamente H,0,, y otros prooxidantes. Ademas, también se ha visto
implicado en otros muchos procesos celulares esenciales como las defensas
antioxidantes; como cofactor de enzimas antioxidantes y desintoxicantes como las
glutation peroxidasas, las glutation S-transferasas y las glioxalasas; desintoxicacion de
xenobidticos, proteccién de las proteinas tioles de la oxidacién y el entrecruzamiento,
degradacion de proteinas con enlaces disulfuro, el plegamiento de proteinas, la
proteccién de los tioles de proteinas de la oxidacién y la reticulacién, la regulaciéon y
proliferacion del ciclo celular, el metabolismo del ascorbato, la apoptosis y la ferroptosis

[143].

El sistema de tiorredoxina (Trx) estda compuesto por NADPH, tiorredoxina
reductasa (TrxR) y tiorredoxina. En las células de mamifero poseen dos sistemas Trx, el
sistema Trx1 citosélico y el sistema Trx2 mitocondrial yen ambos TrxR son selenoenzimas
de alto peso molecular, junto con el sistema glutation-glutaredoxina (Grx) (NADPH,
glutation reductasa, GSH y Grx) controlan el entorno redox celular. Trx es un sistema
antioxidante clave en la defensa contra el estrés oxidativo a través de su actividad
disulfuro reductasa que regula el equilibrio de proteina ditiol/disulfuro. El sistema Trx
proporciona electrones a las peroxidasas dependientes de tiol (peroxiredoxinas) para
eliminar especies reactivas de oxigeno y nitrogeno con una velocidad de reaccién rapida.
Las funciones antioxidantes de Trx también se muestran por su participacién en la
reparacion del ADN y las proteinas al reducir la ribonucleétido reductasa, las metionina
sulféxido reductasas y la regulacion de la actividad de muchos factores de transcripcidn

sensibles a redox. Ademas, los sistemas Trx desempefian funciones fundamentales en la
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respuesta inmunitaria, la infeccidn viral y la muerte celular mediante la interaccién con

la proteina que interactua con la tiorredoxina [144].

MECANISMOS EXOGENOS

Los antioxidantes exdgenos presentes en los alimentos naturales, como las
vitaminas A, E y C, B-carotenos, polifenoles, acido tidico y coenzima Q, ente otros, son
cruciales para la regulacion de las ROS en el organismo. Estos antioxidantes acttdan
previniendo la produccién excesiva de ROS y regulando sus niveles tras el dafio celular,

mitigando los efectos del estrés oxidativo [145].

La vitamina A, en sus formas bioactivas (retinol, retinal y cido retinoico), participa
en procesos bioldgicos esenciales como la visidén, reproduccién, crecimiento vy
mantenimiento de tejidos epiteliales. Los carotenoides como el B-caroteno, precursores
de la vitamina A, se convierten en retinal en el organismo y neutralizan radicales libres,
como el 0,7, contribuyendo a la defensa antioxidante no enzimatica. El licopeno y el B-
caroteno han demostrado reducir el dafio oxidativo del ADN y mejorar la inmunidad al

incrementar los linfocitos sanguineos [146].

La vitamina E, especialmente en su forma a-tocoferol, es un antioxidante
liposoluble predominante, cuya capacidad de eliminacidn de radicales libres es la mayor
entre sus isoformas (a-, B-, y- y 6-tocoferoles). Los tocoferoles se transportan mediante
lipoproteinas o proteinas fijadoras de lipidos, como la proteina de transferencia de a-
tocoferol (a-TTP), que tiene una alta afinidad por el a-tocoferol. El a-tocoferol protege
las membranas celulares previniendo la peroxidacion lipidica al reaccionar con radicales
peroxilo, formando radicales tocoferoxilo, que luego se regeneran mediante ascorbato,
glutatién reducido, urato o ubiquinol. Ademas, la vitamina E participa en la actividad de
diversas enzimas facilitando su translocacién a la membrana o afectando su activacién
transcripcional, y regula la expresion de genes involucrados en apoptosis, crecimiento

celular e inflamacién [146].

La vitamina C, un antioxidante hidrosoluble, actua principalmente como donante
de electrones, esencial para la hidroxilacion de residuos de prolina y lisina en el colageno,
fortaleciendo el tejido conectivo y facilitando la cicatrizacién de heridas. Se encuentra
en altas concentraciones en frutas y verduras como citricos, tomate, fresas, pimientos y
verduras de hojas verdes. Su solubilidad en agua le permite reaccionar facilmente con
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radicales libres en el plasma y liquidos extracelulares, disminuyendo el estrés oxidativo

[146].

Los polifenoles, también son conocidos como potentes antioxidantes, se
encuentran en diversos alimentos como frutas y verduras. Se dividen en flavonoides y
no flavonoides; entre los flavonoides se incluyen las antocianinas, el epigalocatequina
galato y la curcumina, mientras que un ejemplo de no flavonoide es el resveratrol.
Debido a sus efectos sobre el estrés oxidativo, se han explorado su potencial en el
tratamiento de enfermedades como el MAFLD, las enfermedades inflamatorias del

intestino y otras condiciones relacionadas con el estrés oxidativo y la inflamacién [147].

5.3 RELACION ENTRE ESPECIES REACTIVAS Y LA OBESIDAD Y
COMORBILIDADES ASOCIADAS

El estrés oxidativo es importante en la fisiopatologia de la obesidad, alterando
factores reguladores de la actividad mitocondrial, modificando la concentracién de
mediadores de la inflamacion, promoviendo la lipogénesis, estimulando Ia
diferenciacidén de preadipocitos a adipocitos maduros y regulando el apetito [148].
Ademas, juega un papel muy importante en el desarrollo de comorbilidades de ésta
[149]. El estrés oxidativo aumenta progresivamente en personas con sobrepeso y
obesidad en comparacién con aquellas con peso normal. En concreto, se ha observado
como un incremento gradual en la produccién de ROS a medida que aumenta el IMC
[150]. Ademas, los individuos obesos muestran niveles plasmaticos mas elevados de
MDA en comparacion con los individuos de peso normal. Para contrarrestar este estrés
oxidativo, las actividades de CAT, SOD, GPx y GRd se incrementan en las células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs, del inglés peripheral blood mononuclear
cells), lo cual sugiere un mecanismo compensatorio frente al estimulo prooxidativo
cronico. Especificamente, se han encontrado niveles mas altos de la proteina catalasa en
PBMCs de individuos obesos, mientras que la actividad de la reductasa de glutatién es
mayor tanto en personas obesas como con sobrepeso en comparacion con aquellas de

peso normal [150].

El SMet también se ha vinculado a un aumento del estrés oxidativo,

independientemente del género y considerando un IMC en el rango de obesidad. Se ha
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observado que los pacientes con SMet tienen menores actividades de enzimas
antioxidantes en plasma y niveles mds altos de marcadores de dafio oxidativo,
principalmente peroxidacidon lipidica, en comparacion con pacientes sanos [151].
Concretamente, un estudio previo de nuestro grupo de investigacion muestra como hay
mayores niveles de MDA plasmatico en participantes obesos con SMet en comparacién
con aquellos sin SMet. Ademas, la actividad de la SOD disminuye tanto en hombres como
en mujeres con SMet, mientras que la actividad de la mieloperoxidasa (MPO), enzima
prooxidante que produce principalmente acido hipocloroso, es mayor en sujetos
masculinos con SMet. Por otro lado, a nivel de PBMCs, las actividades y los niveles de
proteina de catalasa CAT y GRd son significativamente mds altos en sujetos con SMet en

ambos géneros [152].

El estrés oxidativo juega un papel crucial en el MAFLD, iniciando la peroxidacion
lipidica mediante la sobreproduccion de ROS que dafia las membranas celulares,
proteinas clave para la funcidn celular y promueve la oxidacién de acidos nucleicos. La
acumulacién de 4cidos grasos saturados (AGS) estimula ademas la B-oxidacidn,
aumentando la produccién de ROS en la cadena respiratoria mitocondrial y exacerbando
el estrés oxidativo, lo que dana las células y contribuyendo con la disfuncion celular. A
medida que incrementa el IFC, también lo hacen los marcadores de estrés oxidativo. De
hecho, se ha visto como los participantes con un IFC alto mostraron niveles mas altos de
marcadores de dafio oxidativo (MDA) y actividades enzimaticas antioxidantes

plasmaticas (CAT, SOD), sin verse alterados los niveles de carbonilo de proteinas [153].

El estrés oxidativo desencadena la progresién de la ERC al alterar el equilibrio
redox del rifidn. Las ROS regulan fisioldgicamente la funcidn renal, haciendo al rifién
especialmente susceptible a desequilibrios redox y estrés oxidativo. Este proceso puede
afectar tanto la corteza como la médula renal, provocando desde alteraciones en el flujo
sanguineo renal por retencién de sodio/liquido hasta inflamacién, cambios fibréticos y
aparicion de proteinuria. En la ERC, se observa un aumento continuo de marcadores de
estrés oxidativo como el superdxido mitocondrial, LDL oxidado, homocisteina, y una
deficiencia de enzimas antioxidantes como SOD y GSH, correlacionandose con la
progresion de la enfermedad. Ademads, toxinas urémicas, F-isoprostanos y MDA

también aumentan con el deterioro de la funcién renal [154].
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6. RESPUESTA INFLAMATORIA

El propdsito de una respuesta inflamatoria es proteger el cuerpo de las agresiones
quimicas, bioldgicas o fisicas mediante una serie de fendmenos celulares, vasculares y
moleculares [155]. Esta respuesta trata de eliminar o inhibir al agente causante del dafio
o infeccidn celular para que el organismo pueda recuperar la funcionalidad del tejido u
organo afectado [156]. Se trata de una respuesta inmediata e inespecifica que ayuda a
desarrollar una respuesta especifica, es decir, que el proceso se concentra en una regién
especifica del organismo, aunque puede haber excepciones, como en el caso de la
inflamacién sistémica. Durante esta respuesta, caracterizada por el movimiento de
células inmunitarias hacia el foco inflamatorio, se produce una vasodilatacién y se
incrementa la permeabilidad de la zona con el fin de facilitar la llegada y transferencia

de leucocitos y otras moléculas involucradas en el proceso [157].

Tradicionalmente se han considerado cuatro signos de la inflamacién: calor, rubor,
tumor y dolor. El rubor y el calor son el resultado de las alteraciones vasculares que
provocan una acumulacién de sangre en el foco, como veremos mas tarde. El edema y
la acumulacion de células inmunes causan el tumor, mientras que el dolor es el resultado

de la accidn de ciertos mediadores sobre las terminaciones nerviosas del dolor [158].

Se postula que la respuesta inflamatoria se lleva a cabo de la siguiente forma: En
presencia de determinados estimulos se produce la sintesis y/o liberacion de los
mediadores, moléculas de una sencillez estructural como citoquinas proinflamatorias,
aminas (serotonina o histamina), éxido nitrico, heparina, enzimas proteoliticas y
sustancias lipidicas sintetizadas a partir del acido araquiddnico como los leucotrienos,
catalizados por la lipooxigenasa, y los tromboxanos y prostaglandinas, catalizados por la
ciclooxigenasa. Cuando los mediadores son liberados al torrente sanguineo, el efecto de
los mediadores produce un aumento de la permeabilidad vascular y efectos
quimiotdcticos que facilitan la llegada al foco inflamatorio de células y moléculas
inmunitarias. Una vez estas llegan al foco inflamatorio, los mediadores provocan
primero cambios vasculares que permiten el paso de los mediadores del torrente
sanguineo al sitio inflamado, causando edema. Luego, estos cambios facilitan la llegada
de células inmunitarias como linfocitos, baséfilos, eosindfilos, neutréfilos y macréfagos

desde la sangre y los tejidos cercanos. La propia respuesta inflamatoria se regula por si
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misma, es decir, tiene asociada una serie de mecanismos inhibidores capaces de
equilibrar o/y finalizar el proceso mediante la sintesis de resolvinas, tromboxanos y
leucotrienos a partir de AGP ®-3 provenientes de los fosfolipidos de membrana

[155,159].

6.1 RESPUESTA INFLAMATORIA AGUDA Y CRONICA

La respuesta inflamatoria puede clasificarse en aguda o crdnica en funcion de su

persistencia.

AGUDA

La respuesta inflamatoria aguda puede ser desencadenada con rapidez por una
infeccion o dafio en los tejidos caracterizada por permeabilidad vascular, edema y una

respuesta celular dominada por neutrofilos en el drea afectada.

El reconocimiento de los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs, del
inglés pathogen-associated molecular patterns) por receptores del sistema
inmunolégico, como los receptores tipo Toll (TLR, del inglés Toll-like receptors),
promueve la produccién de citoquinas proinflamatorias. Esta respuesta inicia la
inflamacién y la liberacién adicional de patrones moleculares asociados al daifio (DAMPs,
del inglés damage-associated molecular patterns) con la activacion de cascadas de
sefializacion que inducen la produccidon de mediadores inflamatorios como citoquinas y
qguimiocinas y de células inmunitarias innatas [160]. Los productos liberados por los
macrofagos y los mastocitos generan efectos quimiotacticos que atraen a leucocitos y
neutrofilos al sitio de inflamacidn. Al llegar, los neutrdfilos se activan al interactuar con
los patdgenos o por las citoquinas liberadas por los macréfagos. Una vez activados, los
neutrdfilos liberan proteasas, enzimas prooxidantes como la MPO y la NADPH oxidasa,

asi como ROS y RNS [161].

En funcidn de sus caracteristicas bioquimicas, los mediadores que se liberan como
resultado de la respuesta inflamatoria aguda se clasifican en: enzimas proteoliticas,
fragmentos del sistema del complemento, citoquinas, quimioquinas, péptidos

vasoactivos, aminas vasoactivas y mediadores lipidicos [162].

Generalmente, la respuesta inflamatoria aguda concluye con una resolucién

completa, regenerando el tejido y restaurando la funcionalidad de la zona afectada. Sin

40



INTRODUCCION

embargo, no siempre se logra esta resolucién completa; en algunos casos si la
inflamacién no se resuelve ni se repara el tejido, la respuesta inflamatoria aguda puede

evolucionar hacia una inflamacién crénica [163].

CRONICA

La inflamacion crénica, también conocida como inflamaciéon de bajo grado o
inflamacién subclinica, se debe a la falta de resolucién del proceso inflamatorio agudo o
por infecciones perseverantes. Esta situacién se caracteriza por niveles elevados de
proteina C reactiva (PCR), factor de necrosis tumoral (TNFa), interleuquina (IL) -6 e IL-13
en circulacién, junto con la presencia de macréfagos infiltrados en los tejidos,

acompaiados en menor medida por linfocitos T citotéxicos [164].

La inflamacion crénica se ha asociado con diversas enfermedades metabdlicas
como obesidad, SMet, DMT2, MAFLD, e incluso en casos de cancer [165,166]. De hecho,
las personas con obesidad, al tener una mayor cantidad de tejido adiposo, las hace mas
propensas a experimentar lipoperoxidacién, proceso que conlleva un aumento de
especies reactivas [167]. Niveles elevados de ROS y RNS pueden aumentar la expresiéon
y secrecion de citoquinas proinflamatorias como TNFa, IL-6 e IL-1 mientras que reducen
los niveles de citoquinas y adipoquinas antiinflamatorias como IL-10 y leptina [167-169].
La inflamacidn crénica asociada con trastornos metabdlicos depende de la activacién de
receptores de reconocimiento de patrones presentes en macréfagos y otros tipos
celulares. Estos receptores, como se ha explicado anteriormente, pueden detectar los

PAMPs y los DAMPs [160].

6.2. RESOLUCION DE LA INFLAMACION

Para evitar que una inflamacién aguda se convierta en una inflamacién crénica
constante, es crucial finalizar la respuesta inflamatoria para prevenir un dafo tisular
adicional. La resolucién de la inflamacién es un proceso que implica la produccion
regulada de varios mediadores especificos. Estos mediadores pro-resolutivos son las
resolvinas, protectinas y maresinas, los cuales fomentan respuestas innatas

autolimitadas, mejoran la eliminacién microbiana innata y protegen los érganos [170].
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Finalmente, los leucocitos circulantes dejan de detectar los gradientes de
quimiocinas y no son reclutados hacia los sitios de lesidn. Si este proceso se desregula,

puede resultar en una inflamacidn crénica incontrolada [171].

Los mecanismos de resolucion de la inflamacién que permiten recuperar la
homeostasis tisular incluyen: la reduccién o cese de la infiltracion de neutréfilos
agotados en los tejidos, la contrarregulacién de quimiocinas y citoquinas, la
transformacion de macréofagos de un estado clasicamente activado a uno

alternativamente activado, y el inicio del proceso de curacién [172,173]

6.3. MEDIADORES DE LA INFLAMACION

La inflamacion se regula a través de diversos factores solubles liberados por células
inmunitarias, que actdan en efectos tanto paracrinos como autocrinos, destacando entre
ellos las citoquinas. Estas Ultimas son esenciales como mediadores clave de la respuesta
inflamatoria. Se caracterizan por ser moléculas proteicas de bajo peso molecular,
solubles, con una vida media muy corta, y suelen ser sintetizadas por el sistema
inmunitario en respuesta a estimulos perjudiciales para el organismo. El término
citoquina abarca una diversidad de mediadores que incluyen interleuquinas,
quimioquinas, factores de crecimiento, factores transformantes e interferones. Ademas
de estos mediadores proteicos, también participan diversos factores no proteicos,
principalmente derivados de acidos grasos como los eicosanoides [174]. En la presente
Tesis Doctoral se han determinado las siguientes citoquinas y otros marcadores de

inflamacion.

CITOQUINAS

TNFa se origina inicialmente como una proteina transmembrana en los adipocitos.
Es producida por linfocitos T, linfocitos natural killer (NK), mastocitos, monocitos y
macrofagos. Esta citoquina multipotente también desencadena respuestas inflamatorias
y autoinmunes, reclutando células inmunes y activando vias transcripcionales que
promueven el estrés oxidativo y la inflamacioén, facilitando asi la degeneracién celular y
la produccion de prostaglandinas. Ademas se ha visto como desempefia un papel crucial

en la induccidn de la resistencia a la insulina y la patogénesis de la DMT2 vy tiene la
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capacidad de estimular la sintesis de IL-6, la apoptosis y la sintesis de proteinas de fase

aguda en el higado [174,175].

IL-6 presenta con un papel importante en la estimulacidon de las células B, la
induccidn de proteinas hepaticas de fase aguda, y también tiene funciones metabdlicas
y neurotrdficas. A pesar de que los efectos proinflamatorios de la IL-6 son bien
conocidos, también actia como una molécula antiinflamatoria y protectora en muchas
situaciones. La IL-6 es esencial para la inmunidad innata y adaptativa, es necesaria para
la eliminacidn eficiente de patdgenos, y tiene un importante papel fisiolégico en los
humanos, regulando la respuesta de fase aguda, la hematopoyesis, la tasa metabdlica y
la homeostasis de lipidos [176,177]. Producida tras el ejercicio agudo por fagocitos
mononucleares, linfocitos T y células musculares, la IL-6 fomenta la maduracién de los
linfocitos B y actia como un factor de crecimiento [178]. Ademds, puede inducir la

sintesis de IL-2 e IL-10, y tiene la capacidad de inhibir la producciéon de TNFa [179].

IL-1, que incluye IL-1a e IL-1B, ejerce fuertes actividades proinflamatorias y
desempeiia un papel crucial en las respuestas del huésped a estimulos nocivos tanto
exdgenos y enddgenos. Estas actividades proinflamatorias estan reguladas por varios
inhibidores enddgenos, como el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra), el receptor de
IL-1 tipo Il soluble y unido a la membrana, y la proteina accesoria del receptor de IL-1
[180]. IL-1B, en particular, se libera tempranamente durante la inflamacién, iniciando
una respuesta inflamatoria localizada que puede progresar a inflamacién sistémica y
fiebre. Ademas de su papel en la fiebre, IL-1B esta implicada en diversos sistemas
orgdnicos como el vascular en angiogénesis tumoral, y en enfermedades como artritis
reumatoide, osteoartritis y diabetes, donde el bloqueo de IL-1 se considera una opcién
terapéutica efectiva [181]. IL-18 es una citoquina proinflamatoria que pertenece a la
familia de las IL-1. Es secretada principalmente por macrdfagos y células dendriticas tras
la activacién por caspasa-1. IL-18 promueve la produccion de interferén gamma (IFN-y),
especialmente en combinacion con IL-12, y desempena un papel crucial en la respuesta
inmune tipo 1. Ademas, IL-18 estimula las células NK, células NKT CD4* y células Thl
establecidas para producir otras citoquinas y mediadores quimicos, como IL-3, IL-9, IL-
13, IL-4 e histamina. Esta implicada en procesos fisioldgicos como la inflamacidn, defensa

contra infecciones y alergias innatas [182].
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IL-15 estd implicada en enfermedades autoinmunes, actla como un potente
mediador proinflamatorio induciendo la expresion de TNFa, IL-1 e IFN-y. Ademas, se ha
visto como un potente factor de crecimiento, un quimioatrayente para las células T de
memoria activadas en sitios de inflamacién, regulador en la reparacion de tejidos y la
localizacién de las células B, modulador la inflamacién y activador las células NK

[183,184].

IFN-y es crucial en la regulacion de la respuesta inmune, especialmente en la
inmunidad contra infecciones virales y tumores. Es producido principalmente por células
T y células NK. IFN-y actia modulando la actividad de macréfagos y mejorando la
presentacién de antigenos. En relacion con la obesidad, el IFN-y puede contribuir a la
inflamacién crénica de bajo grado, lo cual estd asociado con resistencia a la insulina y

otras complicaciones metabdlicas [185].

El factor transformante de crecimiento B (TGF-B), sintetizado por linfocitos T,
plaguetas y monocitos, tiene la capacidad de inhibir tanto la proliferacion como la
activacion de los linfocitos T tanto reguladores/inhibidores como proinflamatorias,
dependiendo de si estdn presentes citoquinas proinflamatorias como la IL-6. Este
comprende una gran cantidad de proteinas secretadas y estructuralmente relacionadas
con multiples funciones en los patrones de desarrollo, la diferenciacién de tejidos vy el

mantenimiento de la homeostasis [186,187].

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

citoquinas hacia el sitio de inflamacion [188].

La irisina esta implicada en el control de la obesidad y la mejora de la homeostasis
glucémica al actuar sobre las células del tejido adiposo blanco y aumentar el consumo
total de energia, por lo que se la reconoce como un buen marcador de resistencia a la
insulina y enfermedad metabdlica. Ademas, también se la ha relacionada como un
marcador de ejercicio fisico ya que es secretada por las células musculares después del

ejercicio. En el caso de personas obesas con enfermedades metabdlicas como MAFLD y
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DMT2, los niveles de irisina se han visto elevados debido a la secrecién de esta por el

tejido adiposo blanco [189,190].

La resistina se considera un importante mediador proinflamatorio y puede
desempeiiar un papel en la instauracién de la resistencia a la insulina a través de
acciones antagoénicas a las de lainsulina [191]. También se ha informado que la expresién
de resistina en PBMCs es una fuente importante de esta hormona y su expresion es

inducida por citoquinas proinflamatorias (TNFa, IL-6 e IL-1) [192].

La leptina es una hormona producida principalmente por el tejido adiposo. Su
principal funcién es regular el balance energético al inhibir el hambre, lo que en ultima
instancia ayuda a regular el peso corporal [193]. Ademas, influye en varias funciones
fisiolégicas, incluyendo la reproduccidn, la inmunidad y la angiogénesis. En individuos
obesos, aunque los niveles de leptina en sangre son elevados debido a la mayor cantidad
de tejido adiposo, la sensibilidad a la leptina puede estar reducida, lo que se conoce
como resistencia a la leptina. Esta resistencia impide que la leptina ejerza su efecto
normal de inhibicién del apetito, contribuyendo al mantenimiento o incremento del

peso corporal [194].

La omentina es una adipocina secretada principalmente por el tejido adiposo
visceral, con funciones sensibilizadoras a la insulina, antiinflamatorias y antipérdida
dsea, siendo influenciada por factores hormonales y dietéticos. La reducciéon de sus
niveles en obesos contribuye al desarrollo de enfermedades cardiometabdlicas, de
hecho personas con obesidad, resistencia a la insulina y DMT2 poseen niveles reducidos

de esta adipocina, mientras que en ciertos canceres sus niveles son elevados [195,196].

La quemerina es una quimiocina involucrada en la inmunomodulacion y procesos
metabdlicos, principalmente en el tejido adiposo y el higado. Contribuye a Ia
diferenciacion de preadipocitos a adipocitos y a la angiogénesis. Niveles elevados de
guemerina estan asociados con trastornos del metabolismo, resistencia a la insulina y

enfermedades cardiometabdlicas [197,198].

OTROS MEDIADORES DE LA INFLAMACION

La lipocalina asociada a la gelatinasa de neutréfilos (NGAL) es una proteina

secretada principalmente por neutréfilos activados, pero también por otras células
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como macréfagos, células dendriticas y diversos tejidos epiteliales. Su produccidn
aumenta en respuesta a la inflamacidn y el dafio tisular, particularmente en el contexto
de lesiones renales agudas. Los niveles de NGAL se incrementan en estados
inflamatorios crénicos, como los observados en la obesidad, y estdn asociados al

desarrollo de resistencia a la insulina, DMT2 y otras complicaciones metabdlicas [199].

La XOD es una enzima prooxidante principalmente hepatica que cataliza la
oxidacién de hipoxantina a xantina y posteriormente a acido Urico. Durante el dafio
hepatico, este acido urico se libera a la circulacién y puede ser considerado un marcador

de estado proinflamatorio [200].

La citoqueratina 18 (CK-18) es una proteina de filamento intermedio especifica de
los hepatocitos. Su liberacion en la circulacién ocurre cuando estos hepatocitos sufren
dano, lo que la hace un biomarcador valioso para la evaluacién del avance de MAFLD y

el dafio hepatico [201].

La zonulina participa en la inmunidad innata intestinal y que estad regulada
positivamente en varias enfermedades autoinmunes, incluida la enfermedad celiacay la
DMT1 [202]. Ademds, se ha descrito como un marcador de permeabilidad intestinal, que
aumenta en la obesidad y en la MAFLD con un fuerte aumento en pacientes con MASH

[203,204].

La endotoxina, o lipopolisacarido, es una molécula con potente actividad
proinflamatoria, constituyente de la membrana celular externa de bacterias gram-
negativas. En el contexto de MAFLD, se ha encontrado que los niveles de endotoxinas
estan elevados en la sangre y el higado, lo que sugiere un papel significativo en la
inflamacién y progresién de esta condicion hepatica. La endotoxina contribuye a la

inflamacién crénica y puede agravar la disfuncién hepdtica asociada con MAFLD [205].

La resolvina D1 (RvD1), derivada del acido docosahexaenoico, es un mediador
lipidico con efectos antiinflamatorios e inmunorreguladores. Producida por leucocitos y
presente en el higado. RvD1 previene la migracién de neutréfilos, mejora la eferocitosis
de macrdéfagos y regula los factores inflamatorios. También inhibe la polarizaciéon de

macroéfagos M1y promueve la activacion de macréfagos M2. Estas propiedades la hacen
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crucial en la resolucién de inflamacion en enfermedades hepdticas como MAFLD, fibrosis

hepatica y cancer de higado, ofreciendo un gran potencial terapéutico [206].

La MPO es una peroxidasa que contiene hemo, expresada principalmente en
neutrdéfilos y liberada durante el proceso de desgranulacién en presencia de inflamacion
[207]. Se ha demostrado que la MPO actia como un mediador local del dafio tisular y la
inflamacién en diversas enfermedades inflamatorias. Especificamente, se considera un
biomarcador de estado pro-inflamatorio y puede ser un buen indicador no invasivo para

diferenciar la MASH de la simple esteatosis [208,209].

La PCR es una proteina de fase aguda cuya concentracion aumenta en respuesta a
inflamacién o infeccidon. Aunque se sintetiza principalmente en hepatocitos, también es
producida por células del musculo liso, macréfagos, células endoteliales, linfocitos y
adipocitos. La PCR desempeiia un papel crucial en los procesos inflamatorios y en la
respuesta a infecciones, incluyendo la produccion de citoquinas, en particular IL-6 y

TNFa [210].

6.4. RELACION ENTRE INFLAMACION Y LA OBESIDAD Y
COMORBILIDADES ASOCIADAS

La obesidad se asocia con inflamacién crénica de bajo grado en el tejido adiposo,
donde las células inmunitarias, especialmente los macréfagos, liberan citoquinas
proinflamatorias como TNFa e IL-6. Estas citoquinas provocan inflamacion sistémica, que
contribuye a la resistencia a la insulina y al desarrollo de DMT2, enfermedades
cardiovasculares y otros problemas metabdlicos. Asi, la inflamacién juega un papel

central en la conexién entre la obesidad y sus comorbilidades [211].

El SMet estd estrechamente relacionado con un aumento significativo de
mediadores inflamatorios en el plasma, como la IL-6 y el TNFa. Un estudio previo del
grupo de investigacién mostrd que en pacientes obesos con SMet, los niveles circulantes
de TNFa e IL-6 eran considerablemente mas altos en comparacién con aquellos
pacientes obesos que no presentaban SMet. Este incremento en los niveles de
citoquinas proinflamatorias puede derivarse de la expansiéon del tejido adiposo,

caracterizada por la hipertrofia y la hiperplasia de los adipocitos. La expansion del tejido
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adiposo conduce a la produccidon de adipocinas, las cuales fomentan un estado

inflamatorio que contribuye al desarrollo y progresion del sindrome metabdlico [152].

La inflamacién es un componente clave en la progresién de MAFLD. El sistema
inmunitario hepatico juega un papel central en este proceso inflamatorio. En MAFLD, la
acumulacién de grasa en el higado provoca una respuesta inflamatoria que involucra la
activacion de diversas células inmunitarias, como macréfagos y células T, las cuales
liberan citoquinas proinflamatorias. Estas citoquinas, a su vez, promueven la fibrogénesis
hepatica, un proceso que puede llevar a la progresiéon de la enfermedad hacia formas
mas severas, como MASH vy la fibrosis hepdtica. La inflamacion crénica resultante del
exceso de grasa hepatica no solo dafia el higado, sino que también esta asociada con un
mayor riesgo de desarrollar otras comorbilidades metabdlicas, subrayando Ia
importancia de abordar tanto la inflamacién como el manejo de la grasa hepatica en el
tratamiento de MAFLD [212]. Entre los marcadores de inflamacion que se han
relacionado con MAFLD, destacar como los pacientes con un IFC alto, se observan niveles

elevados de IL-6, CK-18 e irisina, y niveles reducidos de RvD1 [153].

La inflamaciéon juega un papel fundamental en la progresidon de la lesidn renal
aguda a la ERC. La respuesta inflamatoria en la lesidon renal aguda (AKI, del inglés acute
kidney injury) involucra la activacidon y acumulacidn de células inmunitarias en el rifidn,
lo que contribuye a un dafio renal sostenido. Las citoquinas proinflamatorias liberadas
durante este proceso promueven la fibrosis renal y la pérdida de la funcidn renal. En
pacientes obesos, esta inflamacién exacerbada puede acelerar la transicién de AKl a CKD,
vinculando directamente la inflamacién con la progresién de la enfermedad renal. La
obesidad, al inducir un estado inflamatorio crénico, no solo afecta la homeostasis
metabdlica, sino que también aumenta el riesgo y la gravedad de CKD a través de

mecanismos inflamatorios similares [213].
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7. ESTILOS DE VIDA

7.1. DIETA MEDITERRANEA'Y ULTRAPROCESADQOS

El proceso de globalizacion ha provocado cambios drasticos en los patrones
dietéticos en todo el mundo [214], generalizando las dietas occidentales y promoviendo
una alimentacidon poco saludable. La demanda de alimentos con mayor vida util y
palatabilidad ha llevado a la incorporacion de ingredientes naturales y artificiales que
afectan negativamente la calidad nutricional de los alimentos [215]. Este fendmeno ha
incrementado el consumo de alimentos ultraprocesados (UPF, del inglés ultraprocessed
food), que actualmente representan entre el 50% y el 60% del consumo caldrico diario
reemplazando a los alimentos frescos y minimamente procesados en muchos paises de

ingresos medios y altos [216].

El sistema de clasificacién NOVA es ampliamente considerado como el mds preciso
y practico para categorizar alimentos segun su grado de procesamiento. Segun el grado
y el uso del procesamiento industrial, NOVA clasifica los alimentos y productos
alimenticios en cuatro categorias: alimentos no procesados o minimamente procesados,
alimentos culinarios procesados, alimentos procesados y UPF. Los UPF se definen como
alimentos que han sido sometidos a un procesamiento industrial significativo y estan
compuestos principalmente de sustancias utilizadas en aplicaciones industriales [217].
Contienen pocos o ningun alimento natural, y suelen incluir aditivos para prolongar su
vida util, lo que los hace muy apetecibles y rentables [218]. Ejemplos de UPF incluyen
alimentos listos para el consumo como refrigerios envasados, refrescos, dulces, helados,
panes y bollos envasados, margarinas, galletas, pasteles y cereales para el desayuno
[219]. Estos alimentos tienen un perfil nutricional deficiente, siendo ricos en calorias,
grasas saturadas, sal y azUcares, y bajos en fibra y minerales, lo que resulta en una alta

carga glucémica y menos saciantes [220,221].

El consumo excesivo de UPF se ha vinculado con numerosos efectos adversos para
la salud, incluidas las enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT) [222]. Un aumento
del 10% en la ingesta de UPF se asocia con un 15% mas de riesgo de mortalidad por
todas las causas y un 13% mas de riesgo de DMT2 y ECV [223,224]. Ademas, se ha

demostrado que una elevada ingesta de UPF estd relacionada con dislipidemia,

49



TESIS DOCTORAL - MARIA MAGDALENA QUETGLAS LLABRES

alteraciones en el estado redox, alteracidon de la microbiota intestinal y alta respuesta
inflamatoria y marcadores relacionados con enfermedades hepaticas y metabdlicas,
como MAFLD [225-227]. La baja ingesta de fibra, nutriente generalmente eliminado
durante el procesado de los alimentos, también se ha relacionado con cambios en la
composicion de la microbiota intestinal, la diversidad y la epigenética, lo que provoca

disbiosis intestinal [228].

En contraste, los patrones dietéticos basados en el consumo de plantas que
enfatiza el consumo de verduras, frutas, cereales integrales, legumbres, nueces y
semillas, al tiempo que minimizan el consumo de UPFs y alimentos de origen animal con
alto contenido de grasas saturadas y colesterol, no solo previenen el sobrepeso y la
obesidad, sino que también reducen los factores de riesgo cardiovascular como la
hipertensidon y la diabetes [26]. La mejor estrategia para prevenir el SMet y sus
complicaciones es adoptar una dieta equilibrada y un estilo de vida saludable [229]. La
adherencia a la MedDiet se asocia con una mejora significativa en la prevencion vy el
tratamiento de la MAFLD, siendo recomendada por diversas organizaciones clinicas

[230-232].

La MedDiet se define como un patrén dietético con un alto consumo de cereales
integrales, frutas, legumbres, verduras y frutos secos. Por el contrario, aboga por un
consumo minimo de carne y aves, una ingesta moderada de ldcteos y un consumo
moderado de alcohol, especialmente cuando se consume vino tinto con las comidas
[233]. Una caracteristica distintiva de la MedDiet es el uso predominante de aceite de
oliva virgen extra (AOVE), conocido por sus propiedades beneficiosas para la salud,
mientras que los AGS se mantienen al minimo [233]. Este patrdn dietético enfatiza una
mayor ingesta de acidos grasos monoinsaturados (AGM) y AGP ®-3 y una disminucion
de los carbohidratos, especialmente los que se encuentran en dulces y productos
refinados [234]. Su eficacia proviene de la combinacidn sinérgica de varios alimentos que
poseen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, superando el impacto de
cualquier nutriente o componente dietético individual [235]. En este sentido, varios
estudios destacan el efecto protector de la MedDiet sobre los diferentes componentes
del SMet [229,236], sin ser este atribuido a un nutriente en particular, sino a todo el

patrén alimentario y el estilo de vida [237]. El papel protector del patrén de la MedDiet
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deriva de la alta presencia de compuestos bioactivos como antioxidantes, acidos grasos
saludables, fibra y fitoesteroles que se encuentran principalmente en verduras, frutas,
legumbres, AOVE, pescado, frutos secos, vino tinto, y probidticos derivados de alimentos

fermentados [238,239].

La MedDiet tiene efectos positivos sobre el metabolismo, reduciendo la incidencia
del SMet y sus componentes, especialmente gracias al consumo de AOVE con sus efectos
antiinflamatorios y antioxidantes, asi como los polifenoles quercetina y resveratrol.
Ademas, al ser una dieta rica en nueces con propiedades antioxidantes, puede ayudar a
reducir la carga de la MAFLD mediante la reduccién de lipidos y la resistencia a la insulina
hepatica, y sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes. Se ha demostrado que una
MedDiet enriquecida en plantas y baja en carne roja, combinada con actividad fisica,

reduce el IFC y la puntuacion de MAFLD [240].

7.2. ACTIVIDAD FISICA Y SEDENTARISMO

Las personas en todo el mundo se han vuelto cada vez mds sedentarias a medida
gue los avances tecnoldgicos en los lugares de trabajo, el transporte, las comunicaciones
y el entretenimiento doméstico han fomentado entornos que necesitan y alientan estar
sentados durante mucho tiempo [241,242]. Numerosas evidencias han demostrado que
el comportamiento sedentario, definido como cualquier comportamiento de vigilia
caracterizado por un gasto de energia < 1,5 equivalentes metabdlicos (METs) mientras
se esta sentado, reclinado o acostado [243], aumenta significativamente el riesgo de
padecer varias enfermedades no transmisibles importantes como ECV, DMT2 y cancer, y
de mortalidad general [244]. Se ha visto como una de las mejores formas de reducir el

tiempo sedentario es dedicar mas tiempo a la actividad fisica y al ejercicio [244,245].

La OMS define la actividad fisica como todo movimiento corporal producido por
los musculos esqueléticos que requiere consumir energia. Debido a la problematica
actual ha establecido un plan de accion mundial para concienciar a las personas de la
vital importancia de la actividad fisica y animarlas ser mas activas (Figura 10). A nivel
mundial, existen diferencias notables por edad y género en los niveles de inactividad
fisica. A partir de los 60 afios los niveles de inactividad fisica aumentan tanto en hombres

como en mujeres. Siendo en general las mujeres menos activas que los hombres [246].
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Figura 10. Guia de la OMS sobre la actividad fisica y comportamiento sedentario.

La actividad fisica regular es uno de los componentes mds importantes para un
envejecimiento saludable [247]. El ejercicio aerébico reduce el riesgo de ECV, mejora la
tolerancia a la glucosa y la densidad mineral dsea, disminuye la inflamacién y el estrés
oxidativo, e incrementa la biogénesis mitocondrial y la sintesis de proteinas en el
musculo esquelético [248]. La clave no radica tanto en el tipo de ejercicio aerébico como
en la frecuencia, duracién y esfuerzo dedicado. Si bien, las actividades aerébicas que
incluyen ejercicios de intensidad moderada y vigorosa tienen una reduccién mas
significativa en la mortalidad [249]. Por otro lado, el entrenamiento de fuerza implica el
uso de resistencia para generar contracciones musculares, mejorando asi la capacidad
para producir fuerza muscular. Este tipo de entrenamiento no solo promueve la
hipertrofia muscular, sino también la resistencia anaerdbica, aumenta la densidad dsea,
reduce la resistencia a la insulina, mejora la movilidad, disminuye la incidencia de

fragilidad y reduce la mortalidad por todas las causas [250,251].

Ademas, una actividad fisica de intensidad moderada y regular junto con un patrén
dietético saludable y con restriccién energética son estrategias clave para prevenir o

mejorar los trastornos metabdlicos [252,253].
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7.3. SALUD MENTAL Y BIENESTAR

Si bien esléganes como "no hay salud mental sin salud fisica" y "no hay salud fisica
sin salud mental" estdn ganando popularidad, muchos profesionales y la poblacidn en
general no son conscientes de la creciente evidencia que respalda cdmo los estilos de
vida saludables benefician tanto la salud fisica como la mental [254]. La modificacion
positiva de factores del estilo de vida es esencial para mejorar y mantener la salud en
ambas dimensiones [254]. Altos niveles de actividad fisica, bajos niveles de
sedentarismo y un suefo adecuado se han asociado con una mejor salud mental [255].
Ademas, existe una relacion bidireccional entre la obesidad y la psicopatologia, con la
obesidad vinculada a trastornos psiquidtricos como la ansiedad, los trastornos del estado
de animo y la esquizofrenia [256]. La pandemia de COVID-19 exacerbd problemas de
salud mental debido al aislamiento, la pérdida de empleo y la interrupcién de rutinas, lo
que llevé a comportamientos poco saludables, como menor actividad fisica, dieta de
baja calidad y mayor sedentarismo. Estos comportamientos se observaron

especialmente entre personas con obesidad y condiciones mentales preexistentes [257].

La actividad fisica no solo mejora la cogniciéon y la memoria, sino que también
proporciona efectos antidepresivos. Reducir el tiempo sedentario es igualmente crucial,
ya que estd asociado con peor salud mental. Promover la actividad fisica regular y
minimizar el comportamiento sedentario son fundamentales para un bienestar mental

Optimo [258].

7.4. EDUCACION Y CONSCIENCIA

La educacion y la consciencia sobre la salud son fundamentales para la adopcién
de estilos de vida saludables. Las personas con mayor nivel educativo suelen tener mejor
conocimiento sobre practicas saludables, lo que conduce a ser mas activas fisicamente,
tener una dieta de mejor calidad y ser menos sedentarias. Ademas, el nivel educativo
influye en la capacidad de manejar enfermedades crénicas, como las cardiovasculares,
lo que resalta la importancia de programas educativos en politicas de salud publica para
promover estilos de vida saludables y reducir disparidades en salud [259]. Las
disparidades en la diabetes también estan documentadas entre los adultos con un nivel

socioecondmico mas bajo, especialmente aquellos con un bajo nivel educativo, que

53



TESIS DOCTORAL - MARIA MAGDALENA QUETGLAS LLABRES

exhiben una mayor prevalencia de diabetes y peores resultados relacionados con la

diabetes en comparacién con sus homdélogos con mayor nivel educativo [260].

7.5. SUENO

Dormir es esencial tanto para la salud tanto fisica como la mental. Aun asi, las
alteraciones del suefio afectan entre el 30% y el 50% de la poblacién mundial y se estan
convirtiendo en un problema de salud publica grave. Los trastornos del suefio y la mala
calidad del suefio estan asociados con una serie de enfermedades cronicas, incluidas la
obesidad [261], |a hipertension [262], la diabetes [263] y la depresion [264]. La evidencia
indica que los factores del estilo de vida, como reducir el tiempo de sedentarismo y
aumentar el ejercicio, tienen un impacto significativo en la prevalencia de los problemas
del suefio. El ejercicio regular, a diferencia del sedentarismo, proporciona numerosos

beneficios para la salud y mejora la calidad del suefio [245].
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1. HIPOTESIS

A partir de los antecedentes expuestos y la situacién actual de las patologias
mencionadas, se plantea que una intervencion intensiva sobre el estilo de vida, dirigida
a la pérdida de peso y basada en el patron de MedDiet hipocalérica es una aproximacién
sostenible y eficaz a largo plazo para la prevencién y reversion del SMet y de la MAFLD.
Ademds, se espera que los pacientes con SMet y/o MAFLD disminuyan el estado
proinflamatorio asociado a la obesidad y experimenten una mejora en las funciones

hepatica y renal, que se ven alterada en estas patologias.

2. OBJETIVOS

El objetivo principal de la presente tesis doctoral es poner de manifiesto los efectos
beneficiosos de una intervencion nutricional basada en la dieta mediterranea
hipocaldrica y actividad fisica en pacientes con SMet y MAFLD analizando la evolucidn

de las patologias, de estado proinflamatorio y de la funcién hepatica y renal.
Este objetivo general se puede desglosar en los siguientes objetivos especificos:

1. Identificar el estado antioxidante y proinflamatorio mediante
biomarcadores en pacientes con SMet, segun la adherencia a la MedDiet.

2. Analizar cdmo el consumo de UPF afecta el estado oxidativo e inflamatorio
en plasma, neutroéfilos y orina de adultos mayores con SMet.

3. Evaluar los efectos de una intervencion nutricional y de estilo de vida
durante 6 afios sobre la reduccion del IMC y sus marcadores oxidativos e
inflamatorios en espafioles mayores con SMet y alto riesgo de ECV.

4. Determinar la asociacién de varios niveles de biomarcadores de estrés
inflamatorio y oxidativo con el riesgo de ERC incidente después de un ano
de seguimiento en individuos de edad avanzada con sobrepeso/obesidad y
SMS.

5. Analizar el estado antioxidante y proinflamatorio mediante biomarcadores
plasmaticos, séricos y eritrocitarios en pacientes con NAFLD después una

intervencidén en el estilo de vida segun la adherencia a la MedDiet.
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6. Evaluar siunaintervencion nutricional basada en una MedDiet hipocaldrica

combinada con la promocién de la actividad fisica, disefiada
especificamente para pacientes con MAFLD, puede reducir el IFC y afectar
la funcidn renal.

Identificar los cambios en la microbiota de pacientes con MAFLD cuando,
mediante una intervencién de estilo de vida de 2 afios basada en una

MedDiet, reducen su IFC.
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ESTUDIOS Y METODOS

1. DISENO DEL ESTUDIO PREDIMED-PLUS

1.1. DESCRIPCION Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

El estudio PREDIMED (PREvencién con Dleta MEDiterrdnea) se trata de un ensayo
clinico nutricional para la prevencién primaria de las enfermedades cardiovasculares
(ECV) basado en una intervencidon nutricional [265]. Parte de la investigacién de la
presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo en el marco del estudio PREDIMED-Plus,
una continuacidon de PREDIMED. Dicho estudio es un ensayo clinico aleatorizado, de
grupos paralelos y multicéntrico, donde participan un total de 23 centros nacionales
reclutadores (Figura 11, en rojo) repartidos por las siguientes comunidades auténomas:
Andalucia, Castilla y Ledn, Catalufia, Comunidad Foral de Navarra, Comunidad
Valenciana, Comunidad de Madrid, Islas Baleares, Islas Canarias y Pais Vasco y 7 grupos
de apoyo (Figura 11, en azul). El reclutamiento de los participantes se inicié en
septiembre de 2013 y finalizé en diciembre de 2016, con un total de 6.874 participantes.
La intervencidn del estudio se realizd durante 6 afios mas un seguimiento medio de 2
afos mas para eventos clinicos. Este empezd en noviembre de 2013 vy finalizard en

diciembre de 2024.
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Figura 11. Centros nacionales reclutadores (en rojo) y de apoyo (en azul) repartidos por

la geografia nacional que participan en el estudio PREDIMED-Plus.
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El objetivo principal del estudio se centra en evaluar y comparar los efectos de dos
estrategias dietéticas distintas en la prevencién primaria de ECV y la mejora de las
comorbilidades asociadas en adultos que padecen de SMet y que poseen exceso de peso
u obesidad. La primera estrategia se basa en una intervencién intensiva sobre el estilo
de vida, en el que se combina una dieta mediterranea tradicional junto con una
restriccion energética, promocion de la actividad fisica y tratamiento conductual, frente
a un segundo grupo, un grupo control al que se le ofrece una intervencién con dieta
mediterranea sin restricciones energéticas y algun consejo para aumentar la actividad
fisica. La dieta mediterranea tradicional asignada al grupo control ya se demostrd
efectiva en el ensayo previo ya mencionado, el estudio PREDIMED [266,267]. El
propésito del estudio es proporcionar un tratamiento efectivo que reduzca la morbilidad
y mortalidad relacionadas con ECV. Para ello los objetivos especificos del proyecto
PREDIMED-PIus incluyen por una parte la incidencia de enfermedades cardiovasculares,
concretamente sobre el infarto de miocardio no mortal, el ictus no mortal y la muerte
por causas cardiovasculares y por otra parte la pérdida de peso y su mantenimiento a

largo plazo.

Los objetivos adicionales de este estudio implican la disminucidn del tamafio de la
circunferencia de la cintura y de otras afecciones cardiovasculares (como los ataques
cardiacos agudos, procedimientos de revascularizacidn coronaria, insuficiencia cardiaca,
enfermedad arterial periférica, codgulos de sangre en las venas, fibrilacién auricular), asi
como la reduccién de la incidencia de la DMT2 y sus complicaciones, cancer, fracturas
Oseas, calculos biliares, niveles elevados de acido Urico y ataques de gota, enfermedades
neurodegenerativas, trastornos psiquiatricos (depresién y trastornos alimentarios) y una
disminucion en la tasa de mortalidad general. También se busca evaluar resultados

intermedios, como otros marcadores bioldgicos o la dieta consumida.

Aparte de los objetivos compartidos por todos los nodos del proyecto, uno de los
principales objetivos de nuestro grupo es analizar cémo la intervencién nutricional

afecta a los marcadores de estrés oxidativo e inflamacion.

62



ESTUDIOS Y METODOS

1.2. RECLUTAMIENTO Y ALEATORIZACION DE LOS PARTICIPANTES

Los criterios de inclusiéon que debian cumplir los voluntarios para ser seleccionados

y formar parte del estudio PREDIMED-Plus fueron los siguientes [268]:

e Edad comprendida entre 55y 75 afos en hombres, y entre 60 y 75 afios en
mujeres.

e Presentar sobrepeso u obesidad, es decir, poseer un IMC de entre 27 y 40
kg/m?2.

e Cumplir con al menos 3 de los criterios que conforman la patologia de la
SMet segun especifico el Joint Internim Statement (JIS) en 2009
(Declaracidon conjunta entre la IDF y el AHA/NHLBI) [269]. Los participantes
diabéticos no representardn mas del 25% de la muestra final. Estos son los
siguientes:

e Obesidad abdominal: circunferencia de la cintura superior a 102 cm
en hombres y 88 cm en mujeres.

e Hiperglucemia en ayunas: valores iguales o superiores a 100 mg/dL
o estar en tratamiento farmacolégico hipoglucemiante.

e Presion arterial sistélica superior a 130 mmHg o presiéon arterial
diastdlica superior a 80 mmHg o estar en tratamiento
farmacolégico antihipertensivo.

e Colesterol HDL inferior a 40 mg/dL en hombres y 50 mg/dL en
mujeres o estar en tratamiento farmacoldgico (acido nicotinico).

e Consentimiento informado por escrito.

En el caso de que los candidatos que se presentaron padeciesen alguno de los

siguientes puntos fueron excluidos de la participacion al estudio PREDIMED-Plus [268]:

1. Haber participado en el estudio previo PREDIMED.

2. Haber sido incluido en otro programa de consejos para la pérdida de peso
de mas de 5 kg o haber seguido una dieta de muy bajo valor calérico
durante los 6 meses previos al inicio del estudio.

3. Falta de voluntad o incapacidad para dar el consentimiento informado por

escrito o comunicarse con el personal del estudio o analfabetismo.
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4.

10.

11.

12.

13.
14.
15.
16.
17.

Institucionalizacién del participante, es decir, que este habite en
residencias o centros de larga distancia).

Presentar obstaculos en seguir la dieta recomendada por alergias a
alimentos o componentes de la MedDiet, motivos religiosos, problemas de
deglucién...

Poseer una incapacidad para la realizacion de actividad fisica.

Tener una baja probabilidad predicha en el cambio de habitos alimenticios
de acuerdo a los estudios previos de Prochaska y DiClemente del modelo
de estadios de cambio [270].

Tener inconvenientes para seguir las visitas programadas en la intervencion
(individuos institucionalizados, falta de autonomia, incapacidad para
caminar, falta de un domicilio estable, planes de viaje, etc.).

Poseer un evento cardiovascular previo documentado, que incluye
miocardiopatia hipertréfica y antecedentes de aneurisma adrtico de 5,5 cm
de diametro o mas, procedimientos de revascularizaciéon coronaria, infarto
de miocardio, enfermedad arterial periférica sintomdtica que requiriera
cirugia o no estuviera controlada, accidente cerebrovascular (tanto
isquémico como hemorragico, incluyendo los ataques isquémicos
transitorios), angina de pecho, insuficiencia cardiaca congestiva (Clase Ill o
IV segun la New York Heart Association), o cirugia de aneurisma de aorta.
Poseer antecedentes de procedimientos quirurgicos relacionados en una
pérdida de peso o tener la intencidon de someterse a una cirugia bariatrica
en los siguientes 12 meses.

Tener un cancer activo o poseer antecedentes de tumores malignos en los
ultimos 5 afios, exceptuando el cancer de piel no melanoma.

Poseer obesidad derivada de un origen endocrino conocido, excepto si es
un hipotiroidismo tratado.

Historia de reseccion del intestino delgado o grueso.

Historia de enfermedad inflamatoria intestinal.

Historia del trasplante de érgano vital.

Inmunodeficiencia o estado VIH positivo

Insuficiencia hepatica o cirrosis
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18. Trastornos psiquiatricos graves como esquizofrenia, trastornos de la
conducta alimentaria, trastorno de bipolaridad y/o depresion con
hospitalizacidn en los 6 meses previos al estudio.

19. Toda condicion severa de comorbilidad con menos de 2 afios de esperanza
de vida.

20. Sindrome de dependencia alcohdlico (ingesta total de > 50g/dia) o
consumo problematico de alcohol, o abuso de drogas en los 6 meses
previos al estudio.

21. Tratamiento actual con corticosteroides sistémicos.

22. Tratamiento concomitante con fdrmacos inmunosupresoras o agentes
citotoxicos.

23. Uso de medicacion para la pérdida de peso

24. Participacion simultanea en otro ensayo clinico aleatorizado

25. Los participantes con una infeccién agudo o inflamacion (como una
neumonia) se les permitird participar en el estudio después de 3 meses de
Su recuperacion.

26. Cualquier otra condicién que pueda interferir con la realizacién del

protocolo del estudio.

Si el voluntario cumplia con los criterios de inclusidn y no presentaba ninguno de
los puntos de exclusién pasaba a formar parte del estudio y por tanto era aleatorizado
al azar a uno de los grupos de intervenciéon (control o grupo de intervencion intensiva).
La aleatorizacidn de los participantes se realizd en cada centro de reclutamiento con la
ayuda de una secuencia numérica aleatoria generada por un ordenador y asignada
centralmente. Fue posteriormente, el centro de coordinacién, el responsable del
procedimiento de aleatorizacion de los participantes, y estos fueron asignados al grupo
de intervencién de forma estratificada por centro, sexo y grupo de edad (<65, entre 65
y 70, >70 afios). En el caso de que dos participantes fueran un matrimonio o bien pareja
gue compartiesen el mismo hogar fueron aleatorizas conjuntamente, mientras que en
los casos especificos de parejas en las que el primer conyuge fue reclutado previamente
en un momento distinto, el udltimo cényuge adherido al estudio fue asignado

directamente al mismo grupo de estudio que su pareja.
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La aleatorizacidn de los participantes se llevé a cabo en una proporcion de 1:1
(grupo control: grupo intervencion intensiva). En la Figura 12 se muestra el diagrama de

flujo de la inclusidn de todos los participantes que forman parte del estudio PREDIMED-

Plus.
PERIODO DE RUN-IN
[ Primera visita de seleccion ] [ Evaluados para la elegibilidad (n=9.677) ]
( )
Excluidos (n=1.195)
2 semanas * No cumplieron los criterios de inclusién (n=489)
¢ Rechazaron participar (n=706)
J
[ Segunda visita de seleccién ] [ Recibieron llamada telefénica (n=8.482) ]
( )
2 semanas Excluidos (n=1.232)
* Rechazaron continuar en el estudio
& J
[ Tercera visita de seleccion ] [ Asistieron a la tercera visita de seleccion (n=7.250) ]
(" )
Excluidos (n=376)
* No cumplieron los criterios de inclusién (n=43)
* Rechazaron participar (n=333)
J
[ Aleatorizados (n=6.874) ]
[ Aleatorizados individualmente (n=6.066) ] [ Aleatorizados por parejas (n=808) ]
Grupo Control (n=3.468) Grupo intervencién (n=3.406)
Aleatorizados individualmente (n=3.052) Aleatorizados individualmente (n=3.014)
Aleatorizados por parejas (n=416) Aleatorizados por parejas (n=392)

Figura 12. Diagrama de flujo de la inclusion de participantes en el estudio PREDIMED-
Plus. Fuente: Martinez-Gonzalez et al. [268].

Concretamente, nuestro nodo consiguid reclutar un total de 270 participantes que
cumplian con los criterios de inclusion del estudio mencionados anteriormente de los

381 voluntarios que fueron entrevistados.

1.3. COMITE DE ETICA Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Los procedimientos del estudio cumplieron con las normas éticas establecidas en
la Declaracion de Helsinki y recibieron la aprobacion de todas las instituciones
participantes. Se informé a todos los participantes sobre el propdsito y las implicaciones
del estudio, y dieron su consentimiento por escrito para participar de manera libre y

voluntaria, firmando el consentimiento informado. Se les explicé que su participaciéon
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era voluntaria, permitiéndoles optar por no participar o retirar su consentimiento en
cualquier momento. También se les proporciond informacién sobre el tipo de datos que

se recopilarian y su derecho a decidir sobre el uso de dicha informacidn.

El protocolo del estudio se registr6 en 2014 como International Standard

Randomized Controlled Trial (ISRCT) con el numero 89898870 en el sitio

https://www.isrctn.com/ISRCTN89898870. El Comité Etico de Investigacidn Clinica de

las Islas Baleares aprobd el estudio el 26 de febrero de 2014, con la referencia

IB/P1/2251/14.

1.4. ESTRATEGIAS DE INTERVENCION

Como se ha mencionado anteriormente, los participantes que entraron al estudio
y fueron aleatorizados en dos grupos: grupo control y grupo de intervencién intensiva

con MedDiet hipocaldrica.
GRUPO DE INTERVENCION INTENSIVA CON DIETA MEDITERRANEA HIPOCALORICA
La intervencidn realizada en este grupo se basé en tres pilares fundamentales:
1. Seguimiento de una MedDiet tradicional con restriccidn energética.

2. Promocion de la actividad fisica.

3. Intervencién cognitivo-conductual.

Los objetivos de esta intervencidn fueron lograr una reduccidén del peso alrededor
del 10% del peso inicial y entre el 5% y el 10% del perimetro de la cintura inicial en los

primeros seis meses y mantener esta reduccion de peso a largo plazo.

La MedDiet hipocaldrica que se les pauté a los participantes del grupo intensivo
disefiada por el personal dietista-nutricionista del equipo de investigacion debia cumplir

con la distribucidon de macronutrientes de la Figura 13 y las siguientes premisas:
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AGM

AGP

AGS

Hidratos de
carbono

>10%

Figura 13. Distribucién de energia en el grupo intensivo. Abreviaturas: AGM, acidos
grasos monoinsaturados; AGP, dacidos grasos poliinsaturados; AGS, acidos grasos
saturados
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Reduccidn caldrica: Se buscé reducir la ingesta diaria de energia en un 30%
segun las ecuaciones del Institute of Medicine [271], considerando el
metabolismo basal y el nivel de actividad fisica de cada participante. Esto
equivalia a una reduccién de entre 500 y 1000 kcal/dia, lo cual deberia
resultar en una pérdida de peso de 0,5 a 1,0 kg por semana.

Aporte de micronutrientes: Se aseguraron los requerimientos de
micronutrientes, incluyendo 1000-1500 mg/dia de calcio en mujeres, 30-
35 g de fibra, no mds de 300 mg de colesterol y 6 g de cloruro sddico al dia.
Restriccion de grasas animales: Se limité la ingesta de grasas provenientes
de alimentos de origen animal, prefiriendo las grasas de origen vegetal
como el AOVE vy los frutos secos.

Proteinas vegetales: Se priorizé el aporte de proteinas de origen vegetal y,
de manera secundaria, las fuentes magras de origen animal como el
pescado o el ave.

Hidratos de carbono con bajo indice glucémico: Se fomenté el consumo de
carbohidratos de bajo indice glucémico provenientes de alimentos sélidos,
poco procesados y ricos en fibra, como verduras, frutas y cereales

integrales, que son fuentes de vitaminas, minerales y fibra.

El protocolo de intervencién en actividad fisica tenia como objetivos:
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e Conseguir que los participantes cumpliesen las recomendaciones minimas
de actividad fisica para su edad:

o Realizar al menos 150 minutos semanales de actividad fisica
aerdbica moderada, o bien 75 minutos de actividad fisica aerdbica
vigorosa cada semana, o bien una combinacién equivalente de
estas. Por lo tanto, los participantes debian conseguir al menos
10.000 pasos diarios (al menos 5 dias a la semana).

o Mediante sesiones de trabajo de fuerza de 30 a 40 minutos al dia,
realizar dos veces o mds por semana actividades de fortalecimiento
de los grandes grupos musculares. En cada ejercicio realizado
deberian realizarse de 2 a 4 series con de 8 a 12 repeticiones del
movimiento.

e Desarrollar un estilo de vida activo, mas alla de la practica de ejercicio fisico
e Reducir el tiempo de comportamientos sedentarios (7 o mas horas de
tiempo sentado al dia) para incrementar la actividad fisica, especialmente

la intensidad ligera.

GRUPO CONTROL

Los participantes del grupo control recibieron orientacidn sobre cémo seguir una
MedDiet con AOVE y frutos secos, asi como recomendaciones generales sobre el manejo
del SMet en reuniones semestrales [268]. No se les recomendé una pérdida de peso ni
el aumento de la actividad fisica, sino que estos participantes recibieron la atencién

habitual por parte del personal sanitario de los Centros de Salud.

1.5. RECOGIDA DE DATOS

En esta tesis doctoral, la cual se centra mayoritariamente en la determinacion de
diferentes biomarcadores en muestras bioldgicas como sangre y orina de los
participantes de nuestro centro de investigacion, también se han utilizado los datos
obtenidos por el equipo de dietista-nutricionista (medidas antropométricas: peso,
altura, IMC, circunferencias de cintura y cadera; evaluaciones dietéticas: FFQ de 143
items y cuestionario de adherencia a la MedDiet de 17 items), por el equipo de

enfermeria (presion arterial y datos de las analiticas: bioquimica y hemograma) y por el
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personal encargado de la evaluacién de la actividad fisica (tarea metabdlica equivalente
(MET) en minutos por semana y tiempo sedentario). En la jError! No se encuentra el o
rigen de la referencia. se describen las principales actividades de recoleccién de datos

en cada visita del estudio PREDIMED-Plus.
Tabla 4. Recogida de datos y/o muestras en las visitas PREDIMED Plus.

S1 S2 S3 00 wvem v01 w02 w03 w04 vO5 v06 vO7 vO8
Cuestionario de
elegibilidad
Mediciones
antropomeétricas®
Cuestionario
general
143-item FFQ, X X X X X X X X X X
17/14-items
MedDiet
Cuestionarios .
actividad fisica®
Cuestionario de

X

seguimiento
Mediciones

., X X X X X X X X X X X X
Tension arterial
Muestras X X X X X X X
biologicas

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

2Cuestionario de actividad fisica en el tiempo libre de Minnesota en su versién reducida,
y los cuestionarios RAPA (RAPA1 y RAPA2). *Cuestionario de actividad fisica en su version
larga en el tiempo libre.

EVALUACION DE ANTROPOMETRIA
Dietistas profesionales capacitados realizaron mediciones antropométricas
precisas y consistentes, habiendo recibido una formacion rigurosa e idéntica para

minimizar el impacto de los coeficientes de variacidn entre observadores.

Todos los pardmetros fueron tomados en cada visita, por duplicado, con el
participante ligero de ropa, descalzo y sin complementos que pudieran afectar las
mediciones. La altura se midié con un antropdmetro movil (Seca 213, SECA Deutschland,
Hamburgo, Alemania), asegurando que la cabeza del paciente estuviera en la posicion
del plano horizontal de Frankfort. El peso vy la grasa corporal, determinados sin zapatos,

se evaluaron mediante un analizador de composicién corporal segmental (Tanita BC-418,
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Tanita, Tokio, Japon), descontando 0,6 kg por la ropa ligera. A partir de estas medidas, se

calculé el IMC (kg/m?).

Con los sujetos de pie, se midid la circunferencia de la cintura a medio camino
entre la ultima costilla y la cresta iliaca, y la circunferencia de la cadera en la linea

horizontal mas ancha de las caderas.

PRESION SANGUINEA Y EVALUACION BIOQUIMICA

El equipo de enfermeria midié por triplicado la presidon arterial mientras el
paciente estaba sentado y relajado, usando un oscilémetro validado (Omron HEM,
750CP, Holanda) (precision £ 1 mmHg de presion y £ 5% en pulso) segun el

procedimiento de la European Society of Hypertension.

Ademas, se realizaron extracciones de muestras sanguineas en ayunas vy
recoleccidon de muestras de orina de la primera hora de la manana. Parte de las muestras
fueron congeladas para andlisis posteriores, especificados mds adelante en la presente
tesis doctoral, mientras que otras fueron enviadas al Hospital Universitari Son Espases
(Palma) para realizar una analitica y obtener los siguientes parametros: glucosa,
hemoglobina glicosilada (HbA1c), triglicéridos, colesterol total, colesterol HDL, colesterol
VLDL, hemograma, ionograma y concentraciones séricas de calcio, acido Urico, urea,
creatinina y PCR, asi como la velocidad de sedimentacién globular y pruebas de funcién

hepatica en el laboratorio local.

EVALUACION DIETETICA

Para la evaluacion dietética se realizé mediante 2 tipos de cuestionarios:

Cuestionario semicuantitativo de frecuencia de consumo de 146 alimentos

Se trata de un cuestionario validado que recoge la ingesta dietética del ultimo afio
a través de una lista extensa de 146 alimentos y bebidas con proporciones o cantidades
determinadas [272]. En este cuestionario, se le pregunta al participante sobre la
frecuencia de consumo de los 146 alimentos, desde "nunca o casi nunca" hasta "seis o
mas veces al dia". A partir de esta informacién y mediante un programa informatico
basado en las tablas de composicion de alimentos [273] se calcularon los
macronutrientes (carbohidratos totales y fibra; grasa totales, grasas de origen vegetal y

animal, AGM, AGP, AGS, colesterol; proteinas totales y proteinas de origen animal y
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vegetal; ingesta de alcohol y energia total) y los micronutrientes (fésforo, calcio, potasio,

calcio, hierro, magnesio, selenio, vitaminas A, B1, B2, B3, B6, B12, C, D y E) ingeridos.

Cuestionario de MedDiet

Se trata de un cuestionario de 17 items, originario del estudio PREDIMED, en el
cual si el participante cumple con la ingesta establecida en cada item se le asigna 1 punto,
de lo contrario 0 puntos. Una vez completado el cuestionario, el resultado final va de
entre 0 a 17 puntos, siendo 0 ninguna adherencia a la MedDiet y 17 una adherencia total

a la MedDiet [274].

Evaluacion de la actividad fisica

Para el seguimiento de la actividad fisica los participantes completaron un
cuestionario previamente validado para la actividad fisica en su version reducida (Short
Spanish version of the Minnesota leisure-time physical activity questionnare, Minnesota
LTPA) [275,276]. En tales visitas se les realizé el test de la silla [277] para evaluar su forma
fisica y los cuestionarios PAR-Q (Physical Activity Readiness Questionnaire) [278], RAPA
(Rapid Assessment of Physical Activity) (RAPA1 y RAPA 2) [279], y el de sedentarismo del
NHS (Nurses’ Health Study) [280].
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2. DISENO DEL ESTUDIO LIKIDI

2.1. DESCRIPCION Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

El estudio LIKIDI (Intervenciones en el estilo de vida y enfermedad renal crénica:
inflamacién, estrés oxidativo y perfil metabolémico) es un estudio auxiliar dentro del
ensayo PREDIMED-Plus en el que se pretende tratar los efectos de un aifio de la
intervencion basada en una MedDiet sobre la incidencia de ERC entre una submuestra
del proyecto matriz de 3.200 adultos, de 55 a 75 afios, con sobrepeso/obesidad con
SMet de alto riesgo cardiovascular y libres de ERC al inicio del estudio. Una de las partes
de la investigacion de la presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo en el marco de este

subestudio.

Los resultados que se presentan derivan de un estudio de casos y controles
anidado, con la participacion de 117 casos seleccionados aleatoriamente de los
participantes que desarrollaron nueva aparicion de ERC al aiio del seguimiento (50% del
total de los casos de incidentes) y 117 controles emparejados entre los participantes

inicialmente libres de ERC que no desarrollan la enfermedad.

El proyecto es una colaboracion multidisciplinar y multiinstitucional con 5
investigadores jovenes de 5 centros (Universidad Rovira i Virgili, Universidad de Illes
Balears, Hospital Virgen de la Victoria de Malaga y dos centros de la Universidad de
Navarra) de los 23 centros espafioles que participan en el ensayo PREDIMED-Plus
financiado por un proyecto intramural CIBER, Ministerio de Economia y Competitividad,

Instituto de Salud Carlos Ill (OBN20P101/2020).

El objetivo principal del estudio LIKIDI es determinar los efectos de un ano de
intervencién basada en una MedDiet, actividad fisica y el apoyo conductual sobre la
incidencia de ERC en sujetos del ensayo PREDIMED-Plus con alto riesgo de CVD vy libres
de ERC al inicio.

Los objetivos adicionales son:

e Evaluar si una intervencion intensiva sobre el estilo de vida que consiste

en una MedDiet restringida en energia (er-MedDiet), aumento de la
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actividad fisica y pérdida de peso, reduce la incidencia de la ERC en
comparacién con un grupo control después de un seguimiento de un afo.

e Evaluar los efectos de un ano de la intervencién intensiva de pérdida de
peso en el estilo de vida PREDIMED-Plus sobre las concentraciones de
cistatina C sérica (SCysC) y las medidas de tasa de filtracién glomerular
estimada (eGFR) basadas en ecuaciones derivadas de creatinina sérica
(eGFRcr), SCysC (eGFRcys) o ambas (eGFRcr-cys).

e Explorar los vinculos entre factores de riesgo no tradicionales, incluidos
multiples marcadores de inflamacién (IL-183, IL-1ra, IL-6, MCP-1, TNFa y
Leptina) y la oxidacidn (MDA y proteinas carbonilos) medidos al inicio, en
relacidn con el riesgo de ERC incidente.

e |Investigar la asociacidn entre varios metabolitos y ERC mediante un
enfoque de metabolémica no dirigida, en un estudio de casos y controles

anidado.

El objetivo secundario es evaluar los efectos de un afio de una intervencion
intensiva en la pérdida de peso, incluida una er-MedDiet y la promocién de la actividad

fisica, en la calidad de vida relacionada con la salud en sujetos con ERC al inicio.

2.2. RECLUTAMIENTO Y ALEATORIZACION DE LOS PARTICIPANTES

Los participantes seleccionados para este estudio son adultos con SMet
procedentes del estudio PREDIMED-Plus, con edades comprendidas entre 55 y 75 afios
para hombres, y entre 60 y 75 afios para mujeres, sin antecedentes de enfermedad
cardiovascular (ECV) al inicio del estudio, y con sobrepeso u obesidad (IMC < 27 — 40
kg/m?2). Como participantes del estudio PREDIMED-Plus, debian cumplir todos los
criterios de inclusidon de dicho estudio y no presentar ninguno de los criterios de

exclusién [268].

Un total de 6.874 participantes fueron asignados aleatoriamente al grupo control
(n = 3.468) o al grupo de intervencion en el estilo de vida (n = 3.406). Para los analisis
principales del presente estudio, se incluirdn solo los participantes sin ERC al inicio del
estudio. De los 6.874 participantes, se excluyeron aquellos que desarrollaron cualquier

tipo de cancer (n = 65) o que se sometieron a cirugia bariatrica (n = 1) dentro del primer
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afio de seguimiento. También se excluyeron las personas sin mediciones de eGFRcr y/o
UACR para definir la ERC al inicio del estudio (n = 1.828). De los 4.980 participantes
restantes con informacién disponible para la determinaciéon de la ERC, 800 (16,1%)
tenian ERC al inicio del estudio y 4.180 (83,9%) no la tenian. De estos, se excluiran 980
participantes debido a la falta de datos sobre eGFRcr y/o UACR para definir ERC después
de un afio de seguimiento. El tamafio de muestra final para el analisis de la incidencia de
ERC sera de 3.200 participantes libres de ERC al inicio del estudio (n = 1.571, grupo de
intervencién y n = 1.629, grupo de control). La ERC prevalente se define por una tasa de
filtracion glomerular estimada (eGFR) reducida <60 ml/min/1,73 m? y/o la presencia de

albuminuria (UACR 230 mg/g), que es muy comun entre los ancianos.

Para este estudio de casos y controles se evaluaron los efectos de la intervencion
en el estilo de vida en un total de 3.200 hombres y mujeres participantes del proyecto
PREDIMED-Plus. Se seleccionaron aleatoriamente un total de 117 participantes que al
afo de seguimiento (50% del total de casos incidentes) apareciéo ERCy 117 participantes

controles emparejados que no desarrollaron dicha disfuncion.

En la Figura 14 se muestra el diagrama de flujo que especifica la seleccién de los
participantes PREDIMED-Plus para formar parte del estudio LIKIDI: desde los que
presentan o no ERC al inicio del estudio, hasta los que desarrollan o no ERC al afio de

estar aleatorizados.

2.3. COMITE DE ETICA Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Los procedimientos del estudio cumplieron con las normas éticas establecidas en
la Declaraciéon de Helsinki y recibieron la aprobacion de todas las instituciones
participantes. Dado que el estudio LIKIDI es un estudio auxiliar dentro del proyecto
PREDIMED-Plus, los participantes ya habian sido informados sobre el propdsito y las
implicaciones del estudio, y habian considerado de forma libre y voluntaria su
participacién firmando el consentimiento informado. Los participantes eran conscientes
de que su participacién era voluntaria y podian optar por no participar o retirar su
consentimiento en cualquier momento. También se les proporciond informacion sobre
el tipo de datos que se recopilarian y su derecho a decidir sobre el uso de dicha

informacion.
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[ Participantes PREDIMED-Plus (n=6.874) ]

|
| }

[ Grupo Control (n=3.468) ] [ Grupo intervencion (n=3.406) ]

Excluidos durante el primer afio (n=66):
« Desarrollo de cancer (n=65)
L' Cirugia bariatrica (n=1)

* Falta de datos sobre eGFRcry/o UACR alinicio (n=1828)

[ Seleccion LIKIDI (n=4.980) ]
l INICIO DEL ESTUDIO
[ Con ERC (n=800) ] [ Sin ERC (n=4.180) ]

(Excluidos (n=980):
» Falta de datos sobre eGFRcry/o UACR al afio de
seguimiento.

N
Participantes sin ERC al inicio (n=3.200)
¢ Grupo de intervencién (n=1.571)
\- Grupo de control (n=1.629)

Desarrollaron ERC al afo (n=234)
¢ Grupo de intervencién (n=100)
L ¢ Grupo de control (n=134)

[ Casos (n=117) ]—[ Controles (n=117) ]

Participantes LIKIDI (n=234)

Figura 14. Diagrama de flujo de la seleccién de participantes del proyecto LIKIDI
procedentes del proyecto PREDIMED-Plus. Fuente: Elaboracién propia.

2.4. RECOGIDA DE DATOS

Al inicio del estudio y al afio de la intervencién se recopild informacién detallada
mediante un cuestionario de frecuencia alimentaria de 143 items y cuestionarios
validados sobre actividad fisica, ademas de datos sociodemograficos y de estilo de vida,
nivel educativo, antecedentes médicos individuales y familiares, uso de medicamentos
y calidad de vida relacionada con la salud. Adicionalmente, se recogieron variables
antropométricas, mediciones de presidn arterial, y se obtuvieron muestras de sangre en
ayunas y orina para realizar analisis bioquimicos de rutina. Estos analisis incluyeron
niveles de glucosa en ayunas, perfil lipidico, y concentraciones de creatinina sérica (SCr)

y albumina en orina. A continuacién, se muestran las evaluaciones realizadas en cada

76



ESTUDIOS Y METODOS

visita del estudio PREDIMED-Plus desde el inicio hasta un afio de seguimiento, para llevar

a cabo el estudio auxiliar LIKIDI:

Tabla 5. Recogida de datos y/o muestras bioldgicas en las visitas LIKIDI.

Evaluacion . . o
X Inicio 6 meses 1 ano
previa

Cuestionario de elegibilidad X
Registro de alimentos X
Mediciones antropométricas® X X X X
Cuestionario general X
FFQ de 143 items X X X
Cuestionario MedDiet? X X X
Cuestionario de actividad fisica® X" X X
Cuestionario de seguimiento X X
Electrocardiograma X X X
Mediciones de la presion arterial X X X
Muestra de sangre y orina X X X
Cuestionarios de calidad de vida X X X

FFQ: cuestionario validado semicuantitativo de frecuencia de consumo de alimentos
Las mediciones antropométricas incluyen: peso, talla, circunferencia de la cintura y de la cadera.

2Cuestionarios breves de adhesién a MedDiet. Se utilizard el mismo cuestionario que se usé en
PREDIMED (Schroeder et a., 2011) de 14 items y el cuestionario de MedDiet hipocaldrica de 17 items.

3Cuestionario de actividad fisica en el tiempo libre de Minnesota en su versién reducida, y los
cuestionarios PAR-Q, RAPA (RAPA1 y RAPA2) y el de preguntas de sedentarismo del NHS;
*Cuestionario de Actividad fisica en el tiempo libre de Minnesota largo.
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3. DISENO DEL ESTUDIO FLIPAN

3.1. DESCRIPCION Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Parte de la investigacion de esta Tesis Doctoral también se ha llevado a cabo en el
marco del estudio FLIPAN (Prevencién y Reversion de la Enfermedad del Higado Graso
No Alcohdlico en Pacientes Obesos con Sindrome Metabdlico, mediante Dieta
Mediterranea y Actividad Fisica) financiado por la “Fundacié Maratdé de TV3”, Ref:
549/U/2016. El estudio FLIPAN es un ensayo clinico prospectivo, aleatorizado y
bicéntrico (Islas Baleares y Navarra) que incluye un total de 155 pacientes con sobrepeso
y obesidad que presentan al menos tres de las principales caracteristicas del SMet y un

diagndstico de EHGNA confirmado por elastografia y RMN.

El reclutamiento de los participantes en ambos centros de investigacion empezo el
26 de octubre de 2017 y termind el 29 noviembre de 2019, donde se identificaron un
total de 237 pacientes entre los pacientes que acudieron a los centros de atencion
primaria asociados a las dos universidades. La intervencion tuvo una duracién de 24

meses, la cual empezd en marzo de 2018 y finalizé en marzo de 2021.

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

de la EHGNA durante un periodo de seguimiento de 24 meses.

El proyecto propone una intervencion nutricional personalizada basada en una
MedDiet adaptada, que incorpora numerosos componentes bioactivos antioxidantes y
antiinflamatorios. Junto con la promocién de la actividad fisica, se pretende prevenir y
revertir el higado graso no alcohdlico en pacientes con sobrepeso y obesidad que
presentan SMet. Esta intervencidon se comparard con otras dos intervenciones
nutricionales, una mas convencional basada en la propuesta por la AASLD, y otra basada

en la MedDiet distribuida en 7 tomas al dia.

El objetivo principal es evaluar si, y en qué medida, la intervencion dietética y la
actividad fisica personalizada mejoran la EHGNA hasta lograr su regresidn o prevencién
en etapas posteriores de la enfermedad en pacientes obesos con SMet. Asimismo, se
busca identificar nuevos biomarcadores posibles, no invasivos y de bajo coste, para el
diagndstico precoz de EHGNA y para monitorear los cambios en los depdsitos hepaticos.
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Los objetivos secundarios comprenden evaluar los efectos de las diferentes

intervenciones dietéticas, con o sin actividad fisica personalizada, sobre:

La composicién corporal: peso, circunferencia de la cintura, grasa corporal,
masa muscular, densidad mineral dsea.

El estado fisico.

Las pruebas de funcion hepatica: niveles de aspartato aminotransferasa
(AST), alanina aminotransferasa (ALT), gamma-glutamiltransferasa (GGT),
fosfatasa, albumina, bilirrubina total, tiempo de protrombina y recuento
de plaquetas).

Los factores de riesgo asociados a la enfermedad hepatica: IMC, obesidad
abdominal, hipertension, resistencia a la insulina, inflamacién y estrés
oxidativo.

Factores de riesgo relacionados con complicaciones cardiovasculares.
Calidad de vida.

Bienestar psicoldgico.

Calidad del suefiio.

Costos del tratamiento (incluida una menor necesidad de medicamentos

farmacoldgicos).

3.2. RECLUTAMIENTO Y ALEATORIZACION DE LOS PARTICIPANTES

Los criterios de inclusion que debian cumplir los voluntarios para ser seleccionados

y formar parte del estudio FLIPAN fueron los siguientes

1.
2.

Edad comprendida entre 40 - 60 aios.
Diagndstico de EHGNA por ecografia, elastografia y RMN.
Presentar sobrepeso u obesidad, es decir, poseer un IMC de entre 27 y
40 kg/m?2.
Cumplir con al menos 3 de los criterios que conforman la patologia de la
SMet segln especificd el consenso de la IDF [269]:

e IMC > 30 kg/m? o aumento de la circunferencia de la cintura: 94 cm

en los hombres y 80 cm en mujeres.
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e Presion arterial sistdlica superior a 130 mmHg o presion arterial
diastdlica superior a 80 mmHg o estar en tratamiento farmacolégico
antihipertensivo.

e Hiperglucemia en ayunas: valores iguales o superiores a 100 mg/dL
(5,6 mmol/L) o DMT2 previamente diagnosticada y estar en
tratamiento farmacoldgico.

e Niveles de triglicéridos 150 mg/dL (1,7 mmol/L) o tratamiento
especifico.

e Colesterol HDL inferior a 40 mg/dL en hombres (1,0 mmol/L) y 50
mg/dL (1,29 mmol/L) en mujeres o estar en tratamiento
farmacolégico especifico.

Consentimiento informado por escrito.

En el caso de que los candidatos que se presentaron padeciesen alguno de los

siguientes puntos fueron excluidos de la participacion al estudio FLIPAN:
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1.

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

Poseer un evento cardiovascular previo documentado, que incluye
miocardiopatia hipertréfica y antecedentes de aneurisma aodrtico de 5,5
cm de diametro o mas, procedimientos de revascularizacién coronaria,
infarto de miocardio, enfermedad arterial periférica sintomatica que
requiriera cirugia o no estuviera controlada, accidente cerebrovascular
(tanto isquémico como hemorragico, incluyendo los ataques isquémicos
transitorios), angina de pecho, insuficiencia cardiaca congestiva (Clase lll o
IV segun la New York Heart Association), o cirugia de aneurisma de aorta.
Historial documentado de enfermedades hepaticas previas (distintas de
EHGNA).

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

Tener una baja probabilidad pronosticada de cambiar los habitos
alimenticios de acuerdo con el Modelo de Etapas de Cambio [270].

Falta de voluntad o incapacidad para cumplir con la intervencién dietética

y de actividad fisica durante todo el periodo del estudio.



10.

11.
12.

13.
14.

15.

16.

17.

18
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Incapacidad para cumplir las visitas programadas.

Haber perdido mas de 5 kg durante los 6 meses anteriores de la visita.
Uso de medicamentos para perder peso durante 6 meses antes de la visita.
Procedimientos quirurgicos previos para pérdida de peso o cirugia
baridtrica programada en los proximos 12 meses.

Antecedentes de reseccion intestinal, enfermedad inflamatoria intestinal.
Poseer obesidad derivada de un origen endocrino conocido, excepto si es
un hipotiroidismo tratado.

Poseer alergia a alimentos o componentes dietéticos mediterraneos.
Padecer trastornos psiquidtricos graves como la esquizofrenia, el trastorno
de bipolaridad, trastornos de la alimentacion o depresion con
hospitalizacién en los Ultimos 6 meses o una puntuacién mayor a 30 del
Test de Depresion de Beck [281].

Toda condicidn severa de comorbilidad con menos de 2 aifos de esperanza
de vida.

Abuso crénico de drogas o alcohol (>21 unidades/alcohol-semana en
hombres y >14 unidades/alcohol-semana en mujeres, 1 unidad = 125mL
de vino).

Tratamiento con esteroides.

. Embarazo.

Después de una evaluacidn inicial de los parametros clinicos (altura, pero corporal,

circunferencia abdominal y presién arterial), historial médico previo, medicamentos

previos y sintomas depresivos evaluados a través del Inventario de Depresién de Beck

para excluir

los sintomas depresivos que posiblemente podrian poner en peligro la

adherencia a la dieta [281], un total de 155 voluntarios cumplieron con los criterios de

seleccion y dieron su consentimiento para participar en el estudio. Estos participantes

fueron posteriormente aleatorizados mediante el programa de minimizacién de

escritorio de cddigo abierto MinimPy [282], segun su estado de EGHNA (medio,

moderado o
de los tres g

meses:

severo), presencia o ausencia de DMT2, y género (hombre o mujer), a uno

rupos de intervencion en una proporcion 1:1:1 durante un periodo de 24
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e Grupo con una dieta convencional (CD)
e Grupo con MedDiet con alta frecuencia de ingestas (MD-HMF)

e Grupo con MedDiet y actividad fisica (MD-PA)

En la Figura 15 se observa el diagrama de flujo donde se especifica el progreso a
través de las fases del ensayo: desde la inscripcidn, la asignacidon de intervencioén, el
seguimiento y finalmente el andlisis de datos de todos los participantes que se
incluyeron en el estudio en el nodo de la Universidad de las Islas Balares (UIB). Es
importante recalcar que, aunque fueron 67 los participantes aleatorizados, no todos los
datos han sido utilizados en la presente tesis doctoral para el analisis estadistico de los
diferentes articulos presentados. El motivo es debido a la ausencia de informaciéon de
algunas variables o bien el abandono voluntario del estudio de algunos de los

participantes a lo largo de los dos afios de duracién de este.

[ Evaluados para la elegibilidad (n=133) ]

Excluidos (n=66)
* No cumplieron los criterios de inclusion (n=52)
* Rechazaron participar (n=14)

[ Aleatorizados (n=67) ]
[ CD (n=22) ] [ MD-HMF (n=23) ] [ MD-PA (n=22) ]
12 meses de seguimiento
[ CD (n=22) ] [ MD-HMF (n=23) ] [ MD-PA (n=22) ]
24 meses de seguimiento

[ CD (n=20) ] [ MD-HMF (n=21) ] [ MD-PA (n=20) ]

Figura 15. Diagrama de flujo de la inclusién de participantes voluntarios para el estudio
FLIPAN en el nodo de la UIB. Fuente: Elaboracién propia.

3.3. COMITE DE ETICA Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Los procedimientos del estudio cumplieron con las normas éticas establecidas en
la Declaracién de Helsinkiy recibieron la aprobacién del Comité Etico de las Islas Baleares

(ref. IB 2251/14 Pl) y del Comité Etico de la UNAV (ref. 054/2015mod2).

Todos los participantes fueron informados del propdsito y las implicaciones del

estudio FLIPAN y todos dieron su consentimiento por escrito para participar. Asi como se
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especifica en el formulario de consentimiento, la participacién fue por voluntad propia

y los participantes tenian derecho a retirarse del estudio en cualquier momento.

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

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

3.4. ESTRATEGIAS DE INTERVENCION

Como se ha mencionado anteriormente, los participantes que entraron al estudio
y fueron aleatorizados en tres grupos de intervencién distintos en donde se les daba una
pauta dietética y una pauta de actividad fisica caracteristica de cada uno: grupo CD,

grupo MD-HMF y grupo MD-PA.

Los participantes del grupo CD siguieron las pautas establecidas por la Asociacion
Estadounidense para el Estudio de Enfermedades Hepaticas (AASLD) [283], con el
objetivo de una pérdida de peso del 3 al 5% para mejorar la esteatosis y del 7 al 10%
para mejorar la mayoria de las caracteristicas histopatoldgicas relacionadas con EHNA,
incluida la fibrosis. Para ello se realizaran restricciones energéticas en consonancia con
las pautas dietéticas generales del Departamento de Salud y Servicios Humanos de
EE.UU. y el Departamento de Agricultura de EE.UU., que consisten en 45-65% de
carbohidratos, 20-35% de grasa y 10-35% de proteina (Figura 16) [284]. Ademas de dicha
distribucién de macronutrientes, a estos participantes se les recomendara reducir su
ingesta caldrica en un 25-30% y mantener una ingesta de fibra (35 g/dia) y de colesterol
(<250 mg/dia) adecuada. Se les recomendd acumular un minimo de 10.000 pasos diarios
tal y como recomienda la misma OMS en las guias de actividad fisica. Para ello, podian
registrar su actividad mediante una aplicacion mévil en sus teléfonos personales o

relojes inteligentes.
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Hidratos de .
carbono

)k

>10.000 pasos /dia

Grasas

25 g/dia fibra
<250 mg/dia colesterol

Figura 16. Recomendaciones dietéticas y de actividad fisica del grupo CD.

Los participantes del grupo MD-HMF siguieron una MedDiet con una distribucion
de macronutrientes de 40-45% de carbohidratos (50-70% son de bajo indice glucémico
y ricos en fibra), 30-35% de grasa (principalmente AGM y AGP procedentes del AOVE,
nueces y alimentos que contienen ®-3) y 25% de proteina (principalmente de origen
vegetal) (Figura 17). Esta dieta se la conoce como “dieta RESMENA”, una dieta disefiada
para reducir el peso y la masa grasa, asi como el estrés oxidativo general en pacientes
con SMet [285]. Dado que factores como la frecuencia y distribucidon de las harinas
pueden ayudar a reducir la sensacion de hambre y mejorar el cumplimiento de un
régimen dietético restringido de energia, la dieta RESMENA se enfoca en proporcionar
una alta Capacidad Antioxidante Total (TAC) y en la distribucidon cronolégica de las
comidas [286,287]. Las comidas con la mayor cantidad de calorias seran las primeras
siete comidas del dia. Ademas de dicha distribucion de macronutrientes, a estos
participantes también se les recomendara reducir su ingesta caldrica en un 25-30% y se
les aconsejara que dividan en siete comidas su ingesta caldrica diaria, con las comidas
de mayor contenido caldrico se consumieron temprano en el dia. Al igual que el grupo

anterior, también se les recomendd acumular un minimo de 10.000 pasos al dia.
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7 comidas/dia

Hidratos de .

carbono
o

Grasas >10.000 pasos /dia

Figura 17. Recomendaciones dietéticas y de actividad fisica del grupo MD-HMF.

Los participantes del grupo MD-PA siguieron una MedDiet con restriccion calérica
en un 25 — 30% con cuatro a cinco comidas por dia, incluyendo meriendas. Su
distribucién de la ingesta caldrica total consisti6 en 40-45% de carbohidratos
(principalmente de bajo indice glucémico), 35-40% de grasas (8-10% de AGS, >20% de
AGM, >10% de AGP y <300 mg/dia de colesterol), y aproximadamente 20% de proteinas
(Figura 18). La ingesta de cloruro de sodio se limité a 6 g/dia (2,4 g de sodio) vy la fibra
dietética se fij6 en un minimo de 30 - 35 g/dia. Al igual que los dos grupos de
intervencidn previos, se les sugirié alcanzar un minimo de 10.000 pasos diarios. Ademas,
los participantes de este grupo realizaron tres sesiones semanales de entrenamiento en
intervalos de 35 minutos. Estas sesiones consistieron en dos entrenamientos
presenciales guiados por un instructor y una sesidon remota prescrita semanalmente.
Cada sesion de 35 minutos incluia un calentamiento de 5 minutos, 20 minutos de
entrenamiento de intervalos y 10 minutos de respiracion y estiramiento. El
entrenamiento de intervalos se componia de cinco actividades de intensidad moderada
destinadas a trabajar todos los grupos musculares. Especialistas del Departamento de
Educacion Fisica y Deporte de la Universidad de las Islas Balares disefiaron los
entrenamientos tanto presenciales como a distancia, y ofrecieron formacién y apoyo a
los voluntarios del equipo de investigaciéon que dirigian las sesiones. La actividad fisica
aerdbica semanal propuesta, equivalente a 10.000 pasos diarios en términos de gasto
calérico (400 kcal para una persona de 70 kg), se ajusté en intensidad a la condicidn fisica

de cada participante.
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Hidratos de \

carbono /

> 10.000 pasos /dia

35’ entrenamiento 3 dias/semana

Figura 18. Recomendaciones dietéticas y de actividad fisica del grupo MD-PA.
3.5. RECOGIDA DE DATOS

En esta tesis doctoral, que se centra principalmente en la determinacién de
diferentes biomarcadores en muestras bioldgicas como sangre, orina y heces de los
participantes de nuestro centro de investigacién, también se han utilizado los datos
obtenidos por el equipo de dietistas-nutricionistas (medidas antropométricas: peso,
altura, IMC, circunferencias de cintura y cadera; evaluaciones dietéticas: FFQ de 148
items y cuestionario de adherencia a la MedDiet), por el equipo de enfermeria (presion
arterial y datos de las analiticas: bioquimica y hemograma), por el personal encargado
de la evaluacidn de la actividad fisica (tarea metabdlica equivalente (MET) en minutos
por semana y capacidad del VO, max medida a partir de la prueba Chester Step) y por el
personal médico del Hospital Juaneda Miramar (ultrasonido, elastografia y resonancia
magnética). Las principales actividades de recoleccién de datos en cada visita del estudio

FLIPAN se describen en la Tabla 6.
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Tabla 6. Recogida de datos y/o muestras bioldgicas en las visitas FLIPAN.

Numero de visita vi v2 v3 v4 V5 v6
Tiempo! 0 5% 10% 6m 12m 24m
Datos iniciales? X

Recordatorio dietético de 24h X

Criterios de inclusidn y exclusiéon X

Aleatorizacion X

Antropometria® X X X X X X
Ultrasonografia X X X X
Evaluacion de la fibrosis hepatica® X X X X
Resonancia magnética X X X X
Evaluacion dietética® X X X X X X
indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR) X X X X
Cuestionario de Beck X X X X
Cuestionarios sobre calidad de vida y psicolégicos® X X X X
Evaluacién de la actividad fisica’ X Xt x* X X X
Medicién de la presion arterial® X X X X X X
Electrocardiograma en reposo X X X X
Determinaciones de sangre al laboratorio X X X X
Coleccion de orina de la mafiana® X X X X
Patrones de defecacion y evaluacién de heces'® X X X X
Tratamientos concomitantes X X X X X X
Eventos adversos X X X X X X

Tiempo. m: mes, 5%: el paciente ha alcanzado una pérdida del 5% de su peso inicial, 10%: el
paciente ha alcanzado una pérdida del 10% de su peso inicial.

’Datos iniciales: consentimiento informado escrito para la prueba de ADN, datos demograficos
del paciente, altura, informacidn sobre el estilo de vida, estado civil, nivel educativo, situacion
laboral, capacidad reproductiva, antecedentes familiares, enfermedades previas y tratamientos
anteriores.

3Antropometria: peso corporal, IMC, circunferencias de cintura, cadera y cuello y prueba de
bioimpedancia.

“Evaluacion de fibrosis hepatica: determinada mediante medicién de ondas de corte (UIB) o
elastografia transitoria (UNAV).

>Evaluacion dietética: cuestionario de frecuencia de alimentos y bebidas (FFQ de 148 items),
cuestionario de adherencia a la MedDiet, diario alimentario de 72 horas. “Solo el cuestionario
de adherencia a la MedDiet.

®Cuestionarios sobre calidad de vida y aspectos psicoldgicos: SF-36, STAI (Inventario de
Ansiedad Estado-Rasgo), VAS (Escala Visual Andloga), cuestionario de saciedad e indice de
Calidad del Sueiio de Pittsburgh.

’Evaluacién de la actividad fisica: Registro semanal de pasos, cuestionario de Minnesota, bateria
de prueba de ajuste ALPHA, y VO, méx. evaluado mediante la prueba de pasos de Chester. #Solo
recuento semanal de pasos.

8Medicién de la presién arterial: se determina el brazo con la presién més alta en la primera
visita. Las mediciones siguientes se realizardn en el mismo brazo.

Recogida de orina matutina: albimina, creatinina, relacién albumina/creatinina.

19patrones de defecacidn y evaluacién de heces: cuestionario sobre el patrén de defecaciény la
escala de heces de Bristol, respectivamente.
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EVALUACION DE ANTROPOMETRIA

Dietistas profesionales capacitados realizaron mediciones antropométricas
precisas y consistentes, quienes se sometieron a una capacitacion idéntica y rigurosa

para minimizar el impacto de los coeficientes de variacién inter-observadores.

Todos los parametros (peso y composicidn corporal, IMC, y la circunferencia de
cintura, cadera y cuello) fueron tomados en cada visita, excepto la altura que sélo se
tomé en el primera. Dichas medidas se tomaron por duplicado y con el participante
ligero de ropa, descalzo y evitando el uso de algin complemento que pudiera
enmascarar las mediciones. Las mediciones de altura se tomaron con un antropdémetro
movil (Seca 214, SECA Deutschland, Hamburgo, Alemania), asegurando que la cabeza del
paciente estuviera en la posicion del plano horizontal de Frankfort. El peso y composicién
corporal, determinados sin zapatos, se evaluaron mediante un analizador de
composicion corporal segmental (Tanita BC-418, Tanita, Tokio, Japén), con una reduccién

de 0,6 kg por ropa ligera. A partir de ambas medidas, se calculé el IMC (kg/m?).

Mientras los sujetos estaban de pie, se midid la circunferencia de su cintura, a
medio camino entre la Ultima costilla y la cresta iliaca, la circunferencia de su cadera, en
la linea horizontal mas ancha de las caderas, y el cuello en la linea horizontal entre la

mitad de la columna cervical y la mitad del cuello anterior.

PRESION SANGUINEA Y EVALUACION BIOQUIMICA

El equipo de enfermeria midié por triplicado la presién arterial mientras el
paciente estaba sentado, utilizando un oscilémetro semiautomatico validado (Omron
HEM, 750CP, Hoofdrop, Paises Bajos). Ademas, se realizaron extracciones de muestras
sanguineas en ayunas y recoleccién de muestras de orina de la primera hora de la
manana y heces. Parte de las muestras fueron congeladas para analisis posteriores,
especificados mas adelante en la presente tesis doctoral, mientras que otras fueron
enviadas al Hospital Universitari Son Espases (Palma) para realizar una analitica y
obtener los siguientes parametros: glucosa, hemoglobina glicosilada (HbA1c), insulina,
hemoglobina corpuscular media y concentraciéon de hemoglobina corpuscular media,
triglicéridos, colesterol total, colesterol HDL y LDL, AST, ALT, GGT, PCR, bilirrubina directa
y total, fosfatasa alcalina, albumina, dcido Urico, creatinina, homocisteina total, hormona

estimulante de las tiroides, tiempo de protrombina, calcio, cloro, ferritina, hierro,
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potasio, sodio, transferrina y saturacion de transferrina, urea, creatina fosfoquinasa,
osmolaridad sérica, fibrindgeno, colesterol no-HDL, VLDL, tiroxina, hematocrito,
recuento de eritrocitos, leucocitos, neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos y

basofilos.

EVALUACION DE IMAGENES HEPATICAS

Las imagenes hepaticas fueron realizadas en el Hospital Juaneda Miramar (Palma)

y fueron las siguientes:

Ecografia y medicidn de fibrosis (Elastografia)

La técnica de ultrasonografia evalla el nivel de esteatosis hepatica a través de la
observacién visual de la ecogenicidad del higado, la comparacién visual de la diferencia
en la amplitud del eco entre el higado y los rifiones, y la determinacién de la claridad de
las estructuras vasculares hepdticas. La clasificacion del higado graso con esta técnica de
imagen es la siguiente: grado O si es <5%, grado 1 si es 5-33%, grado 2 si es 33-66% vy

grado 3 si es >66% [288].

La evaluacion de la fibrosis hepatica se realizd6 mediante la medicidn de la rigidez
del higado usando el ecégrafo Arietta V70 (Hitachi Medical System Europe Holding AG,
Steinhausen, Suiza) con una sonda convexa y software de medicién de ondas de
cizallamiento (SWM, por sus siglas en inglés). Para el SWM, el personal encargado colocé
una region de interés en el parénquima hepatico excluyendo los vasos sanguineos.
Luego, el impulso de ultrasonido generado por el ecégrafo produjo ondas de
cizallamiento, cuya velocidad de propagacion se convierte en una medida cuantitativa
de la rigidez del tejido hepatico, expresada en kPa. A mayor rigidez del higado, mayor
velocidad de propagacién de las ondas de cizallamiento. Ademads, en la ecografia
transitoria, se realizaron multiples mediciones tras encontrar una seccién hepatica
adecuada, libre de grandes vasos, hasta obtener un total de 10 mediciones validas
[289].Finalmente, la fibrosis hepatica se clasificé segun la puntuacion METAVIR: FO-F1
(sin fibrosis o fibrosis leve), F2 (fibrosis moderada > 6.44 kPa), F3 (fibrosis severa > 7.82

kPa) y F4 (cirrosis > 8.40 kPa) [290].

89



TESIS DOCTORAL - MARIA MAGDALENA QUETGLAS LLABRES

Resonancia magnética nuclear

Se trata de una técnica no invasiva que permite cuantificar el porcentaje de grasa
intrahepatica media en cada individuo mediante una resonancia magnética abdominal
(Signa Explorer 1,5 T, General Electric Healthcare, Chicago, lllinois, EE.UU.) utilizando una
bobina de matriz en fase de 12 canales. La RMN se basa en el principio de la diferencia
de frecuencia inherente entre la resonancia del grupo metilo en los lipidos y el agua. La
disminucion de la sefial durante la prueba es proporcional a la cantidad de lipidos
acumulados, lo que permite determinar la cantidad de grasa en el higado en funcidn del

grado de pérdida de sefial [291].

Segun la clasificacion de Tang, la EHGNA evaluada por RMN se clasifica en:
inexistente o grado O si el porcentaje de grasa intrahepatica es <6.4%, leve o grado 1 si
esta entre 6.4-17.4%, moderada o grado 2 si es >17.4-22.1% y severa o grado 3 si es

>22.1% [292].

EVALUACION DIETETICA

La recogida de datos para la evaluacion dietética la realizaron un equipo de
dietistas-nutricionistas preparadas y entrenadas. Para la evaluacion se realizaron 3 tipos

de cuestionarios:

Recordatorio de 72h

Se trata de un cuestionario elaborado por las dietistas-nutricionistas en el cual los
participantes antes de cada visita debian reportar todo lo ingerido los 3 dias anteriores
a esta. Debian anotar desde los tipos de alimentos que habian consumido, hasta su

forma de coccién y el peso crudo o cocinado de estos, ademas de las bebidas.

Cuestionario de adherencia a la MedDiet

Se trata de un cuestionario de 17 items, originario del estudio PREDIMED, en el
cual si el participante cumple con la ingesta establecida en cada item se le asigna 1 punto,
de lo contrario O puntos. Una vez completado el cuestionario, el resultado final va de
entre 0 a 17 puntos, siendo 0 ninguna adherencia a la MedDiet y 17 una adherencia total

a la MedDiet [274].
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Cuestionario de frecuencia de alimentos y bebidas

Se trata de un cuestionario validado que recoge la ingesta dietética del ultimo afio
a través de una lista extensa de 148 alimentos y bebidas con proporciones o cantidades
determinadas [272]. En este cuestionario, se le pregunta al participante sobre la
frecuencia de consumo de los 148 alimentos, desde "nunca o casi nunca" hasta "seis o
mas veces al dia". A partir de esta informacién y mediante un programa informatico
basado en las tablas de composicion de alimentos [273] se calcularon los
macronutrientes (carbohidratos totales y fibra; grasa totales, grasas de origen vegetal y
animal, AGM y AGP, AGS, colesterol; proteinas totales y proteinas de origen animal y
vegetal; ingesta de alcohol y energia total) y los micronutrientes (fésforo, calcio, potasio,

calcio, hierro, magnesio, selenio, vitaminas A, B1, B2, B3, B6, B12, C, Dy E) ingeridos.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD FiSICA

La recogida de datos de las pruebas de evaluacidon de estado fisico en cada visita

fue llevada a cabo por personal entrenado a tal fin.

Cuestionario Minnesota

El cuestionario Minnesota recoge la actividad realizada por los participantes en su
tiempo libre y/o realizando tareas del hogar durante el Ultimo afo [275,276]. Este se
basa en un total de 63 actividades distintas divididas en 8 categorias especificas. En este
cuestionario el participante indicé el promedio de veces al mes que realizaba cada una
de esas actividades y su duracidn. A partir de estos datos se calculaba el gasto energético

reportado expresado como equivalentes metabdlicos de trabajo (MET) - min al dia [293].

Pruebas ALPHA-Fit

Mediante las pruebas de ALPHA-Fit [294] se evalud la aptitud funcional de los

participantes:

e Prueba de equilibrio: aguantar el propio peso corporal sobre una pierna el
maximo de tiempo posible (mdximo 1 minuto) sin ningln tipo de apoyo.

e Prueba de la fuerza de agarre y presion manual: apretar con la maxima
fuerza un dinamémetro (Takei TKK 5401, Tokio, Japdn, rango = 5-100 kg,

precision = 0.1 kg) con el brazo dominante y estando de pie y sentados.
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e Prueba de salto: para conocer la potencia extensora de las extremidades
inferiores.
e Prueba de estabilidad del tronco: nimero de flexiones realizadas

correctamente en 40 segundos.

Chester Step

A través de la prueba del Chester Step se midio la capacidad aerdbica maxima (VO3
max) [295]. Esta prueba consiste en subir y bajar un escalén con una altura de 15
centimetros (Chester Step Test Single Step 15 cm Height, Cartwright Fitness Limited,
Huntington, Chester CH3 6DF, Reino Unido) al ritmo marcado por un metrénomo
durante 2 minutos, sin ningun tipo de apoyo. El personal tomaba la frecuencia cardiaca
y aumentaba ligeramente el ritmo hasta que el propio participante indicaba que no
podia continuar, hasta que completaban los 5 niveles establecidos o hasta que el
pulsioximetro marcaba alrededor del 80% de la frecuencia cardiaca maxima de cada
participante. Posteriormente se calculaba la VO, mdx a través de un programa
informatico del Chester Step introduciendo la edad, sexo y los datos de frecuencia

cardiaca obtenidos durante la prueba.
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4. RECOGIDA Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS
BIOLOGICAS

Las muestras bioldgicas de los diferentes proyectos de investigacion fueron
recolectadas por nuestro equipo de enfermeria. Los participantes trajeron de casa la
primera orina del dia, recolectada tras 12 horas de ayuno nocturno, y muestras de heces
en recipientes esterilizados especificos. En enfermeria se realizé la extraccion de sangre.
Las muestras de sangre venosa se obtuvieron tras 12 horas de ayuno en la vena
antecubital, usando varios vacutainers apropiados, con y sin EDTA como anticoagulante.
Parte de la muestra de orina se trasvasd a otro tubo para su andlisis. Posteriormente,
estas muestras se dividieron entre el Hospital Universitario Son Espases (HUSE) y la UIB

segun las necesidades.

En el HUSE se realizaron los andlisis clinicos de estas muestras bioldgicas. Los
analisis hematoldgicos se realizaron a partir de los vacutainers con EDTA, mientras que
los andlisis bioquimicos se realizaron con los vacutainers sin anticoagulante. A partir de

la orina recibida se determinaron los niveles de albimina y creatinina.

Esta Tesis Doctoral corresponde al equipo de laboratorio de la UIB, que se ha
encargado especificamente de procesar las muestras de sangre venosa, orina y heces,
tanto en el proyecto FLIPAN, que recolecta los tres tipos de muestras mencionadas,

como en el proyecto PREDIMED-Plus, que no incluye recoleccion de heces.

En nuestro laboratorio, a partir de dos tubos de sangre con EDTA y dos sin
coagulante, se realizd la separacion de plasma y suero, respectivamente. Los tubos de

sangre fresca se centrifugaron a 1700xg durante 15 minutos a 18°C.

Ademads, a partir de otros dos tubos de sangre con EDTA se realizd la extraccidn de
PBMCs para el proyecto FLIPAN, y de PBMCs y neutréfilos para el proyecto PREDIMED-
Plus. Se siguié un protocolo de separacion de glébulos blancos basado en una
centrifugacién en gradiente de densidad, utilizando 4 mL del reactivo Ficoll-Paque PLUS.
De cada participante se guardaron tres alicuotas de PBMCs y tres de neutrdfilos. Una
alicuota se tratd con Tripure® para aislar ARN y realizar determinaciones genéticas
mediante la transcripcion inversa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR). Otra

alicuota, de PBMCs y neutréfilos, se almacendé con RIPA 1x para posteriores
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determinaciones por Western Blot. La ultima alicuota se recogié sin aditivos para su
posterior resuspensién con agua miliQ y determinaciones de actividades enzimaticas y
MDA en PBMCs y neutrdfilos. EIl mismo dia de la extraccidn, se midié la produccién de
ROS en PBMCs y neutrdfilos mediante un método fluorimétrico, estimulandolos con

zymosan o lipopolisacarido (LPS).

Las muestras de orina de ambos proyectos fueron alicuotadas y almacenadas para
sus posteriores analisis. Las muestras de heces del proyecto FLIPAN fueron alicuotadas y
almacenadas para la extraccion de ADN y secuenciacion masiva, con el fin de determinar

los microorganismos presentes en la microbiota.

Al tratarse de dos proyectos nacionales colaborativos con otras universidades del
pais, parte de las muestras obtenidas se enviaron a diferentes nodos receptores. Las
muestras almacenadas en el laboratorio de la UIB se conservaron con el objetivo de
realizar determinaciones de marcadores de estrés oxidativo e inflamacidn, que se

detallardn mds adelante, siendo este el propdsito de la presente Tesis Doctoral.

Una de las alicuotas de orina de los participantes del proyecto PREDIMED-Plus se
enviod y analizé en el Copenhagen University Hospital, con la colaboracion del Dr. Henrik
E. Poulsen, para la determinacion de marcadores especificos de dafio en &acidos

nucleicos.

Todas las muestras se almacenaron en ultracongeladores a -80°C y se organizaron
en racks, siguiendo un registro informdtico riguroso hasta el momento de las

determinaciones, que se explicaran a continuacion.
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5. DETERMINACIONES EN EL LABORATORIO

En la presente Tesis Doctoral se han analizado diferentes biomarcadores de estrés
oxidativo e inflamacion en muestras de plasma, suero, orina, PBMCs y neutrdfilos,

ademas de determinar la microbiota en las heces de los participantes.

5.1. BIOMARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO

Para determinar los diferentes biomarcadores de estrés oxidativo en las muestras
biolégicas recogidas en los diferentes proyectos se utilizaron varias técnicas bien

establecidas en nuestro laboratorio.

DETERMINACIONES DE ANTIOXIDANTES

Todas las determinaciones de antioxidantes se evaluaron utilizando un
espectrofotometro Shimadzu UV-2100 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdn) a 37°C. La
actividad de la CAT se determind en plasma y eritrocitos mediante el método
espectrofotométrico descrito por Aebi que monitorea la descomposicién de H,0; [296].
La actividad de la SOD se determind en plasma y eritrocitos siguiendo el método
desarrollado por McCord y Fridovich [297]. La actividad de la MPO se midié en plasma
utilizando guaiacol como sustrato monitoreando la formacién de productos de
polimerizacién de guaiacol oxidado a 470 nm [298]. La actividad de la GPx se evalud en
eritrocitos a 339 nm utilizando una adaptaciéon del método Flohé y Giinzler [299]. La
actividad de la GRd se midié en eritrocitos a 339 nm utilizando una adaptacion del
método Goldberg y Spooner [300]. EIl GSH se cuantificd en eritrocitos a 412 nm
empleando el método de Tietze [301], que implica la desproteinizacién de muestras, la
neutralizacion antes de la reduccidon de DTNB vy la referencia a una curva de calibracién

construida con glutatién estandar.

ENSAYO DE MALONDIALDEHIDO

Los niveles de MDA, como biomarcador de peroxidacion lipidica, se determiné en
plasma, suero y en orina de todos los participantes mediante un kit de ensayo
colorimétrico especifico (Sigma-Aldrich Merck®, St. Louis, MO, EE.UU.) siguiendo las
instrucciones del fabricante. EIl método se basa en la reaccion de MDA con n-metil-2-
fenilindol, generando un croméforo estable. Los estandares y las muestras se

introdujeron en eppendorfs que contenian n-metil-2-fenilindol en una mezcla de
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metanol:acetonitrilo (1:3). Se agregaron 75 pL de HCI (12 N) y las muestras se incubaron
durante 60 minutos a 45°C. Después de eso, se midié la absorbancia a 586 nm (Epoch,
BioTek® Instruments GmbH, Bad Friedrichshall, Alemania) y se calculé la concentraciéon

de MDA con una curva estandar de concentraciones conocidas.

DANO EN ACIDOS NUCLEICOS

Las concentraciones urinarias de 8-oxo-7,8-dihidroguanosina (8-oxodG) y 8-oxo-
7,8-dihidroguanosina (8-oxoGuo), como biomarcadores de dafio oxidativo en ADN vy
ARN, respectivamente, se analizaron en el Copenhagen University Hospital en
colaboracidn con el Dr. Henrik E. Poulsen. El andlisis se realiz6 mediante cromatografia
liquida de ultra rendimiento junto con espectrometria de masas en tdndem (UPLC-
MS/MS; Waters, Milford, MA, EE.UU.), siguiendo protocolos previamente descritos
[133,134,302].

DETERMINACION DE GRUPOS CARBONILOS

En primer lugar, se determinaron los niveles de proteina total de las muestras de
plasma y suero utilizando un reactivo comercial de Bradford (Merck Life Science S.L.U.,
Madrid, Espafia). Posteriormente, mediante un kit de inmunotransferencia de proteina
carbonilo OxiSelectTM (CELL BIOLABS®, San José, CA, EE.UU.) se determinaron los
derivados de proteina carbonilo siguiendo las pautas de uso proporcionadas por el
fabricante. De forma breve, siguiendo el método de transferencia puntual (Bio-Rad,
Hercules, CA, EE.UU.), se transfirieron 10 pg de proteina a una membrana de
nitrocelulosa, que se incubd con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). La membrana se
incubd con el anticuerpo primario especifico de DNPH (1:1000) y luego se incubd con el
anticuerpo secundario 1gG anticonejo de cabra (1:5000). Después de eso, el desarrollo
de la inmunotransferencia se llevd a cabo utilizando un kit de quimioluminiscencia
mejorado (reactivo del kit Immun-Star Western C, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
EE.UU.). Mediante el programa de anilisis de imagenes, Quantity One (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.), se cuantificaron las bandas de carbonilo de proteina.

PRODUCCION DE ROS EN PBMCS Y NEUTROFILOS

La produccién de ROS por PBMCs y neutroéfilos se midid después de la activaciéon
con Zymosan A (1 mg/mL PBS) de Scaccharmoyces cervisiae (Sigma-Aldrich) y

lipopolisacérido (LPS) de Escherichia coli (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). Se
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introdujeron suspensiones celulares (6 x 10° células) en una microplaca de 96 pocillos
que contenia LPS preparado en 2 mM en solucidn salina tampdn fosfato, pH 7,4. Luego,
se afiadidé a todos los pocillos la sonda permeable a las células diacetato de 2,7-
diclorofluoresceina (DCFH-DA, 61,6 uM en medio de sales equilibradas de Hanks) como
indicador. La fluorescencia (Ex, 480 nm; Em, 530 nm) se registré durante 1 h a 37°C en
un lector de fluorescencia de microplacas FLx800 (Biotek Instruments, Inc., Winuschi, VT,

EE.UU.).

EXPRESION DE GENES

La extraccién de ARN de PBMCs se llevéd a cabo utilizando Tripure® (Tripure
Isolation Reagent, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Después, 1 ug de ARN por
muestra se sometidé a transcripcidn inversa utilizando TagMan Reverse Transcription
Reagents (Life Technologies®, Vall Allen Way Carlsbad, CA, USA) a 42°C durante 60 min,
seguido de 5 min a 99°C, en un volumen final de 10 pL, segun instrucciones del
fabricante. Se amplificé un total de 3 pL del ADNc resultante utilizando Light-Cycler® 480
SYBR® Green | Master (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Los ADNc diana se
amplificaron usando LightCycler® 96 durante 45 ciclos después de un paso de
desnaturalizacion inicial de 10 minutos a 95°C. Se empled PCR en tiempo real para medir
la expresiéon de ARNm de CAT, superdxido dismutasa de manganeso (MnSQOD) vy el
receptor tipo Toll 4 (TLR4), utilizando ARN ribosémico 18S humano como gen de
referencia. En la Tabla 7 hay los cebadores y condiciones utilizadas para la amplificacion

de cada gen.

NIVELES PROTEICOS DE ENZIMAS PROOXIDANTES

Los niveles plasmaticos de XOD y MPO se determinaron utilizando los kits ELISA
(Cusabio® Technology Llc, Houston, TX, EE.UU.) siguiendo las pautas establecidas en los

propios protocolos.

NIVELES DE LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD OXIDADAS

Los niveles de lipoproteinas de baja densidad oxidadas (oxLDL) se determinaron
en plasma mediante un kit ELISA (FineTest®, Wuhan, China), siguiendo el procedimiento

establecido por el fabricante.
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Tabla 7. Cebadores y condiciones utilizadas en PCR en tiempo real.

Gen Cebador Condiciones
' 95°C  10s
185 Fw: 5' -ATgTgAAgTCACTgTgCCAg 60°C 10's
Rv: 5 -gTgTAATCCgTCTCCACAgA 72°C 155
' 95°C 10s
AT Fw: 5 -TTTggCTACTTTgAgETCAC (o 11
Rv: 5 -TCCCCATTTgCATTAACCAg 72°C 155

0,
MnSOD Fw: 5’- CgTgCTCCCACACATCAATC 2302 12 2
Rv: 5'- TEAACETCACCgAGBABAAE 0 15 ¢

(o]
fra  Fw: S"“ggTCACCTTTTCTTEATTCCA 2302 18 2
Rv: 5'-TCAgAggTCCATCAAACATCAC 720C 15 s

(o]
GPx Fw: 5’-TTCCCgggCAACCAZTTTg 2;02 18 2
Rv: 5' -TTCACCTCTCACTTCTCgAA  — 0 (. ¢

0,
GRd Fw: 5 -TCACgCAgTTACCAAAAggAAA 2205 ig z
Rv: 5" -CACACCCAAgTCCCCTgCATAT 72°C 155

DETERMINACION DE POLIFENOLES

El contenido de polifenoles totales en muestras de plasma y orina se evalué
mediante la técnica de Folin-Ciocalteu en los sobrenadantes de muestras
desproteinizadas con acetona fria (1:1,2) y L-tirosina como referencia. Una vez que
comenzo la reaccion, se dejo reposar durante 1,5 horas antes de medir la absorbancia a
760 nm usando un espectrofotometro de microplacas (Epoch, BioTek® Instruments
GmbH, Bad Friedrichshall, Alemania). Posteriormente se calculd la concentracién de

polifenoles a partir de la curva estandar de L-tirosina para su cuantificacion.

5.2. BIOMARCADORES DE INFLAMACION

Para la determinaciéon de biomarcadores relacionados con la inflamacién, se
emplearon kits de enzimoinmunoanalisis de absorciéon (ELISA) en modalidades
sandwich, directos y competitivos, en una Unica determinacién a una absorbancia de
540 nm (Epoch, BioTek® Instruments GmbH, Bad Friedrichshall, Alemania). Asi como

Ensayos Multiplex utilizando la tecnologia de multiplexacién basada en perlas utilizando
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el instrumento Luminex MAGPIX® (Mlllipore). Todos los kits de se realizaron siguiendo

las instrucciones de uso del fabricante.

A continuacion, se especifican los marcadores evaluados segun el proyecto de
investigacion.
PROYECTO PREDIMED-PLUS

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

(RayBiotech®, Parkway Lane, Suite, Norcross, GA, EE.UU.)

Los niveles de TNFa se determinaron en plasma mediante un kit ELISA (Diaclone,

Besancon CEDEX, Francia).

Los niveles de grelina, leptina, resistina, IL-6, IL-15 e INF-y se determinaron en
plasma utilizando Human Custom ProcartaPlex™ (Invitrogen de Thermo Fisher Scientific,

Bender MedSystems GmbH, Viena, Austria).

PROYECTO LIKIDI

Se midieron simultdaneamente los niveles de TNFa, IL-18, IL-1ra, IL-6, MCP-1 y
leptina en suero con tecnologia de multiplexacion basada en perlas utilizando el
instrumento Luminex MAGPIX® (Mlllipore). Las determinaciones se realizaron utilizando
Human Custom ProcartaPlex™ (Invitrogen de Thermo Fisher Scientific, Bender

MedSystems GmbH, Viena, Austria) siguiendo las instrucciones del fabricante.
PROYECTO FLIPAN
Los niveles plasmaticos de zonulina se midieron utilizando kits ELISA (Cusabio®

Technology Llc, Houston, TX, EE.UU.).

Los niveles de RvD1 se midieron en plasma utilizando un kit ELISA (Cayman

Chemical®, Ann Arbor, MI, EE.UU.).

Los niveles de CK-18 también se midieron en plasma utilizando un kit ELISA M30
Apoptoense® (VLVbio AB, Nacka, Suecia) en el que las unidades medidas se definen
frente a un antigeno nativo y se calibra frente a un estandar de proteina recombinante

que 1U/L=1,24 pM.

Los niveles plasmaticos de EDA se determinaron utilizando un kit ELISA (Assay

Genie, Dublin, Irlanda).
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Los niveles de quemerina y omentina se midieron en plasma y suero

respectivamente utilizando kits ELISA (Abcam®, Paises Bajos, Amsterdam).

Las concentraciones de endotoxina se midieron en plasma mediante un kit
Endotoxin disponible comercialmente (Abbexa Ltd., Cambridge Science Park,

Cambridge, Reino Unido).

Los niveles de IL-18 y TGF-B1 se determinaron en plasma utilizando el kit ELISA de
IL-18 humano (Elabscience®, Elabscience Biotechnology, Houston, TX, EE.UU.) y el kit
ELISA de TGF-B1 humano (Elabscience®, Elabscience Biotechnology, Houston, TX,

EE.UU.) respectivamente.

Los niveles de IL-1B, IL-1ra, IL-6, MCP-1, TNFa y leptina se determinaron en plasma
utilizando Human Custom ProcartaPlex™ (Invitrogen de Thermo Fisher Scientific,

Bender MedSystems GmbH, Viena, Austria).

Los niveles de CysC, NGAL y alfal-microglobulina (alm) se determinaron en orina
utilizando los paneles Human Custom Procarta-Plex™ Human, NHP y Canine Mix &
Match (Invitrogen de Thermo Fisher Scientific, Bender MedSystems GmbH, Viena,

Austria).

5.3. DETERMINACION DE LA MICROBIOTA

Los microorganismos presentes en la microbiota de diferentes participantes del
proyecto FLIPAN a nivel basal y a los 24 meses de la intervencién en estilo de vida

mediante la extraccion de ADN presente en heces y su posterior amplificacién con PCR.

El ADN total se extrajo de 500 mg de heces de cada participante utilizando el Kit
FastDNA® SPIN (MP Biomedicals), siguiendo las indicaciones del fabricante. EIl ADN
extraido se cuantificé utilizando un espectrofotémetro y la placa Take3 (Epoch, BioTek®

Instruments GmbH, Bad Friedrichshall, Alemania) y luego se almacend a -20 °C.

El gen 16S rRNA se amplificé utilizando el par de primers 515F (5'-
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3') y 806R (5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'), disefiados
especificamente para amplificar tanto Bacteria como Archaea mediante secuenciacién
de la comunidad 16S de extremos emparejados en la plataforma lllumina para

incorporar etiquetas [303]. La calidad del amplicdn se verificé con el fluorimetro Qubit
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4.0 y se secuencié mediante la tecnologia lllumina MiseqTM en Macrogen Inc. (Sedul,

Republica de Corea).

Las lecturas emparejadas de Illlumina se recortaron utilizando QIIME2 v2-2020.2
[304] con los parametros p-trunc-len-f 280, p-trunc-len-r 220, p-trim-left-f 19 y p-trim-
left-r 22. Las variantes de secuencia de amplicon (ASVs, del inglés amplicon sequence
variants) se obtuvieron utilizando el paquete DADA2 R [305] implementado en el
entorno QIIME2. La secuencia mas larga de cada ASV se consideré como representativa
y se alineé utilizando la herramienta SINA [306] implementada en el programa ARB
[307]. Las ASVs representativas se insertaron por parsimonia en la base de datos no
redundante SILVA REF 138.1 [308]. Como se ha recomendado previamente [309-313],
los ASV se agruparon en unidades filogenéticas operacionales (OPUs, del inglés

operational phylogenietic units), que son equivalentes a las especies [310,314].

5.4. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos se analizaron con el programa informatico Statistical Package for
Social Scienes v.29 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). La normalidad de las variables
cuantitativas fue evaluada mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Entonces se
expresaron como media y desviacién estandar (SD) o error estandar (SEM). Las variables
cualitativas se expresaron como numero de participantes (n) y porcentaje (%). El nivel

de significacion aceptado en todas las pruebas estadisticas fue de P <0.05.

ANALISIS TRANSVERSAL

En las variables con distribucion normal, las diferencias entre las medias de dos
grupos fueron evaluadas mediante la prueba t de Student para datos desapareados para
determinar la importancia de los datos. Se realizé un andlisis de covarianza bidireccional
(ANCOVA) previo ajuste por la intervenciéon (dieta y actividad fisica) en el caso de
comparar tres o mas grupos, realizando un analisis post hoc de Bonferroni. En las
variables con una distribucidon anormal, las diferencias entre las medias de dos grupos
fueron evaluadas mediante la prueba U de Mann-Whitney. Mientras que si se trataba de
tres 0 mas se realizd la prueba de Kruskal-Wallis, realizando un andlisis post hoc de

Bonferroni. Para las variables cualitativas se utilizé |la prueba estadistica x2.
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ANALISIS LONGITUDINAL

Al seguir las variables una distribuciéon normal, el analisis estadistico aplicado para
estudiar los cambios ocurridos entre los diferentes tiempos de estudio fue el ANCOVA
de medidas repetidas de dos factores, a través del Modelo Lineal Generalizado y
ajustando el andlisis por diferentes factores segin el estudio (edad, sexo, grupo
intervencién). Todas las pruebas post-hoc se ajustaron por Bonferroni, tanto en las

comparaciones intra-grupos como en las inter-grupos.

Unicamente los datos obtenidos de la microbiota fueron analizados con el
programa informatico RStudio por su mayor versatilidad en los analisis requeridos. La
alfa-diversidad microbiana y las curvas de rarefaccion se analizaron mediante R v.4.1.2

(www.r-project.org). La matriz de disimilitud de Bray-Curtis y el escalamiento

multidimensional no métrico (NMDS) basado en las abundancias relativas microbianas
se realizaron utilizando el paquete vegan en R [315]. La abundancia diferencial de las
OPUs entre grupos se evalué mediante la herramienta LefSe v1.1.2 [316]. Se
consideraron significativos los Analisis Discriminantes Lineales (LDA) con valores > 2y p
< 0.05. Las correlaciones entre los niveles de cambios en IFC y la abundancia de géneros

bacterianos se determinaron utilizando el paquete corr de R.

102


http://www.r-project.org/

RESULTADOS



104



MANUSCRITO |

Inflammatory and Oxidative Stress Markers Related to Adherence to the

Mediterranean Diet in Patients with Metabolic Syndrome.

Quetglas-Llabrés MM, Monserrat-Mesquida M, Bouzas C, Gomez C, Mateos D, Ripoll-
Vera T, Tur JA, Sureda A.

Antioxidants (Basel). 2022 May 1;11(5):901.
DOI: 10.3390/antiox11050901; PMID: 35624765; PMCID: PMC9137637.

Journal Impact Factor (2022): 7.0

46/285 Biochemistry & Molecular Biology, Q1
6/60 Chemistry, Medicinal, Q1

13/142 Food Science & Technology, Q1

105



MANUSCRITO 1l

Oxidative Stress and Inflammatory Biomarkers Are Related to High Intake of Ultra-

Processed Food in Old Adults with Metabolic Syndrome.

Quetglas-Llabrés MM, Monserrat-Mesquida M, Bouzas C, Mateos D, Ugarriza L, Gémez

C, Tur JA, Sureda A.
Antioxidants (Basel). 2023 Jul 31;12(8):1532.

DOI: 10.3390/antiox12081532; PMID: 37627527; PMCID: PMC10451674.

Journal Impact Factor (2023): 6.0

50/313 Biochemistry & Molecular Biology, Q1
8/72 Chemistry, Medicinal, Q1

20/173 Food Science & Technology, Q1

123



MANUSCRITO 1l

Long-Term Impact of a 6-Year Nutritional and Lifestyle Intervention on Oxidative and

Inflammatory Profiles in Patients with Metabolic Syndrome.

Quetglas-Llabrés MM, Monserrat-Mesquida M, Bouzas C, Garcia S, Mateos D, Ugarriza
L, Gomez C, Sureda A, Tur JA.

Nutrients. 2024 Jul 3;16(13):2121.
DOI: 10.3390/nu16132121. PMID: 38999869; PMCID: PMC11243639.

Journal Impact Factor (2023): 4.8
18/114 Nutrition & Dietetics, Q1

139



MANUSCRITO IV

Markers of inflammation predict the risk of developing chronic kidney disease in a
high cardiovascular risk population: a nested case-control study.

Quetglas-Llabrés MM, Monserrat-Mesquida M, Bouzas C, Diaz-Lépez A, Toledo E, Abete
|, Cornejo-Pareja |, Martinez-Gonzalez MA, Martinez JA, Tinahones FJ, Salas-Salvadé J,
Tur JA, Sureda A.

(Submitted article)

159



MANUSCRITO V

Mediterranean Diet Improves Plasma Biomarkers Related to Oxidative Stress and

Inflammatory Process in Patients with Non-Alcoholic Fatty Liver Disease.

Quetglas-Llabrés MM, Monserrat-Mesquida M, Bouzas C, Llompart |, Mateos D, Casares
M, Ugarriza L, Martinez JA, Tur JA, Sureda A.

Antioxidants (Basel). 2023 Mar 29;12(4):833.
DOI: 10.3390/antiox12040833; PMID: 37107208; PMCID: PMC10134978.

Journal Impact Factor (2023): 6.0

50/313 Biochemistry & Molecular Biology, Q1
8/72 Chemistry, Medicinal, Q1

20/173 Food Science & Technology, Q1

187



MANUSCRITO VI

Impact of Adherence to the Mediterranean Diet on Antioxidant Status and Metabolic

Parameters in NAFLD Patients: A 24-Month Lifestyle Intervention Study.

Quetglas-Llabrés MM, Monserrat-Mesquida M, Bouzas C, Garcia S, Argelich E, Casares
M, Ugarriza L, Llompart |, Tur JA, Sureda A.

Antioxidants (Basel). 2024 Apr 17;13(4):480.

DOI: 10.3390/antiox13040480. PMID: 38671927; PMCID: PMC11047536.

Journal Impact Factor (2023): 6.0

50/313 Biochemistry & Molecular Biology, Q1
8/72 Chemistry, Medicinal, Q1

20/173 Food Science & Technology, Q1.

207



MANUSCRITO VII

Effects of a Two-Year Lifestyle Intervention on Intrahepatic Fat Reduction and

Microbiota in MAFLD patients.

Quetglas-Llabrés MM, Bustos-Caparros E, Bouzas C, Monserrat-Mesquida M, Garcia S,

Mateos D, Casares M, Ugarriza L, Lliompart |, Rossello-Mora R, Sureda A, Tur JA.

(Submitted article)

225



MANUSCRITO Vil

Effects of a Two-Year Lifestyle Intervention on Intrahepatic Fat Reduction and Renal

Health: Mitigation of Inflammation and Oxidative Stress, a Randomized Trial.

Quetglas-Llabrés MM, Monserrat-Mesquida M, Bouzas C, Garcia S, Mateos D, Casares

M, Gémez C, Ugarriza L, Tur JA, Sureda A.

Antioxidants (Basel). Jun 21;13(7):754.

DOI: 10.3390/antiox13070754. PMID: 39061823; PMCID: PMC11273830.
Journal Impact Factor (2023): 6.0
50/313 Biochemistry & Molecular Biology, Q1

8/72 Chemistry, Medicinal, Q1
20/173 Food Science & Technology, Q1

253



RECAPITULACION



274



RECAPITULACION

La obesidad, reconocida como una pandemia global [24], se ha asociado con un
estado crénico de inflamaciéon que puede contribuir al desarrollo de comorbilidades
como las ECV, el SMet y la MAFLD [30]. El aumento de la prevalencia de estas condiciones
se debe, en gran parte, a un estilo de vida cada vez mas sedentario [244] y a habitos
alimentarios poco saludables [222]. En este contexto, la adopcion / recuperacion de un
patron de MedDiet [230-232] y la practica regular y moderada de actividad fisica
[252,253] se han propuesto como estrategias efectivas para mejorar y prevenir la

obesidad y sus complicaciones asociadas.

1. POBLACION CON SMET

1.1. ADHERENCIA A LA MEDDIET EN UNA POBLACION CON SMET

El estudio transversal que se llevé a cabo en una poblacién con SMet mostré que
aquellos participantes con una mayor adherencia a la MedDiet presentaban mejores
parametros antropométricos y bioquimicos, asi como un mejor estado oxidativo e
inflamatorio. En contraste, los pacientes con baja adherencia a la MedDiet tenian mayor
peso corporal, niveles de HbAlc vy triglicéridos, y menor colesterol HDL, lo cual esta
asociado con un estado nutricional desequilibrado y puede llevar al desarrollo de DMT2

si no se revierte [252].

Seguir una MedDiet se ha relacionado con una mejoria en el perfil glucémico y
lipidico, mayor ingesta de dcidos grasos ®-9, vitamina E, zinc y selenio, y menores niveles
de AGS [317], asi como mayor concentracidn de colesterol HDL y niveles mas bajos de
triglicéridos [318]. Aunque los pacientes con alta adherencia a la MedDiet mostraron un
perfil inflamatorio mds bajo, no se observaron diferencias significativas en los niveles
plasmaticos de polifenoles debido, probablemente, a su rdpida metabolizacién vy
excrecion [319]. Sin embargo, la concentracion de polifenoles/creatinina en orina fue
significativamente mayor en estos pacientes, en concordancia con estudios previos,
sugiriendo una mayor ingesta y, por lo tanto, una mayor capacidad de actuar como

antioxidantes [320—-323].

No se observaron diferencias significativas en las células inmunitarias sanguineas

entre ambos grupos, lo que sugiere que la MedDiet no influye significativamente en el
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numero de estas células en pacientes con SMet a pesar de tener efectos protectores
frente a la ECV y la obesidad [237]. No obstante, las células inmunes en pacientes con
menor adherencia a la MedDiet mostraron una mayor capacidad para producir ROS al
ser estimuladas, indicando que se encuentran un estado preactivacién mas elevado
respondiendo antes y de una forma mas intensa [150]. Un estudio previo evidencié que
el aumento de la produccion de ROS por parte de las células inmunitarias esta
relacionado con un mayor IMC, lo cual favorece el estrés oxidativo y la inflamacién en
obesos [150]. Suplementar la dieta con arandanos o AOVE, ricos en compuestos
bioactivos, ha demostrado reducir la produccién de ROS [324] y la actividad de la MPO

[325] respectivamente, disminuyendo el estado prooxidativo en estos pacientes.

Las enzimas prooxidantes como la XOD pueden generar ROS en los vasos
sanguineos, contribuyendo a la inflamacién y dano tisular [326]. Los niveles de XOD,
vinculada con la disfuncién endotelial, la ECV y el SMet, se encuentra mds elevada en
sujetos con SMet comparado con sujetos sanos [326]. Ademas, los pacientes con mayor
adherencia a la MedDiet mostraron niveles mds bajos de XOD, lo que podria reflejar los
efectos beneficiosos de esta dieta sobre los componentes del SMet. De forma adicional,
en un estudio previo, se ha observado una disminucién en la XOD tras una intervencién

nutricional de cinco anos con MedDiet suplementada con AOVE o nueces [327].

Ademas, aquellos pacientes con una mayor adherencia a la MedDiet presentaron
menor actividad de las enzimas antioxidantes CAT y SOD en plasma. Estos hallazgos
concuerdan con estudios previos que evidenciaron que niveles elevados de ROS pueden
reducir la actividad de enzimas antioxidantes contribuyendo a un mayor estado
prooxidativo [328,329]. Esta diferencia podria explicarse porque una dieta de mejor
calidad aumenta los niveles de antioxidantes exdgenos en plasma, ademas de tener un
perfil antiinflamatorio [330]. Los niveles de MDA tanto en plasma como en orina, asi
como los niveles de 8oxoGuo/creatinina y 8oxodG/creatinina, no variaron segun la
adherencia a la MedDiet, lo que sugiere que los mecanismos de defensa antioxidante
podrian ser suficientes para prevenir de incrementos en el dafio oxidativo. Aunque no
se observaron diferencias en otros marcadores de estrés oxidativo, si que se han

observado niveles plasmaticos mas altos de MDA en personas con SMet [150].
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En cuanto a las citoquinas circulantes, los pacientes con mayor adherencia a la
MedDiet mostraron niveles mas bajos de las citoquinas proinflamatorias cldsicas como
la IL-6 y TNFa. También se observaron niveles mas bajos de IL-1B y IL-15 en este grupo,
ambas relacionadas con vias proinflamatorias y un estado de inflamacién crénica
[183,331]. Estos resultados coinciden con estudios que demuestran que una dieta rica
en dacidos grasos ®-3, como la MedDiet, reduce la sintesis de estas citoquinas
favoreciendo un ambiente antiinflamatorio [332,333]. Estudios anteriores han asociado
una baja adherencia a la MedDiet con niveles mas altos de marcadores inflamatorios
como TNFa, inhibidor del activador del plasmindgeno 1 (PAI-1) y PCR [334]. Ademas, la
pérdida de peso mediante la MedDiet se relaciona con la reducciéon de citoquinas
inflamatorias, sugiriendo que una mejor calidad y reduccidn en la cintura son cruciales
para disminuir el riesgo de inflamacién y enfermedades asociadas [335,336]. En cambio,
no se encontraron diferencias en las citoquinas MCP-1 e INF-y, aunque estudios previos
han demostrado que intervenciones nutricionales prolongadas pueden también

reducirlas [331].

Respecto a las hormonas que regulan el balance energético, solo se observaron
diferencias en la grelina, una hormona relacionada con el control del apetito [337]. La
grelina también estd implicada en la regulacién de la respuesta de los PBMCs a los
nutrientes y podria ayudar a explicar la reduccién de la inflamacién observada en dietas
enriquecidas con AGP w-3 [338]. Los pacientes con mayor adherencia a la MedDiet
presentaban menores concentraciones de grelina, posiblemente debido al caracter
saciante de esta dieta [339]. No se encontraron diferencias significativas en los niveles
de resistina y leptina, aunque la resistina se asocia con inflamacidn [192] y resistencia a
lainsulina [191]. Los resultados sugieren que la adherencia a la MedDiet mejora diversos
pardmetros metabdlicos y reduce la inflamacién, pero no parece afectar
significativamente los niveles de resistina en pacientes con SMet. Del mismo modo, la
MedDiet no parece tener un impacto significativo en los niveles de leptina ni en la

relacion leptina-adiponectina [340].

Finalmente, se observa una correlacién inversa entre la adherencia a la MedDiet y
varios parametros clinicos, como el peso, la obesidad abdominal, los niveles de HbAlcy

triglicéridos, lo que indica que una mayor adherencia se asocia con un mejor perfil
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antropométrico y bioquimico, asi como con una menor inflamacién y estrés oxidativo

[341,342].

1.2. EFECTOS DEL CONSUMO DE UPFS UNA POBLACION CON SMET

En la misma poblacidén con SMet se realizé un estudio transversal que mostré como
los participantes del grupo que presentaba una ingesta de UPFs superior al 10% de la
ingesta caldrica total exhibian un estado mas prooxidante y proinflamatorio sin
diferencias en sus pardmetros antropométricos y perfil bioquimico. De hechos, hay
estudios que muestran como un consumo de mas del 10% de UPFs se relaciona con un
mayor riesgo de desarrollar ECV, accidentes cerebrovasculares, riesgo de cancer e

incluso mayores tasas de mortalidad [343,344].

Los participantes con alta ingesta de UPFs mostraron menor adherencia a la
MedDiet y una menor calidad dietética en comparacién con los que consumian menos
UPF, siendo esto un indicador de una menor calidad de la dieta [345]. Ademas, un mayor
consumo de UPF se asocié con un indice inflamatorio de la dieta mas alto. Este hallazgo
confirma resultados similares a los observados en un estudio previo que también
encontré un aumento en los eventos cardiovasculares en pacientes con riesgo

cardiometabdlico [346].

El procesamiento de alimentos puede alterar sus caracteristicas nutricionales y
estructurales, afectando la salud y la saciedad debido a la incorporacién de aditivos y
potenciales contaminantes [347,348]. En este sentido, los participantes con un mayor
consumo de UPFs tenian mayor ingesta de grasas saturadas y trans y menor ingesta de
fibra [349]. Las diferencias en la calidad de la dieta entre consumidores de UPF alto y
bajo también fueron evidentes al analizar los niveles urinarios de polifenoles. Asi,
aungue los niveles de polifenoles en plasma son similares entre consumidores de UPF
alto y bajo probablemente debido a la rdpida excrecidn urinaria de polifenoles [319], se
observaron valores mas altos en la orina de los consumidores de UPF bajo. La
disminucion en la ingesta de polifenoles con el alto consumo de UPFs sugiere una menor
presencia de estos compuestos bioactivos en la dieta de los consumidores de UPFs al
sustituir alimentos frescos como frutas y verduras por este tipo de alimento pobre en

compuestos bioactivos [350].
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Respecto al estado de oxidacion, mientras que no se observaron diferencias en la
ingesta de antioxidantes exdgenos, si hubo diferencias en los niveles de antioxidantes
endodgenos y componentes prooxidantes. En concreto, los mayores consumidores de
UPF mostraron menor actividad de CAT y SOD, y mayores niveles de XOD, lo que puede
indicar un aumento en el estrés oxidativo debido a una mayor produccién de ROS. La
relacién XO/SOD podria ser un biomarcador util para evaluar el equilibrio entre ROS y
mecanismos antioxidantes ya que estan involucrados en la produccidn y eliminacién de
ROS, respectivamente, y su relacién puede indicar el estado redox celular y el estrés
oxidativo. Mientras que la relacion SOD/CAT podria reflejar la capacidad de
detoxificacion de ROS debido a que SOD convierte el superéxido en H.0,, y CAT
descompone este H;0, en H;0 y oxigeno. Por lo tanto, la relacién entre estas dos
enzimas puede proporcionar informacién sobre la eficacia del sistema antioxidante en

la eliminacién de perdxidos [123].

Los participantes con una mayor ingesta de UPFs mostraron una mayor produccion
de ROS en neutréfilos estimulados con Zym, aunque no con LPS. Zym y LPS son
activadores microbianos que se unen a los TLR, receptores esenciales para la respuesta
inmune innata. Cuando los neutroéfilos se activan con LPS, interactian con el TLR4,
mientras que Zym se une a los TLR2/6 [351]. El aumento en la produccién de ROS en los
neutrofilos estimula la inflamacion y puede alterar la funcidon vascular, contribuyendo a
enfermedades vasculares [352]. La diferencia observada en la respuesta a Zym sugiere
gue los consumidores de altas cantidades de UPF podrian tener un estado inmunoldgico
mas predispuesto a la inflamacién, mediada por la via TLR2/6. Esto podria estar
relacionado con una mayor preactivacion de las células inmunes, promoviendo un
estado inflamatorio crénico [353]. Ademas, los SFA presentes en los UPFs pueden activar
los TLR2 y TLR4, induciendo su dimerizacién y translocacion en balsas lipidicas de la
membrana plasmatica, lo que puede fomentar una mayor respuesta inflamatoria. Por
otro lado, los AGP, especialmente el acido docosahexaenoico (DHA), tienden a inhibir
esta activacion [354]. Este mecanismo sugiere que una mayor ingesta de SFA, asociada
con el alto consumo de UPF, podria contribuir a un estado de preactivacién inmune y un
aumento en la produccién de ROS, exacerbando el estrés oxidativo y la inflamacidn.

Aunque, hasta la fecha, no se ha establecido una relacion entre la actividad de la MPO y
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el consumo de UPFs, el presente estudio mostré una mayor actividad de esta enzima en
los participantes con un mayor consumo de UPF. Por lo tanto, una alta ingesta de UPF,
gue podria desplazar la ingesta de alimentos saludables ricos en antioxidantes, podria
estar relacionada con este aumento de la actividad MPO y puede ser una consecuencia
del aumento del estado prooxidativo. En este sentido, el incremento en MPO podria ser
consecuencia del estado de preactivacién de neutréfilos asociados a una dieta de
caracter mas proinflamatorio o de la accidon directa de componentes derivados del

procesamiento de estos alimentos procesados que estimulan a estos neutrofilos.

El estudio mostr6 como los participantes con un mayor consumo de UPFs
presentan niveles plasmaticos elevados de TNFaq, IL-6, IL-15 y leptina respecto al grupo
de menor ingesta, lo que sugiere un mayor estado proinflamatorio. Este patrén
inflamatorio se asocia con un riesgo duplicado de aterosclerosis coronaria subclinica
[355]. La ingesta de UPFs esta vinculada a dietas altas en calorias, azlcares y grasas
saturadas, que elevan los niveles de IL-6 y TNFa, asociados con disfuncién endotelial
[356—358]. Ademas, los altos niveles de leptina, relacionados con la resistencia a la
insulina, disfunciones metabdlicas y un estado proinflamatorio, también se observan en
los participantes con una alta ingesta de UPF [359]. Los participantes con un alto
consumo de UPFs mostraron también niveles elevados de IL-15, una citoquina asociada
con diversas enfermedades cardiovasculares, como infarto de miocardio vy
aterosclerosis, la cual contribuye a la activacion de células T y a la progresidon de la
enfermedad debido a sus propiedades proinflamatorias [183,360]. Sin embargo, no se
encontraron diferencias en MCP-1 e IL-16, corroborando hallazgos previos de niveles

similares en consumidores altos y bajos de UPF [361].

1.3. EFECTOS DE UNA REDUCCION DEL IMC DESPUES DE 6 ANOS
DE INTERVENCION EN UNA POBLACION CON SMET

Tras los estudios transversales, se evaluaron posteriormente los efectos a largo
plazo de una intervencién en el estilo de vida, basada en la MedDiet y la promocion de
la actividad fisica, en pacientes con SMet dentro del proyecto PREDIMED-PLUS. Los dos
grupos presentaron patrones de respuesta diferenciados: mientras unos lograron

mantener e incluso mejorar su IMC, otros recuperaron parcial o completamente el peso
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perdido a partir del tercer afio. La prevencién de la recuperacion de peso es un desafio
importante en el manejo de la obesidad, tal como han demostrado estudios previos
[362,363]. De forma general, los participantes que redujeron su IMC también redujeron
su WHIR, circunferencia de cadera y obesidad abdominal, alineandose con estudios que
asocian la pérdida de peso con mejoras en los componentes del MetS [364,365].
Ademas, los resultados evidenciaron que aquellos que mantuvieron tras los seis afios de
intervencién la reduccidon de su IMC lograron mejoras significativas en su perfil
inflamatorio y oxidativo, asi como en la circunferencia de cintura, cadera y otros
indicadores de salud metabdlica. En contraste, los participantes que no mantuvieron la
reduccion inicial del IMC presentaron un aumento en la presion arterial y niveles de

monocitos, lo que sugiere un mayor riesgo cardiovascular.

La adherencia a la MedDiet fue clave para explicar la respuesta diferencial, ya que
los participantes que lograron reducir su IMC mostraron una mayor adherencia a esta
dieta y redujeron significativamente su ingesta caldrica, lo que se asocia con mejores
resultados a largo plazo en comparacion con aquellos que solo siguieron la MedDiet sin
reduccién caldrica [366,367]. Estos resultados enfatizan que cambios sostenidos en el
comportamiento dietético, como una adherencia continua a una dieta equilibrada vy
control caldrico, son cruciales para mejorar la composicidon corporal y los pardmetros
metabdlicos a largo plazo. A pesar de que un estudio reciente no encontré diferencias
significativas en la recuperacion de peso relacionadas con la ingesta de carbohidratos,
proteinas y fibra [368], nuestro estudio sugiere que la calidad y cantidad de
carbohidratos consumidos y la mejora en la carga glucémica pueden tener un impacto
significativo en el control del peso y la salud metabdlica en pacientes con SMet a largo

plazo [369].

Ademas de los cambios dietéticos, aquellos participantes que mejoraron su IMC
también aumentaron su ingesta de acidos grasos w-3, acido félico, fibra i vitamina C, y
redujeron su ingesta de AGS, lo que podria contribuir a la mejora de la salud metabdlica
[317,370]. Estos participantes también aumentaron su ingesta de polifenoles, asociados
con la reduccion del riesgo de SMet [371] y la pérdida de peso en personas mayores
[372]. En particular, aquellos que respondieron mejor a la intervencién de 6 afios

ingirieron mas flavonoides reduciendo asi el riesgo de hipertensién y ECV. Los

281



TESIS DOCTORAL - MARIA MAGDALENA QUETGLAS LLABRES

flavonoides poseen efectos antioxidantes y antiinflamatorios, mejoran la funcién
endotelial al aumentar la biodisponibilidad del éxido nitrico, lo que ejerce un potente
efecto vasodilatador. Todo ello, en conjunto, puede mejorar la circulacién y proteger el

endotelio vascular, reduciendo la inflamacién y el estrés oxidativo [373].

Se ha observado que los flavonoides, cuando se usan como suplementos durante
2 a 12 semanas, pueden mejorar varios parametros metabdlicos y reducir el riesgo de
enfermedades asociadas con el SMet, aunque no afectan el peso corporal ni el IMC
[374]. Sin embargo, nuestro estudio sugiere que una ingesta prolongada de flavonoides
podria ser beneficiosa para la pérdida de peso, posiblemente porque su presencia
abunda en alimentos ricos en fibra, saciantes y de baja carga energética. Ademads de los
cambios dietéticos, los participantes que mejoraron su IMC también redujeron
significativamente su tiempo sedentario y aumentaron su actividad fisica general, con
una tendencia hacia actividades de intensidad ligera a moderadas, lo que coincide con
la literatura sobre los beneficios del ejercicio en la reduccion del IMC y la mejora de la

salud metabolica [375-377].

Los participantes que redujeron su IMC mostraron una disminucién en la
produccién de ROS en neutréfilos, la actividad plasmatica de la MPO, y los niveles
plasmaticos de MDA, mientras que los que aumentaron su IMC también aumentaron la
actividad de CAT [378]. La inflamacidn provoca que los leucocitos produzcan y liberen al
medio extracelular MPO, generando ROS cruciales para la defensa microbiana, aunque
pueden acabar produciendo dafio tisular si se libera en exceso [379]. Los niveles
plasmaticos de MPO se han visto correlacionados inversamente con el peso, la
circunferencia de la cintura, el IMCYy la resistencia a la insulina [380]. Los niveles elevados
de MDA pueden ser consecuencia de una actividad reducida de las enzimas
antioxidantes, comun en condiciones inflamatorias [329]. La mejora en los mecanismos
antioxidantes tras la intervencién nutricional probablemente contribuyé a la reduccién
de los niveles de MDA, posiblemente influenciada por la mayor presencia de polifenoles
con propiedades antioxidantes, vinculados a una mejor adherencia a la MedDiet [381].
Ademas, muchos compuestos bioactivos son capaces de modular las vias de
transduccion de sefiales como la del Nrf2, fundamental para el mantenimiento redox

celular a través de la estimulacion de enzimas antioxidantes [382].
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El estudio también reveld que una intervencién prolongada con una MedDiet baja
en calorias redujo significativamente la produccién de ROS en neutréfilos estimulados,
un hallazgo similar al observado en un estudio anterior de intervencién de dos afios. En
dicho estudio, el grupo que siguid la intervencidn nutricional mostré una menor
capacidad para producir ROS, posiblemente debido a mejores parametros
antropomeétricos y a un menor grado de activacion de las células inmunitarias [383]. Esto
es relevante, ya que la secrecién de ROS en la sangre periférica, provocada por la
acumulacién de grasa en la obesidad, esta implicada en la resistencia a la insulina, la

disfuncidn de células B y ECV como la aterosclerosis y la hipertension [384].

En cuanto a los biomarcadores inflamatorios, se observé que los que aumentaron
su IMC experimentaron un aumento en MCP-1 y TNFa, indicativo de un mayor estado
proinflamatorio, mientras que los disminuyeron su IMC mostraron una disminucién en
IL-1B y MCP-1, lo que sugiere una reduccion de la inflamacién. IL-1B, asociado con la
inflamacién del tejido adiposo, empeora la sefalizacién de la insulina y aumenta la
lipdlisis [385]. MCP-1, que promueve la infiltracién de macrdéfagos y la resistencia a la
insulina, también disminuyd con la pérdida de peso, mejorando los factores de riesgo
cardiometabdlico [386—388]. Aunque una intervencién dietética puede reducir TNFaq, el
presente estudio mostré que el grupo que aumentd su IMC tuvieron un aumento en
TNFa, mientras que el grupo que lo redujo no presentaron cambios significativos, lo que
coincide con la tendencia de niveles elevados de TNFa en personas con mayor obesidad

[150].

1.4. PREDISPOSICION DE LA POBLACION CON SMET A LA ERC

Mediante el estudio LIKIDI -un estudio prospectivo de casos y controles anidados
en personas mayores con sobrepeso/obesidad y SMet-, se evidencié que
concentraciones plasmaticas mas altas de marcadores proinflamatorios como IL-1, IL-
1ra, IL-6, TNFa y leptina al inicio del estudio se asociaron con un mayor riesgo de
desarrollar ERC tras un afio de seguimiento. También se observaron correlaciones
significativas entre los biomarcadores inflamatorios y el marcador de estrés oxidativo
MDA con UACR y eGFR (calculado con SCry cyC). Estos resultados ponen en evidencia la
implicacion de procesos inflamatorios y oxidativos en la patogénesis de la ERC, que

incluso son previos al propio desarrollo clinico de la disfuncion renal.
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Los sujetos que desarrollaron disfuncion renal después de un afio ya presentaban
valores mas bajos de eGFR al inicio del estudio, aunque se mantenian dentro de limites
normales. Se calculd el eGFR usando creatinina sérica (eGFR-SCr), cistatina C (eGFR-cyC)
y su combinacién (eGFR-SCr-cyC), confirmando la superioridad de la ecuacion CKD-EPI

gue incluye ambos marcadores para un diagndstico mads preciso [389].

El SMet es una patologia caracterizada por un estado inflamatorio de bajo grado,
gue se manifiesta a través de alteraciones en citoquinas y adipocinas, y que puede
desencadenar cascadas inflamatorias, afectando la funcién renal [58,152,390,391]. En
este estudio, se observaron niveles mas elevados de biomarcadores inflamatorios
basales, como IL-1B, IL-1ra, IL-6, TNFa vy leptina, en los casos comparados con los
controles. No obstante, los marcadores de dano oxidativo, como el MDA y los grupos
carbonilo, no mostraron diferencias significativas entre los grupos, lo que sugiere que no

son suficientemente sensibles como marcadores tempranos de ERC.

El andlisis bioquimico reveld que mayores niveles de albuminuria y peor funciéon
renal se asociaban con niveles mas altos de citoquinas proinflamatorias y leptina,
resultados alineados con los del estudio CRIC, el cual se centraba en la asociacion entre
la albuminuria, la funcién renal y el perfil de biomarcadores inflamatorios en pacientes
con ERC y evidencid una relacidn significativa entre la progresion de dicha enfermedad
y un estado inflamatorio elevado [392]. IL-1B e IL-1ra son las citoquinas que se
correlacionaron mas con los parametros de funcién renal, seguida de la leptina, mientras
gue TNFa y el MDA Unicamente mostraron correlaciones positivas con UACR. Se ha visto
como la liberacién de citoquinas como la IL-1B puede inducir inflamacién y disfuncién
renal, mientras que el aumento simultdneo de IL-1ra refleja una respuesta
antiinflamatoria [392—-394]. Al igual que se asociaron a un mayor riesgo de ERC niveles
elevados de IL-6 y TNFa [395—397]. La leptina mostrd una asociacién inversa con eGFR,
sugiriendo que su aumento podria deberse a un aclaramiento renal reducido en la ERC,
asi como su posible contribucién a la glomerulopatia relacionada con la obesidad [398].
El presente estudio destacéd que en participantes que no presentaban ERC al inicio, el
valor predictivo de los marcadores inflamatorios podria permitir una deteccién
temprana de la enfermedad. Ademas, la creacién de una puntuaciéon compuesta a partir

de los niveles de parametros de inflamacidn y estrés oxidativo permitié una evaluacién
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mas completa del riesgo de ERC independientemente de factores de riesgo tradicionales,

como estilo de vida, diabetes y obesidad.

Los participantes que desarrollaron ERC tras un afo de seguimiento presentaron
un IMC basal mas alto, lo que sugiere una asociacién positiva entre sobrepeso/obesidad
y ERC [399,400]. Aunqgue el SMet incrementa el riesgo de ERC independientemente del
IMC, estos hallazgos apuntan a un efecto sinérgico entre ambos en la progresion de la
ERC [59,401]. Los casos también mostraron niveles elevados de glucosa y HbAlc, con un
50,4% diagnosticados de DMT2, patologia asociada al aumento del riesgo de ERC [402].
Ademas, la HbAlc alta se relaciona con la disminucién de la TFG en el SMet, lo que

enfatiza su papel predictivo en la disfuncién renal [398,402,403].

2. POBLACION CON MAFLD

Los resultados mads destacados de este estudio son la mejoria de los parametros
antropométricos, bioquimicos, oxidativos e inflamatorios en pacientes con MAFLD
diagnosticado por RMN tras 12 y 24 meses de intervencién nutricional. Aunque los
pacientes siguieron diferentes intervenciones nutricionales, los resultados fueron
similares en los tres grupos. Por este motivo, y para profundizar en las posibles causas
responsables de esta mejoria, se ha agrupado a los pacientes en funcién del grado de
mejoria en la adherencia a la MedDiet o en el IFC entre el inicio del estudio y la

intervencion.

2.1. EFECTOS DE LA ADHERENCIA A LA MEDDIET DESPUES DE 12 Y
24 MESES DE INTERVENCION EN UNA POBLACION CON MAFLD.

En la presente tesis doctoral se han presentado dos estudios en los que se muestra
como los participantes con MAFLD, que a los 12 y 24 meses se adhirieron mas a la
MedDiet, presentaron un mejor estado general de salud y en los marcadores de estrés
oxidativo e inflamacidon en comparacion con aquellos que lo hicieron en menor medida.
Derivado de la promocién de un estilo de vida saludable, ambos grupos mostraron una
mejoria en su condicion fisica en comparacion con el inicio del estudio, reflejada en un

aumento de la capacidad aerdbica (VO2 max) evaluada por el test de Chester. Sin
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embargo, el grupo con mayor adherencia a la MedDiet mostré un incremento levemente

superior respecto al grupo de menor adherencia.

Los efectos beneficiosos para la salud de la MedDiet se pueden atribuir a una
combinacion de factores como la baja densidad energética, una proporcién equilibrada
de 4acidos grasos esenciales y saludables para el corazén, altas cantidades de fibra
dietética y una variedad de compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias [404]. De hecho, muchos estudios han demostrado que los
compuestos bioactivos dietéticos, como los polisacaridos, polifenoles, isoflavonas y
alcaloides, son prometedores para mejorar la MAFLD y otros trastornos metabdlicos,
incluida la diabetes, el SMet y la menopausia [405,406]. Dado que la presente
intervencién se centra en promover la adherencia a la MedDiet, es plausible que los
compuestos bioactivos presentes en ciertos alimentos consumidos por los participantes
puedan haber contribuido a los efectos beneficiosos observados en la reduccién del

estrés oxidativo y otros biomarcadores relacionados con la MAFLD.

CAMBIOS EN EL ESTADO DE SALUD GENERAL

Los participantes con mayor adherencia a la MedDiet mostraron una reduccién
significativa del IFC después de 12 y 24 meses de intervencion, mientras que los
participantes que aumentaron su adherencia en menor medida, aunque también
experimentaron una disminucién del IFC, ésta no fue estadisticamente significativa.
Ademas, se observd que hay una correlacidn inversa significativa entre la adherencia a
la MedDiet y el porcentaje de IFC. De acuerdo con estudios previos, el IFC se ve reducido
mas en los participantes con alta adherencia a la MedDiet que en aquellos con baja
adherencia [407,408]. El impacto de la MedDiet en MAFLD destaca el considerable
potencial de este patrén dietético para mejorar los parametros asociados con la
gravedad de la patologia [409]. Asimismo, la reduccién del contenido de grasa hepatica
estd relacionada con una disminucién significativa de la lipogénesis de novo y un
aumento de la B-oxidacidn, sin necesidad de una relacién directa con la pérdida de peso
o del IMC [410]. Igualmente, algunos estudios han demostrado una relacién directa
entre el entrenamiento fisico y una reduccién del IFC, ya que el ejercicio puede regular

el metabolismo lipidico hepatico, favoreciendo su movilizacion [411,412].
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Al afo, sélo los participantes con una adherencia a la MedDiet mas alta
consiguieron una pérdida de peso significativa y una reduccién del IMC. Mientras que
después de 2 afos, todos los participantes mostraron reduccidn de peso, siendo mayor
en aquellos con alta adherencia a la MedDiet. Estos resultados concuerdan con estudios
previos que muestran que la MedDiet y el ejercicio favorecen la pérdida de peso
[413,414]. Aunque la adherencia a la MedDiet mejora la MAFLD incluso sin una
restriccidon caldrica significativa, combinar la MedDiet con la restriccién caldrica resulta
en una pérdida de peso mas significativa. Lo que sugiere una buena combinacién como

estrategia eficaz para abordar la MAFLD [413,414].

Los resultados muestran mejoras significativas en la bioquimica general en ambos
grupos, remarcando el grupo con una mayor adherencia a la MedDiet. En cuanto al perfil
lipidico, se observaron reducciones en los niveles de triglicéridos, colesterol total y
colesterol LDL, asi como un aumento en el colesterol HDL. Esta mejoria fue mas
pronunciada en los sujetos con alta adherencia a la MedDiet, en linea con estudios
previos que destacaron los beneficios de esta dieta sobre los perfiles lipidicos y otros
biomarcadores de salud [415,416]. Los niveles de AST y ALT disminuyeron
significativamente en ambos grupos, mientras que los niveles de GGT mostraron
reducciones solo en los participantes con alta adherencia a la MedDiet. Esto sugiere una
mejora notable en la funciéon hepdtica y una reduccidn del dafio hepatico en estos
sujetos reduciendo la liberacidon de estos enzimas al plasma [417,418]. Ademas, se
observé una disminucién significativa en los niveles de PCR en el grupo con mayor
adherencia a la MedDiet, indicando una atenuacion del estado inflamatorio, consistente
con estudios previos [419]. Asimismo, los niveles de glucemia también se redujeron
significativamente en los participantes con alta adherencia a la MedDiet, reforzando los
efectos beneficiosos de esta dieta sobre la resistencia a la insulina y la mejora de los

pardmetros metabdlicos [416].

En el analisis de parametros hematoldgicos, se detectaron diferencias notables en
las células eritrocitarias entre pacientes con alta adherencia a la MedDiet después de la
intervencién. Aunque no hay estudios previos que relacionen directamente la MedDiet
con los recuentos de eritrocitos, una mayor adherencia a esta dieta se asocié con una

disminucion en los niveles de eritrocitos. Dado que niveles elevados de eritrocitos se han
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asociado con un mayor riesgo de incidencia y progresién de la MAFLD, nuestros hallazgos
sugieren que la MedDiet podria influir en estos niveles y, por ende, en la patogénesis de
la MAFLD [420]. Se necesitan mds investigaciones para esclarecer la relacidn entre la

dieta mediterranea, los niveles de eritrocitos y los resultados de la MAFLD.

CAMBIOS EN MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO

Como defensa primaria contra las ROS en los sistemas bioldgicos, las enzimas CAT,
SOD y GPx actuan como potentes antioxidantes [421]. Esta defensa antioxidante se
investigd en plasma, eritrocitos y PBMCs de pacientes con MALFD. En plasma, no se
observaron cambios significativos en las actividades de CAT y SOD relacionadas con la
adherencia a la MedDiet, lo cual podria deberse a una respuesta adaptativa agotada con
el tiempo o a un aumento de antioxidantes no enzimaticos [422—-424]. Sin embargo, en
los eritrocitos, los participantes con una mayor adherencia a la MedDiet mostraron
niveles mas altos de las actividades enzimaticas de CAT, SOD, GPx y GRd, asi como los
niveles de GSH. Este aumento en los niveles antioxidantes en eritrocitos también se
observaron en pacientes con MetS tras una intervencién de 3 meses con MedDiet [425].
Adema3s, la obesidad se ha relacionado con bajos niveles de antioxidantes en los
eritrocitos [426,427]. La sobreproduccién de ROS observada en pacientes con sobrepeso
puede inhibir las actividades de las enzimas antioxidantes, como la SOD y la CAT, o agotar
las moléculas antioxidantes, como el GSH [428]. Por otro lado, al promover una mayor
adherencia a la MedDiet, |la pérdida de peso y la mejora del IFC, los participantes podrian
revertir la baja actividad antioxidante y recuperar sus niveles en eritrocitos. La
discrepancia observada en los diferentes componentes sanguineos podria explicarse por
el hecho de que los eritrocitos estan en constante exposicidn al O; junto a la incapacidad
de sintetizar proteinas de novo, lo que los hace mas susceptibles a la produccién
incrementada de ROS y requiere mecanismos de defensa antioxidante para mantener la
integridad celular [429]. Ademas, se observaron correlaciones significativas entre la
MedDiet y un aumento de las actividades de CAT, SOD y GRd en los eritrocitos,
subrayando el potencial de la MedDiet para mejorar los mecanismos de defensa
antioxidante y mitigar el estrés oxidativo en individuos con MAFLD. Los resultados de un
analisis de regresiéon lineal mostraron que a medida que aumenta la adherencia a la

MedDiet, hay un aumento correspondiente en la puntuacién antioxidante. En PBMCs, se
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registré un aumento en la expresién de CAT en el grupo con mayor adherencia a la
MedDiet. Este incremento puede estar relacionado con la accién de los polifenoles u
otros compuestos bioactivos presentes en la dieta, los cuales activan mecanismos de
defensa antioxidante enddgenos a través de la modulacién de factores de transcripcion,
como el Nrf2 [430]. Nrf2 desempefiia un papel clave en la regulacidon de diversas enzimas
antioxidantes, incluyendo la CAT, lo que refuerza la capacidad del organismo para

combatir el estrés oxidativo [431].

Aungue una mayor adherencia a la MedDiet se relaciona con una mayor ingestién
de compuestos fendlicos, los niveles plasmaticos de estos compuestos no mostraron
cambios significativos, probablemente debido a la rapida absorciéon y baja

biodisponibilidad [319].

Se determinaron los niveles de MDA y oxLDL como marcadores de estrés oxidativo
para evaluar cuanto dafo oxidativo experimentaban los pacientes segin su adherencia
a la MedDiet. Un estudio sugirié que el AOVE, producto con un alto contenido de
polifenoles y uno de los principales componentes de la MedDiet, puede contribuir a la
reduccién de los niveles de MDA y oxLDL, respaldando los efectos cardioprotectores de
este patron dietético [432]. Los niveles plasmaticos de MDA se redujeron en ambos
grupos tras aumentar su adherencia a la MedDiet, mientras que en eritrocitos solo se
redujeron en los participantes con mayor adherencia. Estos resultados destacan como
los pacientes con MAFLD, después de una intervencién basada en la MedDiet, redujeron
eficazmente sus marcadores de estrés oxidativo en ambas muestras de sangre. Estos
hallazgos estan en linea con estudios previos que informaron que los participantes de
peso normal que consumian una dieta de alta calidad experimentaron un aumento en la
capacidad antioxidante total y una disminucién en los niveles de MDA en eritrocitos
[433], y que concentraciones de MDA fueron menores en el higado y suero de pacientes
con MAFLD temprana en comparacién con MAFLD avanzada [434]. La disminucidon en
los niveles de MDA es relevante ya que niveles altos de MDA se han relacionado con una
mayor expresién de citoquinas proinflamatorias, y ademas estos pueden interactuar con
proteinas y otros lipidos aumentando la predisposicion a la fibrosis hepatica [422]. Las
moléculas de oxLDL se redujeron significativamente en el grupo de participantes con

mayor adherencia a la MedDiet, siendo resultados similares a los observados
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previamente en una cohorte de sujetos con SMet que siguieron una MedDiet tradicional
durante 1 afio respecto al grupo control [435]. Ademads, la MedDiet se asocia con
mejoras en los factores de riesgo de ECV en mujeres con SMet y colesterol LDL alto, como
lo demuestran las disminuciones de oxLDL, subfracciones de lipoproteinas aterogénicas

y colesterol LDL [436].

CAMBIOS EN MARCADORES DEL ESTADO INFLAMATORIO

Los marcadores inflamatorios como XOD, IL-1B, IL-1ra, IL-6, TNFa y niveles de
guemerina no mostraron cambios significativos entre los grupos a lo largo del tiempo.
Sin embargo, se observé una reduccidn en los niveles de MPO, omentina y zonulina en
ambos grupos. La disminucion de MPO es consistente con estudios previos que
muestran que una mejor adherencia a la MedDiet y un aumento en la actividad fisica

mejoran el perfil inflamatorio [437][438].

La omentina, adipocina con funciones sensibilizadoras a la insulina y
antiinflamatorias, también mostré una disminucidn en sus niveles, lo que podria estar
relacionado con una reduccidn del IMC [439] y del estado proinflamatorio sistémico,
comunmente asociado con la acumulacion excesiva de grasa visceral y las alteraciones
metabdlicas que acompanan al sobrepeso y la obesidad [440]. Por su parte, la zonulina,
un marcador de permeabilidad intestinal, tiende a aumentar en obesidad y esteatosis
[204], indicando una mayor permeabilidad intestinal y un estado inflamatorio asociado
[441]. En el estudio, los niveles de zonulina disminuyeron, lo que sugiere una mejora en
la salud intestinal y una reduccién de la inflamacidn sistémica relacionada con la grasa

hepatica excesiva.

Entre los principales resultados diferenciales se encuentran los niveles de MCP-1,
CK-18 y leptina, que disminuyeron solo en los participantes con una mayor adherencia a
la MedDiet, mientras que los niveles de la RvD1 aumentaron. La reduccién de MCP-1,
una citoquina involucrada en la infiltraciéon de macréfagos y en el mantenimiento de un
estado proinflamatorio, es notable en pacientes con MAFLD y sigue aumentando con
MASH [442]. Una alta adherencia a la MedDiet esta relacionada con una mejora en los
niveles circulantes de quimiocinas, incluida MCP-1, lo que sugiere un estado inflamatorio
general mejorado [443]. La CK-18 se libera en la circulaciéon cuando los hepatocitos

sufren dafio, y niveles elevados de esta proteina se correlacionan con un alto IFC en
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pacientes con MALFD [153]. En el estudio, se observd una reduccién en los niveles de
CK-18 en ambos grupos, siendo esta disminucién mdas marcada en el grupo que mostrd
una mayor adherencia a la MedDiet, mostrando como ésta se relaciona la reversién de
la esteatosis y del dafio hepdtico [444]. La leptina, una hormona relacionada con la
regulacién del apetito y el control del peso y aumentada en estados de severidad de
esteatosis hepdtica [445,446], también disminuyd en aquellos con mayor reduccion del
IFC. Ademads, los niveles de RvD1 aumentaron, lo que sugiere un efecto protector

positivo sobre la enfermedad hepatica [206].

Finalmente, la endotoxemia, la cual se ha relacionado con la patogénesis de la
MAFLD, al derivar de un aumento de la permeabilidad intestinal, y de la incidencia de
sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado [447,448], disminuyd mds en los
participantes con mayor adherencia a la MedDiet, lo que coincide con estudios que
sugieren que un cambio en el estilo de vida podria reducir los niveles circulantes de
endotoxinas [449,450]. La ingesta de fibra dietética, inversamente relacionada con el
grado de esteatosis y los niveles de endotoxina bacteriana, podria ser un objetivo clave

en el manejo de la EHGNA [451].

2.2. EFECTOS DE UNA REDUCCION DEL CONTENIDO DE GRASA
INTRAHEPATICA EN UNA POBLACION CON MAFLD.

En el estudio donde evaluamos una intervencién nutricional basada en una
MedDiet hipocaldrica combinada con la promocion de la actividad fisica, disefiada para
pacientes con MAFLD, observamos que los individuos que mejoraron su IFC mostraron
un mejor estado general de salud marcadores de estrés oxidativo e inflamacién, ademas

de funcion renal.

La esteatosis hepatica es un rasgo histoldgico distintivo y un posible factor
patogénico en MAFLD [292]. Todos los participantes siguieron una de las intervenciones
mencionadas en la presente tesis doctoral durante 2 afios, pero no todos consiguieron
reducir su IFC. Los que si respondieron lograron una reduccidn significativa en los valores
de IFC respecto a ellos mismos cuando iniciaron el estudio y con los participantes que
no respondieron con la intervencién. De hecho, aquellos que no respondieron mostraron

incluso un pequefio aumento en el IFC sin que éste fuera significativo. Estos participantes
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experimentaron un aumento del grado de fibrosis hepatica, que determina el efecto del
coldgeno y por tanto la rigidez del tejido [452], después de 2 afios. A pesar de que otros
estudios muestran como participantes con MAFLD después de una intervencién basada
en MedDiet reducen la rigidez hepdatica [409], nuestros resultados no muestran estos
cambios, y esta disparidad podria atribuirse a que nuestros participantes al inicio del
estudio presentaban estadios de fibrosis FO-F1, mientras que los estudios previos

involucraban a pacientes con valores iniciales mds altos en el estadio de fibrosis F2 [453].

CAMBIOS EN EL ESTADO GENERAL DE SALUD

En cuanto al estado general de salud, todos los participantes lograron reducir
significativamente su circunferencia de cintura, un marcador de grasa abdominal [454].
Sin embargo, solo aquellos que redujeron su IFC disminuyeron significativamente su IMC
después de una intervencién de estilo de vida de 2 afios. La obesidad abdominal se
asocia mas con ECV que la obesidad general [455]. La reduccién del tejido adiposo
abdominal puede explicar la relacion menos evidente entre IMC y ECV en personas
mayores. Se ha descrito como la pérdida de mas del 5% de peso corporal disminuye la
severidad de MAFLD, y una pérdida superior al 10% conduce a mayores reducciones
patolégicas y es esencial para la resolucion de la esteatohepatitis [456]. Los participantes
gue no redujeron su IFC mostraron una presién arterial diastdlica ligeramente mas alta,
sugiriendo una posible relacion entre la falta de respuesta y los resultados
cardiovasculares adversos, siendo este resultado consistente con un estudio previo que
demostrd una relacién entre un aumento del IFC y presién arterial diastdlica mas alta

[153].

En térmicos de bioquimica general, solo aquellos participantes que mejoraron su
IFC redujeron de forma significativa los niveles de colesterol total, ferritina, AST, ALT y
GGT, y aumentaron los niveles de colesterol HDL, concordando con investigaciones
previas [408]. Las intervenciones con dietas hipocaldricas y ejercicio demostraron
reducir eficazmente el IFC, triglicéridos y colesterol total, mientras aumentaban el

colesterol HDL [457].

El metabolismo del hierro es relevante ya que el higado es el principal reservorio
asociado con la ferritina. El exceso de hierro en el higado puede contribuir al estrés

oxidativo a través de la reaccién de Fenton y danar el ADN y las proteinas de las células
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hepaticas [458]. La ferritina también puede activar directamente las células estrelladas
hepaticas a través de la respuesta en cascada del NFkB, contribuyendo a la fibrosis
hepatica [459]. Los niveles séricos de ferritina son mas altos en pacientes con MAFLD y
se asocian con el riesgo de MAFLD en ambos géneros [460]. Reducir el IFC también
disminuyé los niveles de acido Urico, alinedndose con estudios previos que informaron

niveles mas altos de acido uUrico en individuos con MAFLD [461].

La reduccién del IFC también disminuyd el numero de eritrocitos y eosindfilos
después de la intervenciéon de 2 afios, consistente con estudios que relacionan nimeros
altos de eritrocitos con mayor riesgo de MAFLD [420], y los eosindfilos con reparacién
tisular y fibrosis hepatica [462]. Se observé una disminucién en el nimero de monocitos
en ambos grupos, relacionado con una mayor adherencia a la MedDiet hipocaldrica,
sugiriendo un efecto beneficioso en la modulacion del sistema inmunolégico,

independiente de los cambios en el IFC [353].

Una revision sistemdtica y un meta-analisis destacaron que la MedDiet es
favorable para individuos con MAFLD y obesidad, ya que se asocia con perfiles
mejorados de enzimas hepadticas y una reduccién del IFC, lo que contribuye a una mejor
salud general del higado [463]. Solo los individuos que respondieron con una mejora en
el IFC mostraron un aumento significativo en su VO, max después de dos anos, lo que
sugiere que la aptitud cardiorrespiratoria es un predictor robusto e independiente de la

reducciéon de grasa hepatica durante una intervencion en el estilo de vida [464].

Sin embargo, a pesar de que tanto los respondedores actuales como los no
respondedores a la mejora del IFC mostraron una mayor adherencia a la MedDiet y un
menor consumo caldrico, solo el grupo de respondedores demostré un aumento
significativo en el VO; maximo. Algunos estudios han evidenciado una relacién entre la
actividad fisica y la calidad de la alimentacién, indicando que esta combinacién puede
ser mas efectiva en la reduccién de la MAFLD que la dieta sola [465,466]. De hecho,
algunos de ellos indicaron que la aptitud cardiorrespiratoria sirve como un predictor
robusto e independiente de la reduccién de grasa hepatica durante una intervencién de

estilo de vida [464].
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CAMBIOS EN MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO

Nuestro estudio reveld que el aumento de la esteatosis hepatica estd asociado con
niveles mas elevados de marcadores de estrés oxidativo. Los participantes que no
redujeron su IFC mostraron aumentadas las actividades de CAT y SOD en eritrocitos y
niveles elevados de MDA, indicando un mayor estrés oxidativo. Por el contrario, los que
si redujeron su IFC mostraron una disminucion en los niveles de MDA, sugiriendo una
reduccion del estrés oxidativo. Estos resultados coinciden con estudios previos que
relacionan la gravedad de la esteatosis hepatica con el estrés oxidativo [467] y |a dieta
mediterranea con menores niveles de MDA debido a sus efectos cardioprotectores

[432,433,468].

CAMBIOS EN MARCADORES DEL ESTADO INFLAMATORIO

El tejido adiposo se considera un érgano endocrino debido a la secrecién de
adipocinas y miocinas, que influyen en la inflamacién relacionada con la obesidad y la
MAFLD. La expansion del tejido adiposo asociada al sobrepeso aumenta la produccién y

liberacién de citoquinas proinflamatorias como IL-6 y TNFa [469].

En nuestro estudio, solo los participantes que redujeron el IFC mostraron
disminuciones en TNFa, asociadas con reducciones de peso y mejor regulacion de la
insulina [470]. La falta de cambios en IL-6 podria deberse a la inflamacién subclinica en
pacientes con MAFLD. Aunque TGF-B1 se ha correlacionado con la severidad de la
MAFLD vy la fibrosis hepatica [471], no observamos diferencias significativas en los niveles
de TGF-B1, probablemente porque los participantes no presentaban fibrosis al inicio del

estudio y sus valores permanecieron en un rango no patoldgico.

Por otra parte, tras una intervencién de 2 afios, aunque todos los participantes
lograron reducir los niveles de endotoxina, el grupo que habia mejorado su IFC mostrd
una disminucidn aun mayor en estos niveles. Esto sugiere que, aunque no de manera
directa, la endotoxina podria estar vinculada a una mejora en la IFC. Los resultados de
Soppert et al. no encontraron una relacidn entre los niveles de endotoxina y los distintos
estadios de la enfermedad, lo que concuerda con nuestros hallazgos, ya que todos los
participantes siguen sufriendo la patologia [205]. Por lo tanto, la reduccién de
endotoxina observada, que ocurre independientemente de la IFC, podria deberse a una

mayor adherencia a la MedDiet y a un perfil microbiolégico mejorado en todos los
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participantes. Estos resultados estdn en linea con los de Baratta et al., quienes
encontraron que una menor adherencia a la MedDiet se asocia con niveles mas altos de

endotoxina plasmatica [472].

CAMBIOS EN LA MICROBIOTA

El intestino humano saludable posee una gran diversidad microbiana que puede
verse alterada por factores ambientales y/o clinicos como la dieta, el estilo de vida y
diversas enfermedades [473—-475]. La patogenia de la MAFLD se relaciona cominmente
con disminuciones significativas en la diversidad microbiana, caracterizada por el
predominio de especies asignadas a los géneros Bacteroides, Prevotella, Ruminococcus,
Parabacteroides, Sutterella, Succinivibrio, Alloprevotella y taxones no cultivados
asignados a los grupos Muribaculaceae, Succinivibrionaceae y Rhodospirillales [476—
479], lo que se alinea con la composicién microbiana de aquellos participantes de

nuestro estudio con mayor IFC.

Nuestros hallazgos muestran que la adherencia a una MedDiet tiene efectos
beneficiosos en la composicion microbiana intestinal, lo que resulta en una mayor
riqueza de especies (Chao-1) y diversidad (Shannon H’), principalmente debido a una
disminucion significativa en la abundancia de especies asociadas a la MAFLD. El impacto
de la MedDiet en la diversidad intestinal se ve respaldado ademas por los hallazgos de
gue una mayor pérdida de IFC se asocia de forma independiente con una mayor ingesta
de polifenoles, un menor consumo de carnes rojas y procesadas y una mejora de los
biomarcadores lipidicos/adipocinas [480]. Ademas, los pacientes que redujeron con
éxito su IFC después de dos afios aumentaron la abundancia de Eubacterium, Allistipes
y Parasutterella y géneros no cultivados dentro de los grupos Clostridia UCG-014,
Lachnospiraceae UCG-004 y Lachnospiraceae UCG-008. Estos resultados concuerdan
con estudios previos que informaron una abundancia relativa disminuida de
Eubacterium en pacientes con MAFLD con respecto a los participantes obesos [86,481].
De manera similar, Allistipes estaba mds enriquecido en individuos sanos que en
pacientes con MAFLD y se correlaciond negativamente con los niveles séricos de glucosa,
GGT y ALT [482]. Por otro lado, Parasutterella mostré una abundancia relativa reducida

en pacientes con MAFLD en comparacién con los participantes sanos [476].
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A pesar de que no hay estudios directos que vinculen Clostridia UCG-014 con
MAFLD, este grupo bacteriano se ha observado en niveles mas altos en controles sanos
en comparacidén con pacientes con osteoporosis [483], lesién hepatica inducida por
farmacos [483] y enfermedad hepdtica crdnica relacionada con el virus de la hepatitis B
[484]. Esto sugiere un posible papel protector de Clostridia UCG-014, y su aumento en
nuestro estudio puede indicar una mejora en la microbiota intestinal de los pacientes
con MAFLD después de las intervenciones en el estilo de vida. Curiosamente, nuestros
resultados contrastan con hallazgos anteriores [485] que identificaron una mayor
abundancia de Lachnospiraceae UCG-004 como asociada con un mayor riesgo de
EHGNA. Esta discrepancia sugiere que el papel de Lachnospiraceae UCG-004 en la
EHGNA puede ser mas complejo de lo que se pensaba anteriormente y justifica una
mayor investigacion. Ademads, actualmente no hay informacién disponible que vincule a
Lachnospiraceae UCG-008 con la EHGNA, lo que destaca un darea para futuras

investigaciones para explorar su posible papel en esta afeccion.

CAMBIOS EN LA FUNCION RENAL

Ademads de abordar las mejoras en el higado graso, es fundamental considerar la
relacion entre esta patologia y otras condiciones como la ERC. En este estudio
observamos que los individuos que mejoraron su IFC también mostraron mejoras en la
funcion renal y en algunos marcadores generales de filtracidon renal. Estos hallazgos son
consistentes con investigaciones previas que identificaron una asociacién significativa
entre altos niveles de triglicéridos intrahepaticos y un mayor riesgo de ERC [486]. En
particular, aquellos participantes que no mejoraron su IFC después de 2 afios
presentaron niveles mas altos de MDRD y CKD-EPI, mientras que los que lograron reducir
su IFC mostraron niveles mas bajos de estos marcadores. Estos datos respaldan lo que
se ha encontrado en estudios anteriores que han vinculado la severidad de la MAFLD
con la prevalencia de la ERC [90,93]. Ademas, los niveles de UACR se redujeron en los
pacientes con mejora en el IFC, corroborando la asociacidn entre triglicéridos
intrahepaticos y UACR [486]. Por otro lado, la reduccién del IFC estd asociado con una
disminucion en los valores de creatinina sérica. Estos hallazgos corroboran
investigaciones previas en las que se indica que los individuos con MAFLD tienden a

tener niveles mas altos de creatinina sérica [487].
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Asimismo, los participantes que lograron reducir su IFC experimentaron
reducciones significativas en los niveles plasmaticos de IL-18 a los 2 afios, siendo este
cambio significativo también en comparacién con el otro grupo. La IL-18, se ha sugerido
como indicador de un proceso inflamatorio derivado de una lesiédn renal,
especificamente a nivel tubular [488]. Por lo que la relacién entre los niveles de IL-18 en
plasma y la reversién de la MAFLD y la mejora de la funcién renal, sugiere el potencial

de IL-18 como un valioso biomarcador asociado al dafio renal.

La CysC es producida de manera uniforme por todas las células nucleadas y se filtra
de manera eficiente en los rifilones. Se reabsorbe y metaboliza predominantemente en
el tubulo proximal y exhibe una excrecion minima y muy estable en la orina, siendo un
marcador éptimo para evaluar el deterioro renal [489,490]. Nuestro estudio encontré
que los pacientes que no mejoraron su IFC después de 2 afios tenian niveles elevados de
CysC/Cr, lo que podria indicar un mayor riesgo de ECV y ERC en pacientes con obesidad
y SMet [491]. A pesar de que un estudio transversal mostré que la alm urinaria es un
biomarcador potencial para identificar fibrosis avanzada y dafio renal temprano en
MAFLD [492], nuestro estudio no encontré cambios significativos en alm/Cr tras la
intervencidén, posiblemente debido a tasas de filtraciédn normales en nuestros sujetos.
Finalmente, nuestro estudio también revelé un pequefio aumento en los niveles
urinarios de NGAL/Cr s los 2 afios; sin embargo, este aumento no alcanzé significancia
estadistica y el deterioro renal observado fue sutil en comparacién con casos mas graves

de ERC documentados en la literatura [493].
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1.

Los pacientes con SMet que muestran una mayor adherencia a la MedDiet
presentan parametros antropométricos menos alterados, un perfil bioquimico
sanguineo mads favorable y un mejor estado oxidativo e inflamatorio en
comparacién con aquellos con baja adherencia a la MedDiet.

Los individuos con SMet que consumen altos niveles de alimentos
ultraprocesados (UPF) presentan un perfil pro-oxidante y proinflamatorio mas
pronunciado, a pesar de que sus andlisis bioquimicos sanguineos generales no
muestran diferencias significativas en comparacién con aquellos que
consumen menos UPF. Este hallazgo subraya el riesgo cardiovascular asociado
con el consumo elevado de UPF, que podria contribuir al desarrollo de
trastornos cardiovasculares, metabdlicos e inflamatorios.

Aunque los marcadores bioquimicos generales no revelan diferencias entre
consumidores de UPF, el andlisis de los marcadores inflamatorios y oxidativos
sugiere un mayor riesgo cardiovascular en quienes tienen un consumo alto de
estos alimentos. Este riesgo podria ser un factor clave en el avance de diversas
enfermedades crdnicas, apoyando la necesidad de politicas de salud publica
gue promuevan la reduccion del consumo de UPF.

Una intervencién que combina una MedDiet baja en calorias y un aumento de
la actividad fisica a largo plazo en pacientes con SMet resultd en mejoras
significativas en los pardmetros antropométricos y bioquimicos de los
participantes que lograron reducir su IMC, incluyendo una disminucién del
estrés oxidativo y la inflamacién, lo que contribuye a una mejor salud
metabdlica y a una reduccidn del riesgo cardiovascular.

En cambio, los participantes que, pese a seguir la misma intervencion, no
lograron reducir su IMC presentaron un incremento en la actividad
antioxidante y en los marcadores proinflamatorios. Esto resalta la relevancia
de la pérdida de peso como un factor clave para mejorar la salud metabélica y

reducir el riesgo cardiovascular en individuos con SMet.
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6.

10.

11.

Los individuos con SMet que desarrollaron enfermedad renal crénica (ERC) tras
un aino de intervencion nutricional ya presentaban un IMC mas alto, niveles
elevados de glucosa, HbAlc y triglicéridos, junto con una TFG reducida y un
aumento del UACR, asi como de los niveles de SCr y CyC al inicio del estudio,
antes de que se les diagnosticara la ERC.

Los marcadores inflamatorios elevados pueden predecir tanto la aparicién de
ERC como la progresion de la enfermedad, lo que acentua la importancia de
monitorear la salud metabdlica e inflamatoria para prevenir la ERC en
poblaciones de riesgo.

Una intervencién basada en una MedDiet mejoré diversas caracteristicas de la
MAFLD, incluyendo la reduccidn del IMC, el IFC, las enzimas hepaticas y el
estado prooxidante e inflamatorio a nivel plasmatico. Estos beneficios fueron
mas pronunciados en aquellos pacientes que se adhirieron mas a la MedDiet
recomendada.

Una mayor adherencia a la MedDiet se asocia significativamente con mejoras
en los biomarcadores de estrés oxidativo en pacientes con MAFLD a nivel
eritrocitario y de PBMCs. Los participantes con mayor adherencia también
mostraron una mejora en marcadores relacionados con la reversién de la
enfermedad, como una disminucién de la resistencia a la insulina y de los
niveles plasmaticos de CK-18 y oxLDL.

Un aumento en la adherencia a la MedDiet se correlaciona con una
disminucion de los biomarcadores prooxidantes y un incremento en la
actividad antioxidante en eritrocitos, destacando el impacto terapéutico
potencial de las modificaciones dietéticas en el manejo de la MAFLD.

Una reduccién del IFC promovido por una intervencion con MedDiet en
pacientes con MAFLD conduce a una mejora de marcadores bioquimicos y
cambios en la microbiota intestinal, incluyendo una mayor diversidad alfa y
beta. Ademads, se produce una disminucidn de géneros potencialmente
daiinos relacionados con la progresion de la MAFLD como Bacteroides,
Prevotella, Ruminococcus, Parabacteroides, Suturella, Succinivibrio 'y
Alloprevotella y un aumento de los beneficiosos como Eubacterium, Allistipes

y Parasuterella.
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12. En pacientes con MAFLD, una intervencidn basada en una MedDiet baja en
calorias redujo el IFCy mejord pardmetros de disfuncion renal. Estos resultados
respaldan la idea de que la MAFLD contribuye a la fisiopatologia de la ERC,
destacando la necesidad de una vigilancia cercana para la deteccién temprana

de ERC en estos pacientes.
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1. Patients with MetS who show greater adherence to the MedDiet present less
altered anthropometric parameters, a more favorable blood biochemical
profile, and a better oxidative and inflammatory state compared to those with
low adherence to the MedDiet.

2. Individuals with MetS who consume high levels of ultraprocessed foods (UPF)
exhibit a more pronounced pro-oxidant and pro-inflammatory profile, despite
their general blood biochemical analyses not showing significant differences
compared to those who consume less UPF. This finding highlights the
cardiovascular risk associated with high UPF consumption, which may
contribute to the development of cardiovascular, metabolic, and inflammatory
disorders.

3. Although general biochemical markers do not reveal differences between UPF
consumers, the analysis of inflammatory and oxidative markers suggests a
higher cardiovascular risk in those with high consumption of these foods. This
risk could be a key factor in the progression of various chronic diseases,
supporting the need for public health policies that promote reducing UPF
consumption.

4. An intervention combining a low-calorie MedDiet and increased long-term
physical activity in MetS patients resulted in significant improvements in the
anthropometric and biochemical parameters of participants who managed to
reduce their BMI, including a decrease in oxidative stress and inflammation,
contributing to better metabolic health and a reduced cardiovascular risk.

5. In contrast, participants who, despite following the same intervention, did not
manage to reduce their BMI, showed an increase in antioxidant activity and
pro-inflammatory markers. This highlights the relevance of weight loss as a key
factor for improving metabolic health and reducing cardiovascular risk in

individuals with MetS.
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6.

10.

11.

12.

Individuals with MetS who developed chronic kidney disease (CKD) after one
year of nutritional intervention already had a higher BMI, elevated glucose,
HbA1c, and triglyceride levels, along with a reduced GFR and increased UACR,
as well as elevated SCr and CyC levels at the start of the study, before being
diagnosed with CKD.

Elevated inflammatory markers may predict both the onset of CKD and the
progression of the disease, emphasizing the importance of monitoring
metabolic and inflammatory health to prevent CKD in at-risk populations.

An intervention based on a MedDiet improved various features of MAFLD,
including reductions in BMI, IFC, liver enzymes, and the pro-oxidant and
inflammatory state at the plasma level. These benefits were more pronounced
in patients who adhered more closely to the recommended MedDiet.

Greater adherence to the MedDiet is significantly associated with
improvements in oxidative stress biomarkers in MAFLD patients at the
erythrocyte and PBMC levels. Participants with greater adherence also showed
improvements in markers related to disease reversal, such as a decrease in
insulin resistance and plasma levels of CK-18 and oxLDL.

An increase in adherence to the MedDiet correlates with a decrease in pro-
oxidant biomarkers and an increase in antioxidant activity in erythrocytes,
highlighting the potential therapeutic impact of dietary modifications in
managing MAFLD.

A reduction in IFC promoted by a MedDiet intervention in MAFLD patients
leads to improvements in biochemical markers and changes in gut microbiota,
including greater alpha and beta diversity. Additionally, there is a decrease in
potentially harmful genera related to MAFLD progression, such as Bacteroides,
Prevotella, Ruminococcus, Parabacteroides, Suturella, Succinivibrio, and
Alloprevotella, and an increase in beneficial ones such as Eubacterium,
Allistipes, and Parasutterella.

In MAFLD patients, a low-calorie MedDiet intervention reduced IFC and
improved renal dysfunction parameters. These results support the idea that
MAFLD contributes to the pathophysiology of CKD, highlighting the need for

close monitoring for early detection of CKD in these patients.
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