UNIVERSIDAD CATOLICA
SAN ANTONIO

ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO
Gestion Integral del Riesgo Cardiovascular
Tesis Doctoral

“Evaluacion de los efectos del consumo de brotes de
brocoli sobre la salud en mujeres menopausicas con
sobrepeso u obesas”

Autor:
Jose Pedregosa Diaz

Directores:
Dra. Maria Dolores Albaladejo Otén
Dr. José Abellan Aleman

Murcia, mayo de 2017






UNIVERSIDAD CATOLICA
SAN ANTONIO

ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO

Gestion Integral del Riesgo Cardiovascular
Tesis Doctoral

“Evaluacion de los efectos del consumo de brotes de
brocoli sobre la salud en mujeres menopausicas con
sobrepeso u obesas”

Autor:
José Pedregosa Diaz

Directores:
Dra. Maria Dolores Albaladejo Otén
Dr. José Abellan Aleman

Murcia, mayo de 2017






UNIVERSIDAD CATOLICA
DE MURCIA

AUTORIZACION DEL DIRECTOR DE LA TESIS
PARA SU PRESENTACION

La Dra. Maria Dolores Albaladejo Otén y el Dr. José Abellan Aleman como

Directores de la Tesis Doctoral titulada “Evaluacion de los efectos del consumo de
brotes de brdcoli sobre la salud en mujeres menopausicas con sobrepeso u
obesas” realizada por D. Jose Pedregosa Diaz en la Catedra de Riesgo
Cardiovascular, autorizan su presentacion a tramite dado que retne las
condiciones necesarias para su defensa.

Lo que firmamos, para dar cumplimiento a los Reales Decretos 99/2011,
1393/2007, 56/2005 y 778/98, en Murcia a 15 de mayo de 2017.

Dra. Maria Dolores Albaladejo Otén Dr. José Abellan Aleman






RESUMEN

Introduccion e hipotesis

El sobrepeso y la obesidad suponen un problema de salud publica de primera
magnitud, que padece mas del 40% de la poblacion a nivel nacional y mundial, de
todas las edades y grupos étnicos. La obesidad supone una pérdida de calidad y
esperanza de vida, no solo porque aumenta el riesgo de problemas
cardiovasculares, desequilibrios metabolicos y disfunciones del tejido adiposo, sino
también porque induce a una mayor incidencia de otras enfermedades no

contagiosas como el cancer.

La menopausia implica un factor de riesgo para la enfermedad
cardiovascular, debido a que la deplecion fisioldgica de estrégenos en el organismo
de la mujer tiene un efecto negativo sobre la funcién cardiovascular y el

metabolismo celular.

Los brotes o germinados de brécoli (Brassica oleracea L. var. Italica) son la
mejor fuente dietética de glucorafanina/sulforafano (GRA/SFN). Debido a sus
efectos sobre el metabolismo del colesterol y la homeostasis de los lipidos, los
glucosinolatos e isotiocianatos del brocoli (GSLs/ITCs) pueden ejercer una
actividad biologica positiva sobre la adiposidad y la inflamacion sistémica,
concurrente en las personas obesas. La identificacion de respuestas bioldgicas a los
fitoquimicos bioactivos de los brotes de brocoli, podria permitir su incorporacion
en programas de nutricion, para el control y manejo de la obesidad.

Objetivos

Los objetivos de la presente tesis doctoral son los que siguen: analizar la
variacion que experimentan las concentraciones de diferentes biomarcadores del
perfil lipidico, del perfil glucidico, de diferentes biomarcadores de inflamacion, de
la presion arterial y de variables antropométricas con el consumo de brotes de
brocoli.

Material y métodos

Se disefid un modelo de ensayo prospectivo de intervencion dietética para
evaluar los efectos sobre la salud del consumo diario de brotes de brocoli en



mujeres con sobrepeso u obesidad (IMC > 25 kg/m?), menopausicas, no fumadoras,
no diabéticas y sin historia de enfermedad cardiovascular documentada. Los
criterios de inclusion en el estudio fueron: ser mujer, presentar como minimo
sobrepeso tipo I segtin la clasificacion propuesta por la SEEDO en el afio 2000 y ser
menopausica segun la definiciéon de la OMS. Como criterios de exclusion se
establecieron: existencia de enfermedad cardiovascular documentada (cardiopatia
isquémica: angina de pecho o infarto de miocardio reciente o antiguo, accidente
vascular cerebral o vasculopatia periférica), ser fumadora en activo, padecer
diabetes mellitus, ser alérgica o presentar algin tipo de intolerancia a cruciferas y

abandono del estudio.

Se realizd un estudio de biodisponibilidad a lo largo de todo el estudio. Se
analizaron las concentraciones de colesterol total, colesterol de lipoproteina de alta
densidad, colesterol no HDL, triglicéridos, glucosa, insulina, hemoglobina
glicosilada, indice HOMA-IR, proteina C reactiva, interleucina-6, factor de necrosis
tumoral &, presion arterial sistdlica y diastdlica, peso y perimetro abdominal antes
del inicio, después de una fase de consumo de brocoli y después de una fase de

control.
Resultados

No se han encontrado otros trabajos que evaltien los efectos del consumo de

brotes de brocoli en la salud en la misma cohorte que esta tesis doctoral.

Los resultados del estudio de biodisponibilidad indicaron que las
participantes del ensayo siguieron las recomendaciones dietéticas, al menos las
referentes al consumo de brotes de brocoli durante la fase de intervencion dietética
y a la restriccion de consumo de cruciferas durante los periodos de lavado y de

control.

No se encontraron cambios tras el consumo en el perfil lipidico (aunque si
una tendencia a la baja no significativa en colesterol total y colesterol HDL entre el
inicio y el final del estudio). No se observaron beneficios en el perfil glucidico. De
los tres biomarcadores de inflamacion se observaron descensos significativos en
dos (PCRus y TNF-a) tras el consumo de brdcoli. Se observé un descenso
significativo en la PAS, pero no la PAD. Se observaron diferencias significativas en

el peso no asi en el perimetro abdominal.



Conclusiones

El consumo de brotes de brocoli no produjo efectos beneficiosos sobre el
perfil lipidico en una poblacion de mujeres obesas o con sobrepeso. Se observo una
tendencia no significativa a la baja en las concentraciones de CT y C-HDL entre el
estado basal y el punto final del estudio. El consumo de brotes de br6coli no indujo
cambios positivos en el perfil glucidico. Se observé un efecto positivo sobre los
biomarcadores de inflamacién, disminuyendo de manera significativa las
concentraciones séricas de dos de los tres biomarcadores estudiados: PCRus y TNEF-
a. Después del periodo de control el TNF-a se mantuvo a niveles comparables a
los del inicio del estudio, no asi la PCR, que mostr6 una tendencia a recuperar los
niveles de las concentraciones basales después del cese del consumo de brécoli. Se
observo un descenso de las cifras de PAS y del peso después del consumo de brotes
de brécoli que se mantuvo hasta el final del estudio. Por el contrario, el consumo
de brdcoli no produjo un descenso significativo ni en las cifras de PAD ni en el

perimetro abdominal.
Palabras clave

Brdcoli, menopausia, obesidad, sobrepeso, perfil lipidico, perfil glucidico,

biomarcadores de inflamacion, presion arterial, peso, IMC, perimetro abdominal.






ABSTRACT

Introduction and hypothesis

Overweight and obesity are a priority public health problem, affecting more
than 40% of the population at the national level and worldwide, of all ages and
ethnic groups. Obesity leads to a loss of quality and life expectancy, not only
because it increases the risk of cardiovascular problems, metabolic imbalances, and
adipose tissue dysfunctions, but also by inducing a higher incidence of other non-

contagious diseases such as cancer.

Menopause is a risk factor for cardiovascular disease, because the
physiological depletion of estrogens in the female organism has a negative effect

on cardiovascular function and metabolism.

Broccoli sprouts (Brassica oleracea L. var. Italica) are the best dietary source
of glucoraphanin/sulforaphane (GRA/SFN). Because of their effects on cholesterol
metabolism and lipid homeostasis, broccoli glucosinolates and isothiocyanates
(GSLs/ITCs) may exert a positive biological activity on adiposity and systemic
inflammation, concurrent in obese individuals. The identification of biological
responses to the bioactive phytochemicals of broccoli sprouts could allow their

incorporation into nutrition programs for the control and management of obesity.
Aim of the study

The aim of this Doctoral thesis was analyze the variation in the concentrations
of different biomarkers of lipid profile, glucose profile, different biomarkers of
inflammation, blood pressure and anthropometric variables with consumption of

broccoli sprouts.
Material and methods

A prospective model of dietary intervention was designed to evaluate the
health effects of daily consumption of broccoli sprouts in overweight or obese
women (BMI > 25 kg/m?), menopausal, non-smoking, non-diabetic women with no
history of documented cardiovascular disease. The inclusion criteria in the study
were: being female, presenting at least type I overweight according to the
classification of SEEDO of the year 2000 and being menopausal according to the



WHO definition. The following were established as exclusion criteria: documented
cardiovascular disease (ischemic heart disease: angina pectoris or recent or
previous myocardial infarction, stroke or peripheral vasculopathy), being active
smoker, having diabetes mellitus, being allergic or presenting some type of

cruciferous intolerance and abandonment of the study.

A bioavailability study was performed throughout the study. The
concentrations of total cholesterol, HDL cholesterol, non-HDL cholesterol,
triglycerides, glucose, insulin, glycosylated haemoglobin, HOMA-IR index,
C-reactive protein, interleukin-6, tumour necrosis factor a, systolic and diastolic
blood pressure, weight and abdominal perimeter before initiation, after a

consumption of broccoli phase and after a control phase.
Results

No other studies evaluating the effects of consumption of broccoli sprouts on

health in the same cohort as this doctoral thesis have been found.

The results of the bioavailability study indicated that the participants in the
assay followed the dietary recommendations, at least those referring to
consumption of broccoli sprouts during the dietary intervention phase and the

restriction of cruciferous consumption during the washing and control periods.

No changes were found after consumption in the lipid profile (although a
non-significant downward trend in total cholesterol and HDL cholesterol was
observed). No benefits were observed in the carbohydrate profile. Two of the three
biomarkers of inflammation experienced significant declines (CRP and TNEF-a).
There was a significant decrease in SBP, but not DBP. Significant differences were

observed in weight not so in the abdominal perimeter.
Conclusions

Consumption of broccoli sprouts did not produce beneficial effects on the
lipid profile in a population of obese or overweight women. A non-significant
downward trend was observed in total cholesterol and C-HDL concentrations
between baseline and endpoint of the study. Consumption of broccoli sprouts did
not induce beneficial changes in the carbohydrate profile. A positive effect on
inflammation biomarkers was observed: hsCRP and TNF-a experienced significant
decreases after broccoli consumption. After the control period, TNFa levels
remained similar to those at the beginning of the study, but not CRP, which showed



a recovery trend to basal levels after the end of broccoli consumption. There was a
decrease in SBP and weight after consumption of broccoli sprouts, which was
maintained until the end of the study. On the contrary, broccoli consumption did

not produce a significant decrease in either the PAD or the abdominal perimeter.
Keywords

Broccoli, menopause, obesity, overweight, lipidic profile, carbohydrate
metabolism, inflammation biomarkers, blood pressure, weight, BMI, abdominal

perimeter.






Agradecimientos:

Dijo Benjamin Franklin: “Dime y olvido. Enséiiame y recuerdo. Involiicrame y

aprendo”.

En primer lugar, querria agradecer a mi directora de tesis, Maria Dolores, por
haberme involucrado en la actividad investigadora desde el inicio de mi etapa
como residente. Por haberme animado a iniciar esta aventura que ahora finaliza
plasmada en esta tesis doctoral. Por su dedicacién tanto en tiempo como en
esfuerzo. Por protegerme y por haber confiado en mi. Ha sido un placer haber sido

doctorando y residente tuyo.

Agradecer también a Pepe, mi otro director de tesis, por sus sabios consejos,
por su entrega, porque ha sido pieza clave de este proyecto y porque me ha

allanado el camino en todo lo que ha podido.

A los comparieros del Centro de Salud de Barrio Peral de Cartagena, en
especial a la Dra. Ariza y a mis compaferos Zayra, Joanna, Antonio e Isa. Habéis
sido fundamentales a la hora de llevar este proyecto a cabo. Gracias por vuestras

horas de entrevistas.

Al personal técnico, de enfermeria, y auxiliar de enfermeria del Laboratorio
del Hospital Santa Maria del Rosell por haber colaborado desinteresadamente con

este proyecto.

A los comparieros de la Universidad Catdlica San Antonio de Murcia, en
especial a las Dras. Pilar Zafrilla y Débora Villano por su colaboracion y porque
siempre me han facilitado todo lo que he necesitado. Querria agradecer también a
los companeros del Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura y en
especial al Dr. Diego Moreno por su disposicion y por haber hecho posible que este
trabajo llegase a buen puerto. No me puedo olvidar de AQP Ingredients, por haber
facilitado los brotes de brdcoli para el estudio.

A mis companieros de residencia, a los que iban por delante, a los que venian
por detras y a los que empezaron y acabaron conmigo, porque me habéis hecho
muy facil este camino. Por todas las risas y por cuatro afios imposibles de olvidar.
También al resto de compafieros del Laboratorio del Hospital Universitario Santa
Lucia, por toda la ayuda que he recibido: al personal facultativo, a los técnicos y a
las auxiliares, que a pesar de no cumplir los criterios de inclusion del estudio

intentaron participar por todos los medios. No querria olvidarme de Ana Moreno



ni de Luis Garcia de Guadiana, por todo lo que hemos sufrido juntos, por todas sus
buenas ideas y por sus palabras de animo cada vez que las necesité. Luis tiene
también parte de culpa mi gusto por la investigacion. De €l me llevo el querer darle

siempre una vuelta mas a todo.

A Henar y David, que me han acogido como refugiado en la tltima fase de

escritura y por toda su colaboracion, que no ha sido poca.

Als meus amics, als de sempre, perque amb vosaltres he recorregut bona part del cami
fins aplegar fins aci.

A Pablo, perqué podria dir moltes coses pero només diré que aquesta tesi no s’explica
sense tu, perque no es pot. Y al resto de mi familia, que desde bien pequefio me ha
animado a estudiar y que siempre me ha apoyado en todas las decisiones que he
tomado en la vida, en las académicas y en todas las demas. A vosotros, ademas, os

la dedico.



“La ciencia y la vida cotidiana
no pueden y no deben ser separadas”.

Rosalind Elsie Franklin






INDICE

INDICE .oouuvttrrttnscissn s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 1
RELACION DE ABREVIATURAS ......oouerrrreeerenrnnerssensesssessessesssessessesssses 5
INDICE DE TABLAS. ......oovsnrreimnrrismsssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 9
INDICE DE FIGURAS......ouucvtrrimmnssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 11
1. INTRODUCCION ......cmmrrrimmnnrsssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 15
1.1 SOBREPESO Y OBESIDAD .....cuutiiiruiiesseessssisssasnsssassesssssssassssssssssssssesasssssasssssns 17

1.1.1 DefINICION ...ttt 17

1.1.2 Epidemiologia ...c..ccveuiiuiriiiiiiieieieieieeceeeeeees et 20

1.1.2.1 Cifras QloBales ...........cccueieininiciiiiiieeiceceee e 20

1.1.2.2 Cifras en el Estado Espariol y en la Region de Murcia....................... 23

1.1.3 Btiopatogenia.........ccocviiiiiiiiiiiiiiiiicii 23

1.1.3.1 Desequilibrio en el balance energeético .............coccovcvrvvnvveciecncnnne. 23

1.1.3.2 Factores §ENGLiCOS. .........cccviiuiiiiniiiiiiiiciiiiiiiiiccc e 24

1.1.3.3 Factores S0CI0-ECONOMIICOS........c.cvveruiiieiiiiiiiiiiiiii e 25

1.2 FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR ....uuetieesnrersessnessesssnsesssssassessssanes 26

1.3 OBESIDAD Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR ......cctoeresisesussessnssesasssesasssssns 28

1.3.1 Inflamacion CIOMICA......ccveveureuirieieeeiieieeteteeee ettt eenees 28

1.3.2 Resistencia a la insulina ........c.oceeueeeecinininiiceiiniiceceeeceeeeneees 29

1.3.3 Disfuncion endotelial.........cccocoerierieininineniiiieceeeeereeee e 30

1.3.4 DiSlipemia.....coceuiiiiiiiciieie e 31

1.3.5 Hipertension arterial ... 31

1.3.6 SIndrome metabOlico .........ccveiririerieiririecieeerccre et 32

1.4 MENOPAUSIA Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR.....ccoecetressnserssssasessossanse 34

1.4.1 Fisiologia de la menopausia ...........cccoeueivininieieciiiccc e 35

1.4.1.1 Acciones directas de 105 eStOZeN05............c.cccvvvviiiiininiiiiiininn, 39



2 JOSE PEDREGOSA DiAZ

1.4.1.2 Acciones indirectas de l0S eStYOZENOS .............ccoovcvviiiniiciiiiinnn, 42

1.4.2 Menopausia y ganancia de Peso ..........cccceueeeriiiiiniiniiinininieieieeseiens 43

1.4.3 Menopausia, diabetes e hipertension..............cccoceeeeiivininininiinincnenns 44

1.5 BIOMARCADORES DEL ESTADO INFLAMATORIO ....cccccereneerecsnnessessnneassssenne 45

1.5.1 Factor de necrosis tumoral o ...........cceoivuiviiciiiiiiiininiiiiiniccccees 45

1.5.2 INterletucinag 6.....ccvcviuiiiiiiiiiiiiiicctcce e 47

1.5.3 Proteina C reactiVa........cccceciiiiiiiiiiiiiiiniiicicieeeeeeeeee e 48

1.5.4 Otros biomarcadores proinflamatorios...........ccccccceeeueiiininiininincnens 50

1.5.5.1 Interleucing T.......occovvveviiviniiriiniiiiiiiiciice s 50

1.5.5.2 Interleucing 18 ..........ccccveiviiiniciiiiiiiiciieseeec s 51

1.5.5.3 LePtin......cccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiciccccicc 51

1.5.5.4 Inhibidor del activador del plasminggeno ................cccocevecvecnnnee. 52

1.5.5.5 AQIPONECHTIA ...t 52

1.5.5.6 GRYCINA ... 52

1.5.5.7 HOMOCISEEINA ...t 53

1.6 BROCOLI.....ucvetrineneretennesessansesesesssssesssssssssssssessssssssessssssssssssssssssssssessssssses 54

1.6.1 Generalidades........cccoouiueiiiiiiniiiicieeceeeeee e 54

1.6.2 Caracteristicas MOTfOlOZICAS. ........cvvirueeeiriniiieieirieeeeeseeeeeeeeene 54

1.6.3 Requerimientos para el cultivo .........ccccceeciviniiiiiinininccncceceee 55

1.6.4 Compuestos fitoactivos presentes en el brocoli ........c.ccceevveviecicininennens 56

1.6.5 Mecanismos de accion de los fitoactivos presentes en el brécoli............ 58

2. JUSTIFICACION E HIPOTESIS ........commrrvimmncrsssnsnssssssssnsssssssssssssssses 61
2.1 JUSTIFICACION ...ucouevrneenenrenesnsseesessssesssssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssns 63

2.2 HIPOTESIS...covererrrnneresenesesesnnssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesns 64

0 15 ] 2 1 VO 1 N 65
4. MATERIAL Y METODOS .ccuurrrrrurnnnennnssssssssmssssssssssssssssssssssessssses 69
4.1 DISENO DEL ESTUDIO......covivtnrersrsssssrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssens 71

4.2 TAMANO MUESTRAL c..coveeuetrtrrerssstnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssens 72

4.3 DESCRIPCION DE LA ZONA DE INFLUENCIA DEL ESTUDIO .....ccccevuereeeenennes 72



INDICE 3

4.4 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION .....coueuiniinuincesniscsesseseessescsnssescssans 74
4.5 RECLUTAMIENTO DE PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO.....ccccvveeeeeeeeeeeeeveenenes 75
4.6 PLAN DE TRABAJO ...ccureeeeeeeeeceecrssnnseeeeessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssansssssssans 75
4.7 VARIABLES DEL ESTUDIO ...cccccceceerreneeeeeeececcsssnnnseseeeeesssssssssssssssssssssssssssasasens 78
4.8 ESTUDIO DE VARIABLES BIOQUiMICAS Y PRESION ARTERIAL.....ccceruveenneee 79
4.8.1 ColeSterol tOtal .....cc.eeruieriiiiieieeiteitete et 81

4.8.2 Colesterol de lipoproteina de alta densidad..........cccccccoeiiiiiiinnnine. 81

4.8.3 Colesterol de lipoproteina de baja densidad y colesterol no HDL ......... 81

4.8.4 TrigliCTidOs. .....c.oouiiiiiiiiiiiiiiiiiccee s 82

4.8.5 GIUCOSA . .veeuveentieiieiteteeiteit ettt ettt ettt ettt et e s bt e s bt e s bt e s bt e bt e s st enseesanes 82

4.8.6 Hemoglobina glicosilada..........cccocceueeiiinininiiiiiiiinicicieececceeeeeeeees 83

4.8.7 Insulina e indice HOMA-TR........cootiriiniirieiieniiertenitestest ettt 83

4.8.8 PCR ultrasensible ..........c.cooiiriiiiiiiniieniieiieiteeeteseesteste et 84

4.8.9 Factor de necrosis tUmMOTal (.......cc.eereeriieniienieeniienienienieseeeee st 84

4.8.10 INtETIEUCING B ...eenieieieniieiieieeit ettt ettt esatesaeesanesaees 85

4.8.11 Presion arterial ........c.eecueerueerieeniienieeniieriteniieseenitesitesitesite st st ste e 88

4.9 ESTUDIO ANTROPOMETRICO .....u0eerueerueeerueesueessesssseesseessassssessasesssssssessassssases 88
49T PESO .ttt ettt ettt s bt e e eb et e e e nabe e e 88

4.9.2 TallAucuiieiieieeieeeeeeee ettt st ettt et ennas 89

4.9.3. Perimetro abdominal ..........ccceeveeriieniienienieniienieeneeseeseese et 89

T 1Y, (SRR URRUSRR 89

4.10 ANALISIS DE BIODISPONIBILIDAD.......ccveerueerseerneesseessessssessseesssesssessansssases 89
4.10.1 Creatinina €N OTINa......cueeerveirriieeiieeiee et ettt ettt e e st eeebee e 90

4.10.2 SEN-NAC ... ottt st et e st e s testessaesstesstessbeesbeensesnseenseenseenses 90

4.17 ANALISIS DE DATOS ...cceueuivrueensssesessssesessssessssssessssssessssssessssssssssssssssssssessans 91
4.11.1 Analisis descriptivo.........ccoeuiiiiniiiciiiec e 91

4.11.2 Analisis iNferencial.........cccverierierieriienieriereereeree st 92

5. RESULTADOS...rcrcceccceeseessssessssssssssssssssssnnnsnnnnnnsnnsnsnssnnnnnes 93
5.1 DESCRIPCION DE LA MUESTRA POBLACIONAL ....cuoviuininireiesnsnesisescsenesnsnns 96
5.2 ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD.....cccccceeeeseenmenseessssssssnnnssssssssssssonnasssssssas 100
5.3 ESTUDIO DE VARIABLES CLINICAS .....cucouvuiirinniinniniisnesiissescsnssesessssesssnene 101

5.3.1 Perfil HPIidiCo ....covovviiiieiiiiiieieicc 101



4 JOSE PEDREGOSA DiAZ

5.3.2 Perfil glucidiCo ......cccoiiuiiiiiiiiiiiiiiiiciiiccc 104

5.3.3 Biomarcadores de inflamaciOn...........cceeeeeeeeeeiivveeeiieeeeceeeeeeeeeeeeeeen 109

5.3.4 PreSion arterial ........eeiiivveeeeeeeeei e 112

5.4 ESTUDIO ANTROPOMETRICO ..uuuvvvvveeeeseeeessssssssosssssosssssssnsssssssosssssssssssssssssss 114

5.4.1 Masa COrPOTral........cccccuiiiiiiiiiiiiiiiiiciiicceeee e 114

5.4.2 Perimetro abdominal .............ooviiiiiiiiiiieiiieeeeeeee e 116

6. DISCUSION.....eeveiernceicneissesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssas 119
6.1 TRABA]OS PUBLICADOS RELACIONADOS CON EL TEMA....ccccececercecercecences 121

6.2 MUESTRA POBLACIONAL ..eeuuettueeeeneesnecesecesecsssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssss 124

6.3 ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD....cccccevuceeteeeernccersecrsesessescssesssssssssssssssssses 125

6.4 PERFIL LIPIDICO......ccccvterteesreesreecsueesseesssessseessassssessssessessssessssessassssessssessasssses 126

6.5 PERFIL GLUCIDICO .uvvvveeeteeeeesessssssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssses 128

6.6 BIOMARCADORES DE INFLAMACION ....uvvveeeeereeeesssssssssssssssssssssnssssssssssssses 129

6.7 PRESION ARTERIAL Y VARIABLES ANTROPOMETRICAS ...cccevevvvveeeerocessnns 131

6.8 LIMITACIONES DEL ESTUDIO ..cuucteueieeucerecereeceeseccesecesessssssssssssssssssssssssssns 133

7. CONCLUSIONES.......ccitttttttruiseeerreerersssssessesssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssss 135
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....................................................... 139

9. ANEXOS ...tiitiiittintticneicnecscneescseescseesssseessssesssssesssssssssssasssssassns 157



RELACION DE ABREVIATURAS

178-HSD 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa

4-OHGBS 4-hidroxiglucobrassicina

4-OMeGBS 4-metoxiglucobrassicina

ACL Servicio de Analisis Clinicos

ACV Accidente cerebrovascular

ADA Asociacion Americana de Diabetes

ADN Acido desoxirribonucleico

AGL Acidos grasos libres

AgRP Proteina r-agouti

AIT Accidente isquémico transitorio

ARE Elemento de respuesta antioxidante

AT1 Receptor tipo 1 de la angiotensina II

ATP Adenosin trifosfato

B Boro

Ca Calcio

CCK Colecistoquinina

CEBAS Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del
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C-HDL Colesterol de lipoproteina de alta densidad

C-HDL Colesterol de lipoproteina de alta densidad

C-IDL Colesterol de lipoproteina de densidad intermedia

C-LDL Colesterol de lipoproteina de baja densidad

CLIA Inmunoensayo quimioluminiscente

(&) Centro de Salud

Ccv Coeficiente de variacion

C-VLDL Colesterol de lipoproteina de muy baja densidad
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DE Desviacion estandar

DM2 Diabetes mellitus tipo 2

ECV Enfermedad cardiovascular

eNOS Oxido nitrico sintasa endotelial

ER Receptor estrogénico nuclear

ERE Elemento de respuesta a estrégenos

FRCV Factor de riesgo cardiovascular

FSH Hormona foliculoestimulante
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GCT Grasa corporal total

GER Glucoerucina
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GSLs Glucosinolatos

HbAlc Hemoglobina glicosilada

Hcys Homocisteina

HDAC Histona deacetilasa

HO-1 Hemooxigenasa-1

HOMA-IR Evaluacion del modelo homeostatico — resistencia a la
insulina

HPLC Cromatografia liquida de alta eficacia

Hsp90 Proteina de choque térmico 90

HTA Hipertension arterial

HUSL Hospital Universitario Santa Lucia

HUSMR Hospital Universitario Santa Maria del Rosell

ICAM-1 Molécula de adhesion intracelular

ICC Insuficiencia cardiaca congestiva
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IFN-y
IGF-1
IL
IMC
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LH
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MC4-R
Med
Mg
MMP
MS

Na
NAD
NADH
NADPH
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Nrf2
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PAD
PAI-1
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Federacion Internacional de Diabetes
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Factor de crecimiento insulinico tipo 1
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Indice de masa corporal

Insulina
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Potasio

Hormona luteinizante

Lipoproteina lipasa

Receptor 4 de melanocortina
Mediana

Magnesio

Metaloproteinasa de matriz
Espectrometria de masas

Sodio

Nicotinamida adenina dinucledtido
Nicotinamida adenina dinucleétido reducido
Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
Neoglucobrassicina

Oxido nitrico

Neuropéptido Y

Quinona oxidorreductasa 1

Factor nuclear eritroide 2

No significativo

Organizacién Mundial de la Salud
Presion arterial diastélica

Inhibidor del plasmindgeno tisular

Presién arterial sistolica
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PCR

PCR
PDGF
PI3K
REGICOR
RIC

S

SAOS

Se

SED
SEEDO
SEGO
SFN
SFN-NAC
SHBG
SM
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SNC

TG

THS
TNF-a
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UHPLC
VCAM-1
VEGF

Proteina C reactiva
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Azufre
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Sulforafano

Sulforafano conjugado a N-acetilcisteina
Globulina de uniéon a hormonas sexuales
Sindrome metabdlico

Servicio Murciano de Salud

Sistema nervioso central
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Terapia hormonal sustitutiva

Factor de necrosis tumoral a
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Cromatografia liquida de ultra alta eficacia
Molécula de adhesion vascular 1

Factor de crecimiento endotelial vascular



INDICE DE TABLAS

Tabla 1.1: Criterios para definir la obesidad en grados segiin el IMC (OMS 1998). ........c.covnn.. 19
Tabla 1.2: Clasificacién del sobrepeso y la obesidad segiin el IMC (SEEDO 2000). ....................... 19
Tabla 1.3: Indice de masa corporal en poblacion de 18 y mds afios, segtin sexo. Espaiia, 2014. ......23
Tabla 1.4: Clasificacién de los FRCV en funcién de su agresividad. ................cccoceevvnevncninnnnnn. 27
Tabla 1.5: Clasificacién de los FRCV seguin su susceptibilidad a ser modificados. ......................... 27
Tabla 1.6: Criterios diagndsticos de prediabetes seguin la OMS y la ADA. ......ccccccoovvvvvinnnnne. 30
Tabla 1.7: Criterios diagndsticos de diabetes mellitus propuestos por la SED.............ccccccecvvrnnee. 30
Tabla 1.8: Mecanismos de accion estrogénica sobre el sistema cardiovascular. .............cccccocen... 39
Tabla 1.9: Influencia gendmica de [0s estrdgenos [81]. ........cccccvcvvinevieiiiiniinciiiiiiiicec 41
Tabla 1.10: Contenido de diferentes GSLs en brotes de brocoli de 7 dias de edad. .......................... 58
Tabla 4.1: Variables bioquimicas del eSTUAI0. ...........ccccevirivieiiiiiiiiiiciiiieec e 78
Tabla 4.2: Variables antropométricas del eStUI0. .............ccooeciecininecieiiiiiiieiiiccceee 79
Tabla 4.3: Marcador de exposicion cuantificado en el estudio de biodisponibilidad. ....................... 79
Tabla 4.4: Magnitudes bioquimicas y analizador por el que fueron cuantificadas. ......................... 80
Tabla 4.5: Caracteristicas analiticas de los ensayos de los distintos biomarcadores. ....................... 86
Tabla 5.1: Clasificacién de las participantes en funcion del IMC segun criterios de la SEEDO 2000.
................................................................................................................................................... 97
Tabla 5.2: Resumen de hdbitos de consumo de alcohol y tabaco de la muestra poblacional. ............ 98
Tabla 5.3: Resumen del ejercicio practicado habitualmente. .............ccccccoverviveoieiiniinineiecien, 99
Tabla 5.4: Resumen del riesgo calculado de padecer un evento coronario a 10 afios. ...................... 99
Tabla 5.5: Resultados obtenidos tras aplicar test de Friedman a la variable SFN-NAC/creatinina.

................................................................................................................................................. 100
Tabla 5.6: Comparacidn por parejas para la variable NFS-NAC a lo largo del estudio.................. 101
Tabla 5.7: Resultados obtenidos tras aplicar ANOVA o test de Friedman a las variables del perfil

LIPIAICO. .ot 102
Tabla 5.8: Comparacidn por pares para las variables del metabolismo lipidico. .............c..c.ccooveun. 104

Tabla 5.9: Resultados obtenidos tras aplicar ANOVA o test de Friedman a las variables del
metabolistmo GIUCIAICO. ..........c.c.oiiiiiiiiiii 105

Tabla 5.10: Comparacidn por parejas para las variables del metabolismo glucidico. ..................... 108



10 JOSE PEDREGOSA DiAzZ

Tabla 5.11: Resultados obtenidos tras aplicar el test de Friedman al grupo biomarcadores de
TAIATIACION. ..ot s 109

Tabla 5.12: Comparacidn por parejas para los biomarcadores de riesgo cardiovascular emergentes.

................................................................................................................................................. 111
Tabla 5.13: Resultados obtenidos tras analizar los diferentes momentos del estudio para las
0ArIables PAS Y PAD........ccccociiiiiiiiiiiiiiiiiiciciiee s 112
Tabla 5.14: Andlisis por pares de las variables PAS y PAD...........cccccccovnivviiiiiiiinciciiiiie 113
Tabla 5.15: Resultados obtenidos tras aplicar ANOVA de medidas repetidas a las variables peso e
IMCoiiii 114
Tabla 5.16: Comparacién por parejas para las variables Peso e IMC. ............ccccocevvvveciniiiinnnns 115
Tabla 5.17: Resultados obtenidos tras aplicar el test ANOVA de medidas repetidas a la variable
perimetro abdominal a lo 1argo del eStUAIO. .............cccceoiiivciiiiiiiiiiiicc e 116
Tabla 5.18: Andlisis por pares de la variable Pabd. ..................ccccocoveviiiiiiiniiiiiiiiiiiciicic 117

Tabla 6.1: Estudios de evaluacion del consumo de brécoli, GRA y SEN en variables clinicas y

moleculares en humanos ordenados por fecha de publiCacion. ..............c.cocevecveciniinineciiccnnnnnn. 121



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1: IMC medio en poblacion femenina (kg/m?) con edades > 18 afios. Afio 2014. Adaptado

AE [I2]. oo 21
Figura 1.2: IMC medio en poblacion masculina (kg/m?) con edades > 18 afios. Afio 2014. Adaptado
AE [I2]. o 21
Figura 1.3: Prevalencia del sobrepeso (IMC = 25 kg/m?2) en mujeres con edades > 18 afios. Afio
2014. Adaptado de [12]. ........ccccvviiiiiiiniiiiiiiiiiiciiiccc 22
Figura 1.4: Prevalencia de la obesidad (IMC 2 30 kg/m?) en mujeres con edades > 18 afios. Afio
2014. Adaptado de [12]. ........cccccvoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicic e 22
Figura 1.5: Evolucion habitual desde la obesidad hasta la enfermedad cardiovascular. Adaptado de
45 28
Figura 1.6: Representacion grifica del sindrome metabolico. ................ccccocvvvvccviiiiiinincciiinne, 32
Figura 1.7: Mapa de disfunciones observadas en el SM............cccccccooevieiiiiininccciiiiiiiciecie, 33
Figura 1.8: Patron ginoide (izquierda) y androide (derecha) de distribucion de la grasa. ............... 34

Figura 1.9: Concentraciones séricas de FSH, LH vy estradiol durante la transicién a la menopausia.
Adaptado de [79].......ccooveieiiiieieee e 36
Figura 1.10: Reaccion de aromatizacion dentro del proceso de esteroidogénesis. Conversion de
testosterona (andrégeno) en estradiol (ESITOZENO0). ..........ccovvvveiiiriinieieiiiiieeeee e 36
Figura 1.11: Reaccion de reduccion dentro del proceso de esteroidogénesis. Conversion de estrona
1L ESETAAIOL. .ot 37

Figura 1.12: Comparacion del poder estrogénico relativo de los principales estrégenos donde se le ha

asignado un valor de 1 al poder estrogénico del eStriol..............cccvvvvvvviiiiiiiininiiiiiiii, 38
Figura 1.13: Efecto del IMC sobre la PAS. Adaptado de [72]. ..........cccoovvviiviiniiniiiiiiiiiininn 44
Figura 1.14: Estructura tridimensional del homotrimero de TNF-a. Adaptado de [110]. .............. 45
Figura 1.15: Estructura tridimensional de la IL-6. Adaptado de [120]..........ccoceevviiiinniininninns 47
Figura 1.16: Estructura tridimensional de la PCR. Adaptado de [134].........cccocccvvivvinniinnnninns 49
Figura 1.17: Resumen del comportamiento en la obesidad de diferentes biomarcadores bioquimicos

relacionados con la inflamacion segiin el tejido en que son producidos...............c.ccovvvvviiiiinnnninn, 53
Figura 1.18: Fotografia de varios especimenes de brotes de brocoli. ..., 55

Figura 1.19: Fotografia de un ejemplar de brocoli..............c.cocovoviiiiiiiiiiiiiiiiccc 55


file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688207
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688207
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688208
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688208
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688209
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688209
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688210
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688210
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688211
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688211
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688212
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688213
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688214
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688215
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688215
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688216
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688216
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688217
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688217
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688218
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688218
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688219
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688220
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688221
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688222
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688223
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688223
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688224
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688225

12 JOSE PEDREGOSA DiAzZ

Figura 1.20: Estructura quimica de la familia de los GSLs y de su compuesto mds estudiado

(GRA)D. ottt 57
Figura 1.21: Estructuras quimicas de la familia de ITCs y de su principal compuesto bioactivo

(SEIND. oottt 57
Figura 1.22: Estructura quimica de 1as antOCIANINgs. ............cccccecivvnevieiiiiiiiiiiiiiii e 59
Figura 4.1: Municipios pertenecientes al Area Il de Salud de la Regién de MUrcia ...................... 73
Figura 4.2: Comparativa de % de ocupados segiin sectores econémicos. Afio 2015...........c.cocevven 74
Figura 4.3: Bandeja de brocoli utilizada en el presente estudio. ............c.cccccovvvvciviiiiinincciiinnnen, 76

Figura 4.4: Cronograma del ensayo realizado en 2015. I: reunién informativa; O: toma de muestra
de orina aislada; S: toma de muestra de sangre; MA: toma de medidas antropométricas; E24h:
entrega de encuesta de recuerdo de 24h; ES: entrega de encuesta de salud. .................cccccceeennnne. 77

Figura 4.5: Esquema detallado de la fase de consumo de brécoli. B: reparto de 7 bandejas de brdcoli.

................................................................................................................................................... 78
Figura 5.1: Diagrama de flujo de la cohorte de estudio. ............cccccccovvvieiiniiniiniciiiiiiiciccee, 95
Figura 5.2: Representacion de diagrama de cajas de la edad de las participantes. .......................... 96
Figura 5.3: Representacion de diagrama de cajas del IMC inicial de las participantes ................... 96
Figura 5.4: Diagrama de cajas de las concentraciones de SFN-NAC/Creatinina a lo largo del

ESEUAIO. vt 100

Figura 5.5: Diagrama de cajas de las variables CT, HDL, noHDL y TG del perfil lipidico a lo largo
del estudio. t(1): inicio del estudio; +(2): tras finalizar dieta; t(3): tras periodo de control............. 103
Figura 5.6: Diagrama de cajas de la variable glucosa a lo largo del estudio. t(1): inicio del estudio;
#(2): tras finalizar dieta; (3): tras periodo de CONETOL. ..........ccccoovvvevieiiiiiiiieieieeece 106
Figura 5.7: Diagrama de cajas de la variable hemoglobina glicosilada a lo largo del estudio. #(1):
inicio del estudio; +(2): tras finalizar dieta; t(3): tras periodo de control. ............cccoeevecvvccnenee. 106
Figura 5.8: Diagrama de cajas de la variable insulina a lo largo del estudio. t(1): inicio del estudio;
t(2): tras finalizar dieta; t(3): tras periodo de CONIOL. ...........ccovvviviiveieiiiiiiiiieicicee, 107
Figura 5.9: Diagrama de cajas de la variable indice HOMA-IR a lo largo del estudio. t(1): inicio del
estudio; t(2): tras finalizar dieta; t(3): tras periodo de control. ..........ccccooovvivivnviiniiiiiiiiiiiinnnns 107
Figura 5.10: Diagrama de cajas para la variable PCRus a lo largo del estudio. t(1): inicio del
estudio; t(2): tras finalizar dieta; t(3): tras periodo de control. ..........c.ccoceovvvivnviiniiiiiiiiiiniinnn, 110
Figura 5.11: Diagrama de cajas de las variables TNF-a e IL-6 a lo largo del ensayo. t(1): inicio del
estudio; t(2): tras finalizar dieta; t(3): tras periodo de control. ..........c.cccoeevvvivnviiniiiiiiiiiiniinnns 110
Figura 5.12: Diagrama de cajas de las variables PAS y PAD a lo largo del estudio. t(1): inicio del
estudio; t(2): tras finalizar dieta; t(3): tras periodo de control. ..........c.cccoeevvvivnviiniiiiiiiiiiniinnns 113


file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688226
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688226
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688227
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688227
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688228
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688229
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688230
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688231
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688232
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688232
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688232
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688233
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688233
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688234
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688235
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688236
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688237
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688237
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688238
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688238
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688239
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688239
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688240
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688240
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688241
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688241
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688242
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688242
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688243
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688243
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688244
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688244
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688245
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688245

[NDICE DE FIGURAS 13

Figura 5.13: Diagrama de cajas de las variables Peso e IMC a lo largo del estudio. t(1): inicio del
estudio; 1(2): tras finalizar dieta; 1(3): tras periodo de control. ..........ccccccovvvivviiiiiiiiiinciiciinnnn, 115
Figura 5.14: Diagrama de cajas de la variable Pabd a lo largo del experimento. t(1): inicio del

estudio; 1(2): tras finalizar dieta; t(3): tras periodo de control. ............ccccocovvvviviiiiiiinciiciinnnn, 116


file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688246
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688246
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688247
file:///D:/CIENCIA/Tesis/tesis.docx%23_Toc484688247




1. INTRODUCCION






1. INTRODUCCION
1.1 SOBREPESO Y OBESIDAD

1.1.1 Definicion

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define el sobrepeso y la obesidad
como una acumulaciéon anormal o excesiva de grasa que puede llegar a ser

perjudicial para la salud del individuo [1].

Puede definirse como paciente con sobrepeso u obeso aquel sujeto que presenta
porcentajes de grasa corporal por encima de los valores de normalidad, siendo del

12 al 20% en varones y del 20 al 30% en mujeres adultas [2].

Se utiliza el indice de masa corporal (IMC) para definir y clasificar este estado
patoldgico. Fue propuesto en 1832 por el matematico, astronomo y estadistico belga
Adolphe Quetelet y popularizado en 1972 por Ancel Keys, fisidlogo americano, que
es considerado el impulsor de la dieta mediterranea [3]. El IMC es un indicador
simple que relaciona el peso expresado en kg con la talla expresada en metros, que
por su facil medida resulta imprescindible en la valoracion del paciente obeso. La
expresion matematica de este indicador se muestra a continuacién en la Ecuacion

1.1, siendo m la masa y h la altura del individuo:

IMC = m/hz Ecuacién 1.1

Este marcador, aunque en realidad valora la corpulencia del individuo y no la
adiposidad en si, presenta una buena correlacion con la grasa corporal total (GCT).
Es 1til, no solo en la cuantificacion de la GCT, sino que ademds correlaciona
directamente con la comorbilidad asociada al exceso de masa corporal y resulta un
buen indicador de seguimiento en aquellos pacientes sometidos a reducciéon de
peso.

Si bien este indicador ha sido incluido en la practica clinica diaria por su

sencillez e informacion aportada, presenta una serie de limitaciones que pasan a

describirse a continuacion [4]:
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e La correlacion del IMC y la talla puede estar influida por la edad. En
pacientes ancianos, donde los cambios en la composiciéon corporal
conducen a un incremento de la GCT, el IMC podria infravalorar la
obesidad en este grupo etario [4]. En la poblacion infantil, en cambio,
la imprecision del IMC viene dada porque no contempla el factor
crecimiento [5]. Aunque presenta una alta especificidad para detectar
riesgo y presencia de sobrepeso, su sensibilidad es variable: 4,3 - 75%
para riesgo de sobrepeso y 14,3 - 60% para presencia de sobrepeso [6].

e Como se ha indicado anteriormente, el IMC es, en sentido estricto, un
indicador de corpulencia y por ello no es ttil en aquella poblacién con
un incremento de masa muscular, como en el caso de algunos
deportistas. En este subgrupo, el IMC no correlaciona con el grado de
adiposidad, pudiéndose obtener falsos diagndsticos de obesidad.

e Existen variaciones entre sexos, puesto que en el sexo femenino existe
un mayor porcentaje de GCT con respecto a la talla, si bien estas
desviaciones se dan tan solo en valores intermedios o moderados de
IMC y no en valores extremos.

e La morfologia corporal tiene también su grado de influencia, en
especial la longitud del tronco y de las extremidades inferiores.

e Aun presentando el IMC buena correlacion con el porcentaje de GCT,
este correlaciona peor con depodsitos de grasa cuando éstos se

localizan a nivel abdominal.

Tanto los comités internacionales de expertos como el consenso espafol de 1995
para evaluar la obesidad elaborado por la Sociedad Espafiola para el Estudio de la
Obesidad (SEEDO) recomiendan el empleo de datos antropométricos (incluyendo
peso, talla, circunferencias corporales, edad y sexo) para la clasificacion ponderal
[7, 8].

No existe un tunico criterio para establecer los intervalos de normopeso,
sobrepeso y obesidad en base a valores del IMC. En el afio 1996, la SEEDO calificaba
como normopeso valores de hasta 27 kg/m? siempre y cuando no existieran otros
factores de riesgo asociados (hipertension arterial (HTA), hipercolesterolemia...).
En el afo 2000, la SEEDO introdujo algunas modificaciones a la clasificacion
establecida por la OMS en el afio 1998 [7, 8]: se aceptd el limite propuesto para
clasificar un individuo en rango de normopeso bajandolo hasta 24,9 kg/m?; se
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rebajo, a su vez, el limite inferior de normopeso a 18,5 kg/m? se subdividio el rango
de sobrepeso en dos subcategorias y se anadio, ademads, un grado adicional de

obesidad para aquellos pacientes con un IMC > 50 kg/m? [2].

A continuacion, se muestran los criterios utilizados para definir la obesidad
en grados segun la OMS del afio 1998 (Tabla 1.1) y segtin la SEEDO del afio 2000
(Tabla 1.2):

Tabla 1.1: Criterios para definir la obesidad en grados segiin el IMC (OMS 1998).

Valores limites del IMC (kg/m?)

Peso insuficiente <18,5
Normopeso 18,5-249
Preobesidad 25,0 -29,9
Obesidad grado I 30,0 -34,9
Obesidad grado II 35,0-39,9
Obesidad grado III >40,0

Tabla 1.2: Clasificacion del sobrepeso y la obesidad segiin el IMC (SEEDO 2000).

Valores limites del IMC (kg/m?)

Peso insuficiente <18,5

Normopeso 18,5-249
Sobrepeso grado I 25,0 - 26,9
Sobrepeso grado II (preobesidad) 27,0-29,9
Obesidad tipo I 30,0-349
Obesidad tipo II 35,0-39,9
Obesidad tipo III (moérbida) 40,0 -49,9
Obesidad grado IV (extrema) >50,0

Para la evaluacion de la adiposidad global y regional, deben realizarse medidas
de peso, talla, IMC y determinacion del perimetro de cintura [2]. Para determinar

las tres primeras variables, el paciente debe ser pesado sin zapatos y en ropa
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interior. Se recomienda el uso de una bascula de 100 g de precision y que la pesada
se realice siempre a la misma hora. A partir del peso y la talla se calcula el IMC de
acuerdo a la Ecuacion 1.1. Para la determinacion del perimetro de cintura debe
usarse una cinta métrica flexible y milimetrada. El paciente debe colocarse en
bipedestacion, sin ropa y relajado. La medida debe realizarse justo por encima del
borde superior de las crestas iliacas, rodeando la cintura con la cinta métrica de
manera paralela al suelo y con la seguridad de que la cinta esté ajustada, pero sin
comprimir la piel. Es importante realizar la medida después de una espiracion
normal. La medida de esta variable, que puede parecer a priori sencilla, en la
practica puede resultar dificil. No siempre es facil localizar referencias anatémicas
en pacientes obesos, lo que contribuye a que exista una alta variabilidad entre

observadores [2].

El perimetro de cintura es un mejor indicador de la grasa visceral (y de sus
cambios con la pérdida de peso), asi como del riesgo cardiovascular que la relacion

cintura/cadera [9].

El IMC presenta buena correlaciéon con la masa grasa total, pero el aumento de
la grasa intraabdominal se relaciona mejor con la presencia de factores de riesgo y

de enfermedad cardiovascular [2, 10, 11].

1.1.2 Epidemiologia

1.1.2.1 Cifras globales

El sobrepeso y la obesidad suponen un problema de salud publica de primera
magnitud a nivel mundial. Segtin datos de la OMS, en el afio 2014 mas de 1900
millones de adultos tenian sobrepeso y, de estos, mas de 600 millones eran obesos.
Esto supone que un 39% de la poblacion adulta mundial (38% de los varones y 40%
de las mujeres) padecia de sobrepeso y que el 13% de la poblacion adulta mundial
(11% de los varones y 15% de las mujeres) era obesa. Si se comparan los datos
proporcionados por la OMS sobre obesidad entre 1980 y 2014, puede observarse
que la prevalencia de la obesidad a nivel mundial se ha multiplicado por mas de
dos en estos 34 afos [1].
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A continuacidn, en la Figura 1.1 y en la Figura 1.2 se muestra el IMC medio

femenino y masculino a nivel mundial durante el afio 2014, respectivamente [12]:
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Figura 1.1: IMC medio en poblacién femenina (kg/m?) con edades > 18 arios. Afio 2014.
Adaptado de [12].
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Figura 1.2: IMC medio en poblacion masculina (kg/m?) con edades > 18 arios. Afio 2014.
Adaptado de [12].
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En la Figura 1.3 y en la Figura 1.4 se muestra, respectivamente, la prevalencia

del sobrepeso y de la obesidad en poblacion adulta femenina a nivel mundial

durante el afio 2014 [12]:
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Figura 1.3: Prevalencia del sobrepeso (IMC > 25 kg/m?) en mujeres con edades > 18 arios.

Afio 2014. Adaptado de [12].
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Figura 1.4: Prevalencia de la obesidad (IMC > 30 kg/m?) en mujeres con edades > 18 afios.

Afio 2014. Adaptado de [12].
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1.1.2.2 Cifras en el Estado Espaiiol y en la Region de Murcia

Los datos referentes a sobrepeso y obesidad en el Estado espafiol se muestran
en la Tabla 1.3, que recoge los datos referentes a sobrepeso y obesidad durante el
ano 2014 y que fueron publicados el ano 2016 por el Ministerio de Sanidad,

Servicios Sociales e Igualdad [13]:

Tabla 1.3: Indice de masa corporal en poblacién de 18 y mds afios, segiin sexo. Esparia, 2014.

1::::)(;8 Hombres  Mujeres
Peso insuficiente (IMC < 18,5 kg/m?) 2,2% 1,0% 3,4%
Normopeso (IMC: 18,5 - 24,9 kg/m?) 45,2% 38,3% 51,9%
Sobrepeso (IMC: 25,0 — 29,9 kg/m?) 35,7% 43,6% 28,1%
Obesidad (IMC 2 30 kg/m?) 16,9% 17,1% 16,7%

En cuanto a la Region de Murcia, segun datos publicados por el estudio ENPE
el afio 2014, el sobrepeso se sitia en el 41,5% y la obesidad en un 23,9% de la
poblacion adulta (25 — 64 anos), resultando la 4 Comunidad Auténoma con

mayores tasas de sobrepeso y obesidad del Estado [14].

1.1.3 Etiopatogenia

Tradicionalmente, se ha venido usando la teoria de un exceso caldrico en la
ingesta en relacion a un gasto energético disminuido para explicar la etiopatogenia
de la obesidad. Actualmente, y gracias al aumento de los conocimientos sobre
genética y biologia molecular, es posible abordar la explicacion de la obesidad
como un fendmeno complejo [15], en el que estan incluidos multitud de factores

que pasan a describirse a continuacion.

1.1.3.1 Desequilibrio en el balance energético

El equilibrio energético puede estar descompensado debido a un déficit de
control, bien en la ingesta o en el gasto energético, a errores en la regulacion de las

reservas lipidicas o a desérdenes en la distribucion de nutrientes entre tejidos [16].

La regulacion de la ingesta estd controlada por mecanismos neuroendocrinos y

estd mediada por neuropéptidos, como el neuropéptido Y (NPY) y la proteina
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r-agouti (AgRP), y por factores gastrointestinales como la ghrelina, que de manera
conjunta actian a nivel hipotaldmico, promoviendo la sensacion de apetito [17]. La
ingesta de alimentos conduce a la liberacion de otro tipo de senales, como
colecistoquinina (CCK), leptina y el péptido andlogo al glucagon, que tienen efectos
antagonicos a la ghrelina, NPY y AgRP a nivel hipotaldmico. Todas estas senales
actuan sobre receptores especificos del hipotdlamo lateral. El receptor de
melanocortina 4 (MC4-R) interviene en la ruta de senalizacion hipotaldmica
leptina-melanocortina induciendo la supresidon del apetito. El déficit de este

receptor es la forma mas comun de obesidad monogénica conocida [18].

En el otro lado del equilibrio energético estarian los mecanismos de pérdida de
energia en forma de calor. El tejido marrén es capaz de desacoplar el metabolismo
oxidativo de la generacion de adenosin trifosfato (ATP) en situaciones de descenso
térmico o aumento de la ingesta. En humanos, a diferencia de otros mamiferos, el
tejido marron estd presente en localizaciones residuales del organismo y tiene
escasa actividad marginal en la termogénesis. A pesar del poco peso especifico en
la contribucion al desarrollo de obesidad en humanos, se ha propuesto que la
sobreexpresion en animales de determinados enzimas desacoplantes podria

determinar un fenotipo no obeso [19].

Otro factor importante en el control ponderal lo representa la actividad
metabolica. El adipocito, lejos de tener un papel pasivo como almacenador y
movilizador de grasas, presenta una actividad paracrina y endocrina que regula su
capacidad de almacenamiento, ademas de participar en los procesos hipotalamicos
antes explicados mediante la liberacion de leptina. Asimismo, diferentes hormonas
estan involucradas en el control metabolico: la insulina secretada por el pancreas
tiene actividad saciante, y otras hormonas, como los glucocorticoides (que se
asocian a la ganancia ponderal en situaciones de estrés) y los esteroides, tienen un

papel regulador de la adiposidad [20-22].

1.1.3.2 Factores genéticos

El hecho de que exista mas de un miembro en una misma familia con obesidad
severa ha llevado a plantear la genética como un factor en la aparicion de esta
entidad en la infancia. Esta hipotesis ha sido comprobada en diferentes estudios.
Una conclusion extraida de estos trabajos es que la probabilidad de padecer
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obesidad con un IMC > 45 kg/m? a lo largo de la vida es 7 veces superior cuando la

padece uno de los progenitores [23-25].

Se conocen 71 genes con posible actividad inductora en la aparicion de la
obesidad [26]. De estos, 15 se han asociado con el volumen de grasa corporal [27].
Si existe un gen con especial importancia debido a su importante papel en la
aparicion de la obesidad a cortas edades, es sin duda el gen FTO. Se ha propuesto
que este gen tiene un rol importante en la ganancia progresiva de peso en los
individuos en que se encuentra sobreexpresado [28]. Ademds, se ha podido
comprobar que tiene incidencia en la sensacion de saciedad y apetito, mediante la

observacion de su expresion en sujetos con privacion aguda de comida [29].

En este apartado cabe mencionar diversas mutaciones en algunos genes que
desembocan en sindromes que asocian obesidad moérbida como manifestacion
clinica. De estos, destacan el sindrome de Prader-Willi, en el que en el 70% de los
afectados se encuentran diversas mutaciones en el cromosoma 15 paterno, y el
sindrome de Alstrom-Hallgren, causado por una mutacién en el gen ALMSI1

situado en el cromosoma 2 [30, 31].

1.1.3.3 Factores socio-economicos

En los paises desarrollados, la elevada disponibilidad de alimentos por gran
parte de sus habitantes ha llevado a modificaciones en los patrones alimentarios de
la poblacion [32].

En este sentido, se ha constatado un aumento en el consumo tanto de alimentos
de origen animal como de refrescos azucarados con elevado aporte caldrico, cuya
ingesta puede representar entre el 20 y el 30% del total de la ingesta calérica diaria.
La sobrealimentacion de nifios y adolescentes por este tipo de productos resulta en
un factor central en el desarrollo de obesidad [33]. El total de calorias, la
composicion y variedad de los alimentos y el nimero de tomas diarias y la cantidad
ingerida en cada una de ellas son factores que también tienen un papel importante
en el desarrollo de obesidad [34].

Otros factores que no deben ser menospreciados son aquellos que tienen que
ver con el estilo de vida occidental, en el que debido a la escasa conciliacion laboral
que existe se dificulta el control sobre la alimentacion de los hijos. Esto conduce en
numerosas ocasiones al consumo de comidas precocinadas [35] y bebidas

azucaradas [36]. Otro habito asociado con el estilo de vida occidental es comer fuera
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de casa. Este hecho contribuye al desarrollo de obesidad, puesto que estas comidas
generalmente son ricas en carbohidratos, grasas y con un elevado aporte calorico
[32]. En el otro lado de la balanza energética se encuentra la disminucion en el gasto
energético. El aumento de la prevalencia del sobrepeso y obesidad en las tltimas
décadas se explica, en parte, por la reduccion de la actividad fisica y la adquisicion
de hdbitos de vida sedentarios [37]. El estudio ENKID, realizado en Espana y
publicado en 2006, mostro que tan solo el 32,2% de los nifios y el 17,8% de las nifias
entre 6 y 9 afos realizaban alguna actividad fisica mas de 2 dias a la semana [38].
Se asume que el deporte es el factor determinante en el control del peso y es crucial,

por tanto, a la hora de establecer un programa de disminucion ponderal [39].

1.2 FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

La OMS define el concepto “factor de riesgo” como cualquier rasgo,
caracteristica o exposicion de un individuo que aumente su probabilidad de sufrir

una enfermedad o lesion [40].

La aterosclerosis es una enfermedad cuyo origen tiene muchas causas. Los
estudios de epidemiologia han revelado una serie de rasgos que son comunes a
aquellos sujetos que la padecen. Estas caracteristicas se conocen con el nombre de
factor de riesgo cardiovascular (FRCV) [41]. Un FRCV es un predictor estadistico
de eventos coronarios. Para que los FRCV puedan ser considerados como tales

deben cumplir una serie de caracteristicas, entre las que destacan [41]:

e Fuerza de la asociacion: el factor de riesgo aumenta el riesgo de
padecer la enfermedad en pacientes expuestos al mismo frente a los
no expuestos.

e Gradiente bioldgico: ha de existir una relacién dosis/respuesta entre
el factor de riesgo y la enfermedad.

e Relacion temporal: el factor debe preceder a la enfermedad.

e Ausencia de distorsiones: no pueden existir sesgos metodoldgicos en
su estudio.

e Ausencia de explicaciones alternativas.

e Verosimilitud bioldgica: debe existir concordancia con los
conocimientos cientificos.

e Disminucion del riesgo al disminuir la exposicion.
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En la Tabla 1.4 se muestran los FRCV segun su contribuciéon primaria o

secundaria a la aparicion de enfermedad cardiovascular (ECV) [41]:

Tabla 1.4: Clasificacion de los FRCV en funcion de su agresividad.

FRCV

Principales
HTA
Tabaquismo
Dislipemia
Diabetes mellitus
Sobrepeso y obesidad
Edad > 60 anos
Antecedentes familiares
Secundarios
Sedentarismo
Estrés
Menopausia

A continuacion, en la Tabla 1.5, se muestran los FRCV segtin si son

susceptibles de ser modificados o no mediante intervencién [41, 42]:

Tabla 1.5: Clasificacion de los FRCV seguin su susceptibilidad a ser modificados.

FRCV

Modificables
HTA
Sobrepeso y obesidad
Dislipemia
Diabetes mellitus
Tabaquismo
Menopausia

No modificables
Edad
Sexo (vardn)
Herencia

Antecedentes familiares
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Cabe indicar que cuando coexisten diversos FRCV en un mismo sujeto, el
calculo de su riesgo global no es el sumatorio de los mismos, sino que al agregarlos

se observa la existencia de un efecto exponencial [41].

1.3 OBESIDAD Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

La obesidad es un estado patoldgico en el que existe un aumento del tejido
adiposo y que se caracteriza por un elevado grado de inflamacién y oxidacion [1,
43, 44] que conduce a la aparicidon de disfuncion endotelial [45], dislipidemia [46],
aterosclerosis, hipertension arterial [47], resistencia a la insulina [48, 49], sindrome
metabodlico, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y ECV [50, 51]. También se considera la
obesidad un factor causante de patologias como enfermedad articular
degenerativa, sindrome de apnea obstructiva del suefio (SAOS), reflujo
gastroesofagico, cancer e higado graso no asociado a alcoholismo [52-55]. La

evolucion habitual desde la obesidad hasta la ECV se muestra en la Figura 1.5 [45]:

Disfunciéon Enfermedad

Aterosclerosis

endotelial cardiovascular

Figura 1.5: Evolucion habitual desde la obesidad hasta la enfermedad cardiovascular.
Adaptado de [45].

1.3.1 Inflamacion cronica

El aumento de grasa visceral, en relacion con la obesidad central, representa el
tejido adiposo con mayor actividad a la hora de producir un estado de resistencia
a lainsulina en el organismo. Ademas, tiene un papel fundamental en la aparicion

de hipertrigliceridemia, en el aumento de la concentracion de colesterol de
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lipoproteina de baja densidad (C-LDL) y en la disminuciéon colesterol de
lipoproteina de alta densidad (C-HDL) [52]. Los mecanismos por los que se llega a
estas situaciones son complejos y estan mediados por diferentes citocinas y otros
mediadores de tipo inflamatorio: leptina, resistina, interleucina 6 (IL-6),
interleucina 18 (IL-18) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), entre otros. La
presencia de obesidad junto con concentraciones elevadas de estas citocinas

indicaria la presencia de un estado inflamatorio crénico subyacente [46, 52].

La inflamacién de bajo grado asociada a obesidad es desencadenada por
cambios morfoldgicos que se dan en el tejido adiposo. Estos cambios se han
relacionado con el aumento en las concentraciones séricas de marcadores
inflamatorios, como son la IL-6, la proteina C reactiva (PCR), inhibidor del
plasmindgeno tisular (PAI-1), la P-selectina y la molécula de adhesion vascular 1
(VCAM-1) [43]. Estos efectores proinflamatorios son producidos, o su
concentracion controlada, por el tejido adiposo, que como se ha dicho
anteriormente, tiene funciones endocrinas y se comporta como un érgano secretor
complejo. Los patrones de concentracion de estas moléculas con actividad
proinflamatoria, entre las que se incluyen leptina, TNF-q, resistina e IL-6, estan
aumentados en la obesidad, mientras que aquellos factores que tienen efectos
protectores, como la adiponectina, ven disminuida su concentracion [43]. Se conoce
que la leptina, el TNF-q, la resistina y la IL-6, ademads de tener otras funciones,
promueven el dafo vascular y por tanto conducen a un estado de disfuncion
endotelial. En esta situacion se favorece la aparicion de aterosclerosis, que va a ser
determinante en la aparicion de ECV. Es en este punto donde puede encontrarse el

nexo de union entre la obesidad y la ECV [43].

1.3.2 Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina afecta a la tolerancia a la glucosa y conduce a un
estadio previo a la DM2 conocido como prediabetes. La Asociacion Americana de
Diabetes (ADA) establece criterios diagndsticos diferentes a la OMS basandose en
la glucemia basal en ayunas (GBA), en el test de tolerancia oral a la glucosa a las 2
horas (TTOG-2h) y en la hemoglobina glicosilada (HbA1c) [56]. Estos se resumen
en la Tabla 1.6:
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Tabla 1.6: Criterios diagndsticos de prediabetes segiin la OMS y la ADA.

OMS ADA

Glucosa (mg/dL) Glucosa (mg/dL)
GBA 110 - 125 GBA 100 - 125
TTOG-2h 140 - 199 TTOG-2h 140 - 199
HbAlc 6,0 — 6,4%? HbAlc 5,7 - 6,4%

aLa OMS no establece valores de HbAlc para el diagndstico de prediabetes, estos valores son los que
establece la Sociedad Espaiiola de Diabetes (SED). OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud; ADA:
American Diabetes Association. GBA: glucosa basal en ayunas; TTOG-2h: test de tolerancia oral a
la glucosa a las 2 horas; HbAlc: hemoglobina glicosilada.

Los criterios diagndsticos de diabetes mellitus de la SED se muestran en la Tabla

1.7

Tabla 1.7: Criterios diagnosticos de diabetes mellitus propuestos por la SED.

SED

Glucosa (mg/dL)
GBA > 126
TTOG-2h > 200
HbAlc >6,5%

SED: Sociedad Espaiiola de Diabetes; GBA: glucosa basal en ayunas; TTOG-2h: test de tolerancia
oral a la glucosa a las 2 horas; HbAlc: hemoglobina glicosilada.

Se necesitan dos determinaciones en dias diferentes con cualquiera de los

criterios de la Tabla 1.7 para establecer el diagnodstico de DM2.

La tolerancia alterada a la glucosa conduce al desarrollo de DM2, que puede
iniciar o empeorar el proceso aterogénico [52, 57]. La hiperglucemia crénica que se
establece en la diabetes se ha asociado a disfuncion y dano en diferentes 6rganos,

como son corazdn, rifidn, 0jos, nervios y vasos sanguineos [58].

1.3.3 Disfuncion endotelial

El endotelio vascular tiene diferentes funciones, entre las que destacan la
regulacion de la funcion plaquetaria, el control del tono vasomotor y la trombosis.

Cuando existe disfuncion endotelial se induce la quimiotaxis de moléculas de
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adhesion y se promueve la diferenciacion de monocitos en macréfagos. Este paso
es critico en la formacion de placas aterosclerdticas. En este estado de disfuncion
endotelial también se encuentran promovidos otros procesos, como la agregacion
plaquetaria, que junto a la disminucion de 6xido nitrico (NO) disponible aumenta

la concentracién de PAI-1, favoreciendo la trombosis [59].

Es complicado tratar la obesidad y la aterosclerosis de manera aislada, puesto
que ambas entidades son producidas por multitud de factores comunes y ambas

presentan numerosos nexos de unién entre ellas [46].

1.3.4 Dislipemia

La mayor parte de los pacientes con obesidad padecen también aterosclerosis y
dislipemia. La dislipemia constituye un factor de riesgo cardiovascular mayor
caracterizado por el aumento de las concentraciones séricas de triglicéridos (TG),
colesterol total y sus fracciones de baja densidad, colesterol de lipoproteina de muy
baja densidad (C-VLDL), colesterol de lipoproteina de densidad intermedia
(C-IDL), C-LDL, asi como por la disminucién de las concentraciones de C-HDL
[60]. Esta situacion mantenida puede conducir a la aparicion de aterosclerosis. La
principal consecuencia de la aparicion de la placa ateromatosa reside en que el
engrosamiento de la pared arterial conduce a una disminucion del lumen vascular
[61]. Cuando este fendmeno se da a nivel coronario puede producir infarto de
miocardio o angina de pecho. La aterosclerosis puede afectar al rifidn, puesto que
este es un drgano en el que se suele asentar la placa de ateroma. Cuando esta
situacion se da a nivel de sistema nervioso central (SNC) se asocia a accidente

isquémico transitorio (AIT) e ictus [62].

1.3.5 Hipertension arterial

La hipertension arterial (HTA) se define como una presion arterial sistdlica
(PAS) de 140 mmHg o superior, o una presion arterial diastolica (PAD) de 90
mmHg o mas. Se considera prehipertension cifras de PAS entre 120 - 139 mmHg y
PAD entre 80 - 89 mmHg. Es conocido que la morbilidad aumenta en personas que
tienen cifras de presion arterial superiores a 115/75 mmHg [63]. Elevadas cifras de

presion arterial estan asociadas a mayor probabilidad de padecer infarto de
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miocardio, accidente cerebrovascular (ACV), ademds de insuficiencia cardiaca y
renal [64].

La HTA es considerada como un factor de riesgo independiente e importante
en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y renales. Es conocido su papel
determinante en el desarrollo de aterosclerosis, con el consecuente riesgo de

padecer ACV, infarto de miocardio y muerte stbita de origen no traumatico [65].

La presencia de obesidad tiene una fuerte asociacion con HTA y ECV. Diversos
mecanismos explicarian esta relacion: activacion del sistema nervioso simpatico y

aumento de la actividad del sistema renina-angiotensina-aldosterona [66].

1.3.6 Sindrome metabdlico

Obesidad, inflamacidn cronica, resistencia a la insulina, DM2, dislipemia,
disfuncion endotelial y estado protrombdtico son entidades que estan
interrelacionadas y tienen como consecuencia un aumento en el riesgo
cardiovascular. A este cimulo de factores fisioldgicos, bioquimicos, clinicos y
metabolicos se le conoce con el nombre de sindrome metabdlico (SM) [67], como se

muestra en la Figura 1.6:

SINDROME
METABOLICO . .
Hipertension

1! Obesidad
visceral

o

Intolerancia
ala glucosa

% Dislipemia

Figura 1.6: Representacion grifica del sindrome metabdlico.

La ultima propuesta de criterios diagnosticos es la realizada en 2005 por la
Federacion Internacional de Diabetes (IDF), que establece que puede hablarse de
SM cuando existe aumento en el perimetro de cintura especifico para cada
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poblacion (en poblacion europea > 94 cm en varones y > 80 cm en mujeres) y dos
de los siguientes criterios [68]:
e Dislipidemia:
o Triglicéridos (TG) > 150 mg/dL o en tratamiento especifico
para la reduccion de TG.
o C-HDL <40 mg/dL en varones o < 50 mg/dL en mujeres o en
tratamiento especifico.
e Presion arterial:
o 2130 mmHg (PAS) o > 85 mmHg (PAD) o en tratamiento
antihipertensivo.
¢ Intolerancia a la glucosa:
o GBA =100 mg/dL o DM2 previamente diagnosticada.

La Figura 1.7 muestra el mapa de disfunciones que ocurren en el SM en
diferentes 6rganos. Los acidos grasos libres (AGL) son liberados desde el tejido
adiposo. Cuando los AGL alcanzan el higado, se estimula la produccion de glucosa,
TG y la secrecion de C-VLDL. Los AGL reducen la sensibilidad insulinica en el
musculo esquelético al inhibir la captacion de glucosa mediada por insulina.
Debido al descenso del consumo de glucosa por parte del musculo esquelético,

aumenta la concentracion de glucosa en la circulacion sanguinea. Esto conlleva un

Pancreas

Miasc

Figura 1.7: Mapa de disfunciones observadas en el SM.
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incremento en la secrecion de insulina por parte del pancreas. Este estado de
hiperinsulinemia tiene como consecuencia un aumento en la reabsorcion de sodio,
aumentando por tanto la actividad del sistema nervioso simpatico. Todo esto tiene

como resultado un aumento de la presidn arterial [69].

1.4 MENOPAUSIA Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

La menopausia supone un factor de riesgo para la enfermedad
cardiovascular, debido a que la deplecion fisioldgica de estrogenos en el organismo
de la mujer tiene un efecto negativo sobre la funciéon cardiovascular y el

metabolismo.

La menopausia combina muchos factores de riesgo tradicionales. A los
anteriormente comentados (intolerancia a la glucosa, dislipemia, hipertension
arterial, aumento del tono simpatico, disfuncién endotelial e inflamacion vascular),
debemos sumar el cambio de distribucion de grasa desde un patrén ginoide a uno
androide (Figura 1.8) [70-72].

Figura 1.8: Patrén ginoide (izquierda) y androide (derecha) de distribucion de la grasa.
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Las ECV tienen poca incidencia en mujeres jovenes, pero en la mayoria de los
paises desarrollados se convierten en la principal causa de morbimortalidad en
mujeres mayores de 50 afos. En conjunto, las ECV y las enfermedades
cerebrovasculares representan la mayoria de las muertes en mujeres
posmenopausicas (en torno al 75%), un porcentaje significativamente mayor que el

cancer de mama (sobre el 8%) [45, 73].

1.4.1 Fisiologia de la menopausia

La Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia (SEGO) define el
climaterio (del griego klimater, escalon) como un amplio periodo de la vida de la
mujer comprendido desde la época de madurez y plena capacidad reproductiva
hasta la senectud. El climaterio se encuentra, pues, entre dos épocas bien
diferenciadas: la madurez sexual y reproductiva, por un lado, y la senectud por
otro. Este periodo seria semejante a la pubertad (en el otro extremo de la vida), otra
época de transicion entre la infancia y la madurez sexual. En ambos periodos existe
una fecha clave: el inicio de la menstruacion (menarquia) en la pubertad, y la iltima

menstruacion (menopausia) en el climaterio [74-76].

La SEGO define la menopausia (también de origen griego: menos, mes y
pausia, cese) como la fecha de la tltima menstruacion. Es uno de los sucesos del
climaterio. Para considerar una menstruacion como la tltima deben transcurrir al
menos 12 meses sin la misma. Menopausia es, entonces, un concepto retrospectivo
y no sinénimo de climaterio, aunque en ocasiones, incluso en la literatura médica
especializada, se utilicen indistintamente. La OMS define la menopausia como el
cese permanente de la menstruacion, determinado de manera retrospectiva,

después de 12 meses consecutivos de amenorrea y sin causas patoldgicas [77].

La edad promedio a la que aparece la menopausia se sitia entre 46,7 y 50,1

anos en las mujeres espafiolas [78].
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En la Figura 1.9 se muestran las concentraciones séricas medias de algunas

hormonas ovaricas (estradiol) e hipofisarias [hormona foliculoestimulante (FSH) y

hormona luteinizante (LH)] durante la transicion menopausica [79]:
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Figura 1.9: Concentraciones séricas de FSH, LH vy estradiol durante la transicion a la
menopausia. Adaptado de [79].

Las principales fuentes de estrogenos en la mujer premenopausica son los

ovarios. Las células de la teca producen andrégenos, que son aromatizados a

estrogenos mediante la aromatasa en las células de la granulosa del ovario, durante

el proceso conocido como esteroidogénesis [80]. Esta reaccion se muestra en la

Figura 1.10.
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Figura 1.10: Reaccion de aromatizacion dentro del proceso de esteroidogénesis. Conversion
de testosterona (androgeno) en estradiol (estrogeno).
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Una vez alcanzada la menopausia, la principal fuente de produccién de
estrdgenos se convierte en extragonadal. Los estrogenos son producidos a partir de
ese momento, mayoritariamente, por el tejido adiposo, que tiene la capacidad de
expresar las enzimas esteroidogénicas aromatasa y 17-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (173-HSD) [81]. Esta ultima enzima cataliza la reacciéon de
reduccién de carbonilo (estrona) a hidroxilo (estradiol), tal y como se muestra en la

Figura 1.11.

OH

17p-11SD Estradiol

Figura 1.11: Reaccion de reduccion dentro del proceso de esteroidogénesis. Conversion de
estrona en estradiol.

En las mujeres posmenopadusicas, el estrégeno predominante es la estrona,
que tiene una potencia estrogénica 10 veces menor que el estradiol. La potencia
relativa de los principales estrogenos se presenta en la Figura 1.12. La produccion
extragonadal de estrdgenos esta influenciada por la edad y el peso. La aromatasa
también se encuentra en células endoteliales y en células del musculo liso de los
vasos sanguineos. Este hecho sugiere una acciéon paracrina o autocrina de los
estrogenos. La concentracion sanguinea de estrogenos no refleja las formas
biologicamente activas a nivel de tejido, ya que dependen de la actividad
enzimatica local y de la union a los transportadores de proteinas, tales como la
globulina de unién a hormonas sexuales (SHBG). La biodisponibilidad y la
funcionalidad de los receptores de estrogenos también juega un papel importante

en la respuesta tisular a los estrdgenos [81].
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Figura 1.12: Comparacion del poder estrogénico relativo de los principales estrogenos donde
se le ha asignado un valor de 1 al poder estrogénico del estriol.

Parece que los estrégenos protegen el sistema cardiovascular a diferentes
niveles. A través de sus acciones directas, los estrogenos influyen en la evolucion
de las lesiones ateroscleroticas, mientras que mediante sus acciones indirectas
modulan diversos factores vasoactivos, proinflamatorios y metabdlicos, asi como

factores de la coagulacion [82-85]. Estas acciones se resumen en la Tabla 1.8 [94]:
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Tabla 1.8: Mecanismos de accién estrogénica sobre el sistema cardiovascular.

Mecanismos estrogénicos

Acciones directas
Gendmicas
Vasodilatacion (aumento en la produccion de NO)
Proteccion ante la formacion y calcificacion de ateromas
Modulacion de la respuesta al dafio endotelial
No gendmicas
Vasodilatacion rdpida (modulacién de canales de iones)
Acciones indirectas
Metabolismo lipidico
Metabolismo de carbohidratos
Coagulacion

Factores proinflamatorios y efectos antioxidantes

1.4.1.1 Acciones directas de los estrogenos

Los estrogenos actuan sobre la funcion celular a través de mecanismos
gendmicos y no genomicos; el efecto gendémico es mas lento y se caracteriza mejor.
La alteracion de la expresion de diversos genes que resultan de la accion de los
estrogenos depende de la activacion de los dos receptores estrogénicos nucleares
(ER), tipo a y tipo 3, que actiian como factores de transcripcion [86, 87]. El segundo
mecanismo de accion de los estrégenos es no gendmico, ya que no depende de los
cambios en la expresion génica, y ocurre pocos minutos después de la union del
estrogeno con sus receptores situados en la membrana celular. Un ejemplo seria la
vasodilatacion que se produce rapidamente después de la administracion de
estrogenos, que no puede ser atribuida a un efecto gendémico. El efecto de los
estrogenos en los cambios en el perfil metabdlico, en el proceso inmunoldgico y en
la respuesta a la lesion vascular depende de la actividad transcripcional gendémica
[82, 88].
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Los estrogenos acttian sobre el sistema cardiovascular [82-84] a través de sus
receptores ERa y ER(, que se expresan en las células endoteliales [89] y en las
células del musculo liso de los vasos sanguineos [82, 90]. ERa ha sido el mads
estudiado y se ha demostrado la importancia de este receptor en los efectos
ateroprotectores de los estrégenos [91]. En mujeres premenopdausicas con lesiones
aterosclerdticas mas severas en sus vasos sanguineos se ha encontrado una menor
expresion de ERa [90].

En ausencia de un ligando, los receptores estrogénicos se localizan dentro del
citoplasma, asociados con proteinas citoplasmaticas que actian como chaperonas,
como, por ejemplo, la proteina de choque térmico 90 (hsp 90). Cuando el estrégeno
libre alcanza la célula diana, estas proteinas se disocian del receptor y ocurren
varios eventos bioquimicos, tales como la activacion de canales idnicos y cambios
en la actividad enzimatica [92]. Cuando la hsp 90 se disocia del receptor, el
complejo receptor estrogénico-estrogeno se desplaza al nucleo, donde es
homodimerizado o heterodimerizado por un ERa o un Erp. Luego se une al
elemento de respuesta a estrogenos (ERE) de la secuencia de ADN, préximo al gen
sensible. El proceso de transcripcion depende del promotor y de los diversos
coactivadores y correpresores. Dependiendo del ligando, el complejo adquiere una
conformacion especial, que finalmente determina la unién de un cierto coactivador
al promotor [82, 83, 88]. La interaccion compleja entre correguladores y homo o
heterodimeros de ER da como resultado una respuesta altamente especifica

después de llevarse a cabo la activacion transcripcional [81].

En la Tabla 1.9 se muestra la influencia de los estrogenos en genes que tienen

alguna actividad dentro de la funciéon cardiovascular:
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Tabla 1.9: Influencia gendmica de los estrégenos [81].

Genes regulados por estrogenos

Genes involucrados en vasodilatacion
Prostaciclina cicolooxigenasa
Prostaciclina sintetasa
NO sintasa endotelial (eNOS)

Genes involucrados en vasoconstriccion
Endotelina-1
Receptor tipo 1 de la angiotensina II (AT1)
Renina
Enzima convertidora de angiotensina

Genes involucrados en el remodelado vascular y angiogénesis
Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
Colageno
Metaloproteinasa de matriz (MMP)

Genes relacionados con el metabolismo lipidico
Lipoproteina lipasa
Apolipoproteinas A, B, D, E
Leptina

Genes relacionados con el proceso inflamatorio
Citocinas (IL-6, TNF-a)
VCAM-1

Genes relacionados con la coagulacion y la fibrindlisis
Fibrin6geno
Proteina S
Factores de coagulaciéon V, VII, IX, X
Inhibidor del activador de plasminogeno 1 (PAI-1)
Antitrombina III
Activador del plasmindgeno tisular

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
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Como se ha dicho en este apartado, ademds de las acciones de tipo gendmico,
los estrogenos también muestran acciones rapidas. En la actividad no gendmica de
los estrdgenos no esta involucrada la maquinaria transcripcional. En este proceso
estan implicados receptores de membrana, asi como vias de sefalizacion celular,
con la participacion de canales idnicos, sobre todo de Ca y K, proteinas G y
receptores acoplados a proteina G (GPCR), y tirosina cinasas, como por ejemplo, la
3-fosfoinositol cinasa (PI3K) [81, 93].

Los receptores de membrana involucrados no han sido bien caracterizados,
pero hay evidencia de que pueden ser los mismos receptores citoplasmaticos ERa
y ERp situados en caveolas de la membrana celular [94, 95]. Recientemente, se ha
informado de que un receptor intracelular transmembrana G acoplado a proteina
acttia como receptor de estrdgeno, probablemente mediando algunos de los efectos
de estrogenos que se producen rdpidamente [96]. Las acciones no gendmicas de los
estrégenos resultan criticas para el sistema cardiovascular, porque regulan la
vasodilatacion rapida de vasos coronarios. Esta vasodilatacion se logra a través de
la apertura de los canales de Cay la activacion de los canales de K, asi como a través
de la secrecion de moléculas vasoactivas, como el 6xido nitrico (NO), del endotelio
y las células del musculo liso vascular [93]. De manera similar, la secrecion rapida
de insulina por las células (3 pancredticas estd posiblemente regulada por

estrogenos, mediante una acciéon no gendémica [81, 97].

1.4.1.2 Acciones indirectas de los estrogenos

Durante la etapa fértil, las mujeres tienen concentraciones mas bajas de
lipidos y C-LDL que los hombres, mientras que estas aumentan después de la
menopausia [98-100]. Por el contrario, la diferencia en las concentraciones de
C-HDL entre hombres y mujeres posmenopausicas sigue siendo la misma. Los
efectos de los estrogenos sobre el metabolismo de los lipidos estan mediados por
ERa. Los estrédgenos participan tanto en la lipogénesis como en la lipdlisis. A nivel
transcripcional aumentan la expresion hepatica de los genes de receptores de
C-LDL y disminuyen la transcripciéon del gen de la lipoproteina lipasa (LPL) a
través de ERa. Por lo tanto, cuando las concentraciones de estrégeno disminuyen
después de la menopausia, se observa un aumento de la actividad LPL y esto
probablemente contribuye al aumento de 4cidos grasos libres y la acumulacion de
grasa abdominal [81, 101].
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A nivel inflamatorio, los estrégenos disminuyen tanto VCAM-1 como la
molécula de adhesion intracelular ICAM-1) y desciende la acumulacion de
leucocitos en el endotelio [102]. Se ha encontrado que tanto monocitos como
neutrdfilos y linfocitos T'y B expresan receptores estrogénicos, principalmente ERa.
Ante la disminucion de las concentraciones plasmaticas de estrogenos, estas células
del sistema inmunoldgico se muestran mds activas, conduciendo a un estado

general de caracter proinflamatorio [81, 85, 103].

Los estrdgenos alteran la transcripcion de genes que codifican para varias
proteinas que participan en el sistema de coagulacion. Afectan al fibrindgeno y a
los factores V, VII, IX, Xy al inhibidor de la via del factor tisular y disminuyen las
concentraciones de antitrombina III, proteina S y PAI-1 [104, 105]. Ademas, los
receptores de estrégenos que se expresan en las plaquetas influyen en la migracion,
la adhesién y la agregacidon de estas células y, por tanto, aumentan el riesgo
trombodtico. Estos efectos podrian ofrecer una explicacion que justificaria el
aumento de eventos trombdticos relacionados con el uso de terapia hormonal
sustitutiva (THS) [105, 106].

1.4.2 Menopausia y ganancia de peso

Las mujeres posmenopdusicas tienden a aumentar de peso desde el primer
ano de la menopausia y experimentan una redistribucion de la grasa corporal de
un patrén ginoide a uno androide como ya se explico en la pagina 34. Un estudio
de Gambacciani y cols. mostrd que en mujeres que alcanzaron la menopausia de
manera temprana se observaron aumentos significativos en el peso corporal. Estos
aumentos, que se produjeron debido al aumento de grasa corporal total, llegaron a

ser de hasta 5 kg a lo largo de los 36 meses de seguimiento del estudio [71].
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1.4.3 Menopausia, diabetes e hipertension

Los aumentos en la grasa corporal tanto en hombres como en mujeres estan
asociados con efectos perjudiciales que afectan a la sensibilidad a la insulina, al
perfil lipidico plasmatico, a la presion arterial y al tono simpatico. En particular, el
aumento del peso corporal y la obesidad se asocian con una mayor resistencia a la
insulina y con un aumento de la presion arterial, como se muestra en la Figura 1.13
[72], cambios que se acentiian en mujeres posmenopausicas debido al déficit de
estrégenos. En comparaciéon con las mujeres premenopdusicas, las mujeres
posmenopausicas tienen una resistencia a la insulina significativamente mayor
[107]. La resistencia a la insulina conduce a altas concentraciones de insulina
circulante, causando la retenciéon de Na y de liquido, lo que puede conducir a

padecer HTA e insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) [70].
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Figura 1.13: Efecto del IMC sobre la PAS. Adaptado de [72].

El desarrollo de HTA y diabetes son factores de riesgo importantes para la
aparicion de ECV, especialmente en las mujeres posmenopausicas. Las mujeres con

diabetes tienen un mayor riesgo relativo de mortalidad por ECV que los hombres
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diabéticos. De la misma manera, las mujeres con hipertension también tienen un

mayor riesgo de sufrir ECV en comparacién con hombres hipertensos [108].

1.5 BIOMARCADORES DEL ESTADO INFLAMATORIO

En este apartado se pretende realizar una revision de algunos biomarcadores
que actualmente se proponen como el nexo de unioén entre la inflamacion, la
obesidad y sus complicaciones asociadas.

1.5.1 Factor de necrosis tumoral o

El TNF-a es una proteina que contiene 233 aminoacidos con un peso molecular
de 25,6 kDa. Inicialmente, el TNF-a se produce en una forma asociada a membrana,
que se somete a continuacion a la eliminaciéon enzimatica de 76 aminoacidos
N-terminales mediante la enzima metalopeptidasa ADAMS17, una enzima
convertidora de TNF-a, para generar la molécula de TNF-a de 17 kDa soluble, que

se conforma como homotrimero [109], cuya estructura secundaria se muestra en la
Figura 1.14 [110].
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Figura 1.14: Estructura tridimensional del homotrimero de TNF-a. Adaptado de [110].
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El TNF-a es una de las principales citocinas mediadoras en la respuesta inmune
e inflamatoria [111]. TNF-a es una citocina asociada a la formacion de ateroma. Esta
molécula es secretada por macrofagos, células del tejido adiposo, células
endoteliales y miocitos. Existe evidencia que sugiere que el TNF-a induce la
apoptosis de los adipocitos [112] y fomenta la resistencia a la insulina, inhibiendo
la via de sefalizacidon del substrato 1 del receptor de la insulina [113]. Su accidén
paracrina tenderia, ademas, a exacerbar la liberaciéon de AGL, induciendo de este

modo una dislipemia aterogénica [114].

La concentraciéon plasmatica de TNF-a estd aumentada en pacientes obesos en
comparacion con sujetos sanos. Las concentraciones de TNF-a se correlacionan con
el IMC. De la misma manera que en pacientes obesos, aquellos pacientes con
sindrome metabdlico tienen concentraciones superiores de TNF-a en sangre en
comparacion con pacientes obesos sin otro criterio de sindrome metabdlico [112].
El mismo estudio fue capaz de confirmar que existe correlacion positiva entre las
concentraciones de TNF-a plasmatico y la resistencia a la insulina evaluada
mediante el indice HOMA-IR. Este indice, acrénimo en inglés de homeostatic model
assessment — insulin resistance, utiliza los valores en ayunas de las concentraciones
de glucosa e insulina para evaluar el grado de resistencia a la insulina. La ecuacion

para el calculo de este indice se detalla en la pagina 84.

Por el contrario, se establecié una correlacion negativa entre la concentracion
de TNF-a plasmatico y la de C-HDL. Como se ha dicho anteriormente, se ha visto
que el TNF-a se encuentra sobreexpresado en el tejido adiposo blanco en estados
de obesidad y resistencia a la insulina [115]. Ademads de tener relacién con la
obesidad y resistencia a lainsulina, el TNF-a se ha asociado también con patologias
como cancer, dislipidemia, infeccion e hipertension arterial [116]. Se encuentran
concentraciones plasmaticas elevadas y mantenidas de TNF-a en aquellos

pacientes con elevado riesgo de eventos coronarios recurrentes [117, 118].
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1.5.2 Interleucina 6

La IL-6 es una proteina glicosilada cuya masa molecular oscila entre los 22 y los
27 kDa, dependiendo del niimero y tipo de modificaciones postraduccionales que
se llevan a cabo en diferentes tejidos. En un primer momento, la IL-6 es sintetizada
como una precursor de 212 aminodcidos, de los cuales 28 residuos forman una
secuencia sefal, lo que da como resultado final una proteina de 184 aminodcidos
[119]. La estructura secundaria de la IL-6 se muestra a continuacidn, en la Figura
1.15 [120]:

Figura 1.15: Estructura tridimensional de la IL-6. Adaptado de [120].

LaIL-6 esla principal citocina con actividad procoagulante y junto con el TNF-a
son las dos citocinas que mejor han sido estudiadas en relacion con la obesidad
[121, 122]. En pacientes obesos se han encontrado concentraciones elevadas de IL-6,
tanto en suero como en tejido adiposo blanco. Los adipocitos producen el 30% de
las cantidad circulante de IL-6, siendo esta contribucion mayor en la grasa visceral
que en la grasa de localizacion subcutdnea [121]. Se han realizado estudios en
humanos que han comprobado que las concentraciones plasmaticas de IL-6 se
encuentran elevadas en pacientes con sobrepeso y obesidad. Ademas, estos
estudios correlacionan con medidas de adiposidad, como el perimetro abdominal,
la relacion cintura/cadera y el IMC [123]. Se han descrito descensos significativos
de las concentraciones de IL-6 en pacientes obesos que se someten a estudios de
intervencion dietética y ejercicio[124].
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La asociacion que existe entre medidas de resistencia a la insulina, DM2 y
concentraciones de IL-6 [125], podria predecir el desarrollo de DM2 en algunas
situaciones [126]. De hecho, la DM2 en humanos se ha relacionado con algunos
polimorfismos en el promotor del gen IL-6 [127]. Aun asi, el papel de la IL-6 en la
pérdida de sensibilidad a la insulina estd en discusion, ya que algunos autores no
han encontrado variaciones en el metabolismo de los carbohidratos tras
administracion de IL-6, lo que podria indicar que la IL-6 por si sola es improbable

que esté relacionada con el desarrollo de resistencia a la insulina [128].

Se ha propuesto que la IL-6 pudiera ser el nexo de unién entre obesidad,
inflamacion crénica de bajo grado, estrés y enfermedad cardiovascular [129],

postulandose su papel en la aparicion de enfermedades cardiovasculares [130].

Se conoce el rol de la IL-6 como inductor de la respuesta de fase aguda hepatica,
promoviendo la sintesis de numerosas proteinas, como la proteina C reactiva, el
fibrindgeno, la haptoglobina y la proteina sérica del amiloide A, que intervienen en

el proceso inflamatorio [118, 131].

1.5.3 Proteina C reactiva

La PCR se sintetiza como un polipéptido de 206 aminoacidos y se segrega en
los hepatocitos como un mondmero no glicosilado de aproximadamente 23 kDa
[132, 133], que se asocia de manera no covalente para formar una estructura de
anillo homopentameérica (Figura 1.16) caracteristica de los miembros de la familia
de las pentraxinas, a la que pertenece [134]. La PCR podria ser considerada como
el principal biomarcador para evaluar la inflamacion sistémica. Se sintetiza en el
higado, en algunos leucocitos y en el tejido adiposo en respuesta a numerosas
sefales, en particular al incremento de las concentraciones de IL-6 y otras citocinas

inflamatorias sistémicas [135, 136].
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Tradicionalmente, en la practica clinica, la PCR se ha usado como un
biomarcador indicador de inflamacién severa, como la que se da en situaciones
como infecciones agudas o enfermedades inflamatorias cronicas (con
concentraciones plasmaticas mayores de 0,5 mg/dL). Sin embargo, esta demostrado
que utilizando ensayos de alta sensibilidad en la medida de PCR, pequefios
incrementos en sus concentraciones plasmaticas (en rangos de 0,2 — 0,5 mg/dL) son
indicativos de inflamacién de bajo grado, que ademads no estd exenta de relevancia
clinica [137].

Figura 1.16: Estructura tridimensional de la PCR. Adaptado de [134].

La PCR se considera un factor de riesgo cardiovascular independiente y se ha
asociado de manera positiva con el IMC, con otras medidas de adiposidad y con la
resistencia insulinica [138, 139].

Como el estado proinflamatorio se ha asociado a un aumento del tejido adiposo
visceral, se piensa que las concentraciones de PCR ultrasensible (PCRus) estan
aumentados cuando la obesidad central se cronifica. La magnitud del incremento
de PCRus asociado a obesidad visceral puede variar de manera diferente entre
individuos [140]. Asi pues, una vez establecida la correlacion entre PCRus y riesgo
de ECV futura, la evaluacion de la variacion de PCRus podria ser una buena
manera de diferenciar los individuos obesos de menor riesgo de aquellos que
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presenten mayor riesgo de desarrollo de eventos cardiovasculares en un futuro
[140-142].

Se ha publicado que el ejercicio fisico y la pérdida de peso inducen una
disminucion tanto del volumen de tejido adiposo como de las concentraciones
plasmaticas de PCR [124]. En otro estudio, la disminucién de las concentraciones
de PCR tras una intervencion dietética y realizacion de actividad fisica se asocid a
cambios beneficiosos, tanto en la adiposidad abdominal como en el metabolismo
lipidico, como se puso de manifiesto en la disminucion de la trigliceridemia y de
AGL [143]. Asi pues, el descenso de las concentraciones de PCR originado por un
cambio en el estilo de vida hacia unos hébitos saludables podria explicar, al menos

parcialmente, estos efectos cardiosaludables [139].

1.5.4 Otros biomarcadores proinflamatorios

Ademas de los biomarcadores bioquimicos del estado inflamatorio descritos a
lo largo del presente apartado, existen otros que van a ser descritos a continuacion

pero que no forman parte de este trabajo.

1.5.5.1 Interleucina 1

La interleucina 1 (IL-1) es una citocina proinflamatoria prototipica que actiia
como mediador precoz de la inflamacion. La IL-1 es producida por macréfagos,
monocitos, fibroblastos, células dendriticas, linfocitos B y NK y células epiteliales
[144]. La IL-1 aumenta la expresion de factores de adhesion en células endoteliales
para atraer a macrofagos y linfocitos al lugar de infeccion o inflamacion. Actaa
sobre el hipotalamo, ejerciendo un aumento de la temperatura corporal. Debido a
que la IL-1 activa el mecanismo de la fiebre a esta citocina se le denomina pirégeno
enddgeno. Ademads de la fiebre, la IL-1 promueve también la hipotension y la

vasodilatacion [145].

Con el nombre de IL-1 se denomina a un gran grupo de 11 citocinas. Las mas
estudiadas son la IL-1a y la IL-1{3, ambas con actividad proinflamatoria. IL-1x e
IL-1p se sintetizan como proteinas precursoras (pro-IL-1a y pro-IL-1B), que luego
se someten a escision proteolitica por calpaina y caspasa-1, respectivamente, para

producir las formas activas maduras [146].
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1.5.5.2 Interleucina 18

La IL-18 es otra citocina proinflamatoria secretada por adipocitos. Presenta
propiedades aterogénicas, actuando sobre otras citocinas como IL-6, TNF-a e
interferon-y (IFN-y), que podria ser un mediador importante en la inflamacion
subclinica y la obesidad. De la misma manera, la IL-18 podria suponer el nexo de
union entre la obesidad y la intolerancia a la glucosa, la DM2 y las enfermedades

cardiovasculares [147].

Las concentraciones plasmaticas de IL-18 se correlacionan de una manera
positiva con el peso corporal y la grasa abdominal. De la misma manera, se ha
encontrado que la hiperglucemia provoca un aumento de las concentraciones

plasmaticas de este biomarcador [148].

Las concentraciones de IL-18 se han correlacionado positivamente con los
criterios clinicos de sindrome metabdlico, tales como IMC, circunferencia de
cintura, glucemia en ayunas y concentraciones de insulina. Los pacientes con DM2
tienen concentraciones plasmaticas mas altas de esta citocina [149]. De la misma
manera, las concentraciones de IL-18 se han correlacionado de manera negativa con

las concentraciones de C-HDL en personas obesas [150].

1.5.5.3 Leptina

La leptina es una hormona que se sintetiza principalmente en el tejido
adiposo. Es capaz de atravesar la barrera hematoencefdlica hacia el hipotalamo.
Alli, puede estimular las neuronas anoréxicas, con la consiguiente disminucion del
apetito [151]. La leptina también es capaz de aumentar el uso de energia,

reduciendo la eficacia metabdlica.

Las concentraciones plasmaticas de leptina son proporcionales a la cantidad
de grasa corporal. Se considera que la leptina circulante actia como una sefial que
indica niveles adecuados de reserva de energia [152]. Por el contrario, sus
concentraciones se encuentran reducidas en pacientes anoréxicos. Este hecho
demostraria que la concentracion de leptina esté mediada por el estado nutricional
[153].

Hoy en dia, se sabe que la leptina esta relacionada con otras citocinas como
la IL-6, ya que comparten la mayor parte de la estructura proteica. Este hecho
confiere una accion sinérgica entre ambas [152]. Ademads, no sdlo se sabe que la
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leptina acttia como controlador del peso corporal, sino que ademads tiene un papel

como vinculo de union entre el sistema neuroendocrino y el sistema inmune [154].

1.5.5.4 Inhibidor del activador del plasminégeno

El inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1) es la principal enzima
de un grupo de cuatro inhibidores de la serina peptidasa, que acttia modulando la

remodelacion de la matriz extracelular y la fibrindlisis [155].

Se ha demostrado que PAI-1 presenta una estrecha relacion con el IMC, los
triglicéridos y la resistencia a la insulina [156]. Se han descrito diferencias entre
sexos, siendo la relaciéon mas fuerte en hombres que en mujeres [157]. También se
ha visto que las concentraciones de PAI-1 disminuyen con la restriccion caldrica, la
pérdida de peso, la disminucion de la grasa corporal y cuando mejora la resistencia

a la insulina [135].

1.5.5.5 Adiponectina

La adiponectina es una proteina de 30 kDa, cuya region mds importante es
la situada en un dominio similar al coldgeno [158]. La adiponectina se produce
principalmente en el tejido adiposo blanco y especificamente en adipocitos
maduros. El papel de la adiponectina estd mediado por receptores conocidos como
receptores de adiponectina 1y 2 (Adipor 1 y 2). Aunque en proporciones relativas,
Adiporl y Adipor2 pueden variar de tejido a tejido y, en general, se expresan
simultdneamente [159]. Una molécula adicional de la superficie celular llamada
T-cadherina muestra una afinidad significativa por la adiponectina, que al unirse a

esta le asocia un papel cardioprotector [160].

1.5.5.6 Ghrelina

La ghrelina es una hormona neuroendocrina secretada principalmente por el
estobmago. Su funcidn es estimular el apetito directamente a través de la activacion
del receptor de la hormona del crecimiento en el hipotdlamo, e indirectamente
mediante el aumento del NPY. La obesidad, la resistencia a la insulina y la
hipertension se asocian con bajas concentraciones plasmaticas de ghrelina [161,
162].
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1.5.5.7 Homocisteina

La homocisteina (Hcys), dcido 2-amino-4-sulfamil butanoico, es un aminoacido
no esencial obtenido en los animales vertebrados por desmetilacion de la
metionina, un aminodcido esencial obtenido de la dieta, principalmente de

alimentos de origen animal [163].

El mecanismo por el cual la hiperhomocisteinemia constituye un factor de
riesgo cardiovascular no estd completamente claro. Se ha propuesto que un
incremento de las concentraciones de Hcys tiene como consecuencia un aumento
del estrés oxidativo. Este hecho conduce a un deterioro en la funcién endotelial y a
su vez favorece un estado protrombotico, teniendo como resultado un aumento del
riesgo aterogénico [164].

En la Figura 1.17 se resume el comportamiento de todos los biomarcadores

en relacion a la obesidad explicados en este apartado.

Células inmunes

IL-11
PCR 1
Estomago Tejido adiposo
.. TNF-a 1
QD 1181
PCR 1
Ghrelina | PAI-1 1
Leptina 1
'PCR ) Adiponectina |
PAI-1 1

Hcys 1

Figura 1.17: Resumen del comportamiento en la obesidad de diferentes biomarcadores
bioquimicos relacionados con la inflamacion segiin el tejido en que son producidos.
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1.6 BROCOLI

1.6.1 Generalidades

El brocoli (Brassica oleracea L. var Italica), también conocido como bréquil,
bréculi o brécol, debe su nombre a su forma de brazo o rama (bracchium en latin).
En cuanto a su clasificacion taxondmica, el brécoli pertenece a la familia Brassicaceae
(anteriormente conocido como Cruciferae) y al género Brassica. Este género engloba
una gran cantidad de vegetales, incluyendo entre otros, coliflor, ricula, rdbano,

repollo, mostaza y col [165].

Se piensa que procede originariamente de la parte oriental del Mediterraneo,
donde se cree que se domestico hace miles de afios como un brécoli primitivo y se
introdujo en Europa en la Edad Media [166, 167].

Segun datos del Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacion y Medio
Ambiente durante el afio 2014 en Espana se destind una superficie de tierra de
26.612 ha al cultivo de brécoli, con una produccion de 445.884 T. La Region de
Murcia fue la primera Comunidad Autdénoma del Estado tanto en superficie
destinada a su cultivo (12.001 ha) como en produccion (213.366 T), lo que supuso el
45% de la superficie total estatal de tierras destinadas a su cultivo y un 48% de la

produccion total estatal [168].

1.6.2 Caracteristicas morfoldgicas

La raiz del brocoli es gruesa, fusiforme y se desarrolla verticalmente, con
abundantes raices secundarias que rara vez se ramifican. Es una planta herbacea,
vivaz, con un tallo vigoroso y grande. Sobre el tallo nacen, en las axilas de las
pequenas hojas, inflorescencias de tamafio diminuto y forma redondeada que se
denominan floretes. Las hojas del brocoli son de color verde mas o menos oscuro,
dependiendo de la variedad de que se trate. Poseen una nerviadura fuerte y un
peciolo largo. Las flores forman inflorescencias de color verde o morado, que se
encuentran intercaladas entre hojas sin formar una tnica pella, a diferencia de su
pariente mas cercana, la coliflor. Las pellas de brocoli son generalmente de menor
tamano que en otras variedades de la especie Brassica oleracea, como la col o la

coliflor. La pella de brocoli puede llegar a medir 20 cm de didmetro y alcanzar los
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2 kg de peso. El brocoli produce silicuas de 5 a 6 cm con multitud de semillas de

color oscuro [169]. En la Figura 1.19 se muestra un ejemplar de brécoli.

Figura 1.19: Fotografia de un ejemplar de brocoli.

Los brotes de brocoli son germinados de pocos dias de edad, con niveles de
concentracion de fitoactivos hasta 10 veces superiores a los del brocoli adulto. En

la Figura 1.18 se ilustran especimenes de brotes de brocoli:

Figura 1.18: Fotografia de varios especimenes de brotes de brocoli.

1.6.3 Requerimientos para el cultivo

En muchas zonas el brécol recibe el nombre de coliflor de invierno

(denominandose a la verdadera coliflor como coliflor de verano). El cero de
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vegetacion (temperatura por debajo de la cual la planta deja de crecer) del brocoli
estd en 5°C. Su Optimo crecimiento se establece entre 20 y 24°C antes de la
formacién de los floretes y por debajo de 20°C para la correcta formacién de estos.
El desarrollo floral 6ptimo se da entre temperaturas de 15 y 18°C. Es una planta
muy sensible a las heladas, sobre todo en la fase de formacion del florete. Es, a su
vez, una planta sensible a humedades relativas altas, las cuales perjudican la
obtencion de floretes de calidad. El broquil es un vegetal exigente, que requiere de
suelos profundos y fértiles con elevada materia organica. La tierra debe estar suelta
o como mucho de consistencia media para evitar encharcamientos. Ademas, es una
planta sensible a la falta de Ca, B y Mg y exigente en cuanto a las concentraciones

de Ky S. No soporta suelos salinos y requiere un pH entre 6,5y 7,5 [169].

1.6.4 Compuestos fitoactivos presentes en el brocoli

La familia de las cruciferas y en concreto el broculi suponen una buena fuente
de multitud de compuestos fitoquimicos potencialmente protectores, incluyendo
fenoles (flavonoides y acidos fenodlicos), carotenoides, Se, glucosinolatos (GSLs) o
vitaminas [170, 171], aunque el principal poder antioxidante y antiinflamatorio ha

sido atribuido principalmente a su contenido en GSLs [166, 172].

Los GSLs son los fitoquimicos que distinguen a las cruciferas del resto de
hortalizas, y en el brdcoli, principalmente se encuentran los GSLs alifaticos
[(glucorafanina (GRA), glucoiberina (GIB) y glucoerucina (GER)] y los GSLs
inddlicos o derivados del triptéfano [glucobrassicina (GBS)] asi como hidroxi-
(4-OHGBS), metoxi- (4-OMeGBS) y neoglucobrassicina (NeoGBS)) [173, 174]. No
obstante, estudios comparativos de variedades de brécoli han mostrado diferencias
cualitativas y cuantitativas en cuanto a niveles de vitamina C, flavonoides y GSLs
[175, 176].

Los GSLs son tioglucdsidos que tienen un grupo nitrilo y un grupo sulfato, y
abarcan casi 120 compuestos quimicamente estables [177]. Cuando los tejidos de
estos vegetales son procesados de diferentes maneras (ya sea cortandolos,
cocinandolos, congelandolos o mediante la masticacién), los GSLs quedan
expuestos a una enzima denominada mirosinasa, presente en muchos vegetales, y
cuya accion principal es la de hidrolizarlos a isotiocianatos (ITCs), que son
compuestos bioactivos [178]. La flora intestinal presente en los humanos posee una



INTRODUCCION 57

isoforma de mirosinasa [179]. Aunque existen diferentes tipos de GSLs e ITCs en la
naturaleza, la GRA vy el sulforafano (SFN), 1-isotiocianato-4-(metilsulfinil)butano,
son los compuestos mds estudiados y los que actualmente gozan de mayor
evidencia cientifica de tener efectos beneficiosos, respectivamente [180]. La
estructura quimica de los GSLs y de la GRA se muestra en la Figura 1.20 y la de los
ITCs y del SFN en la Figura 1.21.

oM
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OH Glucosinolato

Figura 1.20: Estructura quimica de la familia de los GSLs y de su compuesto mds estudiado
(GRA).

El brocoli es reconocido como la mejor fuente de GSLs. En torno al 90% de los
GSLs contenidos en el brécoli corresponden a GRA [181]. El SEN es considerado un
compuesto muy prometedor. De hecho, en diferentes estudios se ha encontrado
que posee propiedades que previenen, retrasan o invierten el desarrollo de lesiones
preneoplasicas y mejora las tasas de supervivencia, actuando sobre células

cancerosas como agente terapéutico [182, 183].

\C S\ !\:‘! Sulforafano

Isotiocianato

Figura 1.21: Estructuras quimicas de la familia de ITCs y de su principal compuesto
bioactivo (SFN).

El contenido total de GSLs en brotes de brocoli (Brassica oleracea (L.) spp

italica) de 63,5 umol por cada g de brocoli seco cuantificado en brotes de 7 dias de
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edad [184]. La concentracion de diferentes GSLs se detalla a continuacién en la
Tabla 1.10.

Tabla 1.10: Contenido de diferentes GSLs en brotes de brocoli de 7 dias de edad.

GSLs alifaticos GSLs indolicos
umol/g brocoli seco pmol/g brocoli seco
GIB 1,6+0,1 4-OHGBS 2,7+0,1
GRA 43,6 0,6 GBS 0,7+0,0
GER 13,1+0,1 4-OMeGBS 0,8+ 0,0
NeoGBS 1,00,
Total 58,3+0,8 Total 52+0,2

GSLs: glucosinolatos; GIB: glucoiberina; GRA: glucorafanina; GER: glucoerucina; 4-OHGBS:
4-hidroxibrassicing; GBS: glucobrassicina; 4-OMeGBS: 4-metoxiglucobrassicina; NeoGBS:
neoglucobrassicina.

1.6.5 Mecanismos de accion de los fitoactivos presentes en el brocoli

Aunque el SFN podria interactuar con multiples dianas moleculares, el
mecanismo de accion mejor descrito es el que involucra al factor nuclear eritroide
2 (Nrf2). Nrf2 es un factor de transcripcion esencial en la regulacion del estado
redox de la célula, que en células en las que no se encuentra activado, permanece
unido a la proteina Keapl, formando un complejo inactivo [185]. Cuando entra en
la célula, el SFN interactia con la proteina Keap1 promoviendo la separacion entre
Nrf2 y Keapl, lo que permite a Nrf2 activarse y desplazarse al nuicleo [186], donde
se une al elemento de respuesta antioxidante (ARE), una region promotora de ADN
de genes que codifican para enzimas antioxidantes, tales como NADPH, quinona
oxidorreductasa 1 (NQO1), hemooxigenasa-1 (HO-1), tiorredoxina y superoxido
dismutasa [187, 188].

El SEN ademads es uno de los inductores naturales mas potentes de la ruta
Keap1/Nrf2/ARE y esto se manifiesta en cultivos celulares y modelos animales con
actividad antioxidante, antiinflamatoria, antiangiogénica y neuroprotectora [189].
Asimismo, un estudio de intervencion dietética con brotes de brocoli ha puesto de
manifiesto la accion bactericida contra infecciones por Helicobacter pylori, que se

asocian estrechamente a cancer gastrico [190].
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Ademas de los ITCs, los fenoles presentes en el brocoli pueden contribuir a los
efectos protectores asociados a la ingesta de cruciferas. En concreto, estudios
epidemiolodgicos y experimentales indican que las antocianinas, el grupo mas
importante de pigmentos flavonoides dentro del grupo de compuestos fendlicos,
disminuyen el riesgo de padecer ECV, cdncer y otras patologias crdnicas
degenerativas [184]. Por otra parte, las antocianinas y los ITCs podrian influir en
las mismas rutas de sefalizacion en su actividad quimiopreventiva como, por
ejemplo, en la induccion de ARE [191]. La estructura quimica de las antocianinas

se muestra en la Figura 1.22.

cr

Rs

Figura 1.22: Estructura quimica de las antocianinas.

Diferentes estudios de intervenciones dietéticas en humanos han
proporcionado evidencia de que las dietas ricas en verduras cruciferas pueden
modificar las concentraciones plasmaticas y el perfil de lipidos y colesterol en
plasma [192-196]. A nivel poblacional, una reduccion del 1% en el C-LDL se ha
asociado con una reduccién del 1-2% en el riesgo de padecer ECV [197]. Algunos
estudios también han comprobado que existe un requisito de colesterol por parte
de las células cancerosas [198], lo que ha llevado a un creciente interés en el uso de

estatinas como agentes terapéuticos contra el cancer [199].

En una racion de brécoli pueden encontrarse hasta 60 mg de GRA. En estudios
preclinicos, se han llegado a usar hasta 4.4 mg/Kg al dia (equivalente >300 mg
SFN/dia para una persona de 70 Kg) para investigacion en cancer [200]. Estas
cantidades son muy dificiles de obtener con inflorescencias de brécoli por dos

motivos. En primer lugar, porque durante el cocinado se pierde un porcentaje alto
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de estos compuestos [173, 179, 201, 202], y en segundo, porque se necesitarian unas
6 pellas o inflorescencias crudas (en torno a 55 mg cada 500 g de producto). Sin
embargo, los brotes de brdcoli contienen entre 20 y 100 veces mas GRA que una
pella. Ademas, para calcular la cantidad de SFN que puede usarse en nutricion
humana, hay que considerar que sdlo el 20% de la GRA esta biodisponible y se
transforma a SFN en el organismo, conversion que puede favorecerse masticando
bien los brotes de brocoli para asegurar la liberacion de la mirosinasa y evitando

hervir el alimento, que la inactivaria [201, 202].
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2. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

2.1 JUSTIFICACION

El sobrepeso y la obesidad suponen un problema de salud publica de primer
orden, que padece mas del 40% de la poblacion a nivel nacional y mundial, de todas
las edades y grupos étnicos. La obesidad supone una pérdida de la calidad y la
esperanza de vida, no solo porque aumenta el riesgo de problemas
cardiovasculares, desequilibrios metabolicos y disfunciones del tejido adiposo, sino
también porque induce a una mayor incidencia de otras enfermedades no
contagiosas como el cancer. La dieta juega un papel esencial en el bienestar y la
salud. Sin embargo, la influencia de los componentes de los alimentos (fitoquimicos
bioactivos) sobre condiciones fisiopatoldgicas es un area de investigacion creciente,

no estando aun definida la dieta que podria ser “Optima” para la salud adulta.

Los brotes o germinados de brécol (Brassica oleracea L. var. Italica) son la mejor
fuente dietética de glucorafanina/sulforafano (GRA/SEN). Debido a sus efectos
sobre el metabolismo del colesterol y la homeostasis de los lipidos, los
glucosinolatos e isotiocianatos del brécoli (GSLs/ITCs) pueden ejercer una
actividad biologica positiva sobre la adiposidad y la inflamacién sistémica,
concurrente en las personas obesas. Por lo tanto, la finalidad de la presente tesis
doctoral es evaluar el beneficio del consumo de brotes de brdcoli enriquecidos en
GSLs/ITCs en poblacion obesa, en particular, mujeres adultas cuya condicion de
menopausicas implica un mayor riesgo potencial de problemas cardiovasculares.
La identificacion de respuestas bioldgicas a los fitoquimicos bioactivos de los brotes
de brécoli, podria permitir su incorporacion en programas de nutricion, para el

control y manejo de la obesidad.

De las publicaciones cientificas, basadas en datos epidemioldgicos y estudios
experimentales en células y modelos animales, se sabe que los GSLs/ITCs ejercen
efectos positivos en la enfermedad cardiovascular, en ciertas formas de cancer,
diabetes y enfermedades degenerativas como Alzheimer o Parkinson. Sin embargo,
no se han llevado a cabo estudios que pongan de manifiesto un efecto beneficioso
del consumo de brotes de brdcoli ricos en GSLs/ITCs en procesos relacionados con
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la obesidad y la inflamacion cronica en mujeres menopausicas con sobrepeso y

obesas.

En humanos se han realizado pocos estudios con cruciferas para salud
cardiovascular, diabetes u obesidad, puesto que la mayoria de los estudios clinicos

con cruciferas (y SFN) se han centrado en su actividad anticancerigena [200, 201].

Conocer el efecto beneficioso de los GSLs/ITCs de los brotes de brocoli sobre
parametros metabdlicos y fisiologicos de la obesidad, supone una necesidad de la
investigacién en agroalimentacién, que podria aportar un valor afiadido a una
actividad econdmica local importante como es la agricultura en la Region de

Murcia.

El objetivo central del proyecto es doble: por una parte, potenciar y desarrollar
un producto alimentario sano que supone una oportunidad para el sector
productivo de la Regién de Murcia, como son los brotes de brocoli, y por otro,
actuar en un grupo de riesgo de la poblacion, las mujeres menopdusicas que sufren
obesidad, y que estan en riesgo de sufrir otros problemas de salud asociados a esta
condicién crénica, que si no se trata ni soluciona conllevard una carga

socioecondmica grave.

2.2 HIPOTESIS

El consumo regular de brotes de brocoli, debido a sus propiedades
fitoquimicas, podria favorecer la biodisponibilidad de sus GSLs/ITCs, estimulando
los mecanismos biologicos del organismo de forma mas eficiente que las

inflorescencias comerciales de brocoli.

Sus elevadas concentraciones de GSLs/ITCs podrian ejercer un efecto
beneficioso en el contexto de la obesidad y en las consecuencias que de ella se
derivan para el organismo (estado inflamatorio crénico, resistencia a la insulina,

dislipemia y enfermedad cardiovascular).
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3. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, los objetivos de la presente

tesis doctoral fueron:

1. Analizar la variacion que experimentan las concentraciones de
diferentes biomarcadores del perfil lipidico con el consumo de brotes
de brdcoli.

2. Valorar los cambios de las concentraciones de biomarcadores del
perfil glucidico.

3. Evaluar la variacion de concentraciones plasmaticas de diferentes
marcadores del estado inflamatorio.

4. Analizar los cambios que se producen en variables como presiéon

arterial y variables antropométricas.
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4.1 DISENO DEL ESTUDIO

Se disefio un modelo de ensayo prospectivo de intervencion dietética para
evaluar los efectos sobre la salud del consumo diario de brotes de brocoli en
mujeres con sobrepeso u obesidad (IMC = 25 kg/m?), menopausicas, no fumadoras,

no diabéticas y sin historia de enfermedad cardiovascular documentada.

El estudio se llevd a cabo el afio 2015 y consistié en someter a un grupo de
voluntarias a un programa de intervencion dietética, en el cual, las participantes
debian afiadir a su dieta habitual 40 g de brotes de brocoli diarios durante 5
semanas. Es importante destacar que las participantes del estudio no debian
modificar ni su estilo de vida ni sus habitos alimentarios. Previo al inicio del
consumo de brotes de brocoli se les realizd un estudio bioquimico, estudio de
biodisponibilidad y un estudio antropométrico. ademas de una evaluacion de su
estilo de vida y sus habitos nutricionales. Asimismo, se calcul el riesgo de padecer
un evento coronario (angina, infarto de miocardio, con o sin sintomas, mortal o no)
a 10 afios mediante las tablas adaptadas del estudio Framingham a la poblacién
espafiola [203]. Al concluir esta fase se les volvid a realizar una valoracion
bioquimica, antropométrica y de biodisponibilidad.

Después de estas 5 semanas de intervencion siguieron 2 semanas de lavado. Al
concluir este periodo se les realizé un nuevo estudio de biodisponibilidad, con
objeto de garantizar que la fase de lavado era suficiente para aclarar las
concentraciones de metabolitos marcadores de consumo de brocoli. Por tltimo,
siguio a este periodo de lavado una tercera etapa de 5 semanas de control. Tanto
en la fase de lavado como en la fase de control las voluntarias debian abstenerse de
consumir cualquier tipo de cruciferas. Al acabar el estudio se les realizd otro
estudio bioquimico, antropométrico, de biodisponibilidad y una reevaluacion de
habitos alimentarios.

El presente estudio ha sido validado por el Comité Etico del Hospital General

Universitario Santa Lucia de Cartagena (HUSL) (Anexo 1) y se ajusta a las normas
éticas recogidas en la Declaracion de Helsinki [204]. Todas las participantes en el
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estudio lo han sido de manera voluntaria, han sido informadas del estudio y han

firmado su correspondiente consentimiento informado (Anexo 2).

4.2 TAMANO MUESTRAL

Se calcul6 el tamafio muestral necesario para llevar a cabo el estudio mediante
una macro [205] habilitada para el programa estadistico SPSS, tomando como datos
de referencia un estudio piloto previo (no publicado) en el que la media del
descenso del colesterol total era de 11 mg/dL y su desviacion estdndar de 19 mg/dL.
Este tamafio muestral resultd ser de 24 voluntarias, ejerciendo ellas mismas como
sus propios controles durante un segundo periodo control. Suponiendo una tasa
de abandonos de entre el 10 y el 20% se establecié un tamafio muestral de 30

voluntarias.

4.3 DESCRIPCION DE LA ZONA DE INFLUENCIA DEL ESTUDIO

Para llevar a cabo este trabajo se ha utilizado una muestra elegida entre
residentes en la ciudad murciana de Cartagena, capital de la comarca conocida
como Campo de Cartagena. Segtin datos del Registro de Entidades Locales, a fecha
de 1 de enero de 2014, la ciudad de Cartagena contaba con una poblacion de 216.301
habitantes y una densidad de poblacion de 387,58 hab/km? [206].
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La zona elegida corresponde con el Area de Salud II del Servicio Murciano de
Salud (SMS), que se muestra en la Figura 4.1 y que incluye los municipios de
Cartagena, Fuente Alamo, La Unién y Mazarrén, atendiendo a una poblacién de
284.307 habitantes.

B Cartagena
[] Fuente Alamo

] Mazarrén

Figura 4.1: Municipios pertenecientes al Area II de Salud de la Region de Murcia

En esta zona geografica se da un clima subtropical seco [207] y se corresponde
con una de las regiones mas secas de la peninsula ibérica, con unas precipitaciones

anuales inferiores a 300 mm/afio [208].

En la Region de Murcia, como sucede en las regiones desarrolladas, el sector
servicios es el predominante en la economia y el que mayor empleo registra,
ocupando a un 69,12% de la poblacion activa en 2015. Sin embargo, este valor era
inferior al del total nacional (75,97%), ya que en esta Comunidad Auténoma el
sector primario tiene una mayor importancia econdmica que en la media espafola.
Asi, mientras que, en Espana en 2015, las actividades de agricultura, ganaderia,
silvicultura y pesca suponian solo un 4,1% de los ocupados, y estaban a la cola de
los sectores econdmicos; en la Regiéon de Murcia ocupaban al 12,83% de la
poblacién activa y eran el segundo sector en importancia en este indicador, por
delante de la industria y la construccion. Estos datos se presentan con mayor detalle
en la Figura 4.2 [209]:
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Murcia

4,»4@%.

13,90%

12,80%

75,97 %

69,12%

Agricultura, ganaderia y pesca O] Construccién
B Industria [l Servicios

Figura 4.2: Comparativa de % de ocupados segiin sectores econdmicos. Afio 2015.

4.4 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Se definieron como criterios de inclusion necesarios para la participacion en el

estudio:

Ser mujer.
Presentar, como minimo, sobrepeso tipo I (IMC > 25 kg/m?).
Ser menopausica segun la definicion de la OMS (detallada en la

pagina 35).

Como criterios de exclusion se establecieron los que siguen a continuacion:

Existencia de enfermedad cardiovascular documentada (cardiopatia
isquémica: angina de pecho o infarto de miocardio reciente o antiguo,
accidente vascular cerebral o vasculopatia periférica).

Ser fumadora en activo.

Padecer diabetes mellitus.

Ser alérgica o presentar algun tipo de intolerancia a cruciferas

Abandono del estudio (pérdida durante el seguimiento).
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4.5 RECLUTAMIENTO DE PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO

El reclutamiento de voluntarias se realizo en el Centro de Salud Barrio Peral de
Cartagena. Tras la revision de historias clinicas, se identificaron las posibles
participantes, que fueron citadas para una visita de cribado y poder constatar asi
los criterios de inclusion y/o exclusion. A aquellas mujeres que cumplieron con
todos los criterios propuestos para el ensayo se les ofrecié la posibilidad de
participar en un estudio sobre “Evaluacion de los efectos del consumo de brotes de
brécoli sobre la salud en mujeres menopdausicas con sobrepeso u obesas”. Se les
explico en que iba a consistir el mismo y se les indico, asimismo, que firmar un
consentimiento informado era un requisito indispensable para poder participar en

el programa de intervencidn dietética.

4.6 PLAN DE TRABAJO

Una vez concluido el proceso de reclutamiento de voluntarias para participar
en el estudio, se citd a una reunion informativa el 22 de abril de 2015 en la biblioteca
del Centro de Salud de Barrio Peral a las 30 mujeres que, habiendo cumplido los
criterios de inclusion y exclusion, habian aceptado participar en el estudio. En esta
misma reunidn se les explic6 nuevamente en qué consistia el programa de
intervencion dietética. Se resolvieron todas las dudas que plantearon y, por tltimo,

se les explico y entregd la siguiente documentacion:

* Un consentimiento informado, que fue explicado de nuevo y que
tuvieron que firmar para participar en el programa de intervencion
dietética. Este documento fue recogido al finalizar la reunion.

* Una hoja de informacion a voluntarias (Anexo 3), con los objetivos
detallados del estudio, asi como un cronograma.

* Un calendario de seguimiento (Anexo 4), donde las participantes en
el estudio tenian que marcar con una X en la casilla del dia
correspondiente si habian consumido la cantidad establecida de 40g
de brotes de brocoli o, por el contrario, dejar la casilla en blanco si ese
dia no se habia podido consumir la dosis acordada. Ademas, debian
indicar con una segunda X si algin dia tomaban dos raciones de
brotes de brdcoli por no haber podido consumir la cantidad
recomendada algtin dia previo.
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* Un recetario (Anexo 5) con diferentes sugerencias de como comer los
brotes de brocoli (ensaladas, bocadillos, arroces y pastas, tortillas,
gazpachos...).

* Unaencuesta desalud, dieta mediterrdnea y habitos alimentarios que
tendrian que traer cumplimentada el dia 24 de abril (Anexo 6).

* Una encuesta de recuerdo de 24h (Anexo 7).

A su vez, se les repartio a las voluntarias una duquesita para la recogida de una
orina de primera hora de la mafiana. Se les explicé en qué condiciones y cémo
tenian que recoger la muestra de orina y que deberian traerla el dia de la primera
extraccion de sangre y de recogida de las bandejas de brotes de brdcoli

correspondientes a la primera semana de dieta.

El 24 de abril de 2015 comenzo6 el programa de intervencion dietética (t1). Se citd
a las voluntarias a las 8:30h en el Laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital
Universitario Santa Maria del Rosell (HUSMR) de Cartagena. Se les realizd una
extraccion de sangre y se recogio tanto la orina como las encuestas de salud y de
recuerdo de 24 horas que traian las participantes. Se procedi6 a la toma de medidas
antropométricas. A continuacion, se procedié al reparto de la cantidad
correspondiente a la primera semana de brotes de brocoli (7 bandejas de 40 g cada
una) que previamente se habia recepcionado. En la Figura 4.3 se muestra un
ejemplar de bandeja de brotes de brocoli utilizado en el estudio y que fue
suministrada por la empresa AQP Ingredients (Alcantarilla, Espana).

Figura 4.3: Bandeja de brocoli utilizada en el presente estudio.
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El 30 de abril, el 8 y el 15 de mayo de 16:00 a 19:00 h se procedid al reparto
semanal de brotes de brdcoli previamente recepcionados en el C.S. Barrio Peral de

Cartagena.

El 22 de mayo se recepciono y repartio de 16:00 a 19:00 h en el C.S. Barrio Peral
la cantidad de brotes de brdcoli correspondiente a la ultima semana de dieta. Se
entregd, a su vez, una duquesita para recogida de orina de primera hora de la

mafiana del 29 de mayo.

El 29 de mayo finaliz6 el periodo de consumo de brotes de brocoli y empezod la
fase de lavado (t2). Se cito a las voluntarias a las 8:30 h en el Laboratorio de Analisis
Clinicos del HUSMR de Cartagena para extraccion de sangre y recogida de orina
de primera hora. Asimismo, se les realiz6 una nueva toma de medidas
antropomeétricas. Se volvid a entregar una duquesita a las voluntarias para recogida

de orina de primera hora de la mafiana del dia 12 de junio.

El 12 de junio, dia que finalizaba el periodo de lavado (tia), se citd a las

voluntarias en el C.S. Barrio Peral a las 8:30 h para recogida de orina.

El 17 de julio, dia en que concluia el periodo control y el estudio (t3), se citd a
las voluntarias a las 8:30 h en el Laboratorio de Andlisis Clinicos del HUSMR de
Cartagena para extraccion de sangre y recogida de orina de primera hora. Ademas,
se les realiz6 una nueva toma de medidas antropométricas y se recogio la segunda
tanda de entrevistas de recuerdo de 24 h. En la Figura 4.4 se muestra el cronograma
del estudio:

24 abril 29 mayo 12 junio 17 julio

t t, t t
22 abril)

1 2 Lav 3
I

2 semanas
de lavado

5 semanas
control

O (@] O O
5 <) 5
MA MA MA
E24h E24h

ES

Figura 4.4: Cronograma del ensayo realizado en 2015. I: reunion informativa; O: toma de
muestra de orina aislada; S: toma de muestra de sangre; MA: toma de medidas
antropométricas; E24h: entrega de encuesta de recuerdo de 24h; ES: entrega de encuesta de
salud.
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En la Figura 4.5 se muestra, con detalle, los hitos del estudio correspondientes

a la fase de consumo de brocoli:

Figura 4.5: Esquema detallado de la fase de consumo de brocoli. B: reparto de 7 bandejas de
brdcoli.

4.7 VARIABLES DEL ESTUDIO

A continuacidon, se muestran las variables analizadas en el estudio. Estas se
dividen en dos tipos segun su naturaleza. El primero de ellos corresponde a

variables de tipo clinico. y se detalla en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1: Variables bioquimicas del estudio.

Variables clinicas

Variables bioquimicas
Perfil lipidico
Colesterol total (CT)
Colesterol de alta densidad (C-HDL)
Colesterol de baja densidad (C-LDL)
Triglicéridos (TG)
Metabolismo glucidico
Glucosa
Hemoglobina glicosilada (HbAlc)
Insulina (Ins) e Indice HOMA-IR
Biomarcadores de inflamacion
Proteina C reactiva ultrasensible (PCRus)
Factor de necrosis tumoral a (TNF-a)
Interleucina 6 (IL-6)
Presion Arterial
Presion arterial sistolica (PAS) y diastélica (PAD)
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El segundo grupo corresponde a variables antropomeétricas y se muestran en la
Tabla 4.2:

Tabla 4.2: Variables antropométricas del estudio.

Variables antropométricas

Talla
Peso
IMC

Perimetro abdominal

El marcador de exposicion elegido para realizar el estudio de
biodisponibilidad, detallado en la Tabla 4.3, fue el sulforafano conjugado a N-
acetilcisteina (SFN-NAC), cuantificado en orina, puesto que representa uno de los
principales compuestos funcionales, que es a su vez metabolito de uno de los

principales compuestos presentes en los brotes de brocoli: 1a glucorafanina (GRA).

Tabla 4.3: Marcador de exposicion cuantificado en el estudio de biodisponibilidad.

Estudio de biodisponibilidad.

Marcador de exposicion

SEN-NAC

Para distinguir los diferentes tiempos a los que se realizaron las diferentes
medidas se ha utilizado la siguiente numeracion entre paréntesis: “1” (momento
inicial, previo a la dieta), “2” (momento justo al finalizar las 5 semanas de dieta) y
“3” (momento al finalizar la etapa de control y que corresponde a 7 semanas
después de finalizar la intervencion dietética). En el caso concreto del estudio de
biodisponibilidad se ha utilizado la denominacién “Lav” para indicar el momento

de finalizacién del periodo de lavado (7 semanas tras el inicio del estudio).

4.8 ESTUDIO DE VARIABLES BIOQUIMICAS Y PRESION ARTERIAL

La sangre se obtuvo por venopuncion del area antecubital del brazo. Para la

determinacion de pruebas bioquimicas se extrajeron dos tubos de suero de 10 mL.
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A su vez, se extrajo un tubo de plasma heparinizado de 5 mL (que fue congelado
en seroteca). Se extrajo un ultimo tubo de 5 mL de plasma con EDTA-Ks como

anticoagulante para la determinacion de hemoglobina glicosilada.

El analisis bioquimico fue realizado en el Servicio de Analisis Clinicos del
Hospital General Universitario Santa Lucia de Cartagena, excepto las
cuantificaciones de factor de necrosis tumoral a e interleucina 6 que fueron
determinadas en el laboratorio del Hospital Virgen de la Caridad de Cartagena. En
la Tabla 4.4 se resumen las técnicas utilizadas y las plataformas analiticas en las que
se ha desarrollado el andlisis bioquimico de las muestras. Los analizadores ADVIA
2400, BN ProSpec, VISTA 1500, IMMULITE 1000 e IMMULITE 2000 son de la
compafia SIEMENS Healthcare Diagnostics (Tarrytown, NY, EEUU), mientras que
el analizador Variant II TURBO pertenece a Bio-Rad (Hercules, California, EEUU).

Tabla 4.4: Magnitudes bioquimicas y analizador por el que fueron cuantificadas.

Matriz Magnitud

. 1. . . .. Técnica Analizador
bioldgica bioquimica
CT
C-HDL
TG Espectrofotometria ADVIA 2400
Glucosa
Suero PCRus Inmunonefelometria VISTA 1500
TNF-a IMMULITE
IL-6 Inmunoquimioluminiscencia 1000
Insulina ! IMMULITE
2000
Variant II
Sangre total HbAlc HPLC TURBO

Todas las magnitudes bioquimicas analizadas pasaron previamente un control
de calidad interno. Se asumid que las técnicas funcionaban correctamente cuando
los resultados de los materiales de control se situaban entre X + 2s (media y

desviacion estandar).

Los principios de medida de las magnitudes bioquimicas analizadas pasan a

detallarse en los apartados que siguen a continuacion.
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4.8.1 Colesterol total

El colesterol total fue determinado en la plataforma analitica ADVIA 2400
mediante un método enzimatico por el cual los ésteres de colesterol se hidrolizan
por la accidon de la enzima colesterol esterasa a colesterol y se liberan acidos grasos.
El colesterol se convierte en colest-4-en-3-ona por la accion de la enzima colesterol
oxidasa en presencia de oxigeno formando perdxido de hidrogeno (H202). Se forma
un complejo coloreado a partir del H20O», 4-aminoantipirina y fenol bajo la accion
catalitica de la peroxidasa. La absorbancia del complejo se mide a 505/694 nm como
reaccion a punto final siendo la concentracién de colesterol directamente

proporcional a la absorbancia.

4.8.2 Colesterol de lipoproteina de alta densidad

El C-HDL fue cuantificado en ADVIA 2400. Se determina mediante un método
cinético de dos puntos. En una primera etapa se produce la eliminacién de
quilomicrones, colesterol C-VLDL y C-LDL mediante las enzimas colesterol
esterasa y colesterol oxidasa. El H20: producido por la oxidasa se elimina por la
accion de la catalasa. En la segunda etapa del método se mide el C-HDL de manera
especifica. La catalasa de la primera etapa es inhibida por la acciéon de una azida
sodica. Mediante la accion de una peroxidasa y por medio de la reaccion de Trinder
se produce colorante quinoneimina. La intensidad de este colorante es

directamente proporcional a la concentraciéon de C-HDL y se determina a 596 nm.

4.8.3 Colesterol de lipoproteina de baja densidad y colesterol no HDL

El C-LDL no se midi6 directamente, sino que se calculé mediante la ecuacion
de Friedewald, tal y como se muestra en la Ecuacion 4.1. Cuando la concentracion
de triglicéridos en suero excede de 200 mg/dL, la exactitud del calculo de la
ecuacion se vuelve inadecuada y no debe ser utilizada. En estas situaciones se
prefiere expresar el resultado como colesterol no HDL (C-noHDL), siendo este la
diferencia entre colesterol total y C-HDL (Ecuacion 4.2).
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C-LDL=CT — (¢-HDL+TG/¢) Ecuacion 4.1

En el presente trabajo no se pudieron expresar los resultados como C-LDL
debido a que en las tres mediciones siempre existian mujeres con trigliceridemias

superiores a 200 mg/dL.
C-noHDL = CT — C-HDL Ecuacion 4.2

Los resultados tuvieron que ser expresados, por consiguiente, como colesterol
no-HDL (C-noHDL).

4.8.4 Triglicéridos

Los triglicéridos fueron medidos en el autoanalizador ADVIA 2400. El método
de cuantificacion de triglicéridos en suero se basa en la reaccion enzimatica en tres
pasos de Fossati con un punto final de Trinder. El procedimiento de un solo
reactivo cuantifica los triglicéridos totales, incluidos monoglicéridos, diglicéridos y
fracciones de glicerol libre. Los triglicéridos se transforman en glicerol y acidos
grasos libres por accion de la enzima lipasa. A continuacion, el glicerol se
transforma primero en glicerol-3-fosfato por acciéon de la glicerol cinasa y después
en H202 por accion de la glicerol-3-fosfato oxidasa. Bajo la accion catalitica de la
peroxidasa se forma un complejo coloreado a partir de H202, 4-aminofenazona y
4-clorofenol. La absorbancia del complejo se mide a 505/594 nm como reaccion de
punto final siendo la concentracion de triglicéridos directamente proporcional a la

absorbancia.

4.8.5 Glucosa

La glucosa se cuantificd en la plataforma analitica ADVIA 2400. La medida de
glucosa en suero se basa en el método de Slein, que utiliza las enzimas hexocinasa
y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. La glucosa es fosforilada por el trifosfato de
adenosina (ATP) en presencia de hexocinasa. La glucosa-6-fosfato que se forma, se
oxida en presencia de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa provocando reduccion
del dinucle6tido nicotinamida y adenina oxidado (NAD) en nicotinamida adenina
dinucleotido reducida (NADH). La absorbancia de NADH se mide a 340/410 nm



MATERIAL Y METODOS 83

como reaccion de punto final siendo la concentracion de colesterol directamente

proporcional a la absorbancia.

4.8.6 Hemoglobina glicosilada

La determinacion de HbAlc se llevo a cabo mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) de intercambio cationico en el analizador Variant Il TURBO.
Las muestras se diluyen de manera automatica y se inyectan en el cartucho de
analisis. Mediante dos bombas se crea un gradiente de tampones programado de
fuerza idnica creciente en el cartucho, donde las hemoglobinas se separan en
funcion de sus interacciones idnicas con el material del cartucho. Después, las
hemoglobinas separadas atraviesan una célula de fotometria, donde se miden los
cambios de intensidad en la absorbancia a 415 nm siendo la concentracién de
glucosa directamente proporcional a la absorbancia. Se corrige la absorbancia de

fondo con la ayuda de un filtro de 690 nm.

4.8.7 Insulina e indice HOMA-IR

La insulina se cuantific6 mediante un método inmunométrico
quimioluminiscente (CLIA por sus siglas en inglés) en fase sdlida en el
autoanalizador IMMULITE 2000. La fase solida consta de una bola recubierta con
anticuerpo monoclonal murino anti-insulina. La fase liquida consiste en fosfatasa
alcalina de intestino de ternera conjugada con anticuerpo policlonal de oveja
anti-insulina y fosfatasa alcalina de intestino de ternera conjugada con anticuerpo
monoclonal murino anti-insulina. La muestra del paciente y el reactivo se incuban
junto con la bola durante 60 minutos. Durante este tiempo, la insulina presente en
la muestra forma un complejo tipo sandwich de anticuerpos con el anticuerpo
monoclonal murino anti-insulina de la bola y el anticuerpo policlonal de oveja
anti-insulina conjugado con la enzima del reactivo. La muestra del paciente y el
conjugado con la enzima no unidos se eliminan mediante lavados por
centrifugacion. Finalmente, se afiade el substrato quimioluminiscente (dioxetano)
al tubo de reaccion que contiene la bola y se genera una sefial proporcional a la

enzima unida.

El calculo del indice HOMA-IR para evaluar la resistencia a la insulina se

calcul6 de manera automatica por el software de gestion de laboratorio clinico del
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HUSL, Servolab 4.0, propiedad de Servolab Medizin Software GmbH (Berlin,
Alemania). Para el calculo de este indice se preciso la glucemia en ayunas (mg/dL)
y la insulinemia en ayunas (mUI/mL). Ambas se relacionan con el indice HOMA-IR

mediante la Ecuacion 4.3 [210].

Glucemia (%) - Insulinemia (llm_ULI

405

HOMA = Ecuacion 4.3

4.8.8 PCR ultrasensible

La PCRus fue determinada mediante inmunonefelometria en el autoanalizador
VISTA 1500. Para la medida de PCRus se ahaden a la muestra a analizar particulas
de poliestireno recubiertas de anticuerpos monoclonales propios de la PCR
humana. En presencia de PCR se forman unos agregados que son capaces de
dispersar un haz deluz que incide en la muestra. La intensidad de la luz dispersada
es proporcional a la concentracién del analito. El resultado es evaluado mediante

comparacion con una concentracion conocida estandar.

4.8.9 Factor de necrosis tumoral «

El TNF-a se cuantifico mediante CLIA en fase solida con un ciclo de incubacién
de 60 minutos en el analizador IMMULITE 1000. Como fase sdlida se utilizan perlas
de plastico recubiertas del anticuerpo monoclonal murino anti-TNF-a. Como
reactivo se utiliza fosfatasa alcalina de intestino de ternera conjugada a anticuerpo
policlonal de conejo anti-TNF-a en una soluciéon tampon con conservante. La perla
de plastico recubierta se encuentra alojada en un dispositivo de plastico propio, que
hace de recipiente de reaccion para la reaccion inmune, los procesos de incubacion
y lavado, asi como para el desarrollo de la senial. Tras la incubacién de la perla con
la muestra y la fosfatasa alcalina, la mezcla de reaccion se separa de la perla
mediante centrifugacion a alta velocidad. La perla queda entonces sin marcaje
residual unido. La cantidad de marcaje que ha quedado unido se cuantifica
posteriormente mediante la adicion de un sustrato de dioxetano, que produce luz.
La emision de luz se mide mediante un tubo fotomultiplicador siendo la intensidad

de esta directamente proporcional a la concentracién de TNF-a en la muestra.
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4.8.10 Interleucina 6

La IL-6 se determind mediante CLIA en fase sélida con dos ciclos de incubacion
de 30 minutos en la plataforma analitica IMMULITE 1000. Cada unidad de reacciéon
esta recubierta con anticuerpo monoclonal murino anti-IL-6. Para la determinacion
de IL-6 se utilizan dos viales de reactivo. El primero de ellos contiene una matriz
proteica, en solucion tampdn con conservante. El segundo contiene fosfatasa
alcalina de intestino de ternera conjugada con anticuerpo policlonal de oveja anti-
IL-6. El principio del andlisis de la IL-6 es similar al de la determinacion de TNF-q,

explicado en el apartado anterior.

Las caracteristicas analiticas de los ensayos descritos y los valores de referencia

para poblacion adulta se muestran en la Tabla 4.5.
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4.8.11 Presion arterial

Se midio la presion arterial en el brazo derecho con la participante sentada, con
las piernas descruzadas y tras un reposo de, al menos, cinco minutos. El brazo se
dispuso relajado, sin ropa que lo oprimiera y apoyado en una mesa, quedando,

aproximadamente, a la altura del corazén.

El instrumento de medida elegido para la determinacion de la presion arterial
fue el tensidmetro electrénico M7 Intelli IT HEM-7322T-E de Omron (Hoofddorp,
Paises Bajos). Este esfigmomanometro mide la presion arterial de manera
automatica mediante un método oscilométrico. Se produce el inflado del manguito
mediante una bomba eléctrica y el desinflado mediante una valvula automatica de
liberacion de presion. El rango de medicion va desde 0 hasta 299 mmHg con una

precision en las medidas de +3 mmHg.

Se midi6 la presidon arterial sistdlica y diastdlica dos veces distintas por
participante y se aceptd el resultado cuando no habia mas de 5 mmHg de diferencia
entre ambas mediciones. En caso de que la diferencia fuese mayor a este valor, se

repitié la medida hasta que la diferencia fuese inferior a este punto de corte.

4.9 ESTUDIO ANTROPOMETRICO

La medida de las variables antropométricas fue llevada a cabo en una sala
especialmente habilitada para ello en el HUSR. Con el fin de asegurar una mayor
uniformidad en las medidas y para minimizar el conocido como error debido al

observador, todas ellas fueron tomadas por la misma persona.

4.9.1 Peso

El peso (P) de las voluntarias se determind utilizando una bascula pesapersonas
RGT de Baxtran® (Vilamalla, Espafa) con capacidad de 200 kg (precision 100 g).
Para la medida de la masa corporal se situ6 a cada participante en el centro de la

bascula. Los resultados se expresaron en kg con una precision de 0,1kg.
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4.9.2 Talla

La talla (T) de cada voluntaria se midioé con el tallimetro incluido en la bascula
pesapersonas RGT de Baxtran® (Vilamalla, Espafia) con rango desde 75 hasta 200
cm. Se posiciono a cada mujer descalza, erguida, con la region occipital del craneo,
espalda, gluteos y talones en contacto con la pieza vertical del tallimetro. En el
momento de la medida se pidi6 a cada voluntaria que mirase al frente y realizase

una inspiracion profunda.

4.9.3. Perimetro abdominal

También llamado perimetro de cintura (Pabd). Es la medida de la distancia del
abdomen (circunferencia abdominal) que pasa por el ombligo. Para la medida del
perimetro abdominal se puso a cada voluntaria en posicion erguida y se aparto la
ropa que cubria el abdomen. Se utilizé una cinta métrica flexible y no elastica de la
casa Fisiomarket® (Madrid, Espafia) de 150 cm de longitud y 0,1 cm de precision.

Los resultados de las medidas se expresaron en cm.

4.9.4 IMC

Se calcul6 el IMC para cada voluntaria en cada momento del experimento de
acuerdo con la Ecuacion 1.1. Los resultados se expresaron en kg/m? con una

precision de 0,1 kg/m?2.

4.10 ANALISIS DE BIODISPONIBILIDAD

El andlisis de biodisponibilidad se realizé en orina. La orina se obtuvo por
miccion espontdnea de primera hora de la mafiana. En primer lugar, se determind
la concentracién de creatinina en el Servicio de ACL del HUSL para poder
referenciar al cociente NmMOIlsEN-NAQ)/g(Creatining). Una vez medida la creatinina, las
orinas fueron congeladas y posteriormente enviadas a al Centro de Edafologia y
Biologia Aplicada del Suroeste (CEBAS) para determinacion de SFN-NAC.
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4.10.1 Creatinina en orina

La creatinina fue cuantificada en el analizador automatizado ADVIA 2400. La
creatinina presente en la muestra reacciona con acido picrico en un medio alcalino
para producir un complejo creatinina-picrato de color rojo. La velocidad de
formacién del complejo se mide a 505 y a 571 nm y es proporcional a la
concentracion de creatinina. El método de determinacion es una modificacion del
método de Jaffé con determinacion de la velocidad del blanco y correccion de la
interseccion. La determinacion de la velocidad del blanco se utiliza para reducir al

minimo las interferencias por presencia de bilirrubina.

4.10.2 SFN-NAC

La determinacion de la concentracion de esta biomolécula tuvo diferentes
objetivos:

e Comparar el estado basal de concentraciones de SFN-NAC en el
momento previo a la ingesta de brotes de brdcoli con el momento tras la
finalizacion de la misma y corroborar que ha existido adherencia a la
intervencion dietética por parte de los sujetos del estudio.

e Verificar que la fase de lavado es tal y que las concentraciones de
SFN-NAC tras los 15 dias que dura esta etapa vuelven a valores similares
al momento previo a la ingesta de brotes de brdcoli.

e Asegurar que durante la fase de control las voluntarias cumplieron el
requisito de abstener la ingesta de alimentos de la familia de las

cruciferas.

Los resultados se expresaron en forma de cociente nmolseN-NAC)/g(Creatinina),
puesto que este cociente presenta una precision similar a cuantificar SEN-NAC en
orina de 24h, con el ahorro de inconvenientes que supone la recogida de este tipo

de orina.

El SFN-NAC se resolvid cromatograficamente y se identific6 mediante
UHPLC/MS/MS (un sistema UHPLC acoplado con un espectrémetro de masas 6460
en tandem con tecnologia de triple cuadrupolo (UHPLC/MS/MS, Agilent
Technologies, Waldbron, Alemania)). La separacion cromatografica se llevo a cabo
en un ZORBAX Eclipse Plus C-18 de rapida resoluciéon HD (2,1 - 50 mm, 1,8 pum)



MATERIAL Y METODOS 91

(Agilent Technologies). La temperatura de la columna se mantuvo a 10 °C. La
monitorizaciéon dindmica de multiples reacciones (MRM) se realiz6 en modo ion
positivo, asignando + 0,650 min como intervalo de tiempo para cada tiempo de
retencion de los analitos correspondientes. El tiempo de espera fue de 30 ms para

todas las transiciones MRM. Las fases moviles empleadas fueron:

e Disolvente A: acetato de amonio, 13 mM (pH 4 con 4cido acético).
e Disolvente B: acetonitrilo/acido acético (99,9:0,1, V/V).

La velocidad de flujo fue de 0,3 ml'min? usando el esquema de gradiente
lineal (t en min; %B): (0,00; 12), (0,20; 20), (1,00; 52), (2,50; 95) y (2,51; 12). Las
condiciones Opticas de la ionizacion por electrospray (ESI) para la deteccion de los
analitos fueron: temperatura del gas, 225°C; temperatura del gas de envoltura,
350°C; voltaje capilar, 3500 V; tension de la boquilla, 1250 V; flujo de gas de
envoltura, 12%; flujo de gas, 10; nebulizador, 40. El tiempo de adquisicion fue de 2
min para cada muestra, con un postciclo de 1,5 min para el equilibrado de la

columna.

La adquisicion de datos se realizo utilizando la versién de software
MassHunter B.04.00 (Agilent). Las concentraciones urinarias de SFN-NAC se
calcularon a partir de la relacion de drea entre los picos idnicos de los compuestos

y los de los estandares correspondientes.

4.11 ANALISIS DE DATOS

Se realizaron dos tipos de andlisis estadisticos de los datos, uno de caracter
descriptivo y otro inferencial, que pasan a detallarse a continuacién. El paquete
estadistico elegido para la realizacion del analisis descriptivo e inferencial fue SPSS
22.0 (IBM Corp. Amonk, NY). Para la creacion de figuras, el programa informatico
utilizado fue SigmaPlot 12.0 (Systat Software, San José, CA).

4.11.1 Analisis descriptivo

Las variables categdricas fueron descritas en tablas como frecuencia y
porcentaje. La distribuciéon normal de las variables cuantitativas se comprobo
mediante el test de Shapiro-Wilk. Las variables cuantitativas que seguian una

distribucion normal se expresaron como media (desviacion estandar (DE]).
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Aquellas variables que no se ajustaban a una distribuciéon normal se expresaron

como mediana [rango intercuartilico (RIC)].

4.11.2 Analisis inferencial

Para realizar el analisis inferencial de los efectos sobre las variables analizadas
tras el consumo de brotes de brocoli por parte de la poblacidn objeto de estudio se

utilizaron diferentes tests y procedimientos, que se describen a continuacion:

En el caso de tratarse una variable cuya distribucion fuese normal, se comprobd
la esfericidad de la variable o, dicho de otro modo, que la varianza de las diferencias
cada dos niveles del factor sujeto eran iguales a lo largo de las diferentes medidas
repetidas. Para la comprobacién de esta condicion se utilizé el test estadistico W de
Mauchy, aceptandose que existia homogeneidad de varianzas cuando p > 0,05
[211].

Una vez comprobadas las condiciones de normalidad y esfericidad de las
variables, se procedio a realizar el test ANOVA de medidas repetidas. El nivel de
significacion de todos los ANOVAs realizados fue evaluado asumiendo la
esfericidad cuando existia homogeneidad de las varianzas y mediante la correccion
de la esfericidad de Greenhouse-Geisser (GG) cuando no se daba esta condicion
[211, 212]. Se asumid que existia diferencia significativa cuando p < 0,05. Ademas
de analizar los datos mediante un test ANOVA de medidas repetidas se realizé un
estudio post hoc. Se prefiri6 la correccion de Bonferroni a la correccion de Tukey
para este analisis post hoc grupo a grupo, por no tratarse de un tamafo muestral
elevado [211], considerandose como diferencia significativa un valor de p < 0,05.
Siguiendo a autores como Huck, se realizé un estudio por pares después de haber
realizado el test ANOVA, se observasen o no diferencias significativas a nivel
global, puesto que cabe la posibilidad de encontrar informacion adicional relevante

en el andlisis post hoc que de no realizarse podria pasar desapercibida [213].

En aquellos casos en que las variables a evaluar no seguian una distribucion
normal se utilizd la prueba de Friedman. Se realizd, ademas, un analisis post hoc por
pares recurriéndose a la prueba de Wilcoxon de los rangos con signo. Se asumio

como diferencia significativa valores de p <0,05.
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Inicialmente, fueron 30 las mujeres que cumplieron los requisitos para la
participacion en el ensayo y que accedieron a participar, habiendo firmado el
consentimiento informado. El dia de la primera analitica una voluntaria abandond
el estudio al manifestar “un miedo insalvable a las agujas” a pesar de haber sido
informada de que se realizarian tres extracciones sanguineas durante el estudio. 29
mujeres iniciaron el estudio y 3 de ellas no acudieron a la ultima extraccion

(correspondiente a la finalizacion del control), acabando el estudio 26 voluntarias,

como se refleja en la Figura 5.1.

Reclutamiento
n =230

A,

’

Valoracion inicia

Lavado
n=29

A,
Post-control
n=26

1

1 abandono

|

3 abandonos

|

Figura 5.1: Diagrama de flujo de la cohorte de estudio.
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5.1 DESCRIPCION DE LA MUESTRA POBLACIONAL

La muestra poblacional objeto de estudio se compuso finalmente de 26 mujeres,
con una edad media de 55 anos (DE: 3; rango: 49 - 62). En la Figura 5.2 se representa

el diagrama de cajas que describe la variable edad de la muestra poblacional.

Edad

58 o

56

AnNos

54 o

52 4

50 4

Figura 5.2: Representacion de diagrama de cajas de la edad de las participantes.

El IMC medio de las participantes al inicio del estudio fue de 32,9 kg/m?
(DE: 4,6; rango: 25,6 — 45,3). En la Figura 5.3 se muestra una representacion del

diagrama de cajas para el IMC al inicio del estudio.
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Figura 5.3: Representacion de diagrama de cajas del IMC inicial de las participantes

Segun los criterios de clasificacion del sobrepeso y la obesidad en funcién del
IMC propuestos por la SEEDO el afo 2000, las voluntarias quedaron clasificadas
como se muestra en la Tabla 5.1.
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Tabla 5.1: Clasificacion de las participantes en funcion del IMC segun criterios de la
SEEDO 2000.

Frecuencia Porcentaje

Peso insuficiente - -
Normopeso - -
Sobrepeso grado I 2 8%
Sobrepeso grado II 5 19%
Obesidad tipo I 12 46%
Obesidad tipo II 4 15%
Obesidad tipo III 3 12%
Obesidad tipo IV - -
Total 26 100%

Se recogid, ademas, informacion referente al consumo de alcohol, tabaco y a la
practica de ejercicio por parte de la muestra poblacional. El resumen de los habitos
de consumo, tanto de alcohol como de tabaco, se recogen en la Tabla 5.2. Debido a
que ser fumadora en activo suponia un criterio de exclusién, no hubo ninguna
mujer fumadora en activo en el momento del estudio. Ademas, el 88,5% de las
integrantes del ensayo no habian sido fumadoras nunca. En cuanto al consumo
endlico se observd que el consumo mayoritario de la poblaciéon de estudio era
minimo o nulo: las mujeres que no bebian alcohol nunca y las que bebian de manera

esporadica representaban el 80,8% del total de la poblacion.
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Tabla 5.2: Resumen de hdbitos de consumo de alcohol y tabaco de la muestra poblacional.

Frecuencia Porcentaje
Tabaquismo
St - -
No 23 88,5%
Exfumadora 3 11,5%
Total 26 100%
Consumo de alcohol
Si 13 50,0%
No 13 50,0%
Total 26 100%
Patrén de consumo
enolico
No consumo 13 50,0%
Consumo
esporadico 5 30,8%
1 vaso/dia 4 15,4%
2 vasos/dia 1 3,8%
> 3 vasos/dia - -
Total 26 100%

El ejercicio practicado se detalla en la Tabla 5.3, tanto la frecuencia semanal con

la que se realizaba como el tipo de ejercicio practicado. Un 41,4% de la muestra de

estudio llevaba una vida completamente sedentaria frente al 58,6% que realizaba

alguin tipo de ejercicio, en menor o mayor intensidad.
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Tabla 5.3: Resumen del ejercicio practicado habitualmente.

Frecuencia Porcentaje

Dias de ejercicio semanal

Ninguno 12 46,1%
1-2 4 15,4%
3-4 2 7,7%
>5 8 30,8%
Total 26 100%
Tipo de ejercicio practicado

Ninguno 12 46,2%
Bicicleta 2 7,7%
Andar 30/ 11 42,3%
Nataciéon 1 3,8%
Total 26 100%

Para concluir la descripcion de la muestra poblacional del estudio, se presenta
en la Tabla 5.4, el calculo del riesgo de padecer un evento coronario (angina, infarto
de miocardio, con o sin sintomas, mortal o no) a 10 afnos calculado mediante la tabla
REGICOR [203] (Anexo 8).

Tabla 5.4: Resumen del riesgo calculado de padecer un evento coronario a 10 arios.

Riesgo REGICOR Frecuencia Porcentaje
Bajo (< 5%) 24 92,3%
Moderado (5-9%) 2 7,7%
Alto (10-14%) - -

Muy alto (£ 15%) - -
Total 26 100%

Una vez realizado el andlisis descriptivo de la muestra poblacional, se procede

a detallar a continuacién los resultados obtenidos referentes al estudio de

biodisponibilidad en primer lugar, y los resultados obtenidos al estudiar tanto las

variables clinicas como las variables antropométricas en segundo lugar.
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5.2 ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD

Los resultados de biodisponibilidad medida en orina se muestran en la Tabla
5.5 como nmol de SFN-NAC por g de creatinina (nmol/g). Se observa en la misma
que hubo diferencias significativas a lo largo del estudio (p <0,001).

Tabla 5.5: Resultados obtenidos tras aplicar test de Friedman a la variable SFN-
NAC/creatinina.

SFN-NAC/creatinina

(nmol/g)
Inicio (Med (RIC)) 4,235 (23,821)
Post-dieta (Med (RIC)) 2.351,743 (6.034,748)
Post-lavado (Med (RIC)) 8,657 (7,737)
Post-control (Med (RIC)) 3,875 (3,891)
Friedman x2 44 896
Friedman p p <0,001

En la Figura 5.4 se representan los diagramas de cajas correspondientes a las
concentraciones de SFN-NAC/creatinina a lo largo del estudio, expresadas en las

mismas unidades que las utilizadas en la Tabla 5.5.
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Figura 5.4: Diagrama de cajas de las concentraciones de SFN-NAC/Creatinina a lo largo
del estudio.
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Tras comprobar que existian diferencias significativas en la concentracion de
metabolitos a lo largo del estudio se procede a mostrar en la Tabla 5.6 el andlisis

por pares de la variable SFN-NAC/creatinina.
Tabla 5.6: Comparacion por parejas para la variable NFS-NAC a lo largo del estudio.

SFN-NAC/creatinina

Inicio Post-dieta Post-lavado  Post-control
Inicio - p <0,0012 p=0,798 p=0,362
Post-dieta - p <0,001° p <0,001°
Post-lavado - p =0,009°

« [ncremento de signo positivo (aumento significativo de la magnitud).
b Incremento de signo negativo (descenso significativo de la magnitud).

Los resultados del estudio post hoc por pares a la variable SFN-
NAC/creatinina muestran que hubo diferencias significativas en las
concentraciones del marcador de biodisponibilidad entre el estado basal de las
voluntarias y en la extraccion realizada justo al acabar la intervencion dietética. Por
el contrario, no se observd diferencia significativa entre las concentraciones basales
y las concentraciones de metabolito correspondientes a la extraccion realizada al
acabar el periodo de lavado. De igual manera, no se objetivo diferencia significativa
entre las concentraciones de SFN-NAC referenciadas a creatinina correspondientes
al estado basal y a la extraccion realizada a la finalizacion del periodo control. Los
datos obtenidos del estudio de biodisponibilidad parecen indicar que no hubo
incumplimiento por parte de las voluntarias de las indicaciones pautadas conforme

al protocolo del estudio y que el periodo de lavado fue correcto.

5.3 ESTUDIO DE VARIABLES CLINICAS

5.3.1 Perfil lipidico

A continuacién, en la Tabla 5.7 se muestran los resultados obtenidos de
analizar las variables del perfil lipidico en los tres momentos a lo largo del estudio
(momento previo a la dieta o inicial, justo al finalizar la misma y al finalizar el

periodo control).
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Se observaron diferencias significativas a nivel global del estudio en la variable
C-HDL (p =0,031). En las variables CT y colesterol noHDL si bien no se observaron
diferencias significativas, éstas estuvieron cerca de serlo (p = 0,069 y p = 0,075
respectivamente). La variable TG no mostrd variacion significativa a nivel global.

En la Figura 5.5 se representan los diagramas de cajas para las variables CT, C-
HDL, colesterol noHDL y TG a lo largo de los tres puntos de control del estudio: al

inicio, al momento de finalizar la dieta y tras concluir el periodo control.
Perfil lipidico
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. Colesterol total I:I Colesterol no HDL
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Figura 5.5: Diagrama de cajas de las variables CT, HDL, noHDL y TG del perfil lipidico a
lo largo del estudio. t(1): inicio del estudio; t(2): tras finalizar dieta; t(3): tras periodo de
control.
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Después de analizar en global los efectos de la dieta sobre las magnitudes
incluidas en el perfil lipidico, se muestran enla Tabla 5.8 los resultados comparados

por pares para las variables del perfil lipidico:

Tabla 5.8: Comparacion por pares para las variables del metabolismo lipidico.

CT

Inicio Post-dieta Post-control
Inicio - NS (p =0,289) NS (p =0,062)
Post-dieta - NS (p =1,000)
C-HDL

Inicio Post-dieta Post-control
Inicio - NS (p =0,403) NS (p =0,069)
Post-dieta - NS (p =0,552)
C-noHDL

Inicio Post-dieta Post-control
Inicio - NS (p =0,378) NS (p =0,159)
Post-dieta NS (p =1,000)
TG

Inicio Post-dieta Post-control
Inicio - NS (p =0,264) NS (p =0,451)
Post-dieta - NS (p =0,760)

NS: variacién no significativa

La Tabla 5.8 ilustra que no hubo variacion significativa al comparar cada
punto de control del estudio por pares para cada variable del perfil lipidico. Aun
asi, se observo una tendencia a la baja de la concentraciéon media de CT desde el
inicio del estudio hasta el final del mismo (p = 0,062). Una tendencia bajista algo
menos importante fue detectada en la variable C-HDL (p = 0,069).

5.3.2 Perfil glucidico

Con respecto a las variables estudiadas del metabolismo glucidico (glucosa,
HbAlc, insulina e indice HOMA-IR), se muestran en la Tabla 5.9 los resultados
obtenidos al analizar estas variables durante los tres puntos de control a lo largo
del estudio (estado basal o inicio del programa, justo al finalizar la dieta y después
del periodo control).
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Se encontraron diferencias significativas a lo largo del estudio en las variables

glucosa, insulina e indice HOMA-IR no hallandose variacion a lo largo del tiempo

en la variable HbAlc.

En la Figura 5.6 se muestra el diagrama de cajas para la variable glucosa a lo

largo del estudio.

mg/dl.

Figura 5.6: Diagrama de cajas de la variable glucosa a lo largo del estudio. t(1): inicio del
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estudio; t(2): tras finalizar dieta; t(3): tras periodo de control.

En la Figura 5.7 se presentan graficamente los resultados obtenidos a lo largo

del periodo de estudio.

Figura 5.7: Diagrama de cajas de la variable hemoglobina glicosilada a lo largo del estudio.
t(1): inicio del estudio; t(2): tras finalizar dieta; t(3): tras periodo de control.

HbA

6.5 1

6,0

55

540

=

t(1)

t2)

13}

JOSE PEDREGOSA DiAZ




RESULTADOS 107

En la Figura 5.8 se comparan los diagramas de cajas correspondientes a los tres

puntos de control del estudio para la variable insulina.

Insulina

ull/mL
s 15
L L
-

T T
) t2) £(3)

Figura 5.8: Diagrama de cajas de la variable insulina a lo largo del estudio. t(1): inicio del
estudio; £(2): tras finalizar dieta; t(3): tras periodo de control.

En la Figura 5.9 se presentan los resultados obtenidos durante los tres puntos
de control para la variable indice HOMA-IR.

Una vez presentados los diagramas de cajas para las variables del
metabolismo glucidico se muestra en la Tabla 5.10 los resultados de los efectos

comparados por pares para las variables de este grupo.

indice HOMA-IR

11y 12y U3y

Figura 5.9: Diagrama de cajas de la variable indice HOMA-IR a lo largo del estudio. t(1):
inicio del estudio; t(2): tras finalizar dieta; t(3): tras periodo de control.
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Tabla 5.10: Comparacion por parejas para las variables del metabolismo glucidico.

Glucosa

Inicio Post-dieta Post-control
Inicio - p =0,0122 NS (p =0,091)
Post-dieta - p <0,001°
HbAlc

Inicio Post-dieta Post-control
Inicio - NS (p =1,000) NS (p =0,713)
Post-dieta - NS (p =0,484)
Insulina

Inicio Post-dieta Post-control
Inicio - p =0,0022 NS (p =0,264)
Post-dieta - p =0,003°
Indice HOMA-IR

Inicio Post-dieta Post-control
Inicio - p =0,0022 NS (p =0,534)
Post-dieta - p =0,002°

NS: variacién no significativa
« Incremento de signo positivo (aumento significativo de la magnitud).
b Incremento de signo negativo (descenso significativo de la magnitud).

Se aprecia en la Tabla 5.10 que no existe efecto positivo en la salud sobre las
variables del metabolismo glucidico analizadas. Puede observarse que, salvo la
hemoglobina glicosilada que no mostr6 variacion, el resto de variables
experimentaron variaciones significativas entre el inicio y el momento post-dieta
siendo estos incrementos medianos de 4,5 mg/dL para la glucosa (p = 0,012), de
5,2 uUI/mL para la insulina (p = 0,002) y de 1,28 puntos para el indice HOMA-IR,
(p=0,002). Si se compara el inicio del estudio con el final del mismo, se observa que
no existié diferencia significativa en las concentraciones de ninguna variable del
grupo de metabolismo de carbohidratos. Al examinar las variaciones entre el inicio
del estudio y el final del mismo no se observd variacion significativa entre las
concentraciones medias y medianas para ningtin biomarcador. Si se objetivaron, en
cambio, descensos medianos significativos entre la extraccion realizada en el

momento post-dieta y el momento post-control para las variables glucosa
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(descenso mediano: 6 mg/dL, p <0,001), insulina (descenso mediano: 1,95 uUI/mL,
p =0,003) e indice HOMA-IR (descenso mediano: 0,655 puntos, p = 0,002).

5.3.3 Biomarcadores de inflamacion

Siguiendo el mismo esquema de presentacion que con el resto de variables
anteriores, se muestran en primer lugar, en la Tabla 5.11, los resultados obtenidos
al analizar las variables del grupo de biomarcadores de inflamacion (PCRus, TNF-
a e IL-6) en los tres momentos a lo largo del estudio (momento previo a la dieta,
justo después de finalizarla y tras el periodo control).

Tabla 5.11: Resultados obtenidos tras aplicar el test de Friedman al grupo biomarcadores de
inflamacion.

PCRus (mg/dL) TNF-a (pg/mL)  IL-6 (pg/mL)

Inicio (Med (RIC)) 0,264 (0,340) 6,510 (2,285) 2,900 (2,995)
Post-dieta (Med (RIC)) 0,212 (0,211) 5,600 (2,020) 2,890 (3,025)
Post-control (Med (RIC)) 0,247 (0,329) 5,330 (1,985) 2,340 (2,835)
Friedman x2 6,750 8,702 0,292
Friedman p 0,034 p=0,013 p=0,864

Puede observarse en la Tabla 5.11 que existieron diferencias significativas en
las concentraciones de PCRus y de TNF-«a a lo largo del estudio. Estos efectos se

detallardan, mas adelante, en el analisis por parejas.
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En la Figura 5.10 se muestran los resultados en forma de diagrama de cajas para
la variable PCRus a lo largo del estudio:

PCRus
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mg/dL
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Figura 5.10: Diagrama de cajas para la variable PCRus a lo largo del estudio. t(1): inicio
del estudio; t(2): tras finalizar dieta; t(3): tras periodo de control.

De igual manera, en la Figura 5.11 se muestran los diagramas de cajas de las

concentraciones de las citocinas TNF-a e IL-6 a lo largo del estudio:

TNF-o e IL-6
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Figura 5.11: Diagrama de cajas de las variables TNF-a e IL-6 a lo largo del ensayo. t(1):
inicio del estudio; t(2): tras finalizar dieta; t(3): tras periodo de control.
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Una vez mostrados los resultados de forma grafica para las variables del grupo
de biomarcadores de inflamacion, se presenta a continuacion el andlisis de los
resultados comparados por pares para las variables de esta categoria. Estos
resultados se resumen en la Tabla 5.12:

Tabla 5.12: Comparacion por parejas para los biomarcadores de riesgo cardiovascular
emergentes.

PCRus

Inicio Post-dieta Post-control
Inicio - p =0,0262 NS (p =0,338)
Post-dieta - NS (p =0,067)
TNF-a

Inicio Post-dieta Post-control
Inicio - p=0,0072 p =0,0042
Post-dieta - NS (p =0,330)
IL-6

Inicio Post-dieta Post-control
Inicio - NS (p=0,513) NS (p=0,426)
Post-dieta - NS (p =1,000)

NS: variacion no significativa
« Incremento de signo positivo (descenso significativo de la magnitud).

La PCRus disminuyé de manera significativa comparando sus concentraciones
basales con las encontradas después del programa de actuacion dietética, siendo
este descenso de 0,052 mg/dL (p = 0,026). Las concentraciones de PCR no
registraron variaciones al comparar el inicio del estudio con el final del mismo. Se
observo en cambio una ligera tendencia alcista que, si bien no fue significativa,
estuvo cerca de serlo (p = 0,067) de 0,035 mg/dL, comparando el punto post-dieta

con el punto post-control.

Puede observarse una disminucion significativa de la variable TNF-a tras el
periodo de intervencion dietética, siendo el descenso mediano de 0,91 pg/mL
(p = 0,007). De igual manera, se aprecia una disminucidn significativa si se compara
el momento inicial del estudio con el momento post-control del mismo, siendo esta
disminucion mediana de 1,18 pg/mL (p = 0,004). En cambio, no se han encontrado

diferencias significativas comparando el momento post-dieta y el momento post-
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control, es decir, que no se han encontrado diferencias significativas a lo largo del

periodo control para la variable TNF-a.

La variable IL-6 no presentd diferencias significativas en ninguna de las

comparaciones por pares realizada.

5.3.4 PresioOn arterial

En primer lugar, en la Tabla 5.13, se presentan los resultados obtenidos al
analizar las variables PAS y PAD durante los tres puntos de control a lo largo del
estudio (estado basal o inicio del programa, justo al finalizar la dieta y después del
periodo control).

Tabla 5.13: Resultados obtenidos tras analizar los diferentes momentos del estudio para las
variables PAS y PAD.

PAS (mmHg) PAD (mmHg)

Inicio 126,00 (21,50) 79,16 + 7,85
Post-dieta 119,00 (19,00) 78,04 + 8,07
Post-control 120,00 (17,50) 80,28 + 6,49
ANOVAF - 1,313
ANOVAp - 0,279
Friedman x? 2,224 -
Friedman p 0,329 -

La variable PAS se expresa como Med (RIC); la variable PAD como X+ DE.
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De la tabla anterior se desprende que no existieron diferencias significativas a

lo largo del estudio para las variables PAS y PAD. A continuacidn, se procede a

mostrar estos resultados de manera grafica en la Figura 5.12.
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Figura 5.12: Diagrama de cajas de las variables PAS y PAD a lo largo del estudio. t(1):
inicio del estudio; +(2): tras finalizar dieta; t(3): tras periodo de control.

Una vez analizados los efectos de la intervencion dietética de manera global

a lo largo del estudio, se muestra a continuacion el estudio por pares en la Tabla

5.14.

Tabla 5.14: Andlisis por pares de las variables PAS y PAD.

PAS

Inicio Post-dieta Post-control
Inicio - p = 0,0402 p =0,025
Post-dieta NS (p =0,872)
PAD

Inicio Post-dieta Post-control
Inicio -

Post-dieta

NS (p=1,000) NS (p =1,000)

NS (p = 0,255)

NS: variacion no significativa

@ Incremento de signo negativo (descenso significativo de la magnitud).
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Para la PAS se puede apreciar que, a pesar de que en el analisis estadistico
global no se evidenciaron diferencias significativas, al realizar el estudio por pares
se objetivo un descenso significativo (p = 0,040) entre el inicio y el final de la
intervencion dietética, siendo este descenso mediano de 7,00 mmHg. De la misma
manera se observé una disminucion significativa entre el inicio del estudio y el final
del periodo control siendo el descenso mediano de 6,00 mmHg (p =0,025). En el
estudio por pares de PAD no se observd ninguna diferencia significativa en

ninguna de las comparaciones por pares.
5.4 ESTUDIO ANTROPOMETRICO
Este grupo engloba las variables masa corporal (que se expresara como peso y
como IMC) y perimetro abdominal.

5.4.1 Masa corporal

Se muestran a continuacion, en la Tabla 5.15, los resultados obtenidos a lo largo
del estudio para las variables peso e IMC:

Tabla 5.15: Resultados obtenidos tras aplicar ANOVA de medidas repetidas a las variables
peso e IMC.

Peso (kg) IMC (pg/mL)
Inicio (X + DE) 80,636 + 12,139 32,628 + 4,436
Post-dieta (X + DE) 79,708 + 12,283 32,257 + 4,558
Post-control (X + DE) 79,492 + 12,369 32,183 + 4,668
ANOVAF 8,739 8,537
ANOVA p p =0,001 p =0,001

Se observaron diferencias significativas entre las medidas a lo largo del
estudio. Estos efectos se analizaran detalladamente mas adelante en el analisis por
pares. A continuacion, en la Figura 5.13 se presenta el diagrama de cajas de las
variables peso e IMC a lo largo del estudio.
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Figura 5.13: Diagrama de cajas de las variables Peso e IMC a lo largo del estudio. t(1): inicio
del estudio; 1(2): tras finalizar dieta; t(3): tras periodo de control.

Una vez representados los resultados de forma grafica para estas variables, se
presenta a continuacion el analisis de los resultados comparados por pares para

estas mismas variables. Estos resultados se resumen en la Tabla 5.16.

Tabla 5.16: Comparacion por parejas para las variables Peso e IMC.

Inicio Post-dieta Post-control
Inicio - p =0,010a p =0,004a
Post-dieta - NS (1,000)

Inicio Post-dieta Post-control
Inicio - p=0,010 p =0,004
Post-dieta - NS (1,000)

NS: variacion no significativa
@ Incremento de signo negativo (descenso significativo de la magnitud).

Se observa en esta tabla que la variable masa corporal (expresada como peso y

como IMC) experimentdé un descenso en sus valores medios de tipo significativo
después de la intervencion dietética. Este descenso medio fue de 0,928 kg o
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0,371 kg/m? (p = 0,010). Se observo también disminucion significativa comparando
el inicio del estudio con el final del periodo control, siendo el descenso medio de
1,144 kg o 0,445 kg/m? (p = 0,004).

5.4.2 Perimetro abdominal

Se finaliza la presentacion de resultados con el estudio de la variable perimetro
abdominal (Pabd) a lo largo del ensayo en la Tabla 5.17.

Tabla 5.17: Resultados obtenidos tras aplicar el test ANOVA de medidas repetidas a la
variable perimetro abdominal a lo largo del estudio.

Paba (cm)
Inicio (X £ DE) 100,115 + 10,418
Post-dieta (X + DE) 99,788 + 10,595
Post-control (X + DE) 99,673 + 10,622
ANOVAF 1,171
ANOVA p p=0,303

De esta misma tabla se desprende que no existieron diferencias significativas a
lo largo de la intervencion. Estos resultados se representan de manera grafica a

continuacion en la Figura 5.14.
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Figura 5.14: Diagrama de cajas de la variable Pabd a lo largo del experimento. t(1): inicio
del estudio; t(2): tras finalizar dieta; t(3): tras periodo de control.
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El estudio por pares de esta variable se muestra a continuacion en la Tabla 5.18:

Tabla 5.18: Andlisis por pares de la variable Pabd.

Pabd

Inicio Post-dieta Post-control
Inicio - NS (p=0,252) NS (p=0,772)
Post-dieta - NS (p =1,000)

NS: variacion no significativa.
No se observo variacion significativa en ninguna comparacion por pares en la

variable Paba.
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6. DISCUSION

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar los efectos del consumo de brotes
de brdcoli sobre la salud en mujeres menopdausicas con sobrepeso u obesas antes y
después de una intervencion dietética y comparar estos resultados con los
obtenidos en la misma poblaciéon de voluntarias durante un periodo control. En

este capitulo se discutiran los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral.

6.1 TRABAJOS PUBLICADOS RELACIONADOS CON EL TEMA

Tras revisar la evidencia cientifica disponible hasta la fecha mediante
PubMed, el motor de busqueda de la base de datos Medline, y mediante la base de
datos de tesis doctorales (TESEO) del Ministerio de Educacion, Cultura y Deporte,
no se ha encontrado otro estudio con las mismas condiciones que la presente tesis
doctoral. A lo largo de este capitulo se irdn comparando y discutiendo los

resultados aqui obtenidos con los resultados obtenidos por otros autores.

En la Tabla 6.1 se resumen los estudios hallados en la literatura cientifica y
que evaltian multiples variables (clinicas y moleculares) tras el consumo de brdcoli
en diferentes muestras poblacionales y con distintas metodologias [214, 215].

Tabla 6.1: Estudios de evaluacion del consumo de brocoli, GRA y SEN en variables clinicas
y moleculares en humanos ordenados por fecha de publicacion.

Autor principal  Tipo de estudio y Intervencion Variables
(afio) muestra dietética evaluadas
Galan Estudio piloto con adultos Brotes de brdcoli (14,28 056 ~ Biomarcadores de
(2004) [216] colonizados por H. pylori (n g) 2 veces al dia durante 7 colonizaciéon de H. pylori
=9) dias (HpSA y UBT)
Murashima (2004) [195] Estudio piloto con sujetos Brotes de brdcoli frescos Perfil lipidico, acido trico,
sanos (n = 12) (100 g/dia) durante 7 dias urea, perfil hepatico,

biomarcadores de estrés
oxidativo (concentracion de
PCOOH, ratio
CoQi0H2/CoQuo e
isoprostano y 8-OHdG en

orina.
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Autor principal
(afo)

Tipo de estudio y
muestra

Intervencion
dietética

Variables
evaluadas

Kensler (2005) [217]

Ensayo clinico aleatorizado
de una poblacién con
elevada incidencia de
carcinoma hepatocelular (n
=200)

125 mL de infusion de
brotes de brocoli
conteniendo 400umol de
GRA vs grupo placebo

durante 2 semanas

Excrecion de biomarcadores
tumorales (aflatoxina
urinaria y metabolitos de
trans, anti-fenantreno

tetraol

Gasper (2007) [218]

Ensayo clinico aleatorizado
cruzado con sujetos sanos (n

-16)

Dosis tinica de 150 mL de
sopa hecha con brocoli
estandar o con brdcoli

enriquecido con GSLs

Expresion de genes
relacionados al metabolismo
xenobidtico y al ciclo celular

en la mucosa géstrica

Hakooz (2007) [219]

Estudio piloto con

individuos sanos (n = 10)

500 g de brécoli crudo vs
500 g de brocoli cocinado

durante 6 dias

Actividad de las enzimas
del citocromo P450
(CYP2A6 y CYP1A2)
relacionadas con el

metabolismo xenobidtico

Traka (2008) [220]

Ensayo clinico aleatorizado
cruzado con hombres de
edad avanzada en
seguimiento uroldgico (n =
22)

400 g de brocoli cocinado vs
400 g de guisantes
cocinados a la semana

durante 12 meses

Marcadores de crecimiento
prostatico (PSA) y de
proliferacion celular de

carcinoma prostéatico

Riso (2009) [221]

Ensayo clinico aleatorizado
cruzado con fumadores y no

fumadores (n = 20)

200 g/dia de brocoli
cocinado al vapor vs dieta
habitual sin cruciferas

durante 10 dias

Biomarcadores de dafio
oxidativo del ADN
enddgeno, biomarcadores
de riesgo de cancer
(actividad HDAC) en
linfocitos, concentraciones

de IGF-1 séricas

Ried] (2009) [222]

Ensayo clinico de aumento
de la dosis en sujetos sanos
(n=57)

25,100, 125,150, 175 0 200 g
de brotes de brécoli
homogeneizados
conteniendo cerca de 0,283
umol/mL de SFN vs 200 g
de brotes de alfalfa durante

3 dias

Expresion de enzimas
antioxidantes de fase II
(glutation-S-transferasa M1
y P1, NADPH quinona
oxidorreductasa y HO-1) en

células de lavado nasal

Christiansen (2010) [223]

Ensayo clinico aleatorizado
con pacientes hipertensos

(n =40)

10 g diarios de brotes de
brdécoli en polvo

conteniendo casi 30,3

Presion arterial, funcién
endotelial (dilatacion

mediada por flujo),

umol/g de GRA vs dieta colesterol total, C-HDL y C-
habitual durante 4 semanas LDL
Riso (2010) [224] Ensayo clinico aleatorizado 250 g/dia de brocoli Darfio en el ADN y

cruzado con adultos
fumadores

(n=27)

cocinado al vapor vs dieta
habitual sin cruciferas

durante 10 dias

biomarcadores de

reparacion
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Autor principal
(afo)

Tipo de estudio y
muestra

Intervencion
dietética

Variables
evaluadas

Bahadoran (2011) [225]

Ensayo clinico aleatorizado
doble ciego en pacientes con
DM2

(n=63)

5010 g diarios de brotes de
brdcoli en polvo
conteniendo cerca de 22,5
umol/g de SEN vs placebo
(almidén de maiz tefiido
con clorofila) durante 4

semanas

Marcadores de estrés
oxidativo (capacidad
antioxidante total del suero,
estado total de oxidante,
indice de estrés oxidativo,
concentracion sérica de
malondialdehido y C-LDL
oxidado)

Mirmiran (2012) [226]

Ensayo clinico aleatorizado
doble ciego en pacientes con
DM2

(n=63)

5010 g diarios de brotes de
brdcoli en polvo
conteniendo cerca de 22,5
umol/g de SEN vs placebo
(almidon de maiz tenido
con clorofila) durante 4

semanas

Glucemia en ayunas,
concentraciones séricas de

PCR, IL-6 y TNF-a

Bahadoran (2012) [227]

Ensayo clinico aleatorizado
doble ciego en pacientes con
DM2

(n=63)

5010 g diarios de brotes de
brécoli en polvo
conteniendo cerca de 22,5
umol/g de SFN vs placebo
(almidon de maiz tenido
con clorofila) durante 4

semanas

Glucemia en ayunas,
insulina plasmatica,
sensibilidad a la insulina
(GBA/insulina), indice
HOMA

Bahadoran 2012 [228]

Ensayo clinico aleatorizado
doble ciego en pacientes con
DM2

n=72)

5010 g diarios de brotes de
brécoli en polvo
conteniendo cerca de 22,5
umol/g de SEN vs placebo
(almidon de maiz tenido
con clorofila) durante 4

semanas

GBA, colesterol total, TG, C-
LDL, C-HDLy C-LDLy C-
LDL oxidado; C-LDL
oxidado/C-LDL; indice
aterogénico del plasms (log
TG/C-HDL), colesterol
total/C-HDL y C-LDL/C-
HDL

Kensler (2012) [229]

Ensayo clinico aleatorizado
cruzado con individuos de
una comunidad con una
alta incidencia de carcinoma

hepatocelular (n = 50)

Bebidas elaboradas con
brotes de brécoli liofilizado
diluido con zumo de mango
conteniendo 800 umol de
GRA 0 150 umol de SEN al
dia vs zumo de mango

durante 7 dias

Excrecion urinaria de
metabolitos de
contaminantes del aire
(acidos mercapturicos de
acroleina, crotonaldehido,

oxido de etileno y benceno)

Armah (2013) [230]

Ensayo clinico aleatorizado
con sujetos con riesgo
moderado de desarrollar
ECV

(n=48)

400 g de brécoli enriquecido
con GSLs (21,6 umol/g de
GRA) vs brocoli estandar
(6,9 umol/g de GRA) vs
400g de guisantes al vapor
semanalmente durante 3

meses

PAS y PAD, colesterol total,
C-HDL, C-LDL, C-LDL
oxidado, TG, PCR,
velocidad de onda de pulso
y rigidez de pulso arterial
evaluada por el indice de

aumento
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Autor principal Tipo de estudio y Intervencion Variables
(afio) muestra dietética evaluadas

Riso (2014) [215]

Ensayo clinico aleatorizado
cruzado con adultos

fumadores

250 g/dia de brocoli
cocinado al vapor vs dieta

habitual sin cruciferas

Biomarcadores
inflamatorios (PCR, TNF-a,
IL-6, receptor de IL-6 y

(n=17) durante 10 dias adiponectina) y
biomarcadores del estado
nutricional (folato, luteina,
ay p-caroteno, zeaxantina,

[B-criptoxantina y licopeno

6.2 MUESTRA POBLACIONAL

Tal y como se muestra en la Tabla 6.1, diferentes trabajos han evaluado los
efectos del consumo de este vegetal en individuos sanos, como los publicados por
Murashima y cols. (2004), Gisper y cols. (2007), Hakooz y Hamdan (2007) y Riedl y
cols. (2009); en fumadores, como los estudios de Riso y cols. (2009, 2010 y 2014); en
pacientes con diabetes mellitus tipo 2, como los ensayos de Bahadoran y cols. (2011
y 2012) y Mirmiran y cols. (2012); en pacientes con riesgo cardiovascular moderado,
como el llevado a cabo por Armah y cols. (2013); en pacientes hipertensos, como el
estudio realizado por Christiansen y cols. (2010); en poblacion con alta incidencia
de carcinoma hepatocelular, como los trabajos publicados por Kensler y cols. (2005
y 2012); en pacientes infectados por H. pylori, como los ensayos realizados por
Galan y cols. (2004) y Yanaka y cols. (2009), y por ultimo en pacientes varones
ancianos en seguimiento uroldgico, como el estudio realizado por Traka y cols.
(2008).

No se han encontrado otros trabajos que evaltien los efectos del consumo de
brotes de brocoli en la salud en la misma cohorte que esta tesis doctoral. Las
caracteristicas de la muestra poblacional estudiada ya han sido descritas en el

apartado 5.1 y pueden ser consultadas en la pagina 96.

En cuanto al tamafio muestral de este trabajo, puede afirmarse que el nimero
de sujetos que formaron parte del estudio estd en consonancia con otros trabajos
que evaluaban pardmetros similares a los aqui analizados. Si bien es cierto que
existen trabajos con una poblacion sensiblemente superior, como es el publicado
por Kensler y cols. (2005), en el que estudiaron una poblacién de 200 sujetos, los
objetivos de su estudio distan notablemente de los aqui propuestos (estudio de

excrecion de biomarcadores tumorales en una poblacion con alta incidencia de
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carcinoma hepatocelular). Existen otros trabajos con una poblacion superior, como
el de Bahadoran y cols. (2012), con una n de 72 sujetos o el de Armah y cols. (2013),
con una poblacion de 48 voluntarios. En el presente trabajo, la poblacion que
finaliz¢ el estudio fue de 26 mujeres, situdndose por encima de estudios como el de
Murashima y cols. (2004), con una poblacion de 12 sujetos, el de Riso y cols. (2009),
con una poblacién de 20 voluntarios o el de Riso y cols. (2014), con una poblacion

de 17 sujetos.

6.3 ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD

El propdsito de realizar una evaluacion de la biodisponibilidad fue el de
servir de herramienta de control para valorar la adherencia al consumo de brdcoli
y valorar el cumplimiento de la restriccién de cruciferas para revelar asi posibles
incumplimientos, en caso de que se dieran lugar, de las indicaciones conforme al

protocolo que debian seguir las voluntarias del estudio.

Las concentraciones medianas basales de SFN-NAC en orina (referenciadas
a g de creatinina) aumentaron notablemente (mas de 550 veces) tras el periodo de
consumo de 5 semanas, pasando de 4,235 nmol/g a 2.351,743 nmol/g, p <0,001. Las
concentraciones medias urinarias de SFN-NAC descendieron nuevamente tras la
fase de 2 semanas de lavado a niveles semejantes al inicio del estudio (8,657 nmol/g,
p < 0,001) indicando que el periodo de lavado fue suficiente para aclarar la
concentracion de metabolitos derivados del consumo de la glucorafanina contenida
en el brécoli. Ademds, no se observo variacion comparando las concentraciones
basales de SFN-NAC con las halladas después del periodo de lavado (p = 0,798).
Después de las 5 semanas del periodo de control no se observo variacion
significativa con respecto al inicio del estudio (p = 0,362) aunque si existié6 una
disminucion mediana significativa en las concentraciones de SFN-NAC de 4,782
nmol/g durante el periodo de control (p = 0,009), indicando que se cumplio la
recomendacion de no consumir cruciferas durante la fase de lavado y durante el

periodo control.

Los resultados del estudio de biodisponibilidad indican que las participantes
del ensayo siguieron las recomendaciones dietéticas, al menos las referentes a
consumo de brotes de brocoli durante la fase de intervencion dietética y a la
restriccion de consumo de cruciferas durante los periodos de lavado y de control.
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6.4 PERFIL LIPIDICO

Debido a la existencia de diversos estudios que han descrito el efecto
hipolipemiante de las cruciferas (y del brocoli en particular) [192-196], se decidio
evaluar los efectos de su consumo sobre diferentes pardmetros del perfil lipidico
en nuestra cohorte. Los resultados de esta tesis doctoral muestran que no hubo
variacion significativa global a lo largo del estudio en las concentraciones de CT
(p =0,069). El analisis post hoc constatd que el periodo de consumo de brotes de
brécoli no indujo cambios en las concentraciones de colesterol plasmatico al
finalizar las 5 semanas de consumo (p = 0,289). Tampoco se observaron cambios a
lo largo del periodo control (p = 1,000), aunque al comparar el valor basal al inicio
de la intervencion dietética con el final del periodo control se observé un descenso
medio de 8,577 mg/dL, que, si bien no resultd significativo, presenté un nivel de
significacion cercano a 0,05 (p = 0,062) que podria estar indicando una tendencia a

la baja.

En cuanto al comportamiento del C-HDL, se observaron diferencias
significativas en las concentraciones medias tras evaluar el efecto global de la
intervencion (p = 0,031). Esta diferencia significativa observada cuando se analizd
el estudio desde una dptica global no se tradujo después en ninguna diferencia
significativa cuando se someti6 a un analisis por pares mediante las pruebas post
hoc. No se observaron diferencias significativas entre ningtin par de puntos de
control. Tan solo el par inicio/post-control mostré un descenso de la concentracion
sérica de C-HDL de 4,000 mg/dL, que sin ser significativo estuvo cerca de serlo
(p = 0,069).

A pesar de estar hablando de descensos tanto en el CT como en C-HDL que
no suponen una diferencia significativa, ambos descensos se observan entre el
inicio del estudio y después del periodo control. Por ello, habria que profundizar
en esta observacion y evaluar si finalmente se confirma esta tendencia a la baja
mediante estudios con mayor nimero de sujetos y/o con un tiempo de intervencion

o dosis superior o si, por el contrario, se trata de un artefacto sin efecto real.

Al analizar la variable colesterol noHDL no se evidenciaron diferencias
significativas globales a lo largo del estudio. Tampoco se observaron diferencias
significativas después de realizar el estudio post hoc por pares de grupos.
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De igual manera que con la variable colesterol noHDL, no se observd ninguna

diferencia significativa ni a nivel global ni por pares en la variable TG.

Hay que tener cautela a la hora de comparar y extrapolar los resultados aqui
obtenidos con los encontrados por otros autores, puesto que, como ya se comento
anteriormente, tanto las cohortes estudiadas en otros trabajos publicados como las

metodologias aplicadas son diferentes a la de esta tesis doctoral.

Murashima y cols. (2004), en un estudio piloto con 12 pacientes sanos (6
hombres y 6 mujeres con edades comprendidas entre los 20 y los 36 afos) en el que
se anadieron 100 g de brotes de brocoli diarios durante 7 dias, obtuvieron
disminuciones significativas en las concentraciones de CT en hombres mientras
que en el grupo de mujeres no observaron variaciones significativas. En el grupo
de mujeres se observé un aumento significativo de las concentraciones de C-HDL
después de la intervencion dietética. No se encontraron diferencias significativas
en las concentraciones medias de TG antes y después del consumo de brécoli. Este
estudio contd con una baja muestra poblacional y con una edad media

sensiblemente menor a la de la presente tesis doctoral.

Christiansen y cols. (2010), en un estudio con una cohorte mayor que la del
publicado por Murashima y cols., donde contaron con 40 pacientes hipertensos (20
mujeres y 20 hombres) y en el cual se incluyeron en la dieta 10 g de brotes de brécoli
en polvo durante 4 semanas no encontraron diferencias significativas antes y
después del consumo en CT, C-HDL, C-LDL y TG, siendo estos resultados

similares a los obtenidos en el presente estudio.

Bahadoran y cols. (2012), en un trabajo con 63 pacientes diabéticos tipo 2
divididos en tres grupos de consumo diferente de brotes de brécoli (10 g diarios, 5
g diarios y placebo) durante 4, semanas obtuvieron descensos significativos entre
los dos grupos de consumo y el grupo placebo en las variables TC y C-LDL. Se
observd, a su vez, un descenso significativo en los TG comparando el grupo de 10
g diarios respecto del grupo placebo. El C-HDL no experimentd cambios en el
grupo de 10 g de consumo diarios, pero si en el grupo de consumo de 5 g diarios y
en el grupo placebo, donde se observd un descenso significativo. Estos resultados
podrian presentar cierta consonancia con las tendencias a la baja halladas en el CT
y en el C-HDL en la presente tesis doctoral, salvando las distancias entre las
cohortes y los disefios de las intervenciones de los dos trabajos.
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Armah y cols. (2013), en un estudio llevado a cabo con 48 pacientes (24
hombres y 24 mujeres) con riesgo moderado de padecer ECV, no encontraron
diferencias significativas entre las concentraciones medias de CT, C-HDL, C-LDL
ni TG después del consumo de 12 semanas en tres grupos distintos (400 g de
broécoli, 400 g de brocoli enriquecido con GRA y 400 g de guisantes). El trabajo de
Armah y cols. es el que tuvo un mayor tiempo de intervencion de toda la literatura
encontrada y a pesar de ello no encontrd diferencias significativas en ninguna

variable, de igual manera que los resultados obtenidos en esta tesis doctoral.

6.5 PERFIL GLUCIDICO

Estudios diferentes han observado mejoria en parametros del perfil glucidico
tras el consumo de alimentos ricos en isotiocianatos, como es el caso del brocoli
[226, 227]. Este hecho llev) a evaluar los efectos del consumo de brotes de brécoli

en la cohorte de este estudio.

Excepto la hemoglobina glicosilada que no experimentd cambios a lo largo
de todo el estudio, el resto de variables indicadoras del estado del metabolismo
glucidico empeoraron tras la intervencion con brotes de brécoli. Los valores
medianos volvieron a valores similares a los basales tras el periodo control en las
variables glucosa, insulina e indice HOMA-IR. Estos biomarcadores que reflejan el
estado del metabolismo de los hidratos de carbono de manera puntual podrian
estar distorsionados debido a cambios puntuales en la alimentacion de las
voluntarias que no quedaron reflejados en las encuestas de habitos alimentarios y
de recuerdo de 24h. Una vez comprobado que las voluntarias del estudio
cumplieron con el consumo de brotes de brocoli en la fase de intervencion y con la
restriccion de cruciferas en las fases de lavado y de control, no podria atribuirse los
efectos negativos observados en el estudio a un incumplimiento de las directrices

de consumo de brdcoli/cruciferas pautadas.

Mirmiran y cols. y Bahadoran y cols. (2012) encontraron descensos
significativos en sendos trabajos en las concentraciones medias de glucosa en
ayunas y de indice HOMA-IR después del consumo de brotes de brocoli en grupos
de consumo de 5y 10 g diarios de brécoli durante 4 semanas en comparacion con

un grupo placebo.
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A pesar de que se cumplieran las directrices de consumo referentes a los
brotes de brocoli y de cruciferas a lo largo del estudio, no deberia rechazarse la
posibilidad de que se cometieran transgresiones dietéticas de otros tipos debido a
la sensacién de salud aportada por el hecho de participar en un programa de
intervencion dietética donde las participantes eran conocedoras de que se iban a

investigar las probables propiedades beneficiosas del brocoli en la salud.

6.6 BIOMARCADORES DE INFLAMACION

El SEN se ha propuesto como uno de los inductores naturales con mayor
accion sobre la ruta Keap1/Nrf2/ARE, otorgandole una actividad antiinflamatoria
[189]. Por ello se decidid evaluar si existia variacién en las concentraciones séricas

de biomarcadores de inflamacién como la PCRus, el TNF-a y la IL-6.

Los resultados obtenidos para la PCRus mostraron que tras el consumo de
brotes de brocoli se produjo un descenso significativo de su concentracion, con una
disminucion mediana de 0,052 mg/dL (p = 0,026), variaciéon que no se observo si se
compara el inicio del estudio con el final del mismo. Se hall, por el contrario, una
leve tendencia al alza que, si bien no fue significativa, estuvo cerca de serlo (p =
0,067) comparando el punto post-dieta con el punto post-control. Este ligero
aumento mediano, que se cuantificé en 0,035 mg/dL, podria estar sugiriendo que
los valores medianos de PCR que han descendido tras el consumo activo de
cantidades sustanciales de brotes de brocoli podrian normalizarse y repuntar tras
el cese del consumo. Habria que profundizar en este sentido y realizar trabajos que
contemplasen mas tiempo (o mas medidas) durante una fase control y ver asi si
realmente la PCR vuelve a sus valores previos antes del consumo de alimentos ricos
en GRA o, por el contrario, se mantiene en valores inferiores a los iniciales tiempo

después del cese del consumo.

Mirmirany cols. (2012) encontraron descensos significativos de PCRus en dos
grupos de intervencion (consumo de 5 g y 10 g diarios) durante 4 semanas frente a
un grupo placebo. Los descensos obtenidos en el estudio de Mirmiran y cols. fueron
sensiblemente menores que los obtenidos en este trabajo: el descenso fue de 0,016
mg/dL para el grupo que consumidé 5 g diarios y de 0,021 mg/dL para el que
consumio 10 g frente al descenso obtenido en este estudio (0,035 mg/dL). Si bien los

numeros son dificilmente comparables (ya se ha comentado anteriormente que la
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cohorte de esta tesis doctoral no ha sido evaluada en otros estudios llevados a cabo
con consumo regular de brdcoli) los resultados obtenidos por Mirmiran y cols.

convergen con los aqui obtenidos.

Riso y cols. (2014), en un estudio con 17 voluntarios jovenes varones y
fumadores sanos (edad e IMC medios de 21,8 afos y 21,8 kg/m?) que consumieron
250 g diarios de brocoli durante 10 dias, también obtuvieron un descenso
significativo de 0,08 mg/dL (p < 0,05) en las concentraciones medias de PCR

después de los 10 dias de consumo.

Por el contrario, Armah y cols. (2013) no encontraron diferencias
significativas en las concentraciones medias de PCR tras el consumo de brocoli con

distintas concentraciones en GRA durante 3 meses en relacion a un grupo placebo.

De los tres estudios que evaltan el comportamiento de las concentraciones
séricas de PCR tras el consumo de brdécoli o brotes de brdcoli, dos de ellos
obtuvieron los mismos resultados que este trabajo y tan solo uno encontr6
diferencias en el comportamiento del biomarcador. Esto parece indicar que los
resultados aqui obtenidos estarian en convergencia con la mayoria de trabajos
publicados (teniendo en cuenta la diferencia de cohortes y de metodologias de
trabajo).

Los resultados obtenidos muestran que hubo diferencias significativas en la
variable TNF-a tras el consumo de brocoli observandose un descenso mediano de
0,91 pg/mL (p = 0,007). Durante el periodo de control no se observd variacion
significativa en las concentraciones medianas de esta citocina. Si que se observo
diferencia significativa si se compara la concentracion mediana basal, previa al
inicio de este trabajo, y el momento post-control (posterior a la finalizacion del
estudio). La diferencia mediana entre el primer punto de control y el tercero fue de
1,18 pg/mL (p = 0,04). Parece pues que se produce un efecto beneficioso tras el
consumo de 5 semanas de 40 g de brotes de brdécoli en este biomarcador. A
diferencia de la PCRus, que presentd una tendencia alcista (que no fue significativa
pero su nivel de significacion estuvo proximo a 0,05) después de 7 semanas tras el
abandono del consumo de brotes de brocoli y de cruciferas en general, las
concentraciones séricas de TNF-a se mantuvieron a niveles comparables a los
obtenidos tras el cese del consumo durante 5 semanas de brotes de brocoli. Podria
desprenderse de estos resultados (aunque cabe ser cautos debido a las limitaciones
del estudio, por ejemplo, derivadas del bajo nimero de participantes en el mismo)
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que los efectos beneficiosos producidos por el consumo de brocoli en el estado
inflamatorio y que tienen un reflejo en las concentraciones séricas de TNF-a
perduran al menos 7 semanas mas alld del cese del consumo de brdcoli. Esta
aseveracion no deberia asumirse como una conclusion sin mas y se necesitaria
realizar estudios posteriores que incidiesen en este aspecto, evaluando un niimero

de sujetos mayor y realizando mds medidas para verificar esta hipotesis.

Mirmiran y cols. (2012), en su estudio con 63 pacientes diabéticos, no
encontraron diferencias significativas en las concentraciones medias de TNF-a tras
el consumo de brotes de brocoli, si bien en ese estudio los grupos sujetos a
intervencion dietética consumieron menor cantidad de brotes de brocoli (5y 10 g
frente a los 40g que se ha evaluado en este estudio) y ademas el tiempo de consumo

fue también menor (4 semanas frente a las 5 semanas de este trabajo).

Riso y cols. (2014) tampoco encontraron diferencias significativas en las
concentraciones medias de TNF-a, pero ademads de estudiar una cohorte diferente
(pacientes varones, jovenes y fumadores) el tiempo de evaluacién fue tan solo de
10 dias y el consumo fue de 250 g de brécoli diario cocinado al vapor. Como se
explico en el capitulo de introduccion de la presente tesis doctoral, los brotes de
brécoli pueden contener entre 20 y 100 veces mas GRA que una pella de brocoli
adulto, pudiendo resultar la concentracién obtenida de SFN en el estudio de Riso
y cols. insuficiente y/o no comparable con las obtenidas por las participantes de

este estudio.

Asimismo, los trabajos de Mirmiran y cols. (2012) y Riso y cols. (2014) ademas
de estudiar poblaciones diferentes, tuvieron tiempos de intervencion menores y

cantidades de GRA presumiblemente menores a las de esta tesis doctoral.

En cambio, la IL-6 no mostr6 variaciones a lo largo de todo el estudio ni en
ninguna de las comparaciones realizadas por pares. Estos resultados convergen con
los obtenidos en los trabajos de Mirmiran y cols. (2012) y Riso y cols. (2014), en los
que en ninguno de los dos se observd diferencia significativa en las concentraciones

medias séricas de IL-6, al comparar antes y después de la intervencion dietética.

6.7 PRESION ARTERIAL Y VARIABLES ANTROPOMETRICAS

En la evaluacion de las dos variables relativas a la presion arterial (PAS y

PAD) no se observaron diferencias significativas a nivel global. En el estudio por
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pares la PAS presentd un descenso mediano de 7,00 mmHg entre el inicio y tras el
consumo de brotes de brécoli que resulto significativo (p = 0,040). Igual que en
variables anteriores, este comportamiento deberia ser confirmado en estudios con
mayor poblacidn, tiempo de intervencion superior y/o cantidades diarias de GRA
mayores. La comparacion entre los dos primeros tiempos del estudio reveldé un
descenso de la PAS y se confirmd otro descenso significativo entre las PAS
medianas cuando los tiempos comparados fueron el primero y el tercero de la
intervencion. Esta disminucion fue de 6,00 mmHg (p = 0,025). En cambio, no se

observo diferencia entre el momento post-dieta y el momento post-control.

Ninguna variaciéon fue observada en las comparaciones por pares en la
variable PAD. Debido a la discrepancia entre los resultados hallados entre estas dos
variables seria conveniente realizar estudios que incidan en estos aspectos, como

se viene comentando hasta ahora.

Dos estudios diferentes, uno de Christiansen y cols. (2010), donde se evalud
el consumo de brécoli en pacientes con HTA, y otro de Armah y cols. (2013), donde
se evaluaron los efectos del brocoli en pacientes con riesgo moderado de padecer

ECV, no encontraron diferencias significativas en cuanto a cifras de presion arterial.

Puesto que en este estudio solo se han hallado descensos significativos en la
PAS y no enla PAD, y sumado a que dos otros trabajos no han encontrado mejoria
en esta variable tras el consumo de brocoli, seria oportuno profundizar en este
aspecto mediante estudios mas amplios que comprobasen si realmente el consumo

de brotes de brocoli incide de manera positiva sobre estas variables.

No se han encontrado trabajos que evaluasen el efecto del consumo de brécoli
sobre la variable masa corporal, no pudiéndose comparar los resultados aqui

obtenidos con otros trabajos de diferentes autores.

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral objetivan un descenso
medio significativo de 0,928 kg (p = 0,010) en la fase de consumo de brocoli.
También se observo un descenso cuando se comparo el primer punto del estudio
con el altimo siendo esta disminucion media de 1,144 kg (p = 0,004). No se hallaron
diferencias significativas correspondientes al periodo de control.

Como se acaba de mencionar, al no existir otros trabajos que relacionen el

consumo de brotes de brocoli con pérdida de peso, podria resultar arriesgado

establecer una relacion entre ambos. Este estudio podria resultar el paso previo a
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un trabajo de mayores dimensiones donde se evaluen de manera mas minuciosa

variables como las aqui estudiadas.

De igual manera que con la variable masa corporal, no se han encontrado
trabajos que evaluen si existen variaciones en el perimetro abdominal en el contexto

de un programa de intervencion dietética con brotes de brdcoli.

Sin embargo, y a diferencia de la variable masa corporal, no se encontraron
diferencias significativas ni a nivel global ni en la comparacién por pares. Estos
resultados parecen indicar que el consumo de brécoli no induciria una disminucion
en el perimetro abdominal, no al menos en esta cohorte, durante este tiempo de
intervencion y seguimiento, y con la cantidad de brotes de brécoli utilizada en este

trabajo.

6.8 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La principal limitacion del estudio radica en el tamafio muestral, que, si bien
cumplié con el tamafio minimo calculado, seria recomendable realizar un estudio
posterior ampliado, con mds poblacién y con mas tiempo de seguimiento. Esto
permitiria evaluar si las tendencias sutiles detectadas en esta tesis doctoral se
tornan en cambios significativos en estudios mds amplios, con mayor tiempo de
seguimiento y/o mas poblacion o, por lo contrario, estas posibles tendencias se
disipan.

Aunque se pudo establecer un control del consumo de brécoli y cruciferas
durante la fase de intervencion dietética y las fases de lavado-control
respectivamente, comprobandose de manera fehaciente que la ingesta de brocoli se
cumplié de manera correcta, no fue posible determinar si hubo modificaciones en
el patron de ejercicio y de alimentacion, a pesar de que se realizaron encuestas para
controlar que no existian cambios en estos factores. El cumplimiento del mismo

quedo sujeto a la voluntad de las participantes del estudio.

Una limitacion adicional, fruto de las necesidades del grupo (debido sobre
todo a fechas y problemas de logistica), fue que no se pudo disefiar un estudio tipo
crossover, en el que la mitad de las participantes empezasen consumiendo los brotes
de brécoli y la otra mitad empezase en el periodo control, cambidndose de grupo
tras finalizar las cinco primeras semanas y después de pasar por una fase de dos

semanas de lavado. Este disefio, que es mas adecuado en este tipo de
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intervenciones, no pudo realizarse y tuvo que modificarse y adaptarse al que se ha

llevado a cabo en la presente tesis doctoral.
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7. CONCLUSIONES

Conclusion 1:

El consumo de brotes de brocoli no produjo efectos beneficiosos sobre el

perfil lipidico en una poblacién de mujeres obesas o con sobrepeso.

Conclusion 2:

El consumo durante 5 semanas de brotes de brdcoli no indujo cambios

positivos en el perfil glucidico.

Conclusion 3:

Se observo un efecto positivo sobre los biomarcadores de inflamacion tras la

intervencion dietética.

Conclusion 4:

Se observo un descenso de las cifras de PAS y peso tras el consumo de brotes

de brécoli durante 5 semanas.
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titular es la FUNDACION UNIVERSITARIA SAN ANTONIO, con la finalidad de INVESTIGACION
Y DOCENCIA EN LAS AREAS DE CONOCIMIENTO CIENCIAS EXPERIMENTALES Y
CIENCIAS DE LA SALUD. Tiene derecho a acceder a esta informacién y cancelarla o rectificatla,
dirigiéndose al domicilio de la entidad, en Avda. de los Jerénimos de Guadalupe 30107 (Murcia). Esta entidad

le garantiza la adopcién de las medidas oportunas para asegurar el tratamiento confidencial de dichos datos.

En Cartagena, (Murcia) a .......... de e de 20






ANEXO 3: HOJA INFORMATIVA A VOLUNTARIAS

PROGRAMA DE INTERVENCION DIETETICA EN VOLUNTARIAS SOBRE LAS PROPIEDADES
BENEFICIOSAS DE UN CONSUMO CONTINUADO DE BROTES DE BROCOLI.

OBIJETIVO DEL PROGRAMA

El objetivo del siguiente programa de intervencion dietética es evaluar los efectos beneficiosos
del consumo de brotes de brécoli sobre el sobrepeso y la obesidad.

Los brotes de brdcoli son los tallos iniciales de la planta de brdcoli, antes de que se desarrolle la
verdura que conocemos como brdécoli. En estos tallos se encuentra en una concentracién muy
elevada unos compuestos conocidos como glucosinolatos, a los que se les atribuye propiedades
beneficiosas.

Algunas investigaciones en animales han demostrado que los glucosinolatos del brécoli son
capaces de reducir la absorcion de grasas a nivel intestinal, ademas de aumentar las
concentraciones de “colesterol bueno” (HDL) y reducir algunos pardmetros de inflamacion,
como las citoquinas IL-6, TNF-a, asociados al sobrepeso y a la obesidad. Sin embargo, los
estudios en humanos son escasos.

Por ello, nuestro programa esta enfocado a evaluar los efectos de la ingesta de brdcoli en
personas sanas con sobrepeso. Esperamos que el consumo continuado durante varias semanas
de brotes de brdcoli vaya acompafiado de un descenso de peso corporal, una mejora en varios
parametros de la analitica en sangre (con niveles mds bajos de lipidos y “colesterol malo” (LDL)
y una reduccidn de la inflamacién.

De este modo, si los resultados que obtenemos son positivos, podria recomendarse el consumo
de brotes de brdcoli en personas con sobrepeso y obesidad para mejorar su estado nutricional
y de salud.

EN QUE CONSISTE EL PROGRAMA

Primera parte: consumo de brotes de brécoli

La primera parte del programa consiste en el consumo continuado de brotes de brécoli durante
5 semanas.

A cada voluntaria se le suministrara el viernes de cada semana (donde y cuando acordemos), 7
bandejas pequefias de brotes de brécoli, una para cada dia. Es decir, cada dia de la semana
debera tomar una bandeja de brécoli. En cada bandeja hay unos 25-30g de brotes de brdcoli,
que se pueden tomar en ensalada, en tortilla, o incluso en un gazpacho/batido, mezclado con
otras frutas o verduras, lo importante es tomarlos crudos (sin cocinar ni hervir). Hemos
preparado un documento con sugerencias de recetas para que puedan variar la forma de comer
los brotes de brdcoli.



Cada semana se volverd a repartir a cada voluntaria las 7 bandejas correspondientes de la
semana hasta completar las 5 semanas.

Segunda parte: periodo de lavado y seguimiento

La segunda parte del programa consiste en el seguimiento de las voluntarias, ya sin consumir
brotes de brécoli. Primero haremos dos semanas que se llaman de lavado y luego las 5 semanas
de seguimiento.

CALENDARIO DEL ESTUDIO

El estudio se iniciara el dia 24 de abril.

La primera parte del estudio (consumo de brécoli) durard 5 semanas, hasta el 29 de mayo.
Haremos 2 semanas de descanso, del 29 de mayo al 12 de junio.

La segunda parte del programa de intervencion durara otras 5 semanas, hasta el 17 de julio.
CONSEJOS DIETETICOS

Es aconsejable seguir una dieta equilibrada durante todo el estudio. A ser posible evitar tomar
verduras cruciferas como brécoli, coliflor, coles de Bruselas, ricula, rabano y seguir una dieta
equilibrada y variada (ej. Dieta Mediterranea) baja en grasas.

A cada voluntaria daremos, durante el programa, unas encuestas de recordatorio de 24h, donde
deben apuntar los alimentos que hayan tomado el dia anterior.

ANALISIS QUE REALIZAREMOS

PLAN DE ESTUDIO

24 abril 29 mayo 12 junio 17 julio
l 5 SEMANAS | 2SEM | 5 SEMANAS |
(S CONSUMO LAVADO SEGUIMIENTO  somm
BROCOLI o

N \ N\

PRIMERA PARTE DEL PROGRAMA DE INTERVENCION DIETETICA: BROCOLI.

24 de abril: previamente a ese dia se les entregara un pequefio recipiente (duquesita), donde
deberan recoger una muestra de orina en ayunas antes de acudir al laboratorio del Hospital
Santa Maria del Rosell. Cada voluntaria debera acudir en ayunas. Se les tomara muestra de
sangre para hacer una analitica completa y posteriormente podra desayunar. Se les entregard
las 7 bandejas de brdcoli correspondientes a la primera semana., con las instrucciones para su
consumo. Debe tomarse una bandeja cada dia.



27 de abril: quedaremos en el C.S. de Barrio Peral para medirles la presion arterial y realizarles
medidas del indice de masa corporal (IMC), y perimetro abdominal.

Siguientes semanas: Quedaremos normalmente los viernes en el C.S. de Barrio Peral donde les
repartiremos las bandejas de brotes de brécoli. Es importante tomar 1 bandeja al dia, durante
las 5 semanas que durara el programa de intervencion.

29 de mayo: previamente a ese dia se les entregara un pequefio recipiente (duquesita), donde
deberan recoger una muestra de orina en ayunas antes de acudir al laboratorio del Hospital
Santa Maria del Rosell. Cada voluntaria debera acudir en ayunas. Se les tomara muestra de
sangre para hacer una analitica completa y posteriormente podrd desayunar.

SEGUNDA PARTE DEL PROGRAMA: SEGUIMIENTO.

12 de junio: previamente a ese dia se les entregara un pequenio recipiente (duquesita), donde
deberan recoger una muestra de orina en ayunas antes de acudir al laboratorio del Hospital
Santa Maria del Rosell. Este dia no es necesario que vengan en ayunas pues no se les realizara
extraccién de sangre.

17 de julio: previamente a ese dia se les entregara un pequefio recipiente (duquesita), donde
deberan recoger una muestra de orina en ayunas antes de acudir al laboratorio del Hospital
Santa Maria del Rosell. Cada voluntaria debe acudir en ayunas. Se les tomara muestra de sangre
para hacer una analitica completa y posteriormente podra desayunar.






ANEXO 4: CALENDARIO DE SEGUIMIENTO

CALENDARIO DE SEGUIMIENTO:

Instrucciones: Marque con una X los dias que se ha seguido la indicacion dietética de consumir una
bandeja de brotes de brécoli diaria. Si un dia no ha podido consumir, deje la casilla en blanco y escriba

doble (XX) en la casilla del dia siguiente si ha cumplido con la toma diaria como con la toma que tenia
pendiente.

Abril 2015
Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes Sabado Domingo
1 2 3 4 5
6 7 8 9 10 11 12
13 14 15 16 17 18 19
N\
20 21 22 23 @ 25 26
27 28 29 30

icalendario net

Mayo 2015
Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes Sabado Domingo

1 2 3
4 5 6 7 8 9 10
1" 12 13 14 15 16 17
18 19 20 21 22 23 24
N
25 26 27 28 Qf‘) 30 31

icalendario.net

24 DE ABRIL: INICIO DEL CONSUMO DIARIO DE UNA BANDEJA DE BROCOLI (APROX 30g).

29 DE MAYO: FINALIZACION DEL CONSUMO DE BROTES DE BROCOLI.






ANEXO 5: RECETAS

EJEMPLOS DE RECETAS CON BROTES DE BROCOLI 1
Ensaladas

Podemos mezclarlo con otros ingredientes o afiadirlo como toque final a una ensalada
ya hecha

Sandwich y bocadillos

Podemos afadir brotes de brocoli como un ingrediente mas en bocadillos y
sandwiches, en todas las combinaciones que se nos ocurran. Por ejemplo: Sandwich
0 bocadillo de:

Jamon de york + queso + brotes de brocoli

Tomate + queso + brotes de brdcoli

Jamon de york + mayonesa + brotes de brécoli

Verduras a la parrilla + queso de cabra + brotes de brécoli

Pollo a la plancha + tomate + lechuga + cebolla + brotes de brécoli + queso
Pan integral + Atin + mayonesa + brotes de brocoli

Recomendamos que los quesos sean bajos en grasas.



Hamburguesas
Podemos afiadir brotes de brocoli como un ingrediente mas en hamburguesas, como
el ejemplo de la “Californian style burger”, que lleva como ingredientes brotes de
brécoli, bacon, aguacate, tomate, hamburguesa y pan.

Platos de pasta y arroz
En una ensalada fria de pasta los brotes pueden ser un buen ingrediente, incluso en
platos de pasta caliente, 0 arroz, basta afiadirlos como toque final.

En tortilla
Se puede afadir los brotes cuando estamos cuajando la tortilla.

En gazpacho
Puede ser un ingrediente mas afiadido en la elaboracion de un gazpacho, o afiadirlo al
gazpacho como toque final.

Otros platos
En puré de patatas con queso fundido, afiadiéndolo como toque al final.



Simplemente como snack, afiadiéndoles un poco de sal.
Mezclarlos con un queso de untar bajo en grasa y extenderlo en rebanadas de pan.







ANEXO 6: ENCUESTA DE SALUD

ENCUESTA DE SALUD

Identificacion: Sexo:
Peso: Talla: IMC:
Perimetro de la cintura:

Talla de pantalon:

FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

Fumador Asi
Bno
C Exfumador
1. ;Cudntos cigarrillos fuma al dia??

A Ninguno, Nunca fumo

Sélo fumo de forma ocasional

Menos de 5 cigarrillos al dia

B
C
D | Entre 5-20 cigarrillos al dia
E Mas de 20 cigarrillos al dia

Tiempo en anos............

2. ;Tiene el colesterol elevado?
A |Si
B No
C No lo se

Tiempo en afios...............

3. ;Tiene elevados los triglicéridos?
A |Si
B No
C No lo se

Tiempo en anos..........

4. ;Es diabético?
A Si
B No
C No lo se

Tiempo en anos..........

5. ;Tiene hipertensién?
A |Si
B No

C No lo se




Tiempo en afios..............

Medicamentos que habitualmente

COM S UIII ¢ s et e ueueessoansoncancosossonsonsassaosaononoassesssensasoasseesennsasssseeessensasssscessensassessosssasasssossossasoassessosssasasssensossasnsons

6. ¢;Dedica un tiempo a realizar ejercicio fisico, incluyendo actividades como caminar o subir y bajar escaleras?
A | Todos los dias

4-5 veces por semana

B
C 2-3 veces por semana
D No

7. Si realiza ejercicio fisico ;Cudantas horas al dia hace ejercicio fisico?
A | Maés de 2 horas
B 2 horas
C 1 hora y media
D Media hora
E Menos de media hora
8. Cuanto tiempo al dia dedica a ver la televisién
A 30 minutos 0 menos

B Entre 1-2 horas
C Entre 2-3 horas
D

Mas de 3 horas
9. (Es vegetariano?
A No
B Si
10. ;Consume suplementos nutricionales o vitaminicos?
A No
B Si

C Ocasionalmente

11. ;Qué estudios ha cursado?

A | Estudios primarios

B Bachiller

C Estudios universitarios de grado medio
D

Estudios universitarios de grado superior




ENCUESTA DE DIETA MEDITERRANEA

1. (Consume cereales (arroz, pasta, pan, galletas, cereales de desayuno, etc.....

)2

A Mas de 7 raciones al dia

5-7 raciones al dia

1-2 raciones al dia

B
C 3-4 raciones al dia
D
E

Nunca

2. ;Cudntas piezas de frutas consume al dia?

Mas de 6 raciones al dia

5-6 raciones al dia

3-4 raciones al dia

B
C
D 1-2 raciones al dia
E Ninguna

3. ;Cudntas veces a la semana consume legumbres?

>

Mas de 4 veces a la semana

3-4 veces por semana

1-2 veces por semana

B
C
D Menos de una vez a la semana
E Nunca

4. ;Cudntas veces consume verduras y hortalizas al dia?

>

Mas de 2 veces al dia

2 veces al dia

1 vez al dia

B
C
D Menos de una vez al dia
E Nunca

5. ;Cudntas veces a la semana consume pescado?

>

Mas de 4 veces a la semana

3-4 veces por semana

1-2 veces por semana

B
C
D Menos de una vez a la semana
E Nunca

6 ;Cudntas veces a la semana consume carne de ave?

>

Mas de 4 veces a la semana

3-4 veces por semana

1-2 veces por semana

B
C
D Menos de una vez a la semana
E Nunca

7. ;Cuantas veces a la semana consume otro tipo de carne ?

Mas de 4 veces a la semana

3-4 veces por semana

1-2 veces por semana

B
C
D Menos de una vez a la semana
E Nunca

8. ;Cuantas veces al dia consume leche y derivados lacteos?




10.

11.

12.

13.

14.

15.

Mas de 4 raciones al dia

3-4 raciones al dia

1-2 raciones al dia

g(O|F >

Nunca

;Qué tipo de aceite consume habitualmente?

A Aceite de oliva
B Aceite de semillas
C Aceite de oliva y de semillas

¢(Utiliza aceite de oliva para cocinar?

A Diariamente

B 3-5 veces a la semana

C 1-2 veces a la semana

D Menos de 1 vez a la semana
E Nunca

;Consume normalmente frutos secos?

A Mas de 5 veces a la semana

B 3-4 veces a la semana Menos de una vez a la semana
C 1-2 veces a la semana

D Menos de una vez a la semana

E Nunca

;Cuantos huevos consume a la semana?

A Mas de 5 huevos a la semana

B 3-5 huevos a la semana

C 1-2 huevos a la semana

D Menos de un huevo a la semana
E Nunca

;Cuantas veces a la semana consume embutido?

A Todos los dias

B 3-5 veces por semana

C 1-2 veces por semana

D Menos de una vez a la semana
E Nunca

; Consume normalmente vino tinto? (125 mL, un vasito de vino)

Mas de 7 vasitos de vino a la semana

4-7 vasitos de vino a la semana

1-3 vasitos de vino a la semana

Menos de una vez a la semana

B
C
D
E

Nunca

¢ Con que frecuencia consume productos de bolleria industrial

>

Diariamente

3 04 veces a la semana

1-2 veces a la semana

Menos de una vez a la semana

B
C
D
E

Nunca




HABITOS ALIMENTARIOS

1. ¢Prefiere el pescado azul o el blanco?

A El pescado azul
B  El pescado blanco

C  Ninguno
2. ¢Cuantas veces a la semana consume pescado azul?
A Mas de 4 veces a la semana
B  3-4 veces por semana
C  1-2 veces por semana
D Menos de una vez a la semana
E Nunca
3 ¢Cuantas veces a la semana consume carne roja?
A Mas de 4 veces a la semana
B  3-4 veces por semana
C  1-2 veces por semana
D Menos de una vez a la semana
E  Nunca
4 ¢Consume mas pescado que carne a lo largo de la semana?
A Si
B lgual
C No
5. ¢Los derivados lacteos que consume son desnatados?
A Nunca
B A veces
C Siempre
D  Son semidesnatados
6. ¢Consume normalmente café?
A Nunca
B  Ocasionalmente
C  1-2 veces al dia
D  3-4 veces al dia
E  Mas de 4 veces al dia
7. ¢Consumes normalmente cerveza?
A Nunca

B  Menos de una vez a la semana



10.

11.

12.

13.

14.

C  1-2 veces a la semana
D  3-4 veces a la semana
E  Mas de 4 veces al dia

¢Consume normalmente bebidas alcohdlicas?

Nunca

Menos de una vez a la semana
1-2 veces a la semana

3-4 veces a la semana

Mas de 4 veces a la semana

mooOw>

¢Cuéntas veces a la semana consume verduras de hoja verde?

Nunca

Menos de una vez a la semana
1-2 veces por semana

3-4 veces por semana

Mas de 4 veces a la semana

mooOw>

¢ Cuéntas veces a la semana consume tomate?

Nunca

Menos de una vez a la semana
1-2 veces por semana

3-4 veces por semana

Mas de 4 veces a la semana

mooOw>

¢Cuéntas veces a la semana consume pimiento rojo?

Nunca

Menos de una vez a la semana
1-2 veces por semana

3-4 veces por semana

Mas de 4 veces a la semana

mooOw>

¢Ha realizado alguna vez alguna dieta para adelgazar?

A No
B Si

¢Esté realizando en este momento algin tipo de dieta?

A No
B Si

¢Consume alimentos funcionales generalmente en su dieta?

A No
B Si
C  Sélo de forma ocasional



ANEXO 7: ENCUESTA RECUERDO 24h

ENTREVISTA
RECUERDO DE 24H

NUMERO

IDENTIFICACION:

DA 07 0110) (T

| D1 gTeT o) 0 1 LA
PODIACION: ..o —————
Codigo postal:

Teléfono: prefijo....cccvevevviiennnnne, 101011153 (0 USRS

Dia y mes en que se realiza:
Hora:
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ANEXO 8: TABLAS DE CALCULO REGICOR

MUJERES SIN DIABETES NO FUMADORAS

>160/100

140-159/90-99

130-139/85-89

120-129/80-84

PAS/PAD (mmHg)

<120/80

45-54 anos

Colesterol (mg/dL)

>160/100

140-159/90-99

130-139/85-89

120-129/80-84

PAS/PAD (mmHg)

<120/80

55-64 anos

Colesterol (mg/dL)

*Si C-HDL < 35 mg/dL: riesgo real = riesgo - 1,5
*Si C-HDL > 60 mg/dL: riesgo real = riesgo - 0,5






