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Comunidad Econémica Europea

Grupo Europeo para el Estudio de la Resistencia a la Insulina
Colesterol esterasa

Cardiovascular Heart Study

Colesterol oxidasa

Acido docosahexanoico

Colesterol HDL
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DM Diabetes mellitus

DM2 Diabetes mellitus tipo2

DNP Dinitrofenihidracina

DPP Diabetes prevention progran

DPPH Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

DTT Ditiotreitol

EASD Europeam Association for the Study of Diabetes
ECV Enfermedad cardiovascular

EFSA Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
EEUU Estados Unidos

EGIR European Group for the Study of Insulin Resistance
EHNA Esteatosis hepatica no alcoholica

EO Estrés oxidativo

EPA Acido eicosapentanoico

EQO Especies quimicas oxidantes

ERCs Especies quimicas reactivas del carbono
ERCLs Especies quimicas reactivas del cloro

ERNSs Especies quimicas reactivas del nitrogeno
EROs Especies quimicas reactivas del oxigeno

ERSs Especies quimicas reactivas del azufre
ETDRS Treadment Diabetic Retinopathy Study
EVCV Evento cardiovascular

FAO Food and Agriculture Organization

FL Fluoresceina

FR Factor de riesgo

FRCV Factores de riesgo cardiovascular

GC Grupos carbonilo

GK Glicerol kinasa

GLUT-4 Glucotranportadores



SIGLAS Y ABREVIATURAS

GPx
GPO
GR
GRS
GSH
GSSG
HOMA
HRP
HTA
HUVA
IC

IDF

IL
IMC
IRS
ITG
LDL-c
LDLox
ISA
MDA
MESYAS
MMg
NCEP
NHLBI
OMS
ON
ORAC
8-OH
PA

Glutation peroxidasa

Glicerol fosfato oxidasa

Glutation reductasa

Sustratos proteicos exdgenos

Glutation reducido

Glutation oxidado

Homeostasis model assessment
Peroxidasa de rdbano picante
Hipertension arterial

Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca
Intolerancia a los hidratos de carbono
Internacional Diabetes Federacion
Interleuquina

Indice de masa corporal

Insulin receptor sustrate

Indice de trigliceridemia

Colesterol LDL

LDL oxidada

Actividad simpaticomimetica intrinseca
Malon-dialdehido

Metabolic syndrome in active subjects
Modelo minimo del metabolismo de la glucosa
National Cholesterol Education Program
National Heart, Lung and Blood Institute
Organizacién Mundial de la Salud

Oxido nitrico

Oxygen radical absorbance capacity
8-Hidroxideoxiguananosina

Presidn arterial
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PAL-1
PC-1
PCK
PCR
PEG
PEG-CE
PO
PPAR
RCV
RL

RI
ROS
SDA
SOD
SEEDO
SEE
SM
TAS
TAG
TG
TMB
TNFa
UCAM
UCPI
Ug/Hg
U/L
VLDL

Inhibidor del activador del plasmin6geno
Glicoproteina plasmatica

Proteina C kinasa

Proteina C reactiva

Polietilenglicol
Polietilenglicol-colesterol-esterasa
Peroxidasa

Receptor activado de los peroxisomas
Riesgo cardiovascular

Radicales libres

Resistencia a la insulina

Especies reactivas de oxigeno

Sistema de defensa antioxidante
Superoxido dismutasa

Sociedad Espafiola para el Estudio de la Obesidad
Sociedad Espafiola de Epidemiologia
Sindrome metabdlico

Estado antioxidante total
Triacil-glicéridos

Triglicéridos

Tetrametilbencidina

Factor de necrosis tumoral

Universidad Catdlica de San Antonio
Proteina desacoplante de la termogénesis
Unidades gramo de hemoglobina
Unidades litro

Lipoproteinas de muy baja densidad
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El sindrome metabdlico conocido también como sindrome plurimetabdlico,
sindrome de resistencia a la insulina o sindrome X, es una entidad clinica
controvertida que aparece con amplias variaciones fenotipicas, en personas con
una predisposicion endogena, determinada genéticamente y condicionada por

factores ambientales. Representa un problema de salud puiblica a nivel mundial.

El sindrome metabdlico se caracteriza por la presencia de
insulinoresistencia con hiperinsulinismo compensador asociado a trastornos del
metabolismo hidrocarbonado, cifras elevadas de presion arterial , alteraciones
lipidicas, hipertrigliceridemia, descenso del colesterol HDLc, aumento del
colesterol LDL, aumento de dcidos grasos libres, lipemia postprandial y obesidad,
con un incremento de la morbimortalidad de origen aterosclerético. No se trata de
una simple enfermedad, sino de un grupo de factores de riesgo, asociados al estilo
de vida, como la sobrealimentacion y la ausencia de actividad fisica; de forma que
un exceso de grasa corporal (particularmente abdominal) y la inactividad fisica

favorecen al desarrollo de insulinorresistencia.

Dentro de los sistemas de criterios diagnosticos, el primero fue el propuesto
por la OMS, seguido por el elaborado por el National Colesterol Education
Program en su Adult Treatment Panel III (ATP III) el cual es ampliamente
aceptado y empleado en la mayoria de los trabajos por su sencillez y efectividad

demostrada.

El estrés oxidativo se ha relacionado con diversos procesos fisiopatologicos
que ocurren en el sindrome metabdlico, tanto en su génesis como en el proceso
aterogénico. Se produce cuando se altera el balance entre los mecanismos
antioxidantes y la produccién de moléculas pro-oxidantes. El estrés oxidativo
estimula la produccion de citoquinas (interleucina 6, interleucina 8, interleucina
18, factor de necrosis tumoral —a) que inician una respuesta inflamatoria y con

ello una alteracion en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas.

Se sugiere que el incremento en la secrecion de pro-oxidantes es el
responsable de la generacién de resistencia a la insulina en el musculo
esquelético, tejido adiposo y de la alteracion en la secrecion de insulina por las

células pancredticas. La acumulacién de moléculas prooxidantes en el organismo
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causan dafo e inducen la activacion de vias especificas, ambos procesos conllevan

la proliferacion, disfuncién, adaptacion o muerte celular.

Las especies reactivas de oxigeno son capaces de oxidar macromoléculas
bioldgicas como son las proteinas, lipidos y acidos nucleicos, generandose otros
radicales libres que ocasionan dafo, envejecimiento y muerte celular,
principalmente del endotelio vascular. La comprension de los eventos que
participan en la apariciéon y progresion del estrés oxidativo facultan el disefio de
estrategias de prevencion y de tratamiento especifico dirigidos a su control en

individuos con mayor riesgo y pacientes en etapas tempranas de la enfermedad.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de una bebida con zumo de limén y aronia (bebida
antioxidante), sobre el estado antioxidante, biomarcadores de estrés oxidativo y
marcadores de inflamacion en pacientes con sindrome metabdlico y comparar los

resultados con los obtenidos en un grupo control.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

] Realizar una valoracién nutricional a pacientes con sindrome metabolico,

comparados con un grupo control.

] Analizar el estado antioxidante, los biomarcadores de estrés oxidativo y
los marcadores de inflamacién en estos pacientes, comparando los resultados con

los obtenidos en un grupo control.

. Analizar el efecto de una bebida antioxidante (bebida con zumo de limén y
aronia) sobre el perfil lipidico y la glucemia en pacientes con sindrome metabdlico

respecto a un grupo control.

. Analizar el efecto de una bebida antioxidante sobre marcadores de
inflamacion (homocisteina y proteina C reactiva) en pacientes con sindrome

metabodlico y comparar los resultados con un grupo control.

. Analizar el efecto de una bebida con zumo de limon y aronia en el estado
antioxidante (actividad de la enzima superdxido dismutasa, glutatién peroxidasa,
glutation reductasa y actividad antioxidante total) en pacientes con sindrome

metabodlico y comparar los resultados con un grupo control.

" Analizar el efecto de la bebida antioxidante sobre biomarcadores de estrés
oxidativo (isoprostanos, 8-hidroxi-2-deoxiguanosina, grupos carbonilo, LDL-

oxidadas) y comparar los resultados con los obtenidos en un grupo control.
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3.1. SINDROME METABOLICO: DEFINICION Y DIAGNOSTICO

El sindrome metabodlico (SM) no es una enfermedad nueva en el mundo.
Fue descrito en la década de 1920 por Kylin, un fisi6logo sueco, que lo definié
como el resultado de la asociacion entre hipertensién, hiperglicemia y
enfermedad de gota. Mas tarde, en 1947 Vague se refirié a la acumulacion de
grasa en la parte superior del cuerpo (obesidad tipo androide) relacionandola con
la posterior aparicion de anormalidades metabdlicas en pacientes con diabetes
tipo 2 y enfermedad cardiovascular. Afios después, fue Reaven quien introduce el
concepto de sindrome X al identificar un grupo de anomalias metabolicas junto a
la resistencia a la insulina (RI) como las causantes de este sindrome. Esta nueva
definicién, sin embargo, no quiso considerar la obesidad como un factor
importante (1).

En la actualidad se denomina sindrome metabodlico al conjunto de
alteraciones metabolicas constituidas por obesidad de distribucion central,
disminucion de las concentraciones de colesterol unido a las lipoproteinas de alta
densidad (cHDL), elevacién de las concentraciones de triglicéridos, aumento de la
presion arterial (PA) e hiperglucemia (2).

El sindrome metabdlico se caracteriza por la presencia de resistencia a la
insulina junto a un hiperinsulinismo compensador. La existencia del sindrome
metabodlico como una entidad nosoldgica aislada es materia controvertida, segun
la etiologia comun del sindrome, pero la mayor evidencia habla del papel central
de la RI (3,4). ‘Son varias las asociaciones que han propuesto criterios para el

diagnostico del sindrome metabdlico, como aparece en la Tabla 3.1.

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) en 1998 introdujo el sindrome
metabodlico en la practica clinica, enfatizando el papel central de la resistencia a la
insulina, para cuyo diagndstico, aunque es dificil valorar en la practica clinica, se
aceptaron evidencias indirectas como la alteracion de la glucosa tras carga y la
diabetes mellitus tipo 2 (DM2). De este modo, seguin los criterios OMS, para
diagnosticar el sindrome metabolico el paciente debe mostrar marcadores de

resistencia a la insulina, mds dos factores de riesgo adicionales de los que se
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incluyen a continuacion; obesidad, medida por el indice de masa corporal (IMC)
y/o relacion cintura-cadera, hipertension, hipertrigliceridemia, bajos niveles de

colesterol-HDL y microalbuminuria (5).

Tabla 3.1. Criterios para el diagnostico del SM segun distintas organizaciones

Criterios del sindrome X (Segtin Reaven)

Criterios del Sindrome X

Resistencia a insulina

Tolerancia alterada a la glucosa o DM2

Obesidad de predominio central

Hipertension arterial

Estado pro-coagulante

Dislipemia aterogénica

Criterios diagnoésticos segin la OMS

Criterios Principales

Resistencia a la insulina

Intolerancia oral a la glucosa y/o

Diabetes mellitus tipo 2

Criterios Menores

Hipertensidn arterial: PA > 140/90 mmHg

Indice de masa corporal > 30 kg/m?. Cintura > 90 cm en hombres y > 85 cm en mujeres

Hipertrigliceridemia > 150 mg/dL. HDLc < 35 (hombres) y < 39 (mujeres) mg/dL

Cociente albimina creatinina > 30 mg/g

Excrecién urinaria de albtimina 20-199 mg/L o 30-299 mg/L
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Criterios diagnoésticos segiin el EGIR

Criterios Principales

Resistencia a la insulina (necesaria)

Insulina basal: > percentil 75

Ademas dos de estos factores

Perimetro de cintura: 2 94 cm en hombres, >80 cm en mujeres

Triglicéridos: 2 180 mg/dL. HDLc <40 mg/dL

Presion arterial: > 140/90 mmHg o tratamiento especifico

Glucemia basal en plasma: > 110, sin llegar al rango diabético

Criterios diagnosticos seguin el NCEP-ATP III

Diagnostico: tres o mas criterios

Obesidad abdominal:

Perimetro abdominal: >102 cm (hombres) / > 88 cm (mujeres)

Dislipidemia:

Hipertrigliceridemia: triglicéridos > 150 mg/dL

Colesterol-HDL: < 40 mg/dL (hombres) / <50mg/dL (mujeres)

Presion arterial: > 130/85 mmHg

Glucemia basal en plasma: > 110 mg/dL

Criterios segun la IDF

Diagnostico: Obesidad central + dos o mas de los siguientes factores

Obesidad central: > 94 cm (hombre) /> 80 cm (mujer) europeos

Triglicéridos: > 150 mg/dL o tratamiento especifico; HDLc < 40mg/dL (hombres) / < 50
mg/dL (mujeres) o tratamiento especifico

Hipertension arterial: > 130/85 mmHg o tratamiento especifico

Glucemia basal en plasma: 100 mg/dL o diagndstico previo DM2
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En 1999 el European Group for Study of Insulin Resistente (EGIR)
propuso sus propios criterios. Este grupo introduce como necesaria la
demostraciéon de la resistencia a la insulina para el diagnostico de sindrome
metabodlico, con medicion de niveles plasmaticos de insulina mayores al
percentil 75, junto con otros dos factores que incluyen obesidad central medida
por perimetro abdominal, hipertensién, hipertrigliceridemia, c-HDL bajo,
estados  pre-diabéticos, alteracion de la glucosa en ayunas (AGA) y/o
intolerancia a los carbohidratos (IC). Una diferencia importante con el
grupo de la OMS es que excluyen a los pacientes con diabetes mellitus
tipo 2 (4).

En 2001 el Nacional Cholesterol Education Progran (NCEP) Adult
Treatment Panel III (ATP III) introdujo sus propios criterios para diagnosticar el
sindrome metabolico. El panel no hizo necesaria la demostracion directa de la
resistencia a la insulina ni regld la presencia de un factor unico para el
diagnostico, pero establecié la existencia de tres factores de los cinco que
incluyen:

1. Obesidad abdominal medida por perimetro abdominal

2 Hipertrigliceridemia, niveles de c-HDL bajos

3 PA elevada > 130/85 mmHg (no necesariamente en rango de HTA)
4. Glicemia elevada

5 Diabetes mellitus

En la definiciéon inicial de 2001, del NCEP, el punto de corte de la
glicemia para ser criterio de sindrome metabdlico es de 110 mg/dL (6.1
mmol/L). La federacion internacional de la diabetes (IDF) mas
recientemente fija sus reglas, con la finalidad de unificar las bases y plantea

el hecho diferencial de establecer los diversos perimetros de cintura segin los

criterios geograficos de los distintos continentes (6).

En 2003 la American Association of Clinical Endocrinologists (AACE)
modificé los criterios del panel ATPIII, para rescatar el papel central de la
resistencia a la insulina y de nuevo denomind al sindrome como

sindrome de resistencia a la insulina, al igual que el grupo EGIR (4).

En la propuesta de la AACE se vuelve por tanto al requisito
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necesario de la resistencia a la insulina para el diagndstico de sindrome
metabdlico y no se establecen unos criterios minimos por cumplir sino

que se deja al juicio clinico del médico. Estos criterios incluian:

. Sobrepeso-obesidad definida por un IMC > 25

. Hipertrigliceridemia

. Niveles de c-HDL bajos

. PA elevada > 130/85 mmHg

. Glicemia elevada manifestada por la alteracion de glucosa en ayunas

(AGA) o intolerancia a los hidratos de carbono (IC)

No se incluye diabetes mellitus tipo 2 ni otras caracteristicas asociadas a la
resistencia a la insulina (Tabla 3.2.). Segun la AACE una vez que se hace el
diagnostico de diabetes mellitus tipo 2 no se puede aplicar el término de

sindrome de resistencia a la insulina.

Tabla 3.2. Caracteristicas de la resistencia a la insulina.

Historia familiar de DM2, HTA o0 ECV

Sindrome de ovario poliquistico

Sedentarismo

Edad avanzada (> 40 anos)

Pertenencia a grupos étnicos susceptibles de DM2 (no caucdsicos)

Historia de AGA y/o IC o diabetes gestacional

Diagnostico de ECV, HTA, acetosis nigricans o esteatosis hepatica no
alcohdlica

En 2004 la American Diabetes Association modifica los criterios del
NCEP de 2001 y mueve el punto de corte para la glicemia de 110 a 100
mg/dL (5.6 mmol/L). Como actualmente no existen unas bases diagnosticas
undnimemente consensuadas, desde una posicion clinica y practica y por ser
los mas extendidos, se ha dado prioridad a los criterios propuestos por el

NCEPT-ATP III, que resultan los de mas facil aplicacién, estando basados en
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datos clinicos y analiticos sencillos y practicos, con posibilidad de ser

obtenidos en Atencién Primaria (3).

En el ano 2005 la IDF publico sus propios criterios. Este grupo marca
como criterio necesario la obesidad, considerando importante el perimetro
abdominal por su alta correlaciéon con la resistencia a la insulina, sumando

ademas dos de los siguientes criterios:

. Hipertrigliceridemia

. HDL bajo

. PA elevada > 130/85 mmHg
. Glicemia > 100 mg/dL

. Diabetes mellitus

En el afo 2005 la American Heart Association (AHA) y el
National Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI) publicaron sus criterios
para el diagnoéstico del SM, muy similares a los del ATPIII, por
considerarlos practicos en la clinica diaria y por el gran ndamero de

estudios que habia evaluado este panel.

Segun la AHA los pacientes debian cumplir con tres de cinco criterios
(obesidad central medida por perimetro abdominal, hipertrigliceridemia o en
tratamiento farmacologico, HDL bajo o en tratamiento farmacoldgico, PA
elevada > 130/85 ¢ con anti-hipertensivos, glicemia basal elevada ¢ en
tratamiento farmacoldgico para hiperglicemia) para ser diagnosticados como

sindrome metabdlico (5).

En este documento se reconocen las diferencias étnicas para la
obesidad abdominal (Tabla 3.3.). Asi se considera que la poblacién con
perimetro abdominal limitrofe (hombres 94-102 cm y mujeres 80-88 cm)
pueden presentar caracteristicas de resistencia a la insulina como la
presencia de diabetes mellitus tipo 2 en familiar de primer grado de
comienzo en 60 anos, sindrome de ovario poliquistico, higado graso,
proteina C reactiva (PCR) > 3 mg/dL, microalbuminuria, glicemia post-carga
alterada o Apo B elevada (7).
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Tabla 3.3. Cifras de perimetro abdominal segtin diferencias

étnicas
Grupo étnico/region Género Perimetro abdominal
(cm)
Hombres >94
Europeos )
Mujeres >80
Hombres >102
EUA
Mujeres >88
Hombres >90
Asia sudeste/chinos
Mujeres >80
Hombres >90
Latinoamericanos
Mujeres >80

El diagnostico precoz del sindrome metabolico debe ser un objetivo
prioritario de los profesionales sanitarios para reducir la morbilidad y mortalidad

por enfermedad cardiovascular.

En Atencién Primaria es importante considerar los datos antropométricos y

bioquimicos que permiten detectar estadios iniciales del sindrome metabdlico.

Las medidas antropométricas simples, como la medicion de la
circunferencia de la cintura, que sélo requiere una cinta métrica y un facil
adiestramiento a tal efecto, aportan al clinico una informacién de gran valor
diagndstico. Un aumento del perimetro de la cintura, hipertrigliceridemia y
valores elevados de Apo B, son importantes en la clinica para valorar el estado de

riesgo cardiovascular individual (8).

Cuando los valores de los pardmetros referidos anteriormente sean
indicativos de un probable cuadro de RI, el médico de familia debe realizar una
interconsulta multidisciplinar con los distintos especialistas (cardiologia,
endocrinologia, etc.) para la valoracion diagnostica del sindrome metabolico, y en

particular de las consecuencias vinculadas a la eventual existencia de RI (9).

3.2. FISIOPATOLOGIA

El sindrome metabolico constituye una condicién patologica de riesgo

multiple para el desarrollo de enfermedad cardiovascular de origen
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aterosclerdtico. Los componentes del sindrome metabdlico son la dislipemia
aterogénica hipertrigliceridemia, cifras patolégicamente bajas de HDL-c en
plasma y niveles plasmaticos elevados de lipoproteinas ricas en apolipoproteina
B, elevacién de la presion arterial y la glucemia plasmatica, y un estado

protrombdtico y proinflamatorio (10, 11).

Las alteraciones genéticas que afectan a determinados componentes del
sindrome metabdlico suelen ser responsables a lo largo de la evolucién de la
patologia de las diferentes expresiones del mismo. El sindrome metabdlico se
asocia frecuentemente con otras condiciones patoldgicas, principalmente
esteatosis hepatica, calculos biliares de colesterol, sindrome de apnea obstructiva

del sueno, gota, depresion y poliquistosis ovarica (Tabla 3.4.).

Una gran mayoria de individuos que cumplen criterios de sindrome
metabodlico presentan un cuadro de resistencia a la insulina, lo que les predispone
a desarrollar prediabetes o DM2. La obesidad y la inactividad fisica pueden ser
consideradas como causa inicial determinante del sindrome metabdlico. Sin
embargo, son necesarias una serie de anomalias metabdlicas para que el sindrome
metabodlico sea evidente. Todas estas anomalias o susceptibilidades comprenden
alteraciones del tejido adiposo manifestadas de forma tipica por la obesidad
abdominal, factores genéticos, raciales, desdrdenes endocrinos y envejecimiento
(12).

Se sugiere que el aumento de los 4cidos grasos puede provocar disminucion
de la captacion periférica de glucosa al inhibir la wuniéon de los
glucotransportadores (Glut-4) a la membrana celular, disminuye la secrecién de
insulina por parte de las células 3 del pancreas (efecto lipotdxico) y se lleva a cabo
un aumento de la sintesis de triglicéridos hepaticos y VLDL, que condicionan la

generacion de LDL pequefias y densas (13).

Un estudio longitudinal reciente alude a una correlacion positiva entre la
presencia de factores socio ambientales, como el estrés crénico y la depresion, con
la aparicion posterior del sindrome metabdlico. También hay otros aspectos
importantes relacionados con el sindrome metabdlico, como son la enfermedad
inflamatoria y la posible participaciéon del sistema inmunoldgico en esta
patologia. Dentro de los factores fisiopatologicos del sindrome metabdlico

podriamos clasificar dos grupos: a) los metabodlicos (obesidad, DM2, dislipemia,
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hiperglucemia) y b) los no metabdlicos (hipertension arterial, inflamatorios y

protrombdticos) (14, 15).

Tabla 3.4. Patologias asociadas al sindrome metabdlico

Sistema afectado

Patologia

Endocrinas/Metabdlicas

Prediabetes

Diabetes mellitus tipo 2
Resistencia insulinica
Dislipemia

Sindrome de ovario poliquistico

Hipertension arterial
Enfermedad coronaria

Insuficiencia cardiaca congestiva

Cardiovasculares Arritmias
Hipertensién pulmonar
Ictus isquémico
Enfermedad tromboembolica venosa
Litiasis biliar

) ) Pancreatitis

Gastrointestinales . o .
Esteatohepatitis y cirrosis hepatica
Reflujo gastroesofagico

L Osteoartritis

Musculoesqueléticas

Gota
) . Alteraciones menstruales

Ginecoldgicas .
Infertilidad

Genitourinarias Incontinencia urinaria

Oftalmologicas Cataratas

Neurolégicas Pseudotumor cerebral

, . Céancer de esdfago, colon, vesicula biliar,

Oncologicas . , e

prostata, mama, utero, cervix, rinon
) ) Sindrome de apnea obstructiva del suefio
Respiratorias

Sindrome de hipoventilacién
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3.3. RIESGO CARDIOVASCULAR EN EL SINDROME METABOLICO

Los factores de riesgo cardiovascular (FRCV) son signos bioldgicos o
hébitos adquiridos que se presentan con mayor frecuencia en pacientes con una
determinada enfermedad. Las caracteristicas principales de un factor de riesgo
son la relacién independiente y cuantitativa con la enfermedad y la existencia de

un mecanismo causal que explique la enfermedad.

La enfermedad cardiovascular tiene origen multifactorial y es un factor de
riesgo que se debe considerar en el contexto de los otros factores del sindrome
metabolico. El riesgo cardiovascular determina la probabilidad de padecer una
enfermedad cardiaca en un determinado periodo de tiempo, generalmente entre 5

o 10 afos y existen diferentes escalas para la estratificacion de ese riesgo.

Los factores de riesgo cardiovascular se dividen en dos grandes grupos:

1. No modificables (edad, sexo, antecedentes familiares)
2. Modificables (tabaquismo, diabetes, obesidad, hipertensién arterial, e
hiperlipemia)

En el sindrome metabdlico aumenta el riesgo cardiovascular, es posible que
este riesgo se deba a la suma de factores ya que cada uno de ellos constituye un

riesgo independiente (16).

3.3.1. Obesidad y sindrome metabdlico

La obesidad es un problema sanitario de primer orden y es el trastorno
nutricional mas frecuente en los paises desarrollados. Aunque la obesidad es un
factor de riesgo para el desarrollo de DM2 y resistencia a la insulina y un factor de
riesgo significativo que eleva el riesgo cardiovascular, no todos los pacientes
obesos son insulinorresistentes ni tienen alto riesgo de DM2 o enfermedad

cardiovascular (17).

Esto explica porqué la obesidad ha sido considerado un factor de riesgo
modificable al igual que la HTA, dislipemia o el tabaquismo. Asi mismo el grupo
de individuos con un exceso selectivo de tejido adiposo intraabdominal o visceral,
se encuentran en una situacién de riesgo cardiovascular sustancialmente notable

al tener mayor probabilidad de presentar sindrome metabolico (18, 19).
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Aungque el exceso de grasa visceral se relaciona con diversas alteraciones
aterogénicas y diabetogénicas, existe debate sobre si la obesidad abdominal es un
factor causal o simplemente el marcador de un perfil dismetabdlico. Al evaluar la
fisiopatologia de la obesidad visceral observamos que el metabolismo de los
acidos grasos no esterificados o libres (AGL) puede contribuir al estado de
resistencia a la insulina que presenta este colectivo. Los adipocitos hipertréficos
intraabdominales se caracterizan por un estado de lipdlisis volviéndose

resistentes al efecto antilipolitico de la insulina (20, 21).

El flujo resultante de AGL hacia la via hepatica puede generar un aumento
de gluconeogénesis. Se ha propuesto que la elevacion de AGL puede ser el
estimulo para la secrecién de insulina y podria tener un papel crucial en la
etiologia de la resistencia a la insulina, particularmente en lo que concierne al
metabolismo hepatico de los carbohidratos y los lipidos. La resistencia insulinica
hepatica se asocia con una reduccion de la degradacion de las moléculas de Apo B
y un aumento de la producciéon de lipoproteinas ricas en triglicéridos. Sin
embargo existen otros factores que ayudan a explicar estas alteraciones del perfil

metabodlico de los pacientes con obesidad abdominal (22).

3.3.1.1. Obesidad, sindrome metabdlico e inflamacion

Aunque se habia considerado al tejido graso como un depdsito de células
pasivo, diversas evidencias han demostrado que el tejido adiposo no solo tiene
como funcién el almacenamiento y movilizacion de grasas, sino que se debe
considerar un importante 6rgano endocrino que tiene la capacidad de liberar,
entre otras, numerosas citoquinas, moléculas inflamatorias como la interleuquina-
6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a). Estas citoquinas pueden ser la
base de varios de los componentes de la resistencia a la insulina, de una
disfuncion endotelial y de un potencial riesgo cardiovascular. Los pacientes
obesos presentan infiltracién por macrofagos en el tejido adiposo, que podria

contribuir al perfil proinflamatorio que presentan (23, 24).

Es evidente que el adipocito tiene un papel importante en las
manifestaciones clinicas de la resistencia a la insulina. Se han identificado una
gran variedad de sustancias bioactivas producidas por el adipocito, como son

leptina, adiponeptina, resistina, factor de necrosis tumoral alfa, proteina C
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reactiva, renina y angiotensinogeno; a través de las cuales el adipocito tiene un
papel protagonista en el desarrollo de la resistencia a la insulina y en la

enfermedad vascular.

El nivel plasmatico de proteina C reactiva -marcador inflamatorio
considerado predictor de riesgo de cardiopatia isquémica-, esta elevado en los
pacientes con obesidad abdominal. La PCR es un reactante de fase aguda que
aumenta en el plasma en estados de inflamacion crénica subclinica, puede
disminuir la angiogénesis, favorecer la apoptosis de las células endoteliales,
disminuir la supervivencia y diferenciacion de dichas células endoteliales,
progenitoras, e incrementar la expresion en el endotelio de las moléculas de
adhesion (24, 25).

Actualmente la PCR se considera un excelente marcador de prediccion de
SM vy riesgo cardiovascular, con independencia de la edad, tabacosis, obesidad,
presion arterial, perfil lipidico o etnia. Todos los componentes del sindrome
metabodlico recogidos en la definicion ATP III se asocian a niveles elevados de
PCR en plasma, lo que hace de esta molécula un parametro que puede ayudar a
predecir y cuantificar el riesgo de enfermedad cardiovascular, til en la consulta
de Atencién Primaria: < 1mg/L -indicativo de riesgo bajo-, 1-3 mg/L -riesgo
moderado-, > 3 mg/L -riesgo alto-. Debe considerarse que los puntos de corte de

estos pardmetros estan sometidos a una variabilidad étnica (26, 27, 28).

El TNF-a sintetizado y liberado por el musculo esquelético, el cardiaco, y el
tejido adiposo, por un lado es capaz de inhibir en el adipocito la actividad y la
expresion de la lipoproteinlipasa, y por otro favorece la activacion de la insulina a
través de la fosforilacion de la molécula de serina del receptor de insulina. El
TNF-a aumenta la lipolisis y favorece el desarrollo de la RI porque interfiere en la
via de senalizacion de la insulina y en la actividad del sustrato receptor

estimulado por la insulina (IRS-1).

La IL-6 es un importante marcador de infeccién y estados inflamatorios,
actia como un potente regulador de la producciéon hepatica de PCR y otros
reactantes de fase aguda (26).

Sin embargo, el nivel plasmatico de adiponectina, polipéptido derivado del

tejido adiposo, al contrario que las citoquinas proinflamatorias, esta reducido en

pacientes con sindrome metabdlico (29).
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La adiponectina liberada por el adipocito es una citoquina inflamatoria,
cuya principal funcion es estimular la oxidacion de acidos grasos, disminuir los
niveles plasmaticos de triglicéridos y mejorar el metabolismo de la glucosa,
aumentando la sensibilidad a la insulina. Estd involucrada en el control del
balance energético, siendo una sefal al igual que la leptina de adiposidad (2, 30,
31, 32, 33, 34).

La adiponectina tiene numerosos efectos favorecedores sobre la fisiologia
metabolica y vascular, mejorando la respuesta a la accién insulinica y generando
una proteccion potencial contra la aterosclerosis. El nivel reducido de
adiponectina puede ser un factor favorecedor de los efectos deletéreos
metabodlicos y aterogénicos, favorecidos por la elevacion de la PCR que

desarrollan los pacientes con obesidad abdominal (35).

Los pacientes con obesidad abdominal que cumplen criterios de SM tienen
elevadas las cifras de la PCR en plasma, acompafiadas de IL-6 y TNF-a, mientras

que existe un descenso significativo de la concentracion de adiponectina (36, 37).

3.3.2. Resistencia a la insulina y sindrome metabolico

La insulina es la principal hormona anabdlica del organismo y sus efectos
metabodlicos afectan al musculo, al tejido adiposo y al higado. Se cree que la RI es
el principal factor patogénico del sindrome metabdlico y se define como la
pérdida de la respuesta fisiologica de los tejidos periféricos a la accion de la
insulina, produciendo alteraciones metabdlicas y hemodindmicas, que
predisponen al desarrollo de aterosclerosis y por tanto de enfermedad
cardiovascular. Este defecto en la acciéon de la insulina resulta de una
hiperinsulinemia compensatoria para mantener los niveles de glucemia dentro de
la normalidad. Asi se consigue alcanzar la normoglucemia, aunque prolongado
en el tiempo este mecanismo compensador se deteriora y se produce la

intolerancia a los hidratos de carbono y diabetes mellitus tipo 2. (38, 39).

El punto inicial de la resistencia a la insulina suele ser el exceso de acidos
grasos libres en el torrente sanguineo provenientes del aumento de la
movilizacion de triglicéridos del tejido adiposo sometido a la lipasa, dependiente

de adenosin-monofosfato ciclico (AMPc) o a la lipoproteinlipasa (28).
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Este aumento de los AGL, no solo inhibe el efecto antilipolitico de la
insulina, sino que se altera el sistema de sefales que regulan el metabolismo de la
glucosa, lo que genera un incremento de los niveles de glicemia. Dichos niveles
pueden derivar en las anormalidades que caracterizan el sindrome metabolico.
Con frecuencia la resistencia a la insulina progresa a diabetes mellitus tipo 2, la

cual incrementa los riesgos de complicaciones cardiovasculares (40, 41, 42).

Aungque el principal factor que contribuye a la resistencia a la insulina es el
exceso de AGL circulantes en el torrente sanguineo, el origen del problema es mas
complejo. El TNF-a en la obesidad aumenta distorsionando la union de la
insulina a sus receptores por una disminucién de la actividad tirosinakinasa que

puede alterar la expresion génica de GLUT-4 (43, 44, 45).

Al mismo tiempo va aumentando la produccion de insulina como respuesta
a la glucosa tanto a corto como a largo plazo, dando lugar a un estado
hiperinsulinémico (46, 47).

Los AGL compiten con la glucosa por el denominado mecanismo Randle, su
aumento lleva a la hiperglucemia, a su vez se disminuye la captacién de glucosa
dependiente de la insulina y es aqui donde interviene el mecanismo de toxicidad
de la glucosa, estimulado por la elevacion de los AGL. De esta manera surgen dos

conceptos, glucotoxicidad y lipotoxicidad (48).

Aunque no estd claramente definida la patogenia de estos factores
moleculares en humanos, empiezan a aparecer claves importantes y todas

apuntan a la participacion de multiples factores (3).

El factor mds habitual, pero aun no del todo aceptado, es la predisposicion
genética. A este respecto, previamente se ha demostrado que los polimorfismos
en ciertos grupos étnicos de ciertos genes (IRS-1, IL-6, PPrg, PC-1, UCP-2)
predisponen a la RI y a la DM2. Estudios epidemioldgicos de gemelos, familiares
de primer grado en indios americanos afectados indican la importancia de los
factores genéticos (4, 5, 6, 7).

La edad avanzada también puede potenciar la resistencia a la insulina. Este
efecto se explica en parte por los cambios en la composicién corporal que se
producen con la edad, como pérdida de masa muscular y aumento del contenido

adiposo total y visceral (49).
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La reduccién de la actividad fisica que suele acompanar al envejecimiento
es un importante factor de riesgo independiente de resistencia a la insulina a
cualquier edad. A nivel subcelular se ha observado que la menor sintesis de ATP
que se produce por una degradacion mitocondrial relacionada con la edad, altera

la funcion de la insulina (26, 27, 28).

3.3.2.1. Resistencia a la insulina e hipertension

La RI tiene una prevalencia importante entre los pacientes hipertensos y se
asocia al dano vascular e HTA. La insulina tiene efectos sobre la presion arterial a
través de la estimulacion del sistema nervioso simpatico y la facilitacion de la

absorcion de sodio a nivel del tibulo contorneado proximal del rifidn (50).

También influye sobre la presion arterial a través de la hiperreactividad del
eje hipotaldmico-hipofisiario-adrenal, aumentando el intercambio de Na‘*/H' y
aumento en la absorcion tubular de Na*. Existe también una alteracion secundaria
del musculo liso vascular que tiende a la hipertrofia debido a la accion mitdégena
de la insulina sobre el transporte ionico a través de las membranas, lo que

aumenta los niveles de calcio en el citoplasma (51).

3.3.2.2. Otros trastornos asociados a la resistencia a la insulina: higado graso y dislipemia

aterogénica

La asociacion del higado graso no alcoholico con el SM estd sujeto a
constantes discusiones en la ultima década, dado a que la insulina, su 6rgano
diana es al higado, por lo que cualquier trastorno en la tolerancia de la insulina
genera un fuerte impacto en el higado. Ademas el detonante fisiopatoldgico es la
obesidad, en especial la de distribucion central. De esta manera el higado graso en
individuos obesos esta sincronizado con la patogénesis de la obesidad, el SM y la
DM?2 debido a un efecto sinérgico entre los mediadores proinflamatorios

caracteristicos de estas condiciones (3).

El higado graso se asocia a un aumento en la concentracion plasmatica de
insulina circulante asi como de acidos grasos, lo que genera un aumento de la
sintesis hepatica de triglicéridos. Aun cuando la fisiopatologia de esta
enfermedad es confusa, la esteatosis hepatica ha sido relacionada al aumento de

masa grasa visceral y abdominal, la cual contiene adipocitos con alta actividad
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metabolica (lipdlisis, lipogénesis). Esto se traduce en que los pacientes producen y
liberan cantidades elevadas de acidos grasos hacia el higado, generando una mala
utilizacidon de la glucosa hepatica. Esta condicion promueve la oferta de acidos
grasos cuyo destino es la formacion de lipoproteinas de baja densidad VLDL, beta
oxidacién peroxisomal y activaciéon de los receptores activadores de la
proliferacion de los peroxisomas (PPAR) a nivel nuclear, para inducir la expresion

de las enzimas de la beta oxidacion (39, 52).

El higado es afectado por la IR, lo que disminuye el metabolismo de los
lipidos, causando acumulo de triacilglicéridos. Todo ello desencadena procesos

inflamatorios que conllevan a la fibrosis hepatica (28, 38).

La mitocondria del hepatocito es el orgdnulo mdas afectado por esta
situacion, el exceso de 4cidos grasos promueve la formacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), contribuyendo al proceso de apoptosis y estimulando la
fibrosis (citoqueratosis) (4).

Entre los mediadores inflamatorios y humorales implicados con la
fisiopatologia de la esteatosis hepatica estan, el FNT-a y la IL-6, ademas se
destaca la hiperleptinemia como consecuencia de la resistencia a la leptina, junto
con el descenso de adiponeptina entre otras adipoquinas que son afectadas por el

fendmeno de hipertrofia e insulinoresistencia causadas por el tejido adiposo (27).

Estos mediadores fisiopatoldgicos desencadenan reacciones que alteran el
funcionamiento hepatico por la oferta de acidos grasos provenientes del tejido
adiposo, incrementando el proceso de filtracion grasa y fibrosis del tejido
hepatico; sin embargo en la obesidad la insulinoresistencia desempefia un rol
central en el desarrollo de la misma y al mismo tiempo en la patogénesis de la
esteatosis hepatica, lo que puede desencadenar problemas importantes como
fibrosis e insuficiencia hepatica (32, 49).

Los estados de resistencia a la insulina como el sindrome metabdlico, estan
frecuentemente relacionados con una alteracion del metabolismo de los lipidos
que favorece la dislipemia aterogénica, lo que contribuye a la aterosclerosis y la
enfermedad cardiovascular. Estas alteraciones pueden provocar lipogénesis de
novo, que al unirse al exceso de 4cidos grasos libres exdgenos, estimulan la

produccion hepatica de particulas VLDL-c ricas en Apo B (53).

Cuando coexisten niveles elevados de VLDL-c y TG, se produce una
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transferencia de TG a LDL-c y HDL-c, haciendo a estas particulas ricas en TG, y se
provoca un circuito inverso para generar mas moléculas de VLDL-c, por
consiguiente las moléculas de VLDL-c se rompen en pequefas particulas
aterogénicas y las moléculas de LDL-c ricas en TG son también lisadas por la
lipasa hepatica para producir pequefias particulas densas de LDL-c. Las
moléculas de HDL-c ricas en TG son lisadas hacia pequenas particulas de HDL-c,
las cuales son facilmente transportadas para su excrecion renal, reduciendo las
particulas de HDL-c libre en plasma. La sobreproduccion de VLDL-c subyace bajo
el perfil de los factores incluidos en la dislipemia aterogénica del SM y demas

situaciones de resistencia insulinica.

La combinacion de hipertrigliceridemia, niveles bajos de HDL-c y la
presencia de particulas pequefias densas de LDL-c se ha relacionado con
enfermedad cardiovascular (ECV). Especialmente la produccion de estas
pequenas moléculas aterogénicas muestra una relacién lineal con el riesgo de
eventos clinicos adversos. Por estas razones, el andlisis de LDL-c en plasma no
resulta la medida mds exacta para evaluar las particulas aterogénicas en pacientes
con SM. Esta situacién ha llevado a algunos autores a postular el criterio de
colesterol no-HDL o el nivel de ApoB para la estratificacion de riesgo
cardiovascular (RCV), por incluir la presencia de particulas LDL-c, VLDL-c e
IDL-c (54, 55).

3.3.2.3. Estado protrombético

Este factor de riesgo se caracteriza por una elevacidon del fibrindgeno,
(inhibidor del activador del plasminogeno PAL-1), ademds de otros factores de la
coagulacion. El plasmindgeno es la globulina que inicia la fibrindlisis, por lo que
un aumento en la concentracion de su principal inhibidor aumenta el riesgo de
ECV de origen trombotico.

La obesidad se asocia a un gran numero de anormalidades en la
coagulacidn y en la fibrindlisis que induce a un estado protrombotico. El factor de
coagulacidn, factor de Von Willebrand, (IAP-1) estd incrementado en la obesidad
y realiza un papel importante en la génesis de las anormalidades vasculares. Este
estado protrombotico en el SM estd caracterizado por un aumento del IAP-1 y

aumento en los niveles plasmaticos de fibrindgeno, siendo estos dos componentes
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los mas relevantes como factores de riesgo para la aterosclerosis (2, 56, 57).

El TAP-1 es producido por el tejido adiposo, siendo la grasa visceral
abdominal la mds activa en su sintesis. Igualmente se ha encontrado

sobreproduccion del IAP-1 por el higado graso en pacientes con obesidad (35).

El SM parece favorecer la evolucion de la enfermedad aterosclerdtica en
diversos niveles; la elevacién de lipoproteinas ricas en Apo B puede promover la

aterogénesis e iniciar el desarrollo de lesiones en el arbol vascular (58, 59, 60, 61).

El desarrollo y evolucion de la placa de ateroma se encuentra acelerado en
presencia de niveles bajos de HDL-c, elevacion de la presion arterial, elevacion de

citoquinas inflamatorias y elevacion de la glucemia (62).

Las placas evolucionadas tienden a ser mds inestables (lo que las
predispone para su rotura) y cuando ocurre el estado protrombdtico y
proinflamatorio favorecido por el sindrome metabdlico promueve la extension del
trombo (63).

3.4. EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia del sindrome metabdlico a nivel mundial se ha
incrementado de manera considerable en los ultimos afos, constituyendo uno de
los principales problemas de salud publica en los diferentes paises. De ser una
enfermedad practicamente exclusiva de la edad adulta y con mayor prevalencia
en paises industrializados, en la actualidad el sindrome metabdlico se presenta
cada vez en edades mas tempranas y con mayor frecuencia en paises en vias de
desarrollo. Aunque el origen del sindrome no estd claro, evidencias
experimentales, epidemioldgicas y clinicas, sugieren que es un desorden
multifactorial resultado de la interaccidon entre factores genéticos, ambientales,

hormonales y de manera notable inmunologicos.

La OMS propone en 1998 la definicion de sindrome metabdlico y desde
entonces las distintas organizaciones intentan unificar criterios para definirlo. En
la actualidad existen diferentes definiciones para el sindrome metabdlico, como
ya se comentd anteriormente, en funcion de los componentes asociados, lo que
conlleva a confusidn y ausencia de consenso. Cualesquiera que sean los criterios

utilizados, la prevalencia del SM en el mundo es muy elevada aunque varia segin
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el criterio diagndstico que se utilice, condiciones geograficas, socioculturales,
edad, raza y género. (Tabla 3.5.) (64).

Tabla 3.5. Prevalencia del SM en diferentes paises.

SAN

gsTUDIO | sHARE | VHANES | s nronio | FRAMINGHAN | pornia | Monica
il 05
HS
Finlandi
Pais CANADA | EEUU EEUU EEUU inlandia/ | g i
Suecia

Ano

o 2003 2004 2003 2003 2001 2004
publicacion
Rango edad | = 55 20 30-79 30-79 30-70 30-65
(afios)
Ne sujetos 1276 6436 4315 3224 4483 4607
Criterio ATPII ATPII | ATPII/OMS | ATPII/OMS OMS OMS/EGIR

eni
Prevalencia 25.5 237 23/20.95 24.15/24.2 125 23.5/16.4
global (%)
Prevalencia
en hombres 27.3 24 24.7/24.7 26.9/30.3 15 23.5/16.4
(%)
Prevalencia 237 234 21.3/17.2 21.4/18.1 10 9.67710
en mUJeres
(%)

El mayor estudio sobre

la prevalencia del desarrollo del sindrome

metabodlico en los ultimos afios fue llevado a cabo por el National Center for
Health Statics, en EEUU (NHANES III), donde se hallaron prevalencias globales

del 24%, siendo similar en hombres y mujeres, con valores del 6,7% en sujetos con

edades comprendidas entre 20 y 29 afos y el 43,5% en edades entre 60 y 69 afos,

marcando la mas elevada en individuos latinos (4, 5, 11).

Un estudio realizado en 2002 por Ford y col. (5) sobre RI, utilizando tanto la

definicion de la OMS como la del National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel (NCEP/ATP III), observo una prevalencia del 34,1% utilizando la
definicion de la OMS, y del 26,9% con la definiciéon del NCEP/ATP III (5).

En Europa, y siguiendo los criterios de la OMS (excluyendo pacientes
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diabéticos), la prevalencia global de SM es del 23%, en hombres se posiciona entre
los limites del 7 y el 33% segtin edad, y en mujeres en un 12% con limites entre el
5y 22% para edades de 40 a 45 anos.

En 2006, Gogia y col. muestran variaciones en la prevalencia del sindrome
metabdlico entre las que destacan paises como India (8% en hombres y 16% en
mujeres), Francia (entre el 7% y el 12%), Japén (13%), China (41%), Marruecos
(16%), Espafa (19%, aumentando al 41% en pacientes con cardiopatias
isquémicas, entre 40% y 64% en pacientes con intolerancia a la glucosa, entre el
78% y el 84% en pacientes con DM2), Grecia (24%), Turquia (33%), Maori -Nueva
Zelanda- (53%), y Corea (29%) (6, 49).

La presencia de sindrome metabdlico aumenta con la edad en todas las
poblaciones estudiadas. Comparando resultados de estudios realizados en
Norteamérica con otros realizados en Espafia, podemos observar como la
prevalencia del sindrome metabdlico, segin la definicién de la ATPIII, va
aumentando con la edad de forma similar en ambos casos, hallando una
prevalencia de 39% en la poblacion americana (edades entre 70-79 afos), y en la
espafnola de 46.2% (edades entre 65-74 afios) (64, 65, 66).

En Espana los datos referentes al sindrome metabdlico no son abundantes y
se cuenta con pocos estudios de seguimiento. Uno de los primeros datos fue
aportado por la Encuesta Nutricional de Canarias, sobre 578 adultos con edades
entre 18 y 74 afios. La prevalencia de sindrome metabolico fue datada en el 24,4%,

sin diferencias entre sexos.

Comparados los datos de la cohorte espafiola, con los de la de San Antonio
Heart Study, observamos que la prevalencia de sindrome metabdlico en varones
es superior en la cohorte americana (28,9% vs. 20,8%), mientras las mujeres
espafnolas presentan mayor prevalencia de sindrome metabdlico respecto de las
americanas (30,9% vs. 27,1%). Ademas los autores muestran que la obesidad, y
especialmente el perimetro abdominal, explican estas diferencias y advierten que
el aumento de la obesidad en ambos paises conducird al incremento de la
prevalencia del sindrome metabdlico. Estos datos coinciden con los del altimo
informe de la SEEDO, en que la obesidad es mas prevalente en mujeres (15,75%
vs. 13,39%) (67)

La Seccion de Cardiologia Preventiva, de la Sociedad Espafola de
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Cardiologia, promovid el Registro Nacional de Sindrome Metabdlico (Registro
MESYAS: Metabolic Syndrome in Active Subjects) con la idea de analizar la
prevalencia de sindrome metabolico en una amplia muestra espafiola. En el
mismo se han incluido sujetos laboralmente activos para abarcar la franja de edad

en la que tienen mayor incidencia las enfermedades cardiovasculares.

Los primeros resultados muestran una prevalencia global de sindrome
metabdlico es del 10.2% (7.256 trabajadores estudiados). La prevalencia ajustada a
la edad y al sexo es del 5,8%, significativamente superior en varones (8,7%) que en
mujeres (3,0%).

Todos los componentes del sindrome metabdlico son significativamente
mas prevalentes en varones, excepto el criterio de valores bajos de lipoproteinas

de alta densidad HDL, que corresponde a las mujeres.

En mayo del 2005 la prevalencia global del sindrome metabdlico en Espafia
fue del 12% (16% en varones y 8% en mujeres). Existen diferencias en la
distribucion geografica del SM, con menor prevalencia en las regiones del norte
de Espana (Figura 3.1.).

1404 Sevill.a Aficarge

1204 Granada
. Malaga
Castellon
®  valenci

n Badajoz
100 M -

A Corufia
-

Vizcaya
ragoza Barcelona
aman

T . @ & Ciudad Real
® Guiplzco @ Guadalajarag
Madrng Soria
uenga

“@®Leon
n Albacete w
60 Burgos
T T T
5 10 15 20 25

Prevalencia de sindrome metabdlico (%)
Figura 3.1. Asociacion entre la prevalencia de SM en provincias espafiolas
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Mortalidad por cardiopatia isquémica en 2002

(%) y la mortalidad por cardiopatia isquémica (67).

La mitad de los pacientes con sindrome metabdlico presenta una triada de
criterios: presion arterial elevada, hipertrigliceridemia e indice de masa corporal

elevado en el caso de los varones e indice de masa corporal elevado, colesterol
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HDL bajo y presion arterial elevada en el caso de las mujeres (67).

Los valores del estudio DARIOS (2012) indican que la prevalencia del
sindrome metabolico en Espana es del 31% (25% al 33% en mujeres, 29% al 35%

en varones), lo que duplica los datos encontrados en 2005. (Figuras 3.2., 3.3., 3.4.,
3.5.) (68).
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Figura 3.2. Prevalencias estandarizadas reales y conocidas de diferentes

factores de riesgo.
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Figura 3.3. Prevalencias estandarizadas conocidas de diferentes factores de

riesgo, en pacientes con sobrepeso.
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Figura 3.4. Prevalencia de los factores de riesgo cardiovascular en varones

observados en el estudio DARIOS y en la ENS 2006.

% 80 -

Willjeres
mDARIOS

ENS

70

35.44 45.54 G564 6574 36.44 46.54 5564 6574 3544 4554 5564 6574 3544 4654 5564 6574 3544 4564 5584 Giv4
Tabaguismo HTA Dislipemia Ohesidad Diahetes tipo 2

Figura 3.5. Prevalencia de los factores de riesgo cardiovascular en mujeres
observados en el estudio DARIOS y en la ENS 2006.
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3.5. ESTRES OXIDATIVO

3.5.1. Radicales libres. Tipos

Un radical libre (RL) es una especie quimica (dtomo, molécula o parte de
ésta) capaz de existir de forma independiente, pudiendo tener uno o varios

electrones desapareados en su orbital mas externo.

Los electrones tienden a estar emparejados en su orbital correspondiente,
para conseguir una configuracion lo mas estable posible. El RL tiende a conseguir
su estabilidad cediendo un electrén, agente reductor, o captando un electron,
agente oxidante. Asi el RL se estabiliza a costa de desestabilizar aquella molécula
a la que le ha sustraido o donado un electrén, convirtiéndose estas en radicales
libres (69, 70).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) pueden ser RL y no radicales. Los
RL poseen un electron desapareado en uno de sus orbitales mas externos,

mientras que los no radicales tienen todos sus electrones apareados.

Las ERO, sean o no radicales libres, se expresan con un simbolo [*] como
exponente a la derecha de la reaccion. Segun la naturaleza del elemento que
participa en la accién oxidante se distinguen especies quimicas reactivas de
oxigeno (ERO), de nitrégeno (ERN), de carbono (ERC), de azufre (ERS), de
haldgenos y de manera especial de cloro (ERCI) (71).

Las ERO y de ERNs mas importantes son los radicales superdxido (02°),
hidroperdxilo (H20%) hidroxilo (HO®), alcoxi (RO") y el peroxi (ROO®) perdxido de
hidrogeno (H20:) 6xido nitrico (NO®) y didxido de nitrégeno (NOz). Estas especies
reactivas de origen enddgeno surgen como reacciones secundarias no deseadas
entre biomoléculas. La reactividad de cualquier RL depende de su naturaleza
quimica, siendo mas reactivos los RL de menor volumen, aunque tengan igual

carga eléctrica (72).

3.5.1.1. Especies reactivas derivadas del oxigeno

A las especies reactivas dependientes de oxigeno, a los RL relacionados con
el oxigeno, a sus moléculas precursoras y a los derivados de estos, se les

denomina especies reactivas de oxigeno ERO. Unas son verdaderos RL como el
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hidroxilo y otras son fuente de RL, como el perdxido de hidrogeno. El perdxido
de hidrégeno no es RL porque tienen completo su ultimo orbital (electrones
pareados). La Tabla 3.6. identifica las especies reactivas dependientes del oxigeno

y el nitrégeno.

Tabla 3.6. Especies reactivas dependientes del oxigeno y el nitrogeno

Radicales libres Especies reactivas no radicales
Superdxido o Peroxido de hidrogeno H202
Hidroxilo HO* Hidroperéxido ROOH
Alcoxi RO’ Hipoclorito ClOo™
Peroxi ROQO* | Oxigeno singlete 102
Carbonato COs Ozono Os
Oxido nitrico NO Peroxinitrito ONOO™
Didxido nitrico NO2

3.5.1.1.1. Oxigeno molecular

El oxigeno se encuentra en la naturaleza en forma molecular o diatémica
(O2). El oxigeno diatémico contiene 16 electrones distribuidos en orbitales
moleculares. El oxigeno molecular es un RL por tener dos electrones
desapareados en sus orbitales mas externos. Ambos electrones tienen el mismo
sentido de giro, por lo que son electrones desapareados con el mismo spin. El
oxigeno solo va a interactuar con aquellos radicales cuyos electrones tengan sus
spines complementarios con el oxigeno, por esta razén el O2 es un birradical de

muy baja reactividad.

3.5.1.1.2. Oxigeno singlete

La molécula de oxigeno puede presentar diferentes configuraciones
electronicas en los ultimos orbitales. Si los dos electrones de los ultimos
orbitales se configuran como spines opuestos se forma el oxigeno singlete (1O2).
(Figura 3.6.).
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("A x) (‘Ay)

Figura 3.6. Representacion de los orbitales moleculares px y py relativos a
las formas Ax y Ay del oxigeno singlete: los 16bulos correspondientes a los
ejes cartesianos nombrados representan el orbital molecular antiliante que

posee el par de electrones.

Este oxigeno no es un RL aunque su forma excitada reacciona facilmente
con otras moléculas. El 'O:2 se produce por la absorcion de energia
electromagnética a partir del oxigeno molecular. La energia hace que un electrén
del ultimo orbital cambie el sentido de giro (spin). El oxigeno necesita absorber
gran cantidad de energia para generar el 'Oz y estas cantidades de energia se
producen en los procesos fotoquimicos. También puede formarse en reacciones

enzimaticas o en reacciones de oxidacion de las diferentes especies (73).

El 'O: tiene la capacidad de interaccionar con otras moléculas

transfiriéndoles la energia de excitacion que posee, o combinarse con ellas.

3.5.1.1.3 Radical Superdxido

Este radical superdxido (O27") se genera al reducirse una molécula de O:. Se
produce en todas las células eucariotas animales, principalmente en el reticulo

endoplasmatico y en la mitocondria (74, 75, 76).

Entre el 1% y el 2% de los electrones que llegan a la mitocondria en la
cadena respiratoria dan lugar al radical superoxido. También se forma el O™
durante el estallido respiratorio de las células fagociticas y como producto de
diferentes reacciones enzimaticas, como las de la enzima xantina oxidasa, o las del
citocromo p450 a nivel del reticulo endoplasmatico y por autoxidacion de otras
moléculas (flavinas, compuestos tidlicos, catecolaminas, xantinas y hemoproteinas

en presencia de cantidades traza de metales) (77, 78).
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3.5.1.1.4. Per6xido de Hidrdgeno

El peroxido de hidrogeno no es un RL como tal, dado que sus electrones
estan apareados (Figura 3.7.). Se considera una especie reactiva de oxigeno

precursora de otros radicales libres.

H\ H
0—O

Figura 3.7. Molécula de perdxido de hidrogeno. (H203)

Esta forma es la menos reactiva de las ERO. Su importancia es debida a la
capacidad de atravesar las membranas bioldgicas, por lo que puede generar
reacciones de oxidacion en puntos de la célula alejados de su lugar de produccion,

participando en reacciones que dan lugar a la produccion de RL.

Aunque el peroxido de hidrégeno no es tdxico en concentraciones
fisiologicas, puede convertirse en otro radical, el radical hidroxilo (OH") por la
reaccion de Fenton/Haber-Weiss. El dafio que puede producir dependera de la
disponibilidad que tenga de hierro (Fe?") y cobre (Cu?*) (79, 80).

El radical superdxido no posee reactividad suficiente para atacar
directamente a las macromoléculas, sin embargo, en presencia de catalizadores
metdlicos como el hierro o el cobre, y en combinacion con el perdxido de
hidrégeno, se produce el radical hidroxilo, que es mucho mds dafiino que el

radical superoxido, por la reaccion de Haber-Weiss

Fe’* +0," - Fe”* +0,
H,0, +Fe”* - O, + Fe™
O, +H,0,—>0,+HO +OH"*

Al igual que sucede con el radical superdxido, en presencia de metales de
transicion, el peroxido de hidrogeno se descompone generando el radical

hidroxilo de elevada reactividad, en la que se conoce como reaccidon de Fenton.
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H,0, + Fe’ — Fe’* + HO™ +OH"

3.5.1.1.5. Radical Hidroxilo

El radical hidroxilo (OH") es el mas perjudicial de los radicales libres por su
alta reactividad. Su vida media es muy corta, de un nanosegundo (Ins=1*10"s),
pero reacciona con todas las macromoléculas de su entorno (dcidos nucleicos,
proteinas, lipidos) (81, 82, 83, 84).

3.5.1.1.6. Radical Perhidroxilo

Este radical perhidroxilo (HO:") se genera a partir del aniéon superdxido
(O27). Es un radical libre liposoluble y un importante inductor de la oxidaciéon de

los lipidos de membranas bioldgicas (85).

3.5.1.1.7. Radicales Alcoxilo y Peroxilo

Estos radicales alcoxilo (RO®) y peroxilo (ROO®), aunque no son tan
reactivos como el hidroxilo, son muy importantes en la fase de inicio y
propagacion de la peroxidacién lipidica. Se generan durante la oxidacion de
lipidos, cuando otros radicales libres actiian sobre las cadenas carbonadas de los

acidos grasos de las colas de los fosfolipidos que forman las membranas celulares
(85).

3.5.1.2. Especies reactivas derivadas del nitrégeno

Estas especies reactivas dependientes de nitrogeno (ERN) engloban a los
radicales dependientes del nitrégeno y a las especies que generan dichos

radicales.

3.5.1.2.1. Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO®) es un gas liposoluble e hidréfilo que se
produce en diversos tipos de células, catalizado por presencia de la enzima

oxido nitrico sintasa (NOS).

El NO® es vasodilatador, antiagregante plaquetario, neuromodulador,

segundo mensajero y mediador del neurotransmisor excitador glutamato.

Reacciona con el hierro de las proteinas intracelulares,
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fundamentalmente en las mitocondrias, inactivando enzimas del grupo
hemo. Reacciona con dcidos nucleicos dando lugar a mutaciones y rupturas en el
ADN. El NO® es poco reactivo y no puede nitrar las proteinas, aunque puede
reaccionar con otros compuestos intermediarios como el anién superdxido (O2")
para formar peroxinitrito (ONOQO"), que es un potente oxidante y responsable de
la toxicidad del NO* (86, 87).

3.5.1.2.2. Anion Peroxinitrito

El peroxinitrito (ONOQO") se forma "in vivo" por la reaccion del 6xido nitrico
(NO’) y el aniéon superdxido (O27) (88, 89, 90).

0, +NO* - ONOO"

El peroxinitrito puede protonarse y formar 4cido  peroxinitroso
(HONOO), que a su vez se descompone en el radical hidroxilo (OH") y en

dioxido de nitrogeno (NO2) altamente tdxicos (91, 92).

El peroxinitrito puede inducir la peroxidacién lipidica en
lipoproteinas,  degradar carbohidratos, nitrar y oxidar guanoxina, vy
fragmentar el ADN. Otras posibles interacciones serian con el CO: en las
mitocondrias de las células durante la practica de ejercicio. Todos estos
procesos convierten al peroxinitrito en una molécula muy perjudicial para la

célula y sus funciones (93).

3.5.1.2.3. Di6éxido de Nitrogeno

El diéxido de nitrégeno (NO2) es un radical libre que se genera a
partir de la producciéon del 6xido nitrico atmosférico. Es muy contaminante

y uno de los compuestos que inician la peroxidacion lipidica (94).

3.5.1.3. Radicales de dtomos derivados del carbono

Los radicales libres centrados en un 4tomo de carbono son el
resultado del ataque de un radical oxidante a una molécula biologica.
Estos radicales son muy inestables y reaccionan rdpidamente con el

oxigeno, dando lugar al radical peroxilo (ROO®). Ademads participan en otras
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reacciones formando otros radicales (95).

3.5.1.4. Radicales de dtomos derivados del azufre

Los atomos de azufre también pueden ser diana de los radicales libres (RS").

Si se forman a partir de una cisteina, esta se autooxida y da lugar a la formacion
de radicales tiilo o hidroxilo (96).

3.5.2. Produccion de radicales libres en los seres vivos

Los radicales libres en los seres vivos pueden producirse en fuentes

endogenas o exdgenas, referidas a continuacion.

3.5.2.1. Fuentes enddgenas de radicales libres

La fuente principal de radicales libres son las mitocondrias de las células. Es
sabido que los radicales libres en los sistemas biologicos proceden siempre, en
altimo término, del metabolismo del oxigeno por la via univalente. Las
mitocondrias de las células son responsables de mas del 90% del consumo del
oxigeno celular. De los cuatro complejos responsables del transporte electrénico
en la cadena respiratoria, se ha observado produccién de radicales libres en

mitocondrias aisladas en los complejos Iy III (97, 98).

En el caso de los complejos I los candidatos mds probables como
generadores de RL parecen ser los centros ferro-sulfurados, mientras que en el
caso de los complejos III se ha debatido intensamente sobre si podria

corresponder a la semiquinona o al citocromo b (99, 100).

La segunda fuente en importancia de RL son los fagocitos del sistema
inmunitario. Al encontrarse con un agente infeccioso, las células
polimorfonucleares y los macréfagos experimentan un aumento muy acusado de

consumo de oxigeno, llamado “estallido respiratorio”.

Dicho consumo ocurre principalmente en la membrana plasmatica, donde
un complejo enzimatico, la NADPH oxidasa, se activa y produce radicales de
oxigeno a partir del oxigeno basal y electrones derivados de la via de las

proteinas.

Estos RL contribuyen de forma acusada a la destruccion o inactivacion del
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agente infeccioso de modo directo, o por combinacién con haldgenos como el
cloro (Cl) para generar agentes extremadamente reactivos como el hipoclorito o

las monocloraminas (101, 102, 103).

Otro papel relevante de los RL en relacidon con los procesos patoldgicos es su
produccion durante el sindrome de isquemia-reperfusion. La comprension de este
fendmeno es primordial, ya que las isquemias cerebrales y de miocardio son las
principales causas de muerte en las sociedades avanzadas. El dafio irreversible
durante la isquemia se debe fundamentalmente a la falta de oxigeno, que da lugar
a la caida de la concentracion de ATP, degradacion de AMP y acumulacion de
hipoxantina, a la vez que se estimula la glucdlisis anaerobia con la consiguiente
acidificacion del tejido.

Muchos de los procesos anteriores relacionan a los RL con procesos
perjudiciales para el organismo. De todos modos, cuando sus niveles se controlan
adecuadamente, los RL también intervienen en procesos utiles para el individuo.

Esto es quizd lo que ha impedido su eliminacién en el curso de la evolucién (104).

Entre los efectos beneficiosos se incluyen procesos muy variados como la
defensa frente a la infeccion, la detoxificacidon de xenobidticos, la reduccion de
ribonucledxidos, las acciones de hidroxilasas y dioxigenasas, la carboxilacion del
glutamico, la sefalizacion celular por 6xido nitrico (NO®), la deteccion de la pO:
en el cuerpo carotideo , la transduccion intracelular de sefiales a través de factor
nuclear kappa-B y los productos génicos c-fos y cjun, la modulacion de segundos
mensajeros como el GMP ciclico, las acciones de prostaglandinas y leucotrienos,
la agregacion plaquetaria, la coagulacion sanguinea, el potencial de membrana, la
elevacion antipolispérmica de la membrana de fecundacidon, la defensa
interindividual en los insectos, o la bioluminiscencia. Se ha descrito también el
papel de los radicales libres durante la generacion de calor mediante

termogénesis sin escalofrio (105, 106).

El hierro es un estimulador de la peroxidacion lipidica, pudiendo participar
en las reacciones de iniciacion o propagaciéon. De acuerdo con esto, la
desferroxiamina es un potente inhibidor de la peroxidacién lipidica estimulada

por el hierro.

La peroxidacion lipidica inducida por hierro se estimula mediante bajas

concentraciones de un reductor como el ascorbato (peroxidacién no enzimatica), 6
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tiene lugar con la participacion de NADPH como reductor y de cadenas de
transporte electronico como la microsomal (peroxidacion enzimatica). La
peroxidacion lipidica puede también ser estimulada por el oxigeno singlete, el

ozono, o radicales halégenos (107).

3.5.2.2. Fuentes exdgenas de radicales libres

Entre las principales fuentes exdgenas de radicales libres destacan:

] Los factores ambientales (contaminantes aéreos, fitoquimicos, hiperoxia,
pesticidas, solventes, anestésicos, hidrocarburos aromaticos, 6xidos de nitrégeno -
NOx- del humo del tabaco) ¢ bien poseen radicales libres como el humo del
tabaco, o se convierten en radicales mediante el metabolismo celular y los

procesos de desintoxicacion (108, 109).

. Agentes antineopldsicos (adriamicina, bleomicina, daunorrubicina) y
algunos antibidticos que dependen de grupos quinoidales o de la unién de
metales para su actividad. Algunos de los efectos de estas drogas se han atribuido
a la capacidad para reducir el oxigeno a superdxido, perdxido de hidrédgeno y
radical hidroxilo (110).

. Las sales de hierro y cobre que promueven la generacion de radicales

oxidantes a partir de perdxidos (111, 112).

. La irradiacion de los organismos debido a las radiaciones
electromagnéticas (rayos X y y) o debido a radiaciones de particulas (electrones,

protones, neutrones, deuterones, particulas a y 3) (113).

. Los alimentos que ingerimos a través de la dieta especialmente los de
origen animal que se oxidan en mayor o menor grado generando diferentes tipos
de oxidantes (peroxidos, aldehidos, &cidos grasos oxidados y metales de
transicion) (114).

Los agentes oxidantes exdgenos a los que estd expuesto nuestro organismo
son abundantes (Tabla 3.7.) (115).

3.5.3 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo (EO) es un proceso patoldgico producido por una

alteracion de los mecanismos bioquimicos que controlan las reacciones de
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oxidacién-reduccion. Se produce por la ruptura del equilibrio entre la produccién
y eliminacion de especies reactivas de oxigeno ERO. En los procesos de dxido-
reduccidn, la especie quimica oxidante sustrae uno o mas equivalentes reductores

a la otra especie reductora.

Tabla 3.7. Principales factores exdgenos que incrementan la producciéon de ROS

Contaminantes Drogas Iones metalicos
Fibras de asbesto Acetaminoceno Hierro
Ozono Coproflaxocino Cobre
Monoxido de carbono Antidepresivos triciclicos | Cadmio
Oxido nitrico y diéxido de | Nitrofurantoinas Niquel
nitrogeno Antidiabéticos Cromo
Polvo de minerales Bleomicina Mercurio
Silice Doxorrubicina
Solventes
Toxinas
Hipocloritos
Didéxido de sulfuro
Bifenilos policlorados
Paraquat y Diquat

El EO puede deberse a un incremento en la sintesis de ERO, a una menor
eficacia del sistema defensivo antioxidante (SDA) o a ambos, siendo la

consecuencia la ruptura del equilibrio bioquimico (Figura 3.8.).

En determinadas condiciones, el aumento de ERO puede danar moléculas
organicas como lipidos, proteinas o acidos nucleicos, causando dafios en un
principio limitados, hasta alcanzar una afectacion sistémica, generandose asi el
EQ, factor de riesgo muy importante para la salud. Para contrarrestar los posibles
efectos nocivos de las especies quimicas oxidantes (EQO) las células se defienden
mediante el SDA (116).
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Cuando los mecanismos defensivos se ven superados por las agresiones
oxidativas entonces se produce el EO, que puede llegar a producir lesiones

celulares, las cuales pueden ser reversibles o irreversibles.

El equilibrio oxidativo es esencial para la regulacion del metabolismo, la
produccion de energia, la activacion o inactivacion de moléculas, la transduccion

de senales, el recambio celular y el control del tono vascular (117).

Las ERO son un producto del metabolismo celular, algunas de ellas
desarrollan funciones importantes en el organismo. El anién superdxido, el
radical hidroxilo y el perdxido de hidrogeno son utilizados por los leucocitos
polimorfonucleares en la fagocitosis; el 6xido nitrico es determinante en la

regulacion de la tension arterial y en la modulacién de fendmenos reactivos (116).

Cuando las ERO se encuentran en pequenias concentraciones actiian como
segundos mensajeros responsables de la sefial de transduccion de moléculas de

sefializacion extracelulares y sus receptores de membrana.

Antioxidant ESTRES .
ntioxidantes
OXIDATIVO ERO
ERON

Pro-oxidantes

Darios oxidativos (R

[ObesidadJ [DiabetesJ [ T? neurodegenerativos ] [Aterogénesis J [ Céncer]

Figura 3.8. Esquema del desequilibrio entre los sistemas pro-oxidantes y los
antioxidantes a favor de los primeros, favoreciendo la instauracién del estrés
oxidativo, caracterizado por la produccion exacerbada de RL.

El aumento de las ERO puede deberse a factores tanto internos como

externos del organismo. Por el contrario, un descenso del SDA puede estar
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relacionado con un mayor o menor consumo o con una menor biodisponibilidad
de antioxidantes, por lo que disminuye la actividad enzimatica para poder

neutralizar las ERO.

Cuando existe un desequilibrio entre ambos sistemas a favor del sistema
oxidante, se produce una excesiva peroxidacion de moléculas orgénicas de interés
bioldgico (glucidos, lipidos, proteinas, nucledtidos), un aumento de subproductos
de la peroxidacion (hidroxidos, cloraminas entre otros) y/o una reduccion de las
concentraciones o actividades de los antioxidantes glutation peroxidasa (GPx),

acido ascorbico, en tejidos o liquidos extracelulares.

El andlisis de marcadores en liquidos extracelulares sirve para valorar el
estrés oxidativo. Actualmente se conoce que el EO juega un papel importante no
solo en la aceleracion del proceso de envejecimiento, sino también en favorecer
una serie de patologias degenerativas como la aterosclerosis, la HTA, diabetes,

obesidad, dislipemia, cancer. (Figura 3.8.) (118).

3.5.4. Estrés oxidativo y sindrome metabdlico

Tanto en la obesidad como en los estilos de vida caracterizados por el
sedentarismo y combinados con excesos en la alimentacién, se han observado
aumentos en la produccion de ERO en el tejido adiposo principalmente, asi como
en células musculares y pancredticas. Este aumento es debido al aumento en la
expresion de la enzima NAPDH oxidasa en el tejido adiposo, al exagerado
almacenamiento de glucosa y AG intracelular y a la disminucién tanto en la
concentracion como en la actividad de las enzimas antioxidantes superdxido
dismutasa (SOD), catalasa y glutation peroxidasa en el organismo, junto a la
superproduccidon de ERO, fundamentalmente a través de la cadena de transporte

de electrones.

El estrés oxidativo generado, bien por una disminucién de los sistemas
antioxidantes o por el aumento de ERO, estimula la produccién de citocinas IL-6,
FNTa, IL-8, IL-18 entre otras, que inician una respuesta inflamatoria y con ello

una alteracion en el metabolismo de los hidratos de carbono, lipidos y proteinas.

El incremento de ERO en el torrente sanguineo puede ser el responsable de

la generacion de resistencia a la insulina en el musculo esquelético, en el tejido
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adiposo y de la alteracion en la secrecion de insulina por las células del pancreas
(119).

3.5.4.1. Alteraciones en la cascada de sefializacion de la insulina

Con la exposicion prolongada de los adipocitos a las ERO se produce una
alteracion en la cascada de senalizacion de la insulina y en las demads células
insulino-dependientes. Se produce una inactivacion de la enzima fosfatidil-
inosito-3 cinasa (PI-3K) y de Akt o PKB proteina cinasa B, inactivacion de la
lipogénesis, utilizacion de la glucosa y de la traslocacidon del transportador de
glucosa GLUT 4 a la membrana celular, asi como de la sintesis de glucdégeno y de

la activacion de la enzima oxido nitrico (NO sintasa).

Existe otra via de sefializacion de la insulina, que a pesar de existir RI en los
tejidos insulinodependientes, permanece con sensibilidad normal a la hormona.
Esta via de las proteinas cinasas, activadas en la mitosis (MAPK), es un proceso
de fosforilacidon con activacion de varias cinasas hasta la formacion de MEK-1,
ERK1 y ERK2.

Estas cinasas median en los efectos mitogénicos, crecimiento, proliferacion y
migracion de las células del musculo liso y de otros factores vasculares, asi como
en la migracion de monocitos al subendotelio. Esta via en condiciones normales se
mantiene en balance con la via de la PI-3K, favoreciéndose la Gltima. No obstante,
en condiciones de estrés oxidativo y de resistencia a la insulina, es la via de la
MAP-K la que predomina (120).

3.5.4.2. Pérdida en el control de la lipdlisis

Al estar bloqueada la via de la PI-3K, la insulina pierde el control sobre la
supresion de la lipdlisis en el tejido adiposo. Debido a esto se produce un
incremento de la concentracion de los AG en el plasma sanguineo, inicialmente de
forma nocturna. Los AG son transportados via portal al higado, favoreciendo la
esteatosis hepatica no alcohdlica, higado graso, y como consecuencia el higado

inicia la produccion de glucosa.

Al concurrir la RI, tanto en el mtsculo como en el tejido adiposo, aunado a
la mayor produccion de glucosa hepatica, se produce un incremento en los

niveles de glucosa, acrecentando la hiperglucemia preexistente.
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Tanto la hiperglucemia como el incremento de los AG en el plasma,
estimulan la sintesis hepatica de TAG. Este aumento de la sintesis de TAG
genera a un incremento del diacilglicerol y la acilcoenzima A, compuestos que
activan la proteina cinasa C (PCK). La citada enzima favorece la fosforilacion
en serina/treonina y no de la tirosina, que a su vez también interrumpe la
via de la PI-3K.

La excesiva produccion hepética de TAG provoca la liberacion en el
torrente sanguineo de lipoproteinas de muy baja densidad VLDL ricas en
TAG. Las VLDL intercambian TAG con la HDL y éstas a su vez ceden su
contenido de esteres de colesterol a las VLDL y a las LDL. Las HDL y LDL
ricas en TAG son mas sensibles a la lipdlisis por accion de la lipasa
hepatica (enzima con mayor actividad en presencia de obesidad o resistencia
ala insulina), las cuales se transforman en moléculas pequefias y densas,
mas propensas a la oxidacion. De esta manera las LDL pueden infiltrarse
con facilidad en el endotelio de las arterias, iniciando el proceso

aterosclerotico.

Por otro lado las HDL ricas en TAG y pequenas son eliminadas de la
circulaciéon de manera rapida, y su principal proteina APO-A1l lo es por via
renal; esto ocasiona la disminucidn del transporte reverso de colesterol y de la
capacidad antioxidante y antiinflamatoria de las HDL, contribuyendo asi al

proceso aterosclerdtico (121, 122).

3.5.4.3. Disfuncién endotelial

El endotelio vascular es una estructura que reviste el interior de los
vasos sanguineos y posee diversas funciones, siendo una barrera
selectivamente permeable entre la sangre y los tejidos. Este endotelio detecta
sefiales, presion sanguinea, radicales libres, hipoxia y puede responder a ellas
mediante la expresion de moléculas que participan en la regulacion de la
trombosis, la inflamacion, el tono vascular y la remodelacion vascular,
funciones que se realizan con la participacion de diversas moléculas, como la

prostaciclina, la endotelina y el NO entre otras.

El NO es el vasodilatador enddégeno mads importante, jugando un papel

central en la regulacion endotelial del tono vascular. E1 NO tiene propiedades
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antiaterosclerdticas:
. Inhibe la oxidacién de las LDL
. Impide el proceso inflamatorio en la aterosclerosis al inhibir la liberacion

de moléculas endoteliales de adhesion leucocitaria, inhibiendo asi la adhesién de

monocitos y leucocitos al endotelio

. Inhibe también la proliferacion celular y contraccién vascular
. Actta bloqueando la agregacion plaquetaria y la produccién de
endotelina.

De tal forma que si se produce un deterioro en la biodisponibilidad del NO,
como sucede en la aterosclerosis, se genera un estado que precipita un evento

clinico.

Se ha observado que en pacientes con hiperglucemia aparecen
simultdneamente un aumento en la producciéon de NO y una disminucion de su
biodisponibilidad.

El anién superoxido resultante (O:2") del estado de hiperglucemia e
hipertrigliceridemia, activa al factor nuclear de trascripcion NF-B, el cual
incrementa la expresion de la NO sintasa inducible (NOSi), lo que ocasiona un
aumento en la concentracion de NO. Sin embargo, cuando el Oz se encuentra en
altas concentraciones, reacciona rapidamente con el NO para formar ONOO".
Como resultado final, se tiene una disminucion en la biodisponibilidad del NO*

en el endotelio y un efecto altamente toxico del ONOO".

Ademas, con la disminucion en la biodisponibilidad del NO®, también se
ve afectada la vasodilatacion endotelial, que conduce al desarrollo de multiples
complicaciones microvasculares y macrovasculares. EI ONOO™ formado actua
oxidando las proteinas, inicia la lipoperoxidacion y la nitracion de los

aminoacidos.

Sumado a lo anterior, la hipoglucemia junto con la hipertrigliceridemia
aguda posprandial contribuye a la disfuncion endotelial al promover a través del
estrés oxidativo la expresion de moléculas de adhesion. Asi, en el plasma de
pacientes con diabetes se han encontrado niveles elevados de ICAM-1, de VCAM-
1y de selectina E (123, 124).
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3.5.4.4. Disfuncion de las células p

Recientes investigaciones han propuesto que durante todo el desarrollo de
patologias como el SM y sus complicaciones, existe un estado de EO. Las ERO no
solo afectan a células musculares del tejido adiposo o del endotelio, sino también

a las células 3 del pancreas.

La disfuncién de estas resulta de la exposicion prolongada a altas
concentraciones de glucosa, AG y ERO. Las células 3 son muy sensibles a las ERO

y ERN, puesto que son pobres en antioxidantes como las catalasas, GPx y SOD.

Se ha podido observar que cuando las células 3 estan expuestas a las ERO
hay una disminucion de ARNm de la insulina, ATP citosolico, flujo de calcio,
tanto en el citosol como en la mitocondria, existe una alteracion en el control de la
proliferacion y apoptosis celular, asi como la activacion de diferentes factores que

activan la respuesta inflamatoria (NF-B entre otros) (125).

3.5.4.5. Formacion de productos finales de la glicacion avanzada (AGEs) y productos de

lipoxidacion avanzada (ALEs)

Elevadas concentraciones de glucosa en sangre contribuyen a la glicacion de
proteinas y lipidos, dando lugar a la formacion de moléculas conocidas como
productos finales de glicacion avanzada (AGEs) como N-carbiximetil-lisina,
pentosidina y pirrolina. Los receptores para los AGEs (llamados RAGE) se
encuentran en diferentes tejidos y células incluyendo células endoteliales, células

de musculo liso vascular y macrdfagos.

La union de AGEs a su receptor conduce a la generacion intracelular de
ERO y con ello la activacion del NF-B. Dicho factor promueve la presencia de
citocinas (TNF-a y {3, IL-1, 6, 8, 18) y del interferon (INF-), que lo sitiia como el
primer responsable de la respuesta inflamatoria. Este factor tiene una regulacion
positiva, puesto que los productos de los genes que activa, influyen en la
activacion de la expresion del gen de NF-B, regulacion que perpetia y amplifica
la respuesta inflamatoria local.

La produccion de citocinas -principalmente de TNF-a e IL-6- estimula la
sintesis hepatica de proteina PCR, amiloide sérico, fibrindgeno, inhibidor 1 del

activador del plasmindgeno. PAL-1- y lipoproteina a. Se ha propuesto que la
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modificacion quimica de las lipoproteinas y otras moléculas orgdnicas puede
deberse a la glicacion/glicoxidacion. Esta modificacion ocurre de manera no

enzimatica, puesto que el azticar se une a grupos amino libres de la lipoproteina.

Este compuesto sufre un reajuste posterior, conduciendo a estructuras AGE
irreversibles. Las modificaciones se dan en ausencia, glicacion o presencia,
glicoxidacién de oxigeno. Una consecuencia de gran importancia de esta

modificacion es el cambio en la estructura y funcion de las moléculas.

Otra modificacion que pueden sufrir las lipoproteinas es la formacion de

productos finales de lipoxidacion avanzada (ALEs).

La produccion de ERO tiene como consecuencia, entre otros procesos, la
iniciacion de la lipoperoxidacion. Los peroxidos lipidicos formados pueden unirse
quimicamente a proteinas dando lugar a los ALEs, y ocurriendo asi la
propagacion de la lipoxidacidn y el dano celular. Las LDL que contienen ALEs
presentan efectos proaterogénicos al inducir incrementos en la proliferacion de
células del musculo liso, en la apoptosis de las células del endotelio, la induccién
de células espumosas a partir de macrofagos, los incrementos de endotelina-1 y
de la produccion de la matriz, la activacion de la PCR, y la inhibicion de enzimas
antioxidantes (126, 127).

3.5.5. Sistema de defensa antioxidante

Decimos de una sustancia antioxidante que es aquella que, encontrandose
en bajas concentraciones respecto al sustrato oxidable, retarda o inhibe la

oxidacion del mismo (128).

El organismo humano dispone de dos sistemas antioxidantes: un sistema
endogeno y un sistema exdgeno. La primera linea de defensa incluye enzimas
antioxidantes como la superdxido dismutasa, la glutation-peroxidasa, la

glutation-transferasa y la catalasa entre otras.

En ocasiones las defensas antioxidantes enddgenas no son efectivas y
precisan de la colaboracion de antioxidantes exdgenos como la vitamina C, la
vitamina E, los carotenos y polifenoles que son, principalmente, compuestos
donadores de hidrdgeno, quelantes de metales implicados en la oxidacion y

captadores de RL. En general, la capacidad antioxidante de un compuesto esta
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relacionada con las siguientes funciones:

. Captar radicales libres del medio evitando el proceso oxidativo. En el caso
de los fenoles se formaria el radical flavilico que es menos reactivo y es mads

estable por causa de la deslocalizacion del electron en su estructura.

. Evitar la formacién de radicales libres. Por ejemplo quelando iones de
transicion y evitando la formacion de radicales libres de la reaccién de Fenton.
Esta accion requiere la presencia de grupos hidroxilos cercanos en el anillo

aromatico.
] Modular la actividad de enzimas antioxidantes.

Ademads, dichas funciones se ven afectadas por la interacciéon entre
antioxidantes. Asi el dcido ascorbico o la epicatequina aumentan el potencial
captador de radicales del tocoferol, mientras que los diversos polifenoles de la
dieta pueden interactuar entre si en ambos sentidos, Por lo tanto, el sistema
antioxidante exogeno es un eslabdn clave en la prevencion del dafio oxidativo y

de sus consecuencias (129, 130, 131).

3.5.5.1. Clasificacion de la accién de los antioxidantes

La accion de los antioxidantes la podemos clasificar en cinco fases o niveles:

1. Primer nivel: evitando la reduccién univalente del oxigeno mediante
sistemas enzimaticos capaces de efectuar la reduccion del oxigeno tetravalente
consecutiva, sin liberar los intermediarios parcialmente reducidos. Esto es posible
gracias al sistema citocromo-oxidasa de la cadena respiratoria mitocondrial, que
es responsable de mas del 90% de la reducciéon del oxigeno del organismo
humano. En este proceso estan implicadas enzimas como la GPx y la GR, capaces

de constituir la primera linea de defensa contra las ERO (132).

2. Segundo nivel: formado por enzimas especializadas en captar el radical

anion superdxido como la SOD.

3. Tercer nivel: constituido por un grupo de enzimas que neutralizan el

peroxido de hidrogeno (catalasa).
4. Cuarto nivel: formado por el a-tocoferol y la vitamina C.

5. Quinto nivel: incluye todos aquellos antioxidantes que una vez producido

el dafio molecular intervienen en la reparacion.
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La forma mas comun de clasificar el sistema de defensa antioxidante es en
antioxidantes enzimaticos (SOD, catalasa, peroxidasas y reductasas) y no
enzimaticos, que pueden ser de origen exdgeno (Vitaminas A, E, y C, f3
carotenos), o enddgeno (glutation, albtiimina, 4cido trico, bilirrubina, melatonina)
(Tabla 3.8.) (133).

Tabla 3.8. Clasificacion de los antioxidantes

Origen Accion

Exo6genos

Vitamina E Neutraliza el oxigeno singlete
Captura radicales libres de hidroxilo

Neutraliza peréxidos

Vitamina C Neutraliza al oxigeno singlete

Captura radicales libres de hidroxilo

Captura Oz

Regenera la forma oxidada de la vitamina E
[3-carotenos , licopenos Neutralizan el oxigeno singlete
Polifenoles

Endogenos

Enzimaticos Cofactor
Superodxido dismutasa (SOD) Cobre, sodio, magnesio
Catalasa (CAT) Hierro
Glutation Peroxidasa (GPx) Selenio

No enzimaticos

Glutation Barreras fisioldgicas que enfrentan el oxigeno a
su paso desde el aire hasta las células.

Coenzima Q Transportadores de metales (transferrina y
ceruloplasmina)

(Modificada a partir de Relli et al., 1990)



86 JUANA BERNABE GARCIA

3.5.5.1.1. Antioxidantes enzimaticos

3.5.5.1.1.1Catalasa

Se localiza a nivel celular en las mitocondrias, en los peroxisomas y en el
citosol. La catalasa participa en la eliminacion del peroxido de hidrégeno, dando
lugar a una molécula de agua y a una de oxigeno. La catalasa por un lado, cataliza
la reduccion de perdxido en agua, y por otro lado oxida los donantes de grupos
de hidrégeno, como el metanol y el etanol, con el consumo de un mol de

peroxido, por lo que esta enzima presenta actividad catalitica y peroxidica.

2H,0, -»2H,0+0,
ROOH +AH, > H,0+A

3.5.5.1.1.2. Glutation reductasa (GR)
La GR es una flavoproteina-NAPDH-dependiente que cataliza la reduccion
del glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH), en presencia de

NAPDH y acttia conjuntamente con otras enzimas (134).

3.5.5.1.1.3. Glutation peroxidasa (GPx)

La glutation peroxidasa es una enzima antioxidante presente en todos los
tejidos. Se localiza en el citosol (eritrocitos), lisosomas (neutrdfilos, macréfagos y
en células del sistema inmunitario). Existen dos isoenzimas: una selenio-

dependiente y otra con acciéon independiente.

Esta enzima cataliza la reduccion del peréxido de hidrdgeno y de los
hidroperoxidos organicos a agua y alcohol respectivamente. Para ello utiliza el
glutation reducido como donante de electrones. Esta enzima juega un papel
importante en la detoxificacion de lipoperoxidos que se generan en las células
(133, 135).

ROOH +2GSH — ROH + H,0+GSSG
GSSG+NAPDH+H"™ — 2GSH + NADP"
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3.5.5.1.1.4. Superoxido-dismutasa (SOD)

La SOD cataliza la reaccion de dismutacion del radical superoxido,
convirtiéndose en la primera barrera defensiva frente a este. Existen tres
isoenzimas, cada una de ellas ligada a un grupo prostético diferente: una se asocia
con el cobre y el cinc (Cu-Zn-SOD), y las dos restantes con hierro y manganeso
(Fe-SOD, Mn-SOD).

Esta enzima se localiza en el citosol del higado y el cerebro. También se
encuentra en menor cantidad en los hematies del pulmon, en las mitocondrias, el
liquido intersticial y en el plasma. La SOD elimina el radical superdxido
convirtiéndolo en perdxido de hidrégeno. En presencia de hierro libre puede
presentar una accién pro-oxidante, por lo que tiene que complementar su accion
con otros antioxidantes como la GPx y la catalasa que eliminan el perdxido

generando oxigeno y agua (Figura 3.9.) (136).
3.5.5.1.2. Antioxidantes no enzimaticos

3.5.5.1.2.1. Antioxidantes no enzimaticos endégenos

Entre los antioxidantes no enzimaticos enddgenos, destacan compuestos
como el alopurinol, acido trico, acido lipoico, N-acetilcisteina, glucosa y algunos

elementos traza, como cobre, zinc, manganeso, hierro y selenio.

Mn-SOD mit
CAT per, lis, mit

0:: » H20: H20+0:2

GHSPx cit
Cu,Zn-SOD cit

S~

GHS GSSG
NADPMNADP+
GR
NADP+ NADPH

Figura 3.9. Asociacién de la SOD con los grupos prostéticos liberando

agua y oxigeno



88 JUANA BERNABE GARCIA

Uno de los antioxidantes mas importantes es el GSH, que puede encontrarse
en dos formas diferentes segun su estado de oxido-reduccion: como glutation
reducido GSH, o como glutation oxidado GSSG.

El GSH o glutation reducido estd implicado en funciones metabdlicas muy
importantes: proteger a la célula contra los radicales libres, los perdxidos y otros
compuestos toxicos, intervenir en multiples procesos celulares incluyendo la

diferenciacion, la proliferacion celular y la apoptosis (137).

Algunas de las alteraciones en el equilibrio del GSH pueden estar
implicadas en la generacion o en la progresion de gran niimero de enfermedades,
como las ECV, enfermedades que afectan al sistema inmunoldgico, enfermedades

inflamatorias y metabdlicas.

El estado de oxidacion del GSH, asi como los niveles mantenidos en plasma,
pueden ser debidos a la interaccidon de diversos factores, heredados o adquiridos,
en los que intervienen enzimas, transportadores, moléculas de sefializacion y
factores de trascripcién. La deficiencia de GSH se manifiesta a través de la
susceptibilidad al EO, resultando en dano celular y relacionado con determinadas
patologias. Niveles de GSH bajos disminuyen la capacidad antioxidante de las
células; cuando aumentan las concentraciones en plasma se incrementa la

capacidad antioxidante y la resistencia al EO (137).

3.5.5.1.2.2. Antioxidantes no enzimaticos exégenos

Los antioxidantes no enzimadticos exogenos que se describen son los
mayoritarios en la bebida empleada en este estudio: la vitamina C y los

polifenoles.

a) Acido ascérbico o Vitamina C.

La vitamina C o Acido ascOrbico es considerada uno de los biomarcadores

mas poderosos y quizd el menos toxico de los antioxidantes naturales (138).

La vitamina C es hidrosoluble y se encuentra ampliamente distribuida en

los fluidos intra y extracelulares.

De su poder antioxidante destaca su capacidad para reducir a los radicales

hidroxilo, hidroperoxido y superdxido, ademds de diversos hidroperdxidos
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lipidicos (139).

Reacciona con el radical tocoferol para reconvertirlo en a-tocoferol. El
aumento celular de vitamina C debe proteger contra el dafio producido por los
radicales. Sin embargo la vitamina C en altas concentraciones y en presencia de

Fe3* o Cu?" actiia como un potente pro-oxidante. La concentraciéon de vitamina C
en la bebida de estudio es 0.0105 mg/100 g (138, 140).

b) Polifenoles

Los polifenoles son un amplio grupo de metabolitos secundarios
abundantes en el reino vegetal. Se encuentran en todas las plantas superiores,
localizdndose en frutos y Organos aéreos jovenes, por lo que se consumen

frecuentemente en la dieta en cantidades significativas (141).

Estos compuestos son importantes para la fisiologia de las plantas
pues contribuyen a la resistencia frente a microorganismos e insectos y
ayudan a preservar su integridad frente a la continua exposicion a
factores ambientales adversos. Ademds muchos de ellos son en parte
responsables de las propiedades organolépticas de los alimentos de origen
vegetal, y por tanto tienen una importancia considerable en la calidad de

los mismos (142).

Sus estructuras quimicas son muy diversas, encontrandose desde acidos
fendlicos simples hasta moléculas poliméricas de elevada masa molecular,

como los taninos hidrolizables y condensados.

Habitualmente se encuentran unidos a uno o mas residuos de azucar
por grupos hidroxilos. También existen uniones directas del sacarido a un
atomo de carbono aromatico. Los azticares asociados pueden estar presentes
como monosacdaridos, disacdridos o incluso oligosacdridos. La glucosa es el
azucar mas comun, aunque también se pueden encontrar polifenoles unidos
a la galactosa, ramnosa, xilosa, arabinosa, asi como a acidos glucorénidos,
galocturdnico y otros tipos. (143). La Figura 3.10. delimita la clasificaciéon de los

polifenoles.

] Flavonoides

Se encuentran en niveles elevados en el té, vino tinto, frutasy
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hortalizas verdes. Los frutos rojos son ricos en antocianos, los cereales en
taninos y ligninas, los citricos en flavonas, la soja en isoflavonas, etc. Las
cantidades de ingesta y biodisponibilidad de los flavonoides en frutos esta
muy influenciada por factores climaticos, el estado de madurez y por el
procesado que sufran estos alimentos tanto a nivel industrial como
doméstico (144, 145).

Forman el grupo de los compuestos fendlicos mds importantes por su
gran variabilidad estructural y su presencia en la mayoria de los
alimentos de origen vegetal. Estan implicados en el color y en el sabor
de las frutas y hortalizas (142) ademads de ser responsables de numerosas

propiedades beneficiosas para la salud (146, 147, 148).

Polifenoles
Acidos fenolicos Flavonoides Estilbenos Lignanos
5 Acidos L5 Flavonas
hidroxibenzoicos
L Isoflavonas
L Acidos

hidroxicinamicos
5 Flavonoles

L Flavanoles

L Antocianos

5 Flavanonas

L Proantocianidinas

Figura 3.10. Clasificacion de los compuestos fendlicos
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Forman el grupo de los compuestos fenolicos mas importantes por su gran
variabilidad estructural y su presencia en la mayoria de los alimentos de origen
vegetal. Estan implicados en el color y en el sabor de las frutas y hortalizas (142)
ademads de ser responsables de numerosas propiedades beneficiosas para la salud
(146, 147, 148).

Los flavonoides se caracterizan por un sistema especifico Cis (Ce-Cs-Cs) de
tres anillos, dos de ellos aromaticos y un tercero tipo pirano (Figura 3.11.). Pueden
aparecer en las plantas como agliconas, aunque por lo general se encuentran
glicosilados (a veces acilados), y como polimeros por condensacion. Los
diferentes grados de oxidacién y sustituciones en el anillo C definen los distintos
tipos de flavonoides. Las distintas sustituciones en el anillo B definen los
diferentes compuestos dentro de cada grupo. Normalmente las sustituciones son

de hidroxilos en posicion 4, y de hidroxilos o metaxilos en posicion 3 y/o 5 (149).

Figura 3.11. Estructura basica
de los flavonoides.

- Flavanoles

Los flavanoles mayoritarios son la catequina y su isémero epicatequina, la
galocatequina y su isémero epigalocatequina. Los flavanoles glicosilados son

poco frecuentes. La Figura 3.12. muestra su estructura general.

La catequina se encuentra principalmente en frutas como el albaricoque
(250 mg/kg de fruta fresca) 6 en el vino tinto (300 mg/L) y el chocolate (610 mg/L),
pero el mayor contenido estd en el té verde (hasta 800 mg/L). La presencia de
galocatequina y epigalocatequina sélo es relevante en legumbres, granadas,

uvas, vino, cerveza, té y la mayoria de las bayas (150, 151, 152, 153).
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Figura 3.12. Estructura general de
los flavan-3oles

- Flavonoles

Los flavonoles se caracterizan por la presencia de un doble enlaceenel C2y
de un grupo hidroxilo en el C3 en el heterociclo. Se conocen aproximadamente
450 tipos de agliconas y 900 tipos de glucdsidos de los cuales la gran mayoria se
presentan como o-glucdsidos unidos en las posiciones 3* y/o 72 (Figura 3.13.)
(154). Los flavonoles estan presentes en baja concentracion (15-30 mg/kg de peso
fresco). Las principales fuentes son la cebolla, la col, el brécoli, los arandanos y el
vino tinto (155). La concentracién total de flavonoides en la bebida empleada en
este estudio experimental es de (26.70 £ 0.35) mg/100 mL, siendo todos derivados

de la quercetina (Tabla 4.4.).

! OH
HO O O
O | OH
H
5 O
2 OH OH
HO @) O
(L]
5 OH
OH

Figura 3.13. Estructura de los
flavonoles quercetina 1 vy
kaempferol (2)
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- Flavonas

Las flavonas se caracterizan porque tienen un doble enlace en el
heterociclo en la posicién 2-3 y el C4 es un grupo carbonilo. El grupo
hidroxilo del C3 de los grupos anteriores no se presenta en estas

moléculas (Figura 3.14.)

Las flavonas son mucho menos comunes en frutas y vegetales. La
fuente mds importante dentro de los alimentos son el perejil y el apio.
Ademds la piel de los citricos posee importantes cantidades de flavonas

polimetoxiladas. (156).

La concentracion total de flavonas en la bebida de este estudio
experimental es de (8.59 + 0.21) mg/100 mL, habiéndose identificado la vicenina-2
, diosmetina 6-8 diglucosidoy diosmina (Tabla 4.4.).

8]

Figura 3.14. Estructura

basica de las flavonas

- Isoflavonas

Las isoflavonas son sustancias diferentes a los esteroides enddgenos
humanos con capacidad de unirse a los receptores estrogénicos. Las
mas importantes son la genisteina y la daidzeina. Su estructura (similar a
la de los estrdgenos) se observa en la Figura 3.15. Las flavonas presentan un
anillo fendlico en la posicion 2 mientras que las isoflavonas lo tienen
sustituido en la posicion 3. Su mayor fuente son las legumbres,
principalmente la soja cuyo contenido es de 580-3800 mg isoflavona/kg de

peso fresco (157).
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Genisteina HO (W] Daidzeina

OH 0
OH
Figura 3.15. Estructura basica de las isoflavonas principales, genisteina y
daidzeina
- Flavanonas

Se diferencian de las flavonas en que la insaturaciéon del heterociclo

no esta presente.

Las mdas importantes son la hesperetina, la naringenina y sus
glicosilados correspondientes. Otra flavanona muy frecuente es la taxifolina.

La estructura de las flavanonas se observa en la Figura 3.16.

Figura 3.16. Estructura

de las flavanonas.

Los citricos son los alimentos mdas ricos en este grupo de
flavonoides, aunque también estan presentes en los tomates y ciertas
hierbas aromadticas como la menta. El principal aglicon existente en el
pomelo es la naringenina, en la naranja la hesperetina y en el limén el
eriodictiol. El zumo de naranja contiene entre 200 y 600 mg de
hesperidina/L; un unico vaso de zumo de naranja dispondria entre 40 y
14 Omg de flavanonas glicosiladas. Las flavanonas identificadas en la bebida
de este estudio son la hesperidina y la eritrosina (Tabla 4.4.), siendo
la concentracién total de flavanonas de (24.9 + 0.22) mg/100 mL (158).
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- Proantocianidinas

De acuerdo al niimero de unidades de flavanol elementales que entran
a formar parte de su estructura, se suele distinguir entre proantocianidinas

oligomeras (hasta cinco unidades) y polimeras (mas de cinco unidades).

Los enlaces interflavanicos mas usuales son los que se establecen entre
el C4 de una unidad de flavanol (considerada sub-unidad superior o de
extension) y los C8 6 C6 de otra unidad (denominada sub-unidad inferior).
Los mejor representados son los dimeros denominados de tipo B (Figura
3.17.) con enlaces C4—C8 (dimeros B1 a B4) o C4—C6 (dimeros B5 a BS).

Proantocianidina
Tipo A

Proantocianidina
Tipo B

Figura 3.17. Enlaces interflavanicos en proantocianidinas de tipos A
y B.

Aunque menos frecuentes, existen también proantocianidinas que,
ademds de la union C4—C8 & C6, presentan un enlace adicional de tipo
éter entre las posiciones C2—C7 6 C5 (unién de tipo A). Este ultimo tipo
de compuestos se presentan mds raramente en partes comestibles de

vegetales.

Entre los oligdmeros lo normal es la existencia de proantocianidinas
homogéneas, es decir, compuestos formados unicamente por catequinas o
por galocatequinas; aunque también se han descrito oligdmeros no
homogéneos, constituidos por unidades de catequina y galocatequina

conjuntamente.
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Estos compuestos son los responsables de la astringencia de ciertas
frutas (uvas, melocotones, caquis, bayas) y bebidas (vino, cerveza, sidra, té)

o del amargor del cacao (159).

- Antocianos

Los antocianos son pigmentos que estan disueltos en la savia vacuolar de
los tejidos epidérmicos de flores y frutas, donde confieren una gama de colores
como el rojo, purpura o azul. Por ello, el término antociano deriva de las palabras
griegas: “anto” que significa flor y “kyanos” azul oscuro. Como son pigmentos, en
las flores son capaces de atraer a los insectos para llevar a cabo la polinizacion y
en los frutos a otros animales para dispersar la semilla. Ademas, tienen funciones

protectoras, antioxidantes y de defensa en la planta como otros polifenoles (160).

Quimicamente las antocianinas son glicdsidos de las antocianidinas, es
decir, estan constituidas por una molécula de antocianidina, que es la aglicona, a
la que se le une un aztcar por medio de un enlace glucosidico. La estructura
quimica basica de estas agliconas es el ion flavilio, también llamado 2-fenil-
benzopirilio que consta de dos grupos aromaticos: un benzopirilio y un anillo

fendlico; el flavilio normalmente funciona como un cation.

Las agliconas libres raramente existen en los alimentos, excepto
posiblemente como componentes traza de las reacciones de degradacion. De
todas las antocianidinas que actualmente se conocen (aprox. 20), las mads
importantes son la pelargonidina, la delfinidina, la cianidina, la petunidina, la
peonidina y la malvidina, nombres que derivan de la fuente vegetal de donde
se aislaron por primera vez; la combinacion de éstas con los diferentes azticares
genera aproximadamente 150 antocianinas. Los hidratos de carbono que
comunmente se encuentran son la glucosa y la ramnosa, seguidos de la
galactosa, la xilosa y la arabinosa y, ocasionalmente, la gentiobiosa, la rutinosa
y la soforosa, habitualmente unidos en las posiciones 3 y también 5, formando 3-
o0-glucosidos y 3,5-di-o- glucdsidos.

Las antocianidinas se caracterizan por la presencia de dos dobles enlaces,
uno en la posicion 1 y otro en el C3 y de un grupo hidroxilo en el C3 del
heterociclo. Las estructuras de las antocianidinas mds importantes se observan

en la Figura 3.18.
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La concentracion total de antocianos en la bebida de estudio es de (26.70 +
0.35) mg/100 mL, siendo todos derivados glicosilados (Tabla 4.4.).

] No flavonoides

Forman un extenso grupo dentro de los polifenoles, poseen generalmente
una estructura quimica mas sencilla que la de los flavonoides. Al igual que los

anteriores estdn ampliamente distribuidos en el reino vegetal.

Pelargonidina

Delfinidina

Cianidina

CisH110s5

CisHuOy

C1sH110¢

Petunidina

Peonidina

Malvidina

CisH130O7

C16H1306

Ci7H1507

OH
‘ O,CH'::

Figura 3.18. Estructura de las principales antocionidinas.

- Acidos hidroxibenzoicos

Poseen una estructura C6-C1 derivada del acido benzoico propiamente
dicho, sobre el que se producen reacciones de hidroxilacion y metilacion para dar
lugar a los distintos acidos hidroxibenzoicos. Los mas frecuentes son los acidos:
galico elagico (dimero del acido galico), p-hidroxibenzdico, vanillico, siringico y
procatéquico.

Los acidos gdlico y eldgico son a su vez constituyentes de los taninos
hidrolizables, apareciendo en frutas como la frambuesa, la zarzamora o la
granada, y en el vino por hidrdlisis de los anteriores. Los 4&cidos p-

hidroxibenzodico y vanillico se encuentran en numerosas frutas como la cereza, la
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uva, el melén o la fresa. El acido siringico puede detectarse en la uva, y por
altimo, el protocatéquico se detecta en forma glucosilada en muchos frutos como

la grosella, la zarzamora, la frambuesa, la fresa, etc. (161, 162).

- Acidos hidroxicindmicos

Poseen una estructura C6-C3y son muy abundantes, proviniendo todos del
acido cindmico a través de la ruta biosintética de los compuestos fendlicos.
Bédsicamente son cuatro: acidos p-cumdrico, caféico, ferulico y sindpico. Las
cumarinas son acidos hidroxicindmicos ciclados, pero no se incluyen dentro de
este grupo. El 4cido p-cumadrico es muy abundante en los citricos, la frambuesa y
la pifia. El 4cido caféico y sus derivados son los mds abundantes de todos, y se
encuentran principalmente en la lechuga, la alcachofa, la manzana y las ciruelas.
El 4cido ferulico se encuentra en los citricos y la uva. Por ultimo se incluye el
acido sindpico, que se ha descrito en el brdcoli, en algun citrico, la pifa y el

tomate, aunque de forma minoritaria (163).

Los 4cidos hidroxicindmicos son el tercer grupo de polifenoles mas
abundantes en la uva y los mayoritarios en el zumo y el vino blanco. Son
facilmente oxidables y por tanto responsables en parte del pardeamiento de los
vinos (164).

3.5.6. Daiio oxidativo a biomoléculas

Cuando se producen dafios oxidativos en biomoléculas (proteinas, lipidos y
ADN), se generan ciertas sustancias de descomposicién y metabolitos secundarios

los cuales son empleados como biomarcadores de dafo oxidativo (165).

3.5.6.1. Dario a lipidos

Los acidos grasos poliinsaturados, acido linoleico, linolénico y el acido
araquidonico son las biomoléculas mads sensibles al ataque de las ERO debido a la
presencia de sus dobles enlaces conjugados. Esta lesiéon oxidativa se denomina
peroxidacion lipidica y resulta especialmente relevante cuando se afectan los
lipidos constitutivos de las membranas bioldgicas, ya que se ven alteradas

propiedades como la fluidez, el potencial y la permeabilidad idonica de la
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membrana conduciendo finalmente a una pérdida de la integridad de la misma
(166, 167, 168).

Ademas los productos de oxidacidon lipidica también pueden alterar
proteinas funcionales como transportadores y enzimas, provocando roturas que
liberan el contenido de las células y organelas, como las enzimas hidroliticas
lisosomales (169, 170, 171, 172). Los perdxidos lipidicos (LOOH) y/o sus derivados
carbonilicos citotoxicos pueden bloquear la accion de los macrofagos, inhibir la
sintesis de proteinas, destruir bacterias, activar enzimas, agregar proteinas,

generar trombinas y actuar como agentes quimiotacticos para la fagocitosis (173,
174).

Por otra parte, estd ampliamente descrito que los productos finales de la
peroxidacion lipidica, tales como el malondialdeido (MDA), 4-hidroxi-nonetal
(HNE) y perdxidos lipidicos producen, lesiones en las proteinas al interactuar con
restos de lisina, cisteina e histidina (31, 34). Esta lesiones producen alteraciones
graves en las proteinas, hecho que ha sido corroborado tanto en estudios "en vivo"
como "in vitro" (175, 176, 177, 178).

La detecciéon y medida de la peroxidacion lipidica ha sido muy estudiada en

la influencia del estrés oxidativo en las distintas patologias (179).

Para determinar el grado de oxidacién lipidica de un tejido se puede
cuantificar el contenido en sustancias reactivas con acido tiobarbittarico (TBARS).
Sin embargo la medida de TBARS puede resultar bastante imprecisa como
indicador de peroxidacion de lipidos, ya que el MDA que forma aductos con el
acido tiobarbiturico, no solo se deriva de reacciones de este tipo, lo cual produce

una sobreestimacion de la medida (180).

Actualmente se estan utilizando como marcadores de la peroxidacion
lipidica los isoprostanos F2, isomeros de las prostaglandinas que se producen
como productos finales de la peroxidacién del dcido araquidonico mediado por
ERO, siendo el mas utilizado el 8-epiPGF2a (182).

3.5.6.2. Dario a proteinas

Las proteinas son las moléculas mds propensas al dafio ocasionado por las
ERO, mas que los lipidos y el ADN. Son por tanto los compuestos celulares mds

oxidados: un 68%. El estrés oxidativo puede danar las proteinas de manera
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similar a como ocurre con otras macromoléculas (183).

Estudios con radiaciones ionizantes muestran que el OH" es el causante de
la oxidacién de las proteinas, aunque el curso del proceso oxidativo estd
determinado por la disponibilidad de 'O: y O:2". Investigaciones posteriores
ponen de manifiesto que el dafio a proteinas inducido por las ERO se debe a
factores como la velocidad de reaccion y la concentracion de las mismas. El sitio o
sitios especificos donde pueden ser oxidadas las proteinas son el esqueleto
carbonado «a -por la oxidacion del hidrogeno donador de electrones-, las cadenas
laterales de los residuos de los aminodacidos, los residuos alifaticos y aromaticos,

asi como los del azufre, metionina y cisteina (184).

La oxidacion de las proteinas produce derivados carbonilos. Las cadenas de
prolina, arginina, lisina y treonina pueden ser convertidas mediante la oxidacién
en grupos aldehidos o cetonas, carbonilos, causando la inactivacion, el
entrecruzamiento y la ruptura de las proteinas en la célula. No hay evidencias de

que el proceso de carbonilacion sea reversible (185).

3.5.6.3. Daiio sobre el ADN

El dafio oxidativo al ADN se produce por su interaccion con especies
reactivas al oxigeno o con especies reactivas al nitrogeno. E1l HO" y el H" son los
principales radicales libres que reaccionan con las bases nitrogenadas del ADN,
ya que tienen la capacidad de oxidar tanto las bases puricas como las

pirimidinicas y el azticar desoxirribosa (186).

De la misma manera, los radicales N y peroxinitrito (ONOO™) también
pueden reaccionar con las bases nitrogenadas del ADN, provocando la ruptura y

entrecruzamiento de las cadenas de nucledtidos (187).

El ADN mitocondrial es mas suceptible al dafio oxidativo, no solamente por
su cercania al sitio de generacién de ERO (cadena de transporte de electrones),
sino también por su menor capacidad de reparacion del dafio oxidativo. Se ha
estimado que de manera normal ocurren entre 104 y 105 alteraciones del ADN

diariamente en las células de los mamiferos (187, 188).

Entre los productos de oxidacién del ADN que se han identificado, el 8-
hidroxi-2desoxiguanoxina (8-OHdG) es un metabolito relevante, que se utiliza

para evaluar el grado de dafio oxidativo al ADN (188).
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Cuando el dafio oxidativo es moderado, el ADN puede activar mecanismos
de reparacién que aseguran la integridad del mismo. Sin embargo, cuando el
sistema de reparaciéon del ADN falla o el dafio oxidativo es excesivo, las
modificaciones oxidativas ocasionarian cambios funcionales que podrian dar
inicio a cambios permanentes del material genético, debido a las mutaciones y

delecciones que se producen en el ADN nuclear o mitocondrial (189).
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4.1. MUESTRA POBLACIONAL

La muestra poblacional esta constituida por 53 individuos de ambos sexos
(24 hombres y 29 mujeres) con una edad comprendida entre los 50 y los 65 afios,
media (57.3 + 4.3 afios). 33 de los pacientes presentan sindrome metabdlico
(62.26%) y cumplen tres de los requisitos establecidos por la Adult Treatment
Panel (ATPIII). El grupo control esta formado por 20 voluntarios sanos (37.73%)
en el mismo rango de edades. (ATPIII) (190). (Tabla 4.1., Tabla 4.2.).

Tabla 4.1. Criterios diagnosticos segin el NCEP-ATP 111

Diagnéstico: tres 0 mas criterios

Obesidad abdominal:

" Perimetro abdominal: > 102 cm (hombre)
" Perimetro abdominal: > 88 cm (mujer)
Dislipidemia:

. Hipertrigliceridemia: triglicéridos > 150 mg/dL

" Colesterol-HDL: <40 mg/dL (hombre)
. Colesterol-HDL: < 50 mg/dL (mujer)

Presion arterial: > 130/85 mmHg

Glucemia basal en plasma: > 110 mg/dL

La muestra poblacional fue seleccionada en el Centro de de Salud San
Andrés; Murcia. Los participantes en el estudio fueron informados de manera
individual y todos ellos firmaron el documento de consentimiento y conformidad
(Anexo 1).

El estudio cumple con las normas deontoldgicas reconocidas por la
declaracion de Helsinki (revision de Hong-Kong, Septiembre de 1989), las

recomendaciones de la buena practica clinica de la CEE (documento 111/3976/88
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de julio de 1990) y la normativa legal vigente espafiola que regula la investigacion
clinica en humanos (R.D. 561/1993, sobre Ensayos Clinicos) (Anexo 2).

Tabla 4.2. Descripcion de la muestra poblacional

Grupo control Pacientes Total
con SM

Uds. % Uds. % Uds. %
N 20 37.73 33 62.26 53 100
Hombres 8 33.33 16 66.66 24 100
Mujeres 12 41.37 17 58.62 29 100
Edad 55.9+4.3 58.8 +4.4 57.3+4.3
media

Los criterios de exclusidon de la seleccidon de la muestra fueron:

a) Padecer enfermedades infecciosas de cualquier indole

b) Consumir suplementos multivitaminicos

c) Padecer una enfermedad renal, hepatica o sistémica grave

d) Presentar habitos dietéticos que no siguen patrones estandar (p.e: dietas

alimentarias sin frutas ni verduras, sin legumbres ni hortalizas, dietas

vegetarianas, veganas, macrobioticas, proteinadas, etc.)

e) Presentar un IMC superior a 40 kg/m?

4.2. DISENO DEL ESTUDIO

Se utiliza un modelo de estudio transversal, con un muestreo
representativo de la poblacién cony sin sindrome metabdlico de la Ciudad de

Murcia (Figura 4.1.).

El muestreo se ha realizado por seleccion entre los voluntarios que se
ofrecieron a participar. A cada sujeto seleccionado se le han realizado
tres encuestas recordatorio 24 horas para valorar nutricionalmente su

ingesta dietética y se han recogido sus medidas antropométricas de
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peso, talla y perimetro de la cintura (Anexo 3). Se hizo extraccion de
sangre y recogida de orina. Se les ha practicado una extraccion de sangre
de la vena antecubital en diferentes tubos, con EDTA o heparina. La
sangre fue centrifugada a 3500 r.p.m. durante 10 min. a temperatura
ambiente para obtener suero o plasma y los viales fueron almacenados a
-80°C hasta su posterior analisis.

Las muestras sanguineas fueron procesadas entre los laboratorios del

Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca (HUVA) y los laboratorios de
Nutricion Humana y Dietética de la UCAM.

Feb.2009 May.2009 Jul.2009
MES 0 MES 3 MES 5
Control { l l I Ill
20
N=20 20
S. M. (15) == == == == = = = = = = = = = = = = = = ->
N=33 .
(18) >

$ Encuestas Recordatorio 24 horas
Placebo (P)
® 300mL/dia

l Medidas Antropométricas
P> Bebida (B)
300mL/dia Recogida Muestras Biologicas

Figura 4.1. Esquema del ensayo clinico

Los andlisis bioquimicos se han realizado sobre plasma, suero,
eritrocitos u orina segin el pardmetro analizado. La Tabla 4.3. muestra
los marcadores analizados en los pacientes con sindrome metabdlico y a
los individuos del grupo control, cuya metodologia serd descrita en el

capitulo en el que se detallan los resultados de la misma.
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Tabla 4.3. Marcadores analizados

Marcadores del estado Biomarcadores de estrés Marcadores de
antioxidante oxidativo inflamacion
Actividad antioxidante | Isoprostanos (ng/mL) Proteina C-
total (Equiv mmol Trolox) | 8-hidroxi-2-desoxiguanosina reactiva
Glutation peroxidasa (U/L) (ng/mL) Homocisteina

Glutation reductasa (U/L)
Superdxido dismutasa (U/g

Hg)

Proteinas oxidadas (pmol/mg)

LDL oxidada (U/L)

GSH/GSSH uM

Para ver el efecto de la bebida antioxidante (B), sobre el perfil lipidico,
marcadores de inflamacion, el estado antioxidante y los biomarcadores de estrés
oxidativo analizados, a los pacientes con sindrome metabdlico se les dividié en
dos grupos: un grupo de 18 pacientes que consumieron diariamente 300 mL de la
B durante cinco meses y 15 pacientes que consumieron una bebida placebo (P). El
grupo control estd constituido por 20 individuos sanos que consumieron

diariamente durante cinco meses la bebida de estudio (B).

4.3. DISENO DE LA BEBIDA ANTOXIDANTE CON ZUMO DE LIMON Y ARONIA

La composicion de la bebida antioxidante esta basada en la mezcla de zumo
de limén (95%) con un 5% de extracto de aronia (Aronia Melanocarpa). La Tabla
4.4. indica la composicion de la bebida de estudio (B), basada en un modelo de

bebida desarrollado y publicado por Gonzalez Molina et al. (173).

El desarrollo de la bebida se ha realizado en una planta piloto (Hero-
Espana, Alcantarilla; Murcia) y se le han ido optimizando las caracteristicas

organolépticas en funcion de su aceptacion por un panel de catadores.

En la bebida antioxidante el 68% del contenido fendlico son flavonoides
(principalmente flavanonas, flavonas y antocianos), el 28% son hidroxicinamatos
y un 2% de concentracion de catequinas. El contenido total de compuestos

fendlicos en la B es 1.25 mg/mL.
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Tabla 4.4. Contenido de flavanonas, flavonas, antocianos,

derivados hidroxicindmicos y flavonoles

(derivados de

quercetina) de la bebida con zumo de limén y aronia (B).

B mg/100 mL
Flavanonas Eriocitrina 11.45 £ 0.08
Hesperidina 13.54 £0.14
Vicenina-2 0.59 £0.02
Flavonas Dt 7.75+0.19
Diosmina <0.25
Ci 3-gal 15.08 £ 0.10
Ci 3-glc 1.31 £0.02
Antocianos Ci 3-arab 9.19+0.20
Ci 3-xil 1.11 £0.03
T. Antocianos 26.70 £ 0.35
Ac. ANC 19.72 +0.17
Hidroxicinamicos | CA 14.69 £ 0.13
Derivados de Y. Quercetinas 4.31 +0.04
quercetina

Los datos se expresan como media + desviacion estandar de

la media (n =3), en mg por cada 100 mL de zumo

Dt: diosmetina 6-8 diglucosido, Ci 3-gal: cianidina 3-
galactosido, Ci 3-glc: cianidina 3-glucosido, Ci 3-arab:
cianidin 3-arabinoside, Ci 3-xil: cianidina 3-xilosido,
T.Antocianos: Antocianos totales, ANC: Acido
neoclorogénico, AC: Acido clorogénico, X Quercetinas:
suma de quercetina 3-galactosido, 3-glucosido y 3-

rutinosido

La Tabla 4.5. informa de la composicion nutricional de la bebida

antioxidante.



109 JUANA BERNABE GARCIA

Tabla 4.5. Composicion nutricional de la bebida
antioxidante (B)

Composicién nutricional/100 mL. de
bebida antioxidante

Energia 38 Kcal
Hidratos de carbono 9g
Lipidos 0.03g
Proteinas 045¢g

4.4. DISENO DE LA BEBIDA PLACEBO

La bebida placebo estd compuesta por una mezcla de agua, colorante rojo
autorizado, saborizante y edulcorante. Los métodos se describiran en los

capitulos correspondientes.

4.5. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cuantitativas se describieron mediante la media, la desviacion
tipica y los valores minimo y maximo. Esta descripcion se realiz6 para la muestra

total y estratificada por grupo del estudio.

Las variables cualitativas se presentaron en forma de tabla incluyendo las
frecuencias relativas y absolutas, tanto para los grupos de tratamiento como para

la poblacion global.

Las condiciones de aplicacion de los andlisis estadisticos se verificaron
previamente a los mismos. La normalidad se contrastd mediante el test de
Kolmogorov-Smirnoff y la homocedasticidad mediante la prueba de Levene. En
caso de incumplimiento de alguna de las condiciones se procedié al andlisis

mediante pruebas no paramétricas.

Para las variables cuantitativas se desarrollaron comparaciones de t-Student
en caso de normalidad y pruebas no paramétricas de U-Mann-Whitney en caso

contrario.

Las variables cualitativas fueron analizadas mediante test de homogeneidad
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basados en la distribucion Chi-cuadrado cuando los valores esperados lo hicieron
posible y mediante test exactos de Fisher en caso contrario.

La evolucion de estas variables se analizo mediante pruebas paramétricas (t-
Student o0 AN.O.VA.), no paramétricas (Wilcoxon o Friedman) ¢ con el test de Mc

Nemmar segun caracteristicas propias de las variables en estudio.

En el conjunto de pruebas estadisticas el nivel de significacion utilizado fue
a=0.05.

El andlisis estadistico se realizd con el software informatico SPSS, version
18.0.
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5. VALORACION NUTRICIONAL

La inclusion de la obesidad, y particularmente la abdominal, como riesgo
principal del SM y su actuacion como desencadenante de la asociacién de los
factores de riesgo de enfermedad cardiovascular en personas susceptibles, se debe
al NCAP-ATP 1III y especialmente a la Internacional Diabetes Federation (IDF)
(191, 192, 193).

Existe acuerdo generalizado en que cada uno de los componentes del SM se
relaciona con cambios en el estilo de vida. El sedentarismo, el desequilibrio entre
la energia ingerida y la consumida, y la ingesta elevada de alimentos con exceso
de grasas saturadas y grasas trans, en menoscabo de los de alto contenido en
acidos grasos monoinsaturados, poliinsaturados, fibra, frutas y vegetales, se

asocian con la presencia de cada uno de los componentes.

Por ello, resulta apropiado comenzar el apartado de resultados
relacionando los habitos dietéticos de los pacientes con algunos componentes del
SM.

5.1. METODOLOGIA DE LA VALORACION NUTRICIONAL

5.1.1. Medidas antropométricas.

La valoracion de las medidas antropométricas tiene por objeto determinar
las modificaciones que se van presentando en la constitucion y composicion

corporal. Tiene las siguientes ventajas:

. Constituye un método objetivo y no invasivo de medir la constitucion y

composicion del individuo.
. Las medidas son relativamente sencillas, rapidas y econdomicas de tomar.

. Los datos antropométricos son capaces de reflejar cambios en la encuesta

nutricional producidos a largo plazo.

] Los resultados obtenidos deben evaluarse comparandolos con estandares,

la edad y género, aunque puede tomarse el propio individuo como referencia.

Los pardmetros antropométricos utilizados en el presente estudio han sido
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el peso, la talla y el perimetro de la cintura. Para ello se han utilizado una bascula

y un tallimetro telescdpico.

5.1.1.1. Peso.

Para la medida del peso se utilizé una bascula modelo TANITA BC-418 MA
(Body Composition Analyzer), con precisién de + 100 g (rango 0.1 - 150 kg). La
bascula se situé sobre una superficie plana y horizontal, en una habitacion

habilitada para ello, y comprobando el cero antes de cada pesada.

5.1.1.2. Talla.

Para la medida de la talla se tom¢ la distancia entre el vertex y las plantas
de los pies del sujeto medida en cm, utilizando un tallimetro modelo Seca 221. Se
posiciono al individuo de pie, descalzo, con los pies juntos, rodillas estiradas,
talones, nalgas y espalda en contacto con el aparato medidor, con la cabeza de
forma que el plano de Frankfurt (que une el borde de la érbita de los ojos y el
superior del meato auditivo externo) sea horizontal. El individuo mantuvo los

brazos extendidos paralelamente al tronco mientras se realizaba la medicion.

5.1.1.3. IMC.

Aunque de modo independiente estos parametros poseen valor propio y

pueden indicarnos alteraciones nutricionales.

Lo mas frecuente es utilizar diferentes indices que se obtienen a partir de
ellos. En nuestro caso se calculé el Indice de Masa Corporal (IMC) o Indice de
Quetelet.

El IMC constituye uno de los indices mds utilizados en la actualidad,
fundamentalmente en personas adultas en las que se encuentra mejor
estandarizado. El IMC constituye actualmente el indice mds comunmente
empleado para determinar el grado de sobrepeso y obesidad en las personas
adultas (194).
peso (kg)

IMC = >
talla (m~*)

Se wvalord la fiabilidad intra e inter-observador de las medidas

antropomeétricas realizadas. Los resultados fueron satisfactorios en todos los
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casos, ya que la fiabilidad intra-observador fue siempre superior al 95% y la

fiabilidad inter-observador superior al 90%.

5.1.1.4. Perimetro de la cintura.

La circunferencia o perimetro de cintura se midi6é con cinta métrica en un
punto medio entre la arcada costal inferior y cresta iliaca superior a nivel de la

linea axilar anterior.

5.1.2. Encuesta recordatorio de 24 horas

La encuesta-recordatorio de 24 es un método retrospectivo y cuantitativo de

valoracion del consumo alimentario mediante entrevista.

Este método valora la ingesta real del individuo en las 24 horas anteriores a
la encuesta. Para ello el encuestador solicita al individuo recordar todos los
alimentos e ingredientes consumidos el dia anterior a la entrevista. El
entrevistador debe ser una persona entrenada en la forma de conducir la

entrevista y la estimacion de las cantidades reales de alimentos consumidos.

En el presente estudio y con el fin de minimizar la variabilidad que se
pudiera generar como resultado de la intervencién de varios entrevistadores, las
entrevistas siempre fueron realizadas por la misma persona y durante los

momentos siguientes al periodo del desayuno de los sujetos.

La entrevista dur6 aproximadamente 15 minutos. El individuo debia
recordar los alimentos ingeridos el dia anterior (recordar varios dias de ingesta

anteriores a la fecha de la entrevista disminuye la exactitud del método).

El encuestador formulé preguntas generales evitando influir en las
respuestas (preguntas abiertas). Para facilitar el recuerdo de lo ingerido, las
preguntas se referian a las principales comidas del dia, desde la manana a la

noche, y posteriormente se interrogaba sobre lo consumido entre horas.

En el recordatorio de 24 horas, figuran datos personales del entrevistado,
fecha y un espacio para registrar la ingesta del desayuno, almuerzo, comida,

merienda, cena y colacion.

En el estudio se realizaron tres encuestas recordatorio de 24 horas a cada

individuo durante tres dias no consecutivos, incluyendo en ellos un dia festivo o
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un fin de semana.

5.1.3. Programa informatico de la valoracion nutricional

La valoracion nutricional de los recordatorios dietéticos de 24 horas se
llevaron a cabo mediante el uso del programa informatico “Valoracion y soporte
nutricional del paciente hospitalizado y ambulatorio”, DietSource v.2.0.1,
elaborado por Novartis Consumer Health S.A., 2003.

5.2. RESULTADOS DE LA VALORACION NUTRICIONAL

Ambos grupos (control y pacientes con SM) fueron medidos
antropométricamente tomando como referencia los valores de peso y talla para el
calculo del IMC, y el perimetro de la cintura como resefia, para valorar el riesgo

de enfermedad cardiovascular.

Los valores obtenidos se reflejan en la Tabla 5.1. En ella podemos observar
que tanto los valores del peso como los del IMC, son superiores en los pacientes
con sindrome metabolico respecto a los obtenidos en el grupo control,
encontrando diferencias significativas (p < 0.05) para ambos valores entre los dos
grupos.

Los valores medios de IMC del grupo control se categorizan como
sobrepeso, mientras que los valores de IMC obtenidos para el grupo de pacientes
con sindrome metabdlico, se categorizan como obesidad, segiin la valoracion
establecida por la (Sociedad Espafola para el Estudio de la Obesidad) (SEEDO) y
la Sociedad Espafiola de Epidemiologia (SEE). Otros estudios, también
encuentran valores de IMC y de obesidad en pacientes con SM, que algunos

autores han asociado con un mayor riesgo de ECV (195, 196, 197,198).

Sin embargo, esta medida (IMC) no tiene en cuenta la variacién en la
distribucion de grasa corporal y la masa grasa abdominal, que puede variar
sustancialmente dentro de un estrecho rango de IMC. El exceso de grasa intra-
abdominal se asocia con un mayor riesgo de morbilidad relacionado con la
obesidad, que la adiposidad general, Asi, la medida de la circunferencia de la
cintura se utiliza como alternativa al IMC (199, 200, 201).
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Tabla 5.1.- Descripcién de la muestra poblacional

GC Pacientes con

SM
N (total) 20 33
Hombres 8 16
Mujeres 12 17
Edad (afios) 559+43 58.8 £4.4
Peso (kg) 73.1 £4.3* 83.62 + 14.8
IMC (kg/m?) 274 £5.2% 32.1£148
Perimetro cintura (cm) 89.3 £ 10.0* 102.8 +13.6

Valores expresados como media + desviacidn estandar de la media.

(*)Diferencias significativas entre el GC vs. pacientes con SM, (p < 0.05)

El perimetro de la cintura medio de los pacientes con SM es
significativamente superior (p < 0.05) que en el GC (Tabla 5.1.), siendo superior en
hombres que en mujeres tanto en el grupo de pacientes con SM (109.7 + 14.0 cm y
96.2 + 9.6 cm, respectivamente) como en el grupo control (93.5 + 8.1 cm y 88.1 +
11.1 cm, respectivamente). La determinacion del perimetro de la cintura
representa una primera prueba de deteccion del SM, considerando valores
superiores a 88 cm en las mujeres y 102 cm en los hombres, un factor de riesgo de
ECV (202, 203, 204, 205).

La circunferencia de la cintura se ha demostrado que es la mejor medida
simple del tejido adiposo, tanto del subcutdaneo abdominal como del
intraabdominal (204). Nosotros hemos encontrado valores del perimetro de la
cintura en el grupo de pacientes con sindrome metabdlico considerados como
valores de riesgo cardiovascular. Estos resultados coinciden con los encontrados

en otros estudios sobre pacientes con SM (196, 206).

El aumento progresivo de peso, incluso de forma leve a lo largo de los afios,
favorece el desarrollo de SM y de cada uno de sus componentes por separado.

También se ha demostrado que el control ponderal, independientemente del
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indice de masa corporal inicial, puede reducir la incidencia de sindrome
metabolico (207).

Al aplicar la t-Student para muestras independientes se observan
diferencias significativas en el IMC, en el peso y en el perimetro de la cintura,

entre el grupo control y los pacientes con sindrome metabdlico.

5.2.1. Valoracion de la ingesta

Tras el andlisis de la ingesta de los pacientes, no encontramos diferencias
significativas en cuanto al consumo energético en ambos grupos de estudio. La
ingesta calérica media en el grupo de pacientes con sindrome metabdlico es
de (2132.5 £ 372.9 Kcal/dia), similar al consumo medio de energia del grupo
control que es (2056.5 + 225.2 Kcal/dia). En los dos grupos el consumo
energético es mayor en los hombres que en las mujeres (Figura 5.1.) y
cercano a la recomendaciéon de ingesta para la poblacidon general espafiola
(2400 Kcal en varones y 1875 Kcal en mujeres). Valores similares de ingesta
encontramos en la poblacién general espafiola incluida en el estudio
PREDIMED, realizado sobre una muestra de pacientes con sindrome
metabolico (208).
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Figura 5.1. Ingesta caldrica del GC y de los pacientes con SM
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5.2.1.1. Macronutrientes

El consumo de carbohidratos corresponde a un 37-45% de la energia total de
la dieta para el grupo de pacientes son SM y del 40-46% para el GC (Figura 5.2.).
En ambos, grupos la ingesta de hidratos de carbono es inferior a las
recomendaciones establecidas por la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) y por la OMS, que estiman que la ingesta de este grupo en
macronutrientes deberia ser del 45-60% y del 55-75% respectivamente (209, 210).

La mayoria de estudios epidemioldgicos muestran una asociacion inversa
entre el consumo de hidratos de carbono y el IMC, esto se corrobora en nuestro
estudio en el que observamos valores de IMC compatibles con sobrepeso y un
consumo de carbohidratos inferior a las recomendaciones. Nuestros resultados
coinciden con los obtenidos en otros estudios en los que también observan una
aportacion de hidratos de carbono inferior a las recomendaciones en pacientes
con SM que presentan obesidad (208, 211, 212, 213).

La EFSA sefiald en 2010, tras analizar varios estudios de intervencion a
largo plazo, que las modificaciones dietéticas que promueven una mayor ingesta
de hidratos de carbono (> 50% de la energia) “ad libitum”, se asocian con un
menor riesgo de ganancia de peso en varios grupos de poblacion, en los que se

incluian sujetos con normopeso, sobrepeso u obesidad (209).

La ingesta de fibra dietética es de 20 £ 1.2 g/dia en el GC y de 13 + 3.2 g/dia
en la poblacion con SM respectivamente, encontrando diferencias significativas
entre ambos grupos. Este consumo de fibra se encuentra por debajo de las
recomendaciones que se establecen en mas de 25 g/dia para la poblacion adulta.
Aungque el GC se acerca mas a dichas recomendaciones, el consumo de fibra del
grupo de pacientes con SM supone practicamente la mitad del recomendado.
Otros estudios realizados en pacientes con SM coinciden con el nuestro en un

consumo de fibra inferior a las recomendaciones (208, 214, 213).

Este resultado es inquietante, teniendo en cuenta, que son numerosos los
estudios epidemioldgicos que muestran una relacion inversa entre la cantidad de
fibra consumida la RI y el RCV (215, 216, 217).

Tal y como acabamos de mencionar, el consumo de hidratos de carbono en
ambos grupos no es adecuado pero aun lo es menos en el grupo de pacientes con

sindrome metabdlico, si tenemos en cuenta que dietas con un alto contenido en
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fibra tienen un efecto positivo sobre la reduccion de los niveles de colesterol

plasmaticos y los valores de triglicéridos plasmaticos (218, 219, 220).

De la misma forma que con el consumo de hidratos de carbono totales, no
encontramos diferencias significativas en el consumo de proteinas entre los dos
grupos (Figura 5.2.), con una ingesta proteica media del 16-20% del aporte
caldrico total de la dieta en el GC, frente a un 17-19% en el grupo de pacientes con
SM. La ingesta proteica en ambos grupos es superior a las recomendaciones, tanto
de la OMS 10-15%, como de la SENC (13%). (221, 222).

Estos resultados son similares a los encontrados por otros autores y
superiores a los encontrados en otros estudios (208, 213, 223). Las evidencias
referidas al consumo de proteina total y su efecto sobre la variaciéon de peso en

adultos son insuficientes para establecer ninguna recomendacion (209, 224).

El papel de las proteinas en el peso corporal es en cualquier caso
controvertido. Pese a que se ha sugerido que la mayor ingesta de proteinas podria
incrementar la saciedad a corto plazo y por lo tanto, disminuir la aportacion

energética, existen estudios que no sustentan esta asociacion (225, 226, 227).

También el consumo medio de lipidos en la poblaciéon control y en los
pacientes con SM es superior a las recomendaciones siendo del 35-42% en el GC y
un 35-45% en pacientes con SM, no observandose diferencias significativas entre
ambos grupos (Figura 5.2.). (209, 210, 221, 222).

50 -
45 -
40 I I
35

30 -

% 25 wSM
20 4 I I I I « GC
15

10 | I

5

0 T T 1
Proteinas Lipidos Hidratos de Carbono

Figura 5.2. Ingesta de macronutrientes en la poblacién con sindrome

metabdlico y en el grupo control
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El consumo de acidos grasos saturados en el GC es de un 8-12% de la
ingesta caldrica total con una media de (22.84 +2.3 g), un 15-17% de acidos grasos
monoinsaturados (36.55 + 2.5 g) y un 4-7% de acidos grasos poliinsaturados (12.5
+ 0.16 g). Siendo el consumo de 4cidos eicosapentanoico (EPA 0.24-0.26 g) y de
acido docosahexanoico (DHA 0.38-0.45 g) respectivamente, valor muy por debajo

de las recomendaciones, que se establecen en una media deentre 1.6 gy 1.1 g.

Estos valores nos indican que la poblacién control cubre las
recomendaciones en cuanto a 4cidos grasos monoinsaturados, las grasas
saturadas se encuentran al limite de las recomendaciones (< 10%) y los acidos
grasos poliinsaturados son bajos, si bien cumplen las recomendaciones en cuanto
que es inferior a un 10%. El cociente (AGPI + AGMI)/AGS es de 2.2 g, valor que

indica que el perfil lipidico es adecuado.

AGPI + AGMI
AGS

Cociente =

Condicion: Si cociente > 2 perfil adecuado.
Siendo:

AGPI: 4cidos grasos poliinsaturados.
AGMLI: &cidos grasos monoinsaturados.

AGS: 4cidos grasos saturados.

El consumo de acidos grasos en la poblacién con SM se corresponde con un
11-15% de acidos grasos saturados (30.80 + 8 g), un 15-17% de acidos grasos
monoinsaturados (37.9 +7 g) y un 4-6% de dacidos grasos poliinsaturados
(11.85 + 3.5 g). Siendo el consumo de acidos eicosapentanoico (EPA: 0.15 + 0.16 g)
y de 4cido docosahexanoico (DHA: 0.30 + 0.3 g) respectivamente, valores muy por
debajo de las recomendaciones.

El cociente (AGPI +AGMI)/AGS es de 1.8 g valor que indica que el perfil
lipidico no es el adecuado ya que presenta un exceso de dcidos grasos saturados
en la dieta (Figura 5.3.).

Los resultados obtenidos para la ingesta total de grasa y para los acidos
grasos saturados en ambos grupos (coincidiendo con otros estudios realizados en

la poblacién espafola), constatan que se encuentran unos valores de ingesta
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lipidica aproximadamente del 40%, cifra por encima del limite superior
establecido por la EFSA (35%) y unos valores de ingesta de acidos grasos
saturados de un 12%, valores superiores al 10% que recomienda la OMS (228,
229).

Por el contrario, el consumo de acidos grasos poliinsaturados en nuestros
grupos de estudio es inferior al encontrado en otros estudios también en
poblacion espafola y claramente inferior a las recomendaciones establecidas en
2003 por la OMS y por la EFSA, del 6-10% (228, 230).

El consumo medio de colesterol dietético es superior en el grupo control
(302 + 20.5 mg) que en los pacientes con sindrome metabdlico (288 + 16.6 mg) no

observandose diferencias significativas entre ambos grupos.
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Figura 5.3. Perfil lipidico en la poblacion con sindrome metabolico y en el

grupo control

5.2.1.2. Micronutrientes.

5.2.1.2.1. Vitaminas

El consumo de tiamina y de riboflavina tanto en el grupo control como en el

grupo de pacientes con sindrome metabdlico es superior a las recomendaciones
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de ingesta para la poblacidn espafiola (Tabla 5.2.) en el rango de edad de nuestros
pacientes (231), por lo que, al tratarse de vitaminas hidrosolubles con una escasa o
nula toxicidad no supone ningtin problema. Sin embargo, si que encontramos
diferencias significativas en la ingesta de ambas vitaminas entre los grupos de
estudio siendo superior en el caso del grupo control que en el de pacientes con
sindrome metabolico. La Tabla 5.2. muestra la ingesta de vitaminas en pacientes

con sindrome metabdlico y en el grupo control.

Tabla 5.2. Ingesta de vitaminas del grupo control y de los

pacientes con sindrome metabdlico

GC Pacientes con SM

Vitamina C (mg) 123.8 +5.74 154.9 +3.94

B: (mg) 1.3 +0.5* 1.1+0.3

B2 (mg) 1.5 +0.5* 1.1+0.3

B (mg) 1.3+0.4 1.4+0.1
Vitamina A (ug) 2095.5 +79.9 1788.9 + 95.4
Vitamina D (ug) 43+0.7 6.5+ 0.7*
Vitamina E (mg) 6.4+0.3 5.7+0.2

Bi2 (ug) 6.2+0.3 6.3+0.6
Acido Folico (ug) 172.8 +4.5 150.9 + 4.9

(*) Diferencias significativas entre GC vs. pacientes con SM, (p < 0.05)

Estas diferencias son interesantes, si tenemos en cuenta que la tiamina esta
directamente implicada en el metabolismo de la glucosa y sus derivados se
relacionan con una mejora de la funcién endotelial y un descenso del estrés
oxidativo (232, 233).También la riboflavina esta involucrada en la regulaciéon de
los niveles de homocisteina plasmatica y ejerce un efecto protector contra el dafo

tisular asociado con la isquemia-reperfusion (234, 235).

Se observa que el consumo medio de piridoxina en la dieta de los dos
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grupos de estudio (Tabla 5.2.) es inferior a las recomendaciones para la poblacion
espanola (1.8 mg hombres y 1.6 mg en mujeres) (331). Este consumo deficitario de
vitamina Bes es un hecho a tener en cuenta si consideramos que un déficit de Bs se
asocia con procesos inflamatorios y un mayor estrés oxidativo. Diversos estudios,
sugieren que la vitamina Bs puede tener influencia sobre la aparicion de ECV a
través de la regulacion de los niveles de homocisteina junto con el acido félico y la
vitamina B2 (236, 237).

La ingesta de vitamina B2 (Tabla 5.2.) en ambos grupos es superior a las
recomendaciones de ingesta, sin embargo, la ingesta de acido fdlico en los dos
grupos de estudio es inferior a los 400 pg/dia establecidos por la FAO/OMS (338).
Estos resultados concuerdan con los datos de ingesta obtenidos para la poblacion
espanola (339). Esta baja ingesta de folato es especialmente preocupante en el
grupo de pacientes con sindrome metabodlico, puesto que existen estudios que
establecen la relacion entre vitamina B2 y folato con la obesidad, la hipertension
arterial, el RCV y el SM (240). Otros estudios encuentran que la suplementacion
con folato y vitamina Bi2 mejora la RI y la disfuncién endotelial y desciende los

niveles de homocisteina plasmatica en pacientes con SM (241).

En cuanto a la ingesta de vitaminas liposolubles A, D y E encontramos una
ingesta adecuada de vitaminas A y D en ambos grupos respecto a las
recomendaciones, aunque, se observa deficiencia en la ingesta de vitamina E en
ambos grupos (Tabla 5.2.) (231).

Esta ingesta de vitamina E por debajo de las recomendaciones es
especialmente preocupante si tenemos en cuenta el papel de la vitamina E en la
estabilizacion de las membranas plasmaticas protegiéndolas de la oxidacion
lipidica, en la regulacién de los procesos inflamatorios y en la agregacion
plaquetaria (242). De hecho, el consumo de vitamina E se ha asociado con un
menor riesgo de padecer ECV y DM2 (243, 244).

5.2.1.2.2. Minerales

La ingesta de calcio en el GC y en los pacientes con SM es inferior a las
recomendaciones (Tabla 5.3.), no observandose diferencias significativas cuando
se comparan los dos grupos de estudio y si se observan diferencias significativas

cuando se comparan con los valores de referencia (p < 0.05) (231).
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Esta baja ingesta de calcio es preocupante por varios motivos: En primer
lugar por la edad de la poblacion estudiada y el papel del calcio en la prevencion
de la osteoporosis y en segundo lugar por la asociacion de la ingesta de calcio
dietético con la menor prevalencia de varios patologias relacionadas con el SM
como la hipertension arterial, la RI, y las dislipemias (especialmente en el grupo
de pacientes con SM) (245, 246, 247, 248).

La ingesta de hierro es superior en el grupo de pacientes con SM que en el
GC, encontrando diferencias significas entre ambos (Tabla 5.3.). También en el
grupo con SM el consumo de hierro es superior a las recomendaciones para la
poblacion en este rango de edad (231), y aunque se conoce poco acerca de los
efectos de la ingesta de hierro sobre el riesgo CV y la DM, existen algunos
estudios que encuentran que una alta ingesta de hierro hemo esta asociada con un
mayor riesgo de ECV y que anormalidades metabdlicas relacionadas con la DM
tales como dislipidemia pueden potenciar los efectos perjudiciales de la
sobrecarga de hierro (249, 250, 251).

En cuanto al consumo de zinc, no encontramos diferencias significativas en
el consumo de este mineral entre el GC y los pacientes con SM, (Tabla 5.3.)
aunque si que encontramos ingestas significativamente menores a las

recomendadas.

El posible efecto del consumo de zinc sobre las patologias relacionadas con
el SM es controvertido, ya que mientras algunos estudios sugieren una modesta
relacién inversa entre la ingesta de zinc y el riesgo de padecer DM2, otros
estudios encuentran que una menor ingesta de zinc se asocia con un incremento
de triglicéridos plasmaticos y un descenso de los niveles de HDL-c y otros por el
contrario no encuentran una relacion entre el estado nutricional respecto al zinc y

los marcadores bioquimicos del sindrome metabdlico (252, 253, 254).

La ingesta de magnesio es menor en el grupo de pacientes con SM que en el
grupo control, (Tabla 5.3.) encontrando diferencias significativas entre ambos
grupos (p< 0.05). Algunos estudios epidemioldgicos y ensayos clinicos recientes
indican que la ingesta de magnesio estd relacionada inversamente con los
componentes individuales del sindrome metabolico, especialmente con la mejora
de la sensibilidad a la insulina (255, 256, 257).

El consumo de sodio es inferior a las recomendaciones (2 g), valor positivo
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dada la relacion entre el consumo de sodio y los valores de presidn arterial. Se
observan diferencias significativas cuando se comparan con los valores de

referencia (p < 0.05).

En cuanto al selenio, micronutriente antioxidante, por ser cofactor de la
enzima glutation peroxidasa, cubre las recomendaciones dietéticas (55 ug en

mujeres y 70 ug en hombres).

Las necesidades de potasio quedan ampliamente cubiertas con la
alimentacién que proporciona (2644.7 + 567.6 mg) en el grupo control y (2106.1 +
561.4 mg) en pacientes con sindrome metabolico, observandose diferencias
significativas.

En resumen, nosotros no encontramos diferencias suficientes en el patron
de ingesta de nutrientes de los dos grupos de poblacion estudiados que
justifiquen el que unos individuos padezcan sindrome metabdlico y otros no, a
pesar de que existen diferencias significativas en el consumo de algunos de los

nutrientes entre ambos grupos.

Tabla 5.3. Ingesta de minerales del grupo control y de los pacientes

con sindrome metabdlico

GC Grupo con SM
Calcio (mg) 784.8 £237.2 679.9 £252.5
Hierro (mg) 9.4+£22 11.1 £2.7F
Zinc (mg) 87127 74121
Magnesio (mg) 325.18 +19* 263.12 +27
Sodio (mg) 1725.8 £ 944.8 1478.1 £ 742.7
Potasio (mg) 2644.7 £ 567.6* 2106.1 £ 561.4
Selenio (ug) 65.0 £28.7 80.1£75.0

(*) Diferencias significativas entre el GC vs. pacientes con SM, (p <0.05)
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El estudio de los factores nutricionales en relacion con las enfermedades
cronicas es complejo: ya que los nutrientes no se consumen por separado sino
como parte de una matriz alimentaria que interacttia con sus componentes (258) y
la interaccidn entre nutrientes dentro de la matriz alimentaria hace que sea dificil
atribuir efectos especificos a un nutriente con independencia de su relacién con el
resto. Por tiltimo, en la mayoria de los casos, la magnitud de las asociaciones entre
los factores dietéticos y las enfermedades crénicas son moderadas, y la presencia
de un error de medicién puede atenuar medidas del efecto y reducir el poder

estadistico para detectar esas asociaciones (259).
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6. INFLUENCIA DE UNA BEBIDA ANTIOXIDANTE SOBRE
FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

La relevancia clinica del SM se debe a diversos factores. Entre ellos, los que
guardan relacion con patologias cardiovasculares merecen una especial atencion
por ser la causa de una de las alteraciones mds graves y de mas rdpido

crecimiento en el mundo desarrollado en los tltimos afios.

El SM se caracteriza por una constelaciéon de anormalidades metabdlicas
como la alteracion del metabolismo de la glucosa, obesidad abdominal,
dislipemia e hipertension, que contribuyen a la aparicion de enfermedad CV. En
el contexto de los factores de riesgo cardiovascular (FRCV) clasicos es conocido
que la hipertension arterial (HTA), la hipercolesterolemia, la diabetes mellitus
(DM) y el tabaquismo, son los FRCV mayores, y la obesidad y el sedentarismo son
FRCV condicionantes (260, 261, 262).

No es facil separar el riesgo correspondiente al SM como tal entidad clinica,
del riesgo inherente a cada uno de sus componentes; sin embargo, el papel del SM
en el RCV esta bien establecido (263, 264).

6.1. METODOLOGIA DE ANALISIS DE LOS FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

6.1.1. Toma de muestras

La muestras de sangre fueron obtenidas en ayunas de la vena antecubital de
cada sujeto, mediante puncién intravenosa por personal sanitario autorizado.
Fueron procesadas en los laboratorios de Hospital Universitario Virgen de la
Arrixaca (HUVA) y en los Laboratorios de Nutricion Humana y Dietética de la
Universidad Catoélica San Antonio (UCAM).

Los analisis bioquimicos se han realizado sobre plasma, eritrocitos u orina

seglin los parametros analizados.

6.1.2. Parametros bioquimicos

6.1.2.1. Glucosa.
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El andlisis de glucosa se realiz6 segun et test descrito por Tiez, -que emplea
las enzimas hexoquinasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Se trata de un test
enzimatico en el que la enzima hexoquinasa cataliza la fosforilacién de glucosa a
glucosa-6-fosfato por ATP. La enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa oxida la
glucosa-6-fosfato en presencia de NADP dando como resultado gluconato-6-
fosfato. Por cada molécula de glucosa se forma una de NADPH, por lo que la
velocidad de formacién de NADPH durante la reaccion es directamente
proporcional a la concentracion de glucosa 'y puede medirse

espectrofotométricamente a 340 nm (265).

La oxidacion es exclusiva para la glucosa, no produciéndose la oxidacion de

otros hidratos de carbono que pudieran interferir en el resultado.

6.1.2.2. Determinacion de lipidos en plasma

Las concentraciones plasmaticas de colesterol, triglicéridos, colesterol-HDL
y colesterol-LDL, se determinaron en el servicio de andlisis clinico del Hospital
Universitario Virgen de la Arrixaca, de Murcia, por un facultativo especialista.
Para cada determinacion se utilizéd un kit de Roche, excepto para el colesterol-
LDL, que se calculé aplicando la férmula de Friedewald. A continuacién se

detalla la metodologia seguida en cada test.

6.1.2.2.1. Colesterol Total.

La concentracion de colesterol total se calculd utilizando un kit adecuado
para el analizador automatico de quimica clinica Roche/Hitachi. El método se
basa en un test colorimétrico, donde el colesterol de la muestra se determina

enzimaticamente por las enzimas colesterol esterasa y colesterol oxidasa.

Los ésteres de colesterol se desdoblan por accion de la colesterol esterasa
(CE), a colesterol libre y acidos grasos. La colesterol oxidasa (CO) cataliza luego la

oxidacién del colesterol a colest-4-en-3-ona y perdxido de hidrégeno.

Bajo la accidn catalitica de la peroxidasa (PO), el peréxido de hidrédgeno
formado reacciona con la 4-aminofenazona y el fenol para formar un colorante
rojo cuya intensidad es directamente proporcional a la concentraciéon de

colesterol, que se puede medir fotométricamente. El analizador calcula
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automaticamente la concentracidon del analito en cada muestra (mg/dL).

6.1.2.2.2. Triglicéridos

La concentracién de triglicéridos se calculd utilizando un kit enzimatico
adecuado para el analizador automatico de quimica clinica Roche/Hitachi. El
método se basa en un test colorimétrico, donde los triglicéridos de la muestra se
determinan enzimdticamente por las enzimas lipasa lipoproteica, glicerol kinasa y

glicerol fosfato oxidasa.

Los triglicéridos se desdoblan, por la accién de la lipasa pancredtica, a
glicerol y acidos grasos. En presencia de magnesio, el glicerol libre se fosforila por
la glicerol kinasa (GK) a glicerol-3-fosfato y en presencia de oxigeno; el glicerol-3-
fosfato se oxida por la glicerol fosfato oxidasa (GPO) a dihidroxiacetona y

peroxido de hidrogeno.

Bajo la accidn catalitica de la peroxidasa (PO), el peréxido de hidrédgeno
formado reacciona con la 4-aminofenazona y el 4-clorofenol para formar un
colorante rojo cuya intensidad es directamente proporcional a la concentracion de
triglicéridos, que se puede medir fotométricamente. El analizador calcula

automaticamente la concentracion del analito en cada muestra (mg/dL).

6.1.2.2.3. Colesterol-HDL

La concentracién de colesterol-HDL se calculd utilizando un kit adecuado
para analizador automatico de quimica Roche/Hitachi. El método se basa en un
test colorimétrico, donde el colesterol-HDL de la muestra se determina
enzimdticamente por las enzimas colesterol esterasa y colesterol oxidasa

acopladas a polietilenglicol (PEG) a los grupos aminicos.

En presencia del sulfato de magnesio, el sulfato de dextrano forma
complejos solubles en agua con las particulas HDL, VLDL y quilomicrones
(selectivamente en ese orden) otorgandoles una mayor reactividad frente a las

enzimas modificadas por PEG.

A continuacion la PEG-colesterol esterasa (PEG-CE) provoca el
desdoblamiento de los ésteres de colesterol-HDL a colesterol-HDL libre y 4cidos

grasos. En presencia de oxigeno, el colesterol-HDL se oxida por la PEG-colesterol
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oxidasa (PEG-CO) a A4-colestenona y peroxido de hidrogeno.

Bajo la accidn catalitica de la peroxidasa (PO), el perdxido de hidrogeno
formado reacciona con la 4-amino-antipirina y el HSDA para formar un colorante
azul-purpureo. La intensidad del colorante es directamente proporcional a la
concentracion de colesterol-HDL, que se puede medir fotométricamente. El

analizador calcula automaticamente la concentracion del analito en cada muestra
(mg/dL).

6.1.2.2.4. Colesterol-LDL

Por ultimo la concentraciéon de colesterol-LDL se calculd aplicando la

férmula de Friedewald:

LDL=CT- HDL—ZG

CT: colesterol total
HDL.: colesterol HDL

TG: triglicéridos

6.1.2.2.5. Albtimina.

Se analizé mediante un test colorimétrico en que la albimina reacciona con
el colorante anidnico verde de bromocresol (BCG) formando un complejo azul

verdoso a pH=4.1.

La intensidad del colorante azul verdoso es directamente proporcional a la

concentracion de albimina y se mide mediante la espectrofotometria (266).

6.1.2.2.6. Homocisteina.

La mayor parte de la homocisteina plasmatica se encuentra unida a otros
compuestos: unida a la albumina, en forma homocisteina-disulfito, y en forma
mixta de disulfito con cisteina. Antes de llevar a cabo la determinacién de

homocisteina es necesario generar homocisteina libre por reduccién.

Los niveles de homocisteina se midieron en un analizador BN ProSpec ®

(de acuerdo con el protocolo suministrado en el kit de Siemens N Latex HCY
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OPAX 03).

La homocisteina y las formas de homocisteina presentes en la muestra se
reducen y forman homocisteina libre utilizando el ditiotreitol (DTT). La
homocisteina libre se convierte en SAH (S-adenosil-L-homocisteina) utilizando la
SAH hidrolasa y exceso de adenosina. Por tltimo, se produce la fase de inmuno-
precipitacion, con formacion de inmunocomplejos solubles, cuya concentracion es
directamente proporcional a la concentracion de homocisteina en la muestra
(267).

6.1.2.2.7. Proteina C-Reactiva

La Proteina C-Reactiva se analizdo mediante inmunoensayo turbidimétrico
(PETIA) que utiliza particulas de latex recubiertas con un anticuerpo anti-Proteina

C-Reactiva (AbPR) que se agregan en presencia de esta molécula en la muestra.

El aumento de turbidez que acompana a la agregacion es proporcional a la

concentracion de PCR y se mide a 340 nm (268).
Los reactivos utilizados, listos para su uso, son:

] Pocillos 1-3 (liquido): particulas recubiertas con anti-PCR, glicina, SDS,

inhibidores microbianos (0.3 mg/mL-origen cabra).

] Pocillos 4-6 (liquido): tampdn, PEG, inhibidores microbianos-98 mM.

6.1.2.2.8. LDL oxidadas.

Las lipoproteinas LDL oxidadas fueron analizadas mediante un ensayo
ELISA en muestras de suero sanguineo. Ensayo: las muestras que contienen las
LDL oxidadas se distribuyen en los pocillos de una microplaca que se encuentra
recubierta con anticuerpos de alta afinidad. Durante el primer periodo de
incubacién, los anticuerpos inmovilizados en la pared de los pocillos capturan al
antigeno que se encuentra en las muestras. Después de lavar, los componentes no

ligados de las muestras son eliminados.

A continuacion es afiadido a cada uno de los pocillos un anticuerpo
conjugado con peroxidasa. La tetrametilbenzidina (TMB) se utiliza como sustrato
para la peroxidasa. Por ultimo, se agrega una solucion acida para dar por

finalizada la reaccion.
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La intensidad del color amarillo que se genera es directamente proporcional
a la concentracion de LDL oxidada de la muestra. Para finalizar la absorbancia se
mide a 450 nm (269).

6.2. INFLUENCIA DE LA INGESTA DE UN BEBIDA ANTIOXIDANTE SOBRE EL PERFIL
LIPIDICO Y LA GLUCEMIA DE PACIENTES CON SINDROME METABOLICO RESPECTO A UN
GRUPO DE POBLACION SANA

Cuando comparamos el perfil lipidico de los dos grupos de estudio,
encontramos en los niveles basales diferencias significativas (p < 0.05) entre los
valores medios de triglicéridos del GC y los pacientes con SM, sin embargo, los
niveles de HCL-c y LDL-c y colesterol total fueron similares en ambos grupos
(Tabla 6.1.).

En algunos trabajos, de la misma manera que sucede en el nuestro, se ha
observado una elevaciéon de los valores de triglicéridos plasmaticos, en
pacientes con SM respecto de la poblaciéon control. Ademads, algunos
investigadores han encontrado diferencias significativas en los niveles basales
de HDL-c, LDL-c y los niveles de colesterol en plasma en pacientes con SM en

comparacion a la poblacion sana (270, 271, 272, 273).

Sin embargo, en otros estudios, de la misma manera que en el nuestro, no
se han encontrado diferencias significativas en los niveles de HDL-c, LDL-c y
colesterol total en ambos grupos, control y pacientes con SM. Esta disparidad en
los resultados puede ser debida a la gran variabilidad interindividual que existe,

incluso dentro de un grupo de pacientes con la misma patologia (271).

También se han hallado diferencias significativas en los niveles medios de
glucosa plasmatica entre ambos grupos al inicio del estudio (Tabla 6.1.),

resultados que coinciden con los obtenidos por otros autores (272).

Llama la atencion que los valores de glucosa plasmatica, si bien en el GC
estan dentro de los limites de referencia para la poblacién sana (73.8-100.08
mg/dL), en el grupo de pacientes con SM encontramos unos valores medios de
glucosa plasmatica muy superiores al valor limite superior del intervalo de

referencia para individuos sanos (Tabla 6.1.).



136 JUANA BERNABE GARCIA

Tabla 6.1. Valores basales de los pardmetros

bioquimicos
Parametros GC SM
Gluc 96.2 £3.1 129.0 + 26.9%
CT 219.9+15.1 220.0+£9.0
TG 108.7 +14.5 153.8 +12.1*
HDL 62.8+6.7 57.5+9.6
LDL 129.5+10.1 139.9 £28.1

(*)Diferencias significativas entre el GC vs. pacientes
con SM, (p <0.05)

GC: grupo control, SM: pacientes con sindrome
metabdlico, Gluc: glucosa plasmatica (mg/dL), CT:
colesterol plasmatico (mg/dL), TG: triglicéridos
(mg/dL), HDL: lipoproteinas de alta densidad
(mg/dL), LDL: lipoproteinas de baja densidad (mg/dL)

Estos resultados coinciden con los obtenidos en otros estudios que
encuentran que el riesgo de padecer DM2 en pacientes con SM es de 3 a 5 veces
superior que en pacientes sanos. No en vano, algunos autores definen el SM como
una condicién patoldgica asociada a RI e hiperinsulinemia que presenta un alto
riesgo de desarrollar DM2 y ECV ateroesclerdtica (274, 275, 276).

La hiperglucemia es un factor de riesgo por si mismo que se asocia no sélo a
enfermedad microvascular, sino también a enfermedad vascular aterosclerdtica,
por mecanismos que incluyen la glucosilacion de proteinas de la pared arterial,
glucosilacion de lipoproteinas, acumulacién en los tejidos de los denominados
productos terminales de la glucosilacidn, incremento de los procesos oxidativos
de la pared arterial y alteraciones de la trombogénesis y de la funciéon endotelial
(277).
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El consumo del zumo de limon enriquecido con aronia no hace variar los
niveles de glucosa durante el periodo de estudio, no observandose modificaciones
en los valores de glucosa plasmaticos ni a los 3 ni a los 5 meses de ingesta del

zumo antioxidante en ninguno de los dos grupos de estudio (Figura 6.1.).
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Figura 6.1. Variacion de los valores de glucosa plasmatica durante
los cinco meses de estudio.

GC: grupo control, SM: pacientes con sindrome metabolico, P:
bebida placebo, B: bebida de estudio, VB: valores basales, 3M:
resultados a los 3 meses de estudio, 5M: resultados a los 5 meses de

estudio.

Sin embargo, después del consumo de la bebida antioxidante, si que se ha
observado una disminucion significativa (p < 0.05) de los niveles plasmaticos
medios de colesterol total, (Figura 6.2.) y LDL-c (Figura 6.3.) en pacientes con SM
respecto a los valores basales, aunque estos cambios no se han encontrado ni en el
GC, que también consumio la bebida antioxidante, ni en el grupo de pacientes con

SM que consumieron la bebida placebo.

El consumo de la bebida antioxidante tiene, por tanto, un efecto beneficioso

sobre los valores basales de colesterol plasmatico en pacientes con sindrome
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metabodlico, encontrando tras los cinco meses de ingesta, diferencias significativas
(p < 0.05) en los valores de colesterol plasmaticos entre los pacientes con sindrome
metabodlico que toman la bebida placebo y los que toman la bebida antioxidante
(Figura 6.2.).

Este efecto ha sido observado anteriormente, en pacientes también con SM
tratados con antocianinas de “Aronia Melanocarpa” (278), sin embargo no se
observan variaciones en los valores medios de colesterol plasmatico en el grupo
control durante el estudio, a pesar de que este grupo, de la misma manera que el
grupo con sindrome metabdlico, ingiere la bebida anterior. Tampoco se
observaron variaciones en el grupo con sindrome metabdlico que ingiere la

bebida placebo.
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Figura 6.2. Variacion de los valores de colesterol plasmatico durante
los cinco meses de estudio.

GC: grupo control, SM: pacientes con sindrome metabdlico, P:
bebida placebo, B: bebida de estudio, VB: valores basales, 3M:
resultados a los 3 meses de estudio, 5M: resultados a los 5 meses de

estudio.

Este efecto ha sido observado anteriormente, en pacientes también con

sindrome metabdlico tratados con antocianinas de “Aronia Melanocarpa” (278), sin
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embargo no se observan variaciones en los valores medios de colesterol
plasmatico en el grupo control durante el estudio, a pesar de que este grupo, de la
misma manera que el grupo con SM, ingiere la bebida anterior. Tampoco se

observaron variaciones en el grupo con SM que ingiere la bebida placebo.

Encontramos que el zumo antioxidante tiene un efecto beneficioso
igualmente sobre los valores basales de LDL-c en pacientes con SM, aunque de la
misma manera que sucedia con los valores de colesterol total, los valores de LDL-
¢, no se ven afectados por la ingesta del zumo antioxidante en el GC ni por la
bebida placebo en el grupo de pacientes con SM. Al final del estudio se hallaron
diferencias significativas en los valores de c-LDL entre los pacientes con SM que

consume la bebida rica en antioxidantes y los que consumen la bebida placebo.
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Figura 6.3. Variacién de los valores de LDL-c durante los cinco
meses de estudio.

GC: grupo control, SM: pacientes con sindrome metabdlico, P:
bebida placebo, B: bebida de estudio, VB: valores basales, 3M:
resultados a los 3 meses de estudio, 5M: resultados a los 5 meses de
estudio.

Este efecto que nosotros observamos tras la ingesta del zumo antioxidante,

ha sido observado anteriormente en pacientes también con SM tratados con
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antocianinas de “Aronia Melanocarpa” (278). Estos autores también encontraron
variaciones significativas en el resto de los parametros del perfil lipidico y en
los niveles de glucosa plasmatica, aunque nosotros no encontramos estas
variaciones significativas en los valores de c-HDL, en ninguno de los grupos
de estudio (SMy GC), después del consumo de la bebida placebo o del zumo

de limén enriquecido con aronia. (Figura 6.4.).
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Figura 6.4. Variacion de los valores de HDL -c durante los cinco
meses de estudio.

GC: grupo control, SM: pacientes con sindrome metabolico, P:
bebida placebo, B: bebida de estudio, VB: valores basales, 3M:
resultados a los 3 meses de estudio, 5M: resultados a los 5 meses de
estudio.

Tampoco encontramos tras los cinco meses de estudio diferencias entre los
niveles de triglicéridos basales y finales en ninguno de los dos grupos (GC y
pacientes con SM) y con ninguna de las dos bebidas (bebida antioxidante y
bebida placebo). Se mantienen asi las diferencias significativas en los niveles
de triglicéridos encontrados al comienzo del estudio entre el GC y los pacientes
con SM. (Figura 6.5.).
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Figura 6.5. Variacién de los valores de triglicéridos plasmaticos
durante los cinco meses de estudio.

GC: grupo control, SM: pacientes con sindrome metabdlico, P:
bebida placebo, B: bebida de estudio, VB: valores basales, 3M:
resultados a los 3 meses de estudio, 5M: resultados a los 5 meses de
estudio.

6.3. INFLUENCIA DE LA INGESTA DE UNA BEBIDA ANTIOXIDANTE SOBRE LA OXIDACION
DE LAS LDL EN PACIENTES CON SINDROME METABOLICO RESPECTO A UN GRUPO DE
POBLACION SANA

Aunque como se ha comentado anteriormente, los valores de LDL entre los
dos grupos de estudio no mostraban diferencias significativas, si que
encontramos que los valores de LDL oxidadas eran inicialmente mayores en
pacientes con SM en comparacion con el GC (96.0 + 4.1 U/L vs. 86.2 = 3.9 U/L)

encontrando diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

Las LDL oxidadas estan implicadas en la iniciacion y progresién de la
aterosclerosis, y estan elevadas en las personas con alto riesgo de enfermedad
cardiovascular. La oxidacion de las LDL aumenta la producciéon de triglicéridos

mediante la induccién de la expresion de la lipoproteina lipasa y mediante la
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induccién de la acumulacion de acidos grasos en los adipocitos (279, 280).

Después de cinco meses de consumo de la bebida antioxidante, los valores
de LDL oxidadas descendieron significativamente (p < 0.05) respecto a los valores
iniciales en el grupo de pacientes con SM (87.4 £ 5.0 U/L vs. 96.0 + 4.1 U/L,
respectivamente). Sin embargo, esta disminucién no se produjo en los pacientes
del GC que consumieron la bebida (Figura 6.1.), encontrando a los cinco meses de
ingesta practicamente los mismos valores de LDL oxidadas que al comienzo del
estudio (85.18 £ 2.6 U/L).

Tampoco observamos ningin cambio en los valores de LDL oxidadas en el
grupo de pacientes con SM que consumieron la bebida placebo durante los cinco

meses de estudio (Figura 6.6.).

120 4

100 -

80

60

LDL-ox {U/L)

——GC
coome SM-B
SM-P

40

20

0 | |
VB 3M 5M

Figura 6.6. Variaciones de las LDL oxidadas tras el consumo de

la bebida antioxidante

GC: grupo control, SM: pacientes con sindrome metabolico, P:
bebida placebo, B: bebida de estudio, VB: valores basales, 3M:
resultados a los 3 meses de estudio, 5M: resultados a los 5
meses de estudio.

Algunos autores han constatado la presencia de valores de oxidacién
de las LDL mds altos en pacientes con SM en comparacion con la

poblaciéon sana, y nuestros resultados estan de acuerdo con ellos (281, 282).
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Existen estudios (283, 284, 285) que como en nuestro caso encuentran unos
niveles superiores de LDL oxidadas en pacientes con hiperglucemia. Esta
asociacion entre las LDL oxidadas y la hiperglucemia podria ser debida a la
reduccién de las LDL oxidadas sobre la senalizacion de la insulina y la absorcion
de glucosa. Por otra parte, ox-LDL causa la muerte de (-células islote en el
pancreas. La hiperglucemia asociada a un aumento de la oxidacion de las LDL

disminuye las propiedades antioxidantes de la albtimina de suero.

Las LDL oxidadas podrian producir al mismo tiempo un descenso en el
almacenamiento de triglicéridos, lo que justificaria en parte las diferencias
significativas encontradas también en la concentracion de triglicéridos

plasmaticos entre ambos grupos de estudio (286).

Chokeberry (“Aronia  Melanocarpa”) contiene  compuestos fendlicos
incluyendo procianidinas, antocianinas y dacidos fendlicos, y se afirma que
es beneficioso en los trastornos o enfermedades asociadas con el estrés
oxidativo. Estos beneficios han sido mostrados en estudios preclinicos tanto
en condiciones “in vitro” como “in vivo”. Estos compuestos presentes en las
bayas de aronia constituyen una fuente natural de potentes antioxidantes y
algunos trabajos describen los efectos de aronia sobre la oxidacion de LDL
y la implicacidon de la vitamina C en la proteccion de la oxidacién de las
LDL oxidacion mediada por la homocisteina (287, 288, 289).

De la misma manera que nosotros hemos encontrado una disminucion
significativa del LDL oxidadas en pacientes con SM tras cinco meses de
consumo, otros autores encuentran este descenso tras la administracion de
una dieta rica en antioxidantes (vitaminas E y C) en pacientes adultos
mayores (272, 290).

6.4. INFLUENCIA DE LA INGESTA DE UNA BEBIDA ANTIOXIDANTE SOBRE LOS NIVELES
DE HOMOCISTEINA PLASMATICA EN PACIENTES CON SINDROME METABOLICO
RESPECTO A UN GRUPO DE POBLACION SANA

La hiperhomocisteinemia parece tener multiples acciones que pueden tener

efectos negativos sobre el sistema vascular, entre los que se incluyen:
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citotoxicidad endotelial, aumento de la agregacidon plaquetaria, aumento de la
activacion del sistema de coagulacion, y la estimulacion de la proliferacion de
células del musculo liso vascular. La evidencia experimental y clinica sugiere que
la hiperhomocisteinemia moderada puede predisponer ademas, a la disfuncion
endotelial a través de un mecanismo que implica la generaciéon de especies de
oxigeno reactivas. La elevacidon de la homocisteina plasmatica esta asociada, por

tanto, al riesgo aterogénico y trombogénico (291, 292, 293).

Los niveles de homocisteina total (tHcy) fueron mayores inicialmente en el
grupo con SM (11.12 £ 0.16 mmol/L) que en el grupo control (10.78 + 0.6 mmol/L),
aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (Figura 6.7.).
Estos resultados no coinciden con los encontrados por otros autores también en
pacientes son sindrome metabdlico, en los que encuentran niveles de
homocisteina plasmaticos significativamente mayores en los pacientes con
sindrome metabdlico que en los voluntarios sanos, sin embargo, en nuestro
estudio estas diferencias no fueron estadisticamente significativas entre ambos
grupos.
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Figura 6.7. Variaciones de la homocisteina plasmatica tras el
consumo de la bebida antioxidante

GC: grupo control, SM: pacientes con sindrome metabolico, P:
bebida placebo, B: bebida de estudio, VB: valores basales, 3M:

resultados a los 3 meses de estudio, 5M: resultados a los 5 meses
de estudio.
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En ambos grupos los niveles de homocisteina fueron mayores en hombres
que en mujeres, encontrando diferencias significativas sélo en los pacientes con
SM: hombres 11.9 + 0.17 mmol/L, mujeres 10.3 + 0.15 mmol/L. En el GC los niveles
de homocisteina en los hombres son 11.7 + 1.0 mmol/L y en las mujeres 10.36 +
0.85 mmol/L.

En pacientes con SM después del consumo del zumo rico en antioxidante
durante 3 y 5 meses se produjo una disminucién significativa de la homocisteina
plasmatica respecto a los valores basales. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas al comparar los valores basales de homocisteina con los
obtenidos tras 3 y 5 meses de consumo de la bebida placebo. También se observa
una ligera disminuciéon en comparacion con los valores basales en los niveles de
homocisteina en el GC, aunque en este caso no se han observado diferencias

significativas tras el periodo de 3 y 5 meses de ingesta de la bebida (Figura 6.2.).

Skoczynska et al 2007, encontraron una disminucién moderada pero
significativa de los valores de homocisteina en hombres con hipercolesterolemia
leve después de la ingesta de zumo de aronia, y se observé un efecto beneficioso
sobre los niveles de homocisteina en pacientes con SM después del consumo de la
bebida antioxidante para 3 y 5 meses cuando se compararon con los obtenidos

tras el consumo durante el mismo periodo de tiempo de una bebida placebo (294).

6.5. INFLUENCIA DE LA INGESTA DE UNA BEBIDA ANTIOXIDANTE SOBRE LA PROTEINA
C-REACTIVA COMO MARCADOR DE INFLAMACION EN PACIENTES CON SINDROME
METABOLICO RESPECTO A UN GRUPO DE POBLACION SANA

La asociaciéon entre el SM y la inflamacién estd bien documentada.
Actualmente, la proteina C-reactiva se considera un excelente marcador de
prediccidon de SM y riesgo cardiovascular con independencia de la edad, habito al

tabaco, obesidad, presion arterial, perfil lipidico o etnia (295).

La PCR es una proteina de fase aguda, altamente sensible como un
marcador de la inflamacion general. La PCR induce la produccién de otras células
inflamatorias y la disminucién de la expresion de la sintasa de dxido nitrico, de

manera que desde el punto de vista bioldgico, la PCR esta involucrada en el
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proceso aterogénico, asi como también con otros componentes del SM como la
insulina en ayunas, la microalbuminuria, y la alteracion de la fibrindlisis. En los
adultos los valores de PCR detectados mediante técnicas ultrasensibles se asocian
con factores de riesgo tradicionales y su concentracion predice eventos
cardiovasculares (296, 297).

Rao et al. (278) observaron que en pacientes con SM, de entre todos los
biomarcadores inflamatorios y marcadores de estrés oxidativo estudiados, la PCR
y los valores de LDL-ox fueron los dos pardmetros que con mayor acierto

identificaron los individuos con riesgo de desarrollar SM (298).

En nuestro estudio hemos encontrado diferencias significativas en los
valores medios de PCR entre los dos grupos (CG y SM) con valores medios
basales de 0.22 + 0.09 mg/dL en pacientes del GC, y 0.53 + 0.08 mg/dL en
pacientes con SM (Figura 6.3.). Pese a que encontramos estas diferencias, en
ninguno de los dos grupos, control y pacientes con SM, los valores encontrados

para PCR se consideran indicativos de riesgo cardiovascular alto.

Otros estudios encontraron también valores mas altos de PCR en pacientes

con SM que en poblacién sana (299, 300).

Después de cinco meses de consumo de bebida antioxidante se encontraron
diferencias significativas (p < 0.05) en los valores de PCR (0.17 + 0.01 mg/mL) en
comparacion con el valor basal en los pacientes con SM, sin embargo, no se
observaron cambios significativos en el grupo control y en los pacientes con
sindrome metabolico tras la ingesta de la bebida placebo después de cinco meses
de estudio (Figura 6.8.).

Estudios anteriores han encontrado que la ingesta de antioxidantes parece
tener un efecto positivo sobre los valores de PCR. Nosotros apoyamos estos
resultados con los nuestros, ya que aunque los valores de PCR no eran indicativos
de RCV al comienzo del estudio, tras la ingesta de la bebida antioxidante los
valores de PCR que inicialmente eran mayores en el grupo con sindrome
metabolico, se igualan a los del GC (301, 302).

La inflamacion y el estrés oxidativo juegan un papel critico en las ECV. El
SM se produce a menudo con coincidencia de ambas variables, aumentando el

RCV de los pacientes. La administracién de bebida antioxidante ha demostrado
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tener efectos beneficiosos sobre algunos parametros del perfil lipidico, con una
reduccidn beneficiosa de colesterol plasmatico, HDL-c y LDL-c en el SM respecto
a los valores basales, también, encontramos mejoré ox-LDL, PCR y Hcys después

de cinco meses de consumo.
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Figura 6.8. Variaciones de la PCR tras consumo de la bebida (B)

GC: grupo control, SM: pacientes con sindrome metabdlico, P:
bebida placebo, B: bebida de estudio, VB: valores basales, 3M:
resultados a los 3 meses de estudio, 5M: resultados a los 5 meses de

estudio.

Considerando que no se encontraron cambios significativos en estos
parametros cuando el grupo de pacientes con sindrome metabdlico consumi6 la
bebida placebo y en el grupo de voluntarios sanos (GC).

Aungque se necesitan mds investigaciones en esta area, es interesante notar
que el zumo de fruta natural puede tener un efecto beneficioso en el corto y

medio plazo en los parametros bioquimicos predictivos de ECV.
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7. EFECTO DE UNA BEBIDA ANTIOXIDANTE SOBRE EL ESTADO
ANTIOXIDANTE Y BIOMARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO

7.1. INTRODUCCION

La vida sedentaria y el consumo elevado de calorias son las causas mas
importantes del incremento de la prevalencia del SM (303). El SM es uno de los
mayores problemas de salud publica y se caracteriza por una alteracion del
estado oxidativo y por una inflamacion subclinica, ambos responsables del

desarrollo de la aterosclerosis (304, 305).

El estrés oxidativo se relaciona con la etiologia de un gran ntiimero de
enfermedades cronicas, entre las que se encuentra el SM y con el envejecimiento
en general (306). Ademads el estrés oxidativo asociado al SM contribuye al
desarrollo de la enfermedad (307). Sin embargo no todos los autores coinciden en

la presencia de estrés oxidativo en el SM (308).

La insulinorresistencia esta relacionada con el estrés oxidativo (EO) (309). Se
plantea que el EO puede inducir insulinorresistencia al provocar fosforilacion de
los receptores de insulina (310). Otros autores han postulado que los mecanismos
antioxidantes serian los responsables del deterioro de la accién de la insulina
(311). Se senala el papel del EO sobre la insulinorresistencia a través de las
citoquinas pro-inflamatorias, cuyos niveles se encuentran elevados en el SM. La
activacion del sistema renina, angiontensina, aldosterona también se involucra en

la produccion del EO y el consiguiente dafio endotelial en el SM (312).

Esposito et al. (313) observaron que pacientes con SM presentan estrés
oxidativo asociado con un incremento de la resistencia a la insulina y una
disfuncion endotelial. Estas alteraciones pueden aumentar los desordenes

metabolicos y vasculares (314, 315).

7.2. OBJETIVOS

. Analizar el estado antioxidante (superdoxido dismutasa, glutation
peroxidasa y glutation reductasa) y diferentes biomarcadores de estrés oxidativo
(oxidacion de DNA, oxidacién de proteinas, oxidacion de lipidos, LDL-oxidadas y

cociente glutation reducido/glutation oxidado), en pacientes con SM comparados
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con un grupo control.

" Analizar el efecto de una bebida con zumo de limén y aronia (B) sobre el

estado antioxidante y los biomarcadores de estrés oxidativo descritos.

La muestra poblacional y el disefio del estudio se han descrito en el

capitulo 4.

7.3. MATERIAL Y METODOS

7.3.1. Marcadores del estado antioxidante

7.3.1.1. Estado antioxidante total.

El Estado Antioxidante Total (TAS) ha sido cuantificado por el método
ORAC.

Es el tinico método que combina en un solo valor el tiempo y velocidad de
inhibiciéon del dafio oxidativo y proporciona una orientacion aproximada de la

capacidad antioxidante de los alimentos en el organismo.

Con este ensayo se mide la degradacion oxidativa de la fluoresceina al ser
atacada por el 2,2'-azobis (2 amidinopropane) dihidro-clorido (AAPH) (316). Este
método se basa en la diferente emision fluorescente de la B-PE en el proceso de
oxidacién inducido por el radical AAPH (317).

El método ORAC cuantifica la capacidad antioxidante como el area de
proteccion neta en la curva de disminucién de fluorescencia en presencia de un
antioxidante. Por tanto, surge el concepto de integracion al considerar esta drea
neta reflejando a la vez el tiempo (rapidez) y la extension (cantidad) en la

capacidad antioxidante (disminucién de la emision fluorescente).

La solucidén stock de fluoresceina (FL) (4 uM) se realizé en tampon fosfato
sodico 75 mM pH 7.4 y se conservo a -20 °C durante un maximo de cuatro
semanas. La solucién de FL se prepar6 en tampon fosfato sddico mediante una

dilucion de la disolucidén stock, a una concentracidon final de 6 mM.

La concentracion de la disolucién stock de acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-

tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox C) utilizada para la elaboracion de la recta
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patrén fue de 0.25 mM y se prepard en tampon fosfato sédico 75 mM, pH 7.4. El

suero se diluy6 en tampon fosfato sédico 75 mM pH 7.4.

El radical AAPH se prepard diariamente a una concentracion 127 mM en

tampon fosfato sddico 75 mM, pH 7.4.

Las medidas de capacidad antioxidante por el método ORAC-FL se llevaron
a cabo en un lector de microplacas Synergy HT multi-detecmicroplatereader de
Biotek Instruments, Inc (Winooski, VT, USA), utilizando placas de 96 pocillos de
poliestireno con paredes negras y fondo transparente de Nalge Nunc
International (Roskilde, Denmark). La fluorescencia de las muestras se leyo por el
fondo claro de la placa, usando una longitud de onda de excitacion de 485/20 nm,
y un filtro de emisiéon de 528/20 nm. El lector de placas fue controlado por el

software KC4, version 3.4.

La capacidad de absorcién del radical se determiné por el método descrito
por Davalos et al. (318) con ligeras modificaciones (319). La reaccion se llevé a
cabo en tampodn fosfato sédico 75 mM, pH 7.4, en un volumen final de 200 uL,
compuesto por 100 pL de solucién de FL (con una concentracion final de 3 nM), 0-
70 puL de bebida antioxidante, 30 uL. de AAPH (con una concentracion final de 19
mM) y el resto, hasta completar los 200 pL, tampdn fosfato sodico 75 mM, pH 7.4.

La mezcla de reactivos en ausencia del radical AAPH se incub6 durante 30
minutos a 37 °C, dispensando inmediatamente después la solucién del radical,
usando para ello una pipeta multicanal. Seguidamente la microplaca se coloco en
el lector y la fluorescencia fue registrada cada segundo y cada 14 segundos
durante 2 horas. La microplaca se agité automaticamente antes de cada lectura.
En cada ensayo se realiz6 un blanco que contenia FL y AAPH con tampon fosfato
sodico. Se realizd una recta de calibrado con 8 concentraciones diferentes de
Trolox, resultando la ecuaciéon y = 1.427x + 0.04 (r2 = 0.9959).

7.3.1.2. Enzimas antioxidantes

7.3.1.2.1. Glutation peroxidasa

La glutation peroxidasa (GPx) cataliza la oxidacion del glutation (GSH) por
el hidroperoxido de cumeno. La glutation reductasa (GR) y NADPH es

inmediatamente convertida en su forma reducida con wuna oxidacion
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concomitante de NADPH en NADP*. Se mide la disminucion de la absorbancia a
340 nm. (320). Para los analisis se utiliz6 el kit RS 504 (laboratorios Randox).

2GSH + ROOH —% -5 ROH +GSSG + H ,0
GSSH + NADPH +H*®—%_s NADPH * + 2GSG

Se utiliza sangre heparinizada por lo que se recomienda el reactivo de
Drabkin para su dilucion debido a que la presencia de peroxidasas en la sangre
humana puede conducir a falsos resultados (mas elevados). La adicion de cianuro

sirve para inhibir esta interferencia positiva.

La concentracion de glutation peroxidasa se calcula a partir de la siguiente

férmula:

u _ .
T de hemolisado = 8412* AA 340 n%in

Los resultados se expresan finalmente en U/g Hb (unidades enzimaticas/g

de hemoglobina) calculados a través de la siguiente férmula:

Valor de la muestra = Unidades pr100m+g Hb// dL

7.3.1.2.2. Glutation reductasa

La glutation reductasa (GR) cataliza la reducciéon del glutation (GSSG) en
presencia de NADPH, el cual es oxidado a NADP*. Se mide la disminucion de la
absorbancia a 340 nm. Para los analisis se utiliz6 el kit GR 2368 suministrado por
laboratorios Randox (321).

NADPH + H* +GSSG —S& NADP * + 2GSH

Se centrifuga 0.5 mL de sangre total durante 5 minutos a 2000 r.p.m. y se
elimina el plasma lavando tres veces (resuspendiendo en una solucion de NaCl al
0.9% y centrifugando 5 minutos a 2000 r.p.m. cada vez). A continuacion se lisan

las células resuspendiéndolas en 0.5 mL de agua bidestilada fria, se dejan 10



154 JUANA BERNABE GARCIA

minutos entre 2 y 8 °C y se centrifuga el lisado durante 5 minutos a 2000 r.p.m.

Finalmente se diluyen 100 puL de lisado con 1.9 mL de NaCl al 0.9% y se analiza.

Para el calculo de resultados debemos conocer los valores de hemoglobina

del individuo. La concentracién de GR se calcula a partir de la siguiente féormula:

M _ 4983 x AA 340 ML
L min

7.3.1.2.3. Superoxido dismutasa

La funcién de la superdxido dismutasa (SOD) es acelerar la dismutacion de
un radical tdxico, el radical superdxido (O: -), producido durante un proceso
oxidativo enérgico, en perdxido de hidrogeno y oxigeno molecular (322). Para los

analisis se utilizo el kit SD 125 suministrado por laboratorios Randox.

Este método emplea xantina y xatin oxidasa (XOD) para formar radicales
superdxido, los cuales reaccionan con cloruro de 2-(yodofenil)-3(4-nitrofenol)-5-
fenil tetrazolio (LN.T.) para formar un colorante formazan rojo. Se mide la
actividad de la superéxido dismutasa espectrofotométricamente por el grado de

inhibicién de esta reaccion.

Xantina —X%2— Acido irico + O,

[.N.T.—22— colorante formazdn

O, +0, +2H" 22 ,0,+H,0,

Se utilizan muestras de sangre entera heparinizada o con EDTA. Para ello se
centrifugan 0.5 mL de sangre entera durante 10 minutos a 3000 r.p.m. y después
se lavan los eritrocitos cuatro veces (con solucién Na CI al 0.9% centrifugando
después de cada lavado). El lavado de eritrocitos se completa con agua
bidestilada fria, se mezcla y se deja reposar durante 14 minutos a 4 °C. Finalmente

el lisado se diluye con Tampdn Fosfato pH 7.0.

La concentracidon de superdxido dismutasa se calcula a partir de la siguiente

férmula:
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A —-A ,
2 1 ﬂide patron o de muestra
3 min

Todos los indices tanto de los patrones como de las muestras diluidas deben
ser convertidos en porcentajes del indice del blanco y sustraidos del 100% para

obtener un porcentaje de inhibicion:

100 - (AA PO/ +100)

min

= Y%inhibicion
AASL
%nin

100 —(AA muestr%ﬂ.n* 100)

= %inhibicion
AASL
Aiin

Se utiliza el porcentaje de inhibicion de la muestra para obtener las

unidades de SOD de la curva patrén segtin:

UU de SOD /mL de sangre entera =
=UU de SOD en la curva patron /mL x factor de dilucién

Los resultados finales se expresan en U/g Hb conseguidos a través de la

siguiente formula, una vez conocidos los gramos de hemoglobina del individuo.

Hb

Unidades SOD
%L = Unidades de SOIy de hemoglobin a
8/ mL g

7.3.2. Biomarcadores de estrés oxidativo

7.3.2.1. 8-Hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG). Marcador de oxidacion al DNA

Se analizé a través de un ensayo competitivo por absorcién ligado a
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enzimas (ELISA) en suero. Para su andlisis se utilizd el kit KOG-200SE
suministrado por JaICA (Japan Institute for the Control of Aging). Se ha seguido
el siguiente protocolo: a) Se afiade el anticuerpo primario y la muestra a la placa
de 96 pocillos (el anticuerpo primario reacciona competitivamente con la 8-
OHAdG de la placa y de la muestra, por lo tanto cuanta mas concentracion de 8-
OHdG haya en la muestra, menos union habra entre el anticuerpo primario y la 8-
OHJdG de la placa), b) se lava la placa para eliminar los anticuerpos que se han
unido a la muestra, c) se afade a la placa el anticuerpo secundario que se unira
con el anticuerpo primario que queda en la placa, d) se vuelve a lavar la placa
para eliminar el anticuerpo secundario que queda sin unir, f) se adiciona la
solucion cromoégena. El color se desarrollard en proporcion a la cantidad de
anticuerpo unido a la placa. Al terminar la reaccion se mide la absorbancia a
450 nm (323).

7.3.2.2. Grupos carbonilo. Marcadores de oxidacidn proteica

Se analiza mediante un ensayo ELISA en muestras de suero sanguineo. Para
el andlisis se ha utilizado el kit PCKIT P081 suministrado por Bio Cell

Corporation Limited.

La concentraciéon de grupos carbonilo en una muestra proteica se determina
por derivatizacion con dinitrofenihidracina (DNP). El método ELISA permite
medir cuantitativamente grupos carbonilo en cantidades de microgramos de
proteina. El principio del ensayo es el siguiente: las proteinas de la muestra
reaccionan con el DNP, quedando el DNP-proteina ligada a la placa ELISA. El
DNP no conjugado y los constituyentes no proteicos son eliminados mediante un
lavado. A continuacion la DNP-proteina absorbida reacciona con el anti-DNP-
biotin anticuerpo y se une la estreptavidina HRP a este complejo. Posteriormente
se afade el agente cromatico que contiene perdxido, el cual cataliza la oxidacion

produciendo color. Para finalizar se mide la absorbancia a 450 nm (324).

7.3.2.3. Isoprostanos. Marcadores de oxidacion lipidica

Los isoprostanos son sustancias similares a las prostaglandinas y son

producidos por la peroxidacion de las lipoproteinas por los radicales libres.

Los isoprostanos fueron analizados mediante un ensayo competitivo ELISA
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en muestras de orina. Para su andlisis se utiliz6 el kit EA 85 suministrado por
Oxfor Biomedical Research. Se determinan los niveles de 15-isoprostanos Fa (el
isoprostano mejor caracterizado) en muestra de orina. Las muestras se mezclan
con un tampon que elimina las interferencias debido a una uniéon no especifica.
E15-isoprostano Fz: de las muestras compite con el 15-isoprostano Fa: conjugado
con peroxidasa de rdbano picante (HRP) por el anticuerpo policlonal especifico
para 15-isoprostanos Fa, que esta inmovilizado en la microplaca. La actividad de
la HRP da como resultado una coloraciéon cuando se anade el sustrato y la
intensidad de color serd proporcional a la cantidad de 15-isoprostano Fz: en la

muestra. Para finalizar medimos la absorbancia a 450 nm (325).

7.3.2.4. LDL oxidadas.

Las lipoproteinas LDL oxidadas fueron analizadas mediante un ensayo
ELISA en muestras de suero. Para su analisis se ha utilizado un kit 7810
suministrado por Immun Diagnostik. Ensayo: las muestras que contienen las LDL
oxidadas se distribuyen en los pocillos de la microplaca, la cual estd recubierta
con anticuerpos de alta afinidad. Durante el primer periodo de incubacién, los
anticuerpos inmovilizados en la pared de los pocillos capturan al antigeno que se
encuentra en las muestras. Después de lavar, los componentes no ligados de las
muestras son eliminados. A continuacion es afiadido a cada uno de los pocillos un
anticuerpo conjugado con peroxidasa. La tetrametilbenzidina (TMB) se utiliza
como sustrato para la peroxidasa. Por tultimo, se agrega una solucion 4cida para
dar por finalizada la reaccion. La intensidad del color amarillo que se genera es
directamente proporcional a la concentracién de LDL oxidada de la muestra. Para

finalizar la absorbancia se mide a 450 nm (326).

7.3.2.5. Cociente GSH/GSSG

El glutation reducido (GSH) es un tripéptido (y-Glutamilcisteinilglicina) con
un grupo tiol libre. Es un antioxidante que proporciona equivalentes reductores
a la enzima glutation peroxidasa, enzima que cataliza la reducciéon de
peroxidos lipidicos y perdxido de hidrogeno. Durante este proceso el GSH pasa

a GSSH, que es reciclado a glutation reducido por la enzima glutation
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reductasa y P-nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato (NADPH). Cuando las
células son expuestas a estrés oxidativo, la relacion GSH/GSSH disminuye como

consecuencia de la acumulacion de GSSH.

La determinaciéon GSH/GSSH se utiliza como indicador de estrés oxidativo

y para monitorizar la efectividad de intervenciones con antioxidantes.

Hemos utilizado el Kit OxisResearch TM. Bioxytech GSH/GSSH-412 TM. El
método utiliza el reactivo de Ellman (5-5’-ditiobis-2-acido nitrobenzoico o DTNB),
el cual reacciona con GSH para formar un producto detectable
espectrofotométricamente a 412 nm. El GSSH puede ser determinado por
reduccion de GSSH a GSH, el cual es determinado por la reaccidon con el reactivo

de Ellman.

El método de Tietz utiliza el cambio de color desarrollado durante la
reaccion y la velocidad de reaccion es proporcional a las concentraciones de GSH
y GSSH.

7.4. RESULTADOS

7.4.1. Estado antioxidante

7.4.1.1. Actividad antioxidante total

La actividad antioxidante total es superior en los pacientes con sindrome
metabodlico (1919.9 + 150 mM Trolox) que en el grupo control (1703.0 £ 122.7 mM
Trolox), observandose diferencias significativas (p < 0.05) (Tabla 7.1.). Estos
resultados no coinciden con los resultados observados por Demircan et al., (327)
que observaron valores inferiores en la actividad antioxidante total en pacientes
con sindrome metabolico y coinciden con los resultados observados por
diferentes autores (328, 329). No se observan diferencias significativas respecto al
sexo (p = 0.05), contrariamente a los resultados observados por Kaya et al., (330)
que observaron valores inferiores en la actividad antioxidante en hombres que en

mujeres.

Tras el consumo de la bebida antioxidante por los pacientes con sindrome

metabodlico durante cinco meses no se observan diferencias significativas en los
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valores de la actividad antioxidante total (1992.4 + 88.0 mM Trolox). El consumo
de una bebida placebo durante cinco meses no produce variaciones significativas
en la actividad antioxidante total (2028 = 130.4 mM Trolox) (Figura 7.1.).

En el grupo control, tras la ingesta de la bebida antioxidante durante cinco
meses se produce una aumento de la actividad antioxidante total, observandose

diferencias significativas respecto a los valores iniciales (p < 0.05) (Figura 7.1.).
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Figura 7.1. Actividad antioxidante (uM de Trolox) inicialmente y tras el
consumo de una bebida antioxidante (SM-B) o una bebida placebo (SM-
P), durante 5 meses, por pacientes con SM, comparados con un GC.

VB: valores basales, 5M: valores tras 5 meses de consumo de bebida
antioxidante (B), CG: grupo control, SM-B: pacientes con SM que
consumen la bebida antioxidante (B), SM-P: pacientes con SM que

consumen la bebida placebo (P).

(*) Diferencias significativas (p < 0.05) entre grupos SM y GC

(**) Diferencias significativas (p < 0.05) antes y después del consumo de bebida
antioxidante (SM-B) o placebo (SM-P)

Los compuesto fendlicos, mayoritarios en una gran variedad de bayas
incluyen acidos fenolicos, antocianos, flavonoles, proantocianidinas y estilbenos,

y presentan elevada actividad antioxidante “in vivo” e “in wvitro”. (331)
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Pilaczynska-Szczesniak et al., (332) observaron un aumento de la actividad
antioxidante tras la administracion de un extracto de antocianos procedente de

aronia negra en ensayos “in vitro” e “in vivo”.

7.4.1.2. Superdxido dismutasa

La enzima superoxido dismutasa presenta valores superiores en el grupo
control (947.8 + 27.2 Ug/Hg) que en pacientes con sindrome metabolico (853.8 +
25.4 Ug/Hg), al comienzo del estudio, observandose diferencias significativas
entre ambos grupos (Figura 7.2.). En ambos grupos analizados los valores son
superiores en mujeres que en hombres, sin embargo, estas diferencias no son
significativas a nivel estadistico (p = 0.05). Estos resultados coinciden con los
observados en otros estudios (333, 334). Sagar et al., (335), observan valores

medios inferiores de SOD en individuos con hipertension arterial
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Figura 7.2. Valores de la enzima SOD (U/g Hg), en el grupo control y
en los pacientes que han consumido la bebida antioxidante (B) durante
cinco meses.

GC: grupo control, SM-B: pacientes con SM que consumen la bebida
antioxidante (B), SM-P: pacientes con SM que consumen la bebida
placebo

(*) Diferencias significativas (p <0.05)

Sanchez-Rodriguez et al., (336) y Pizen et al.,, (337) observaron valores

similares en la actividad de la enzima SOD en el grupo control y en pacientes con
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sindrome metabdlico, resultados que no coinciden con los observados en nuestro

estudio.

Tras el consumo de una bebida antioxidante (B) por los pacientes con
sindrome metabdlico durante cinco meses, se encuentra un aumento de la
actividad de la enzima SOD de 853.8 £ 25.4 Ug/Hg a 1080.8 + 75.47 Ug/Hg,
observandose diferencias significativas (p < 0.05) (Figura 7.2.). Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Chen et al., (338) quienes encontraron un
aumento en la actividad de la enzima SOD tras el consumo de un suplemento de
vitamina C y por Broncel et al (339) después del consumo de un suplemento de

“Aronia Melanocarpa” en pacientes con sindrome metabdlico.

En el grupo control, tras el consumo de la bebida antioxidante no se
observan diferencias significativas en los valores de la enzima SOD (947.8 £ 27.2

Ug/Hg inicialmente y 942.5 + 22.2 tras 5 meses de consumo de la bebida (B).

El consumo de la bebida placebo (P) en los pacientes con sindrome

metabolico no modifica los valores de la enzima SOD (Figura 7.2.).

7.4.1.3. Glutation reductasa

Los valores medios de la enzima glutation reductasa (U/L) son superiores
en el grupo control que en los pacientes con sindrome metabdlico, observandose
diferencias significativas (grupo control: 59.5 £ 10.1 U/L y pacientes con sindrome
metabolico: 50.3 £ 8.2 U/L) (Tabla 7.1.).

En ambos grupos la media de los valores de la enzima glutation reductasa
es superior en las mujeres que en los hombres, siendo 56.3 + 7.5 U/L en hombres y
62.3 £11.3 U/L en mujeres en el grupo control y 47.8 £ 8.8 U/L en hombres y 52.2 +
7.3 U/L en mujeres en los pacientes con sindrome metabolico, no observandose

diferencias significativas (Tabla 7.1.).

Tras el consumo de la bebida antioxidante aumenta la actividad de la
enzima glutation reductasa tanto en el grupo control como en pacientes con

sindrome metabodlico, observandose diferencias significativas.

Tras la ingesta de la bebida placebo (P) por los pacientes con sindrome

metabdlico no se observan cambios en la actividad de la enzima glutation
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reductasa (Tabla 7.1.).

Tabla 7.1. Valores de la enzima glutation
reductasa (U/L) inicialmente y tras el
consumo de una bebida antioxidante (B) o
placebo (P) durante 5 meses.

Glutation reductasa

(U/L)
GC 59.3 +2.3*
Basal
SM 50.0+1.9
GC-B 60.3+1.4
5 meses | SM-P 545+1.9
SM-B 57.7+1.5

GC: grupo control, SM-B: pacientes con SM
que consumen la bebida antioxidante (B);
SM-P: pacientes con SM que consumen la
bebida placebo

(*) Diferencias significativas, (p <0.05)

7.4.1.4. Glutation peroxidasa

Los valores medios de la enzima glutation peroxidasa (U/L) al comienzo del
estudio son superiores en el grupo control que en los pacientes con sindrome

metabodlico, no observandose diferencias significativas entre ambos.

Se observa que en el grupo control, el valor medio de de glutation
peroxidasa es superior en los hombres (8565 £ 1957 U/L) que en las mujeres (7479
+ 1957 U/L), sin embargo en los pacientes con sindrome metabdlico es superior en
las mujeres (6979 + 1036.4 U/L en hombres y 7536.1 £ 1761.6 en mujeres) no

observandose diferencias significativas (Tabla 7.2.).

Varios autores (340, 341, 342) observaron valores inferiores de la enzima
glutation peroxidasa en pacientes con sindrome metabdlico, resultados que
coinciden con los observados en nuestro estudio. Sin embargo otros autores (339,
340) observan valores superiores en la actividad enzimatica de la glutation
peroxidasa en pacientes con sindrome metabdlico respecto a la poblacion sana

(337, 343).

Varios estudios (333, 334), han observado niveles inferiores de las enzimas
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glutation peroxidasa y glutation reductasa en individuos hipertensos cuando se

comparan con un grupo control.

Tabla 7.2. Valores de la enzima glutation
peroxidasa (U/L) inicialmente y tras el
consumo de una bebida antioxidante (B) o
placebo durante cinco meses.

Glutation peroxidasa

(U/L)
GC 7913.6 + 265
Basal
SM 7257.5+ 432
GC-B 9934.0 + 492"
5 meses | SM-P 7932.0 + 536"
SM-B 9453.1 + 566"

GC: grupo control, SM-B: pacientes con SM
que consumen la bebida antioxidante (B);
SM-P: pacientes con SM que consumen la
bebida placebo

(*) Diferencias significativas, (p <0.05)

Tras la ingesta de la bebida antioxidante durante cinco meses por el grupo
control y por los pacientes con sindrome metabdlico se observa un aumento en
los valores de la enzima glutation peroxidasa. Este incremento no se ha
observado en los pacientes con sindrome metabolico que consumieron la
bebida placebo (P).

Esposito et al., (344) observaron que los pacientes con sindrome metabdlico
tenian niveles superiores de estrés oxidativo y lo asociaron con un aumento de la
resistencia a la insulina y una disfuncién endotelial. Estas alteraciones pueden
interactuar entre si y amplificar el conjunto de alteraciones metabdlicas y
vasculares. De hecho, en cada uno de los trastornos que caracterizan al sindrome
metabodlico (diabetes, obesidad, hipertension e hiperlipidemia) hay alteracion de
la funcién endotelial, que responde mal a los estimulos de relajacién, como la

acetilcolina o el aumento del flujo. La disfuncion del endotelio podria obedecer a
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la menor disponibilidad de o6xido nitrico (ON), necesario para la relajacion
vascular (345).

Algunos estudios (346, 347) muestran que la resistencia a la insulina, la
hipertension y la obesidad (factores de riesgo asociados a nuestros pacientes con
sindrome metabdlico), producen una menor resistencia al estrés oxidativo debido
a la disminucion de las defensas antioxidantes, resultados que coinciden con los

observados en nuestro estudio.

7.4.2. Biomarcadores de estrés oxidativo

7.4.2.1 Isoprostanos

Los valores medios de isoprostanos son superiores en el grupo control que
en los pacientes con sindrome metabdlico, no observandose diferencias
significativas (4.9 + 1.2 ng/mL vs. 3.1 + 1,1 ng/mL). Tampoco se observan
diferencias significativas con respecto al sexo. Nuestros resultados coinciden con
los resultados observados por Raymon et al. (348), que no observaron diferencias
significativas en los niveles de F2-isoprostanos en el plasma de pacientes con
sindrome metabolico, comparados con un grupo control y son contrarios a los
resultados observados por Sdnchez Margalet et al. (349) que observaron niveles

superiores de isoprostanos en pacientes con sindrome metabodlico (349).

Varios estudios (333, 334) han observado niveles superiores de TBARS

(marcador de la oxidacion lipidica) en individuos hipertensos.

Fujita et al., (347) y Furukawa et al., (350) han observado un incremento de
la peroxidacion lipidica y estrés oxidativo sistémico en pacientes con obesidad
visceral y sindrome metabdlico comparados con pacientes obesos sin sindrome

metabolico.

Fujita et al. (347) observaron que el estrés oxidativo sistémico, analizado
mediante el biomarcador en orina 8-epi-PGFa, esta relacionado con la obesidad
visceral y el sindrome metabdlico. Cardona y Tinahones (351) mostraron que
pacientes con sindrome metabolico presentaron mayor estrés oxidativo y niveles
superiores de peroxidacion lipidica, observando que el estrés oxidativo era
superior tras la ingesta de una sobrecarga de grasa en la dieta. Sin embargo, otros

autores, Sjogren et al. (352) no han observado relaciéon entre los niveles de estrés
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oxidativo analizado mediante el biomarcador en orina: 8-iso-PGF 2a y el

sindrome metabdlico.

Tras el consumo de una bebida antioxidante durante cinco meses, estos
valores disminuyeron en ambos grupos analizados (grupo control y pacientes con
sindrome metabdlico que consumieron la bebida antioxidante), observandose

diferencias significativas (p < 0.05) (Figura 7.3.).
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Figura 7.3. Niveles de 15-isoprostano Fz inicialmente y tras el consumo
de una bebida antioxidante (SM-B) o una bebida placebo (SM-P),
durante 5 meses por pacientes con SM, comparados con un GC.

VB: valores basales, 5M: valores tras 5 meses de consumo de bebida
antioxidante (B), CG: grupo control, SM-B: pacientes con SM que
consumen la bebida antioxidante (B), SM-P: pacientes con SM que
consumen la bebida placebo (P).

(*) Diferencias significativas (p < 0.05) entre grupos SM y GC

(**) Diferencias significativas (p < 0.05) antes y después del consumo de
bebida antioxidante (SM-B) o placebo (SM-P)

Kowalczyk et al. (353) observaron que el consumo de un extracto de bayas
de “Aronia Melanocarpa”, disminuia la peroxidacidon lipidica y podria ser
potencialmente utilizado para prevenir el estrés oxidativo asociado a

enfermedades cardiovasculares, resultados que estan de acuerdo con los nuestros.
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El 42% de los compuestos fenolicos de la bebida antioxidante (B) proceden de los

antocianos de la “Aronia Melanocarpa” (26.7 mg/100 mL).

El zumo de limén y aronia es muy rico en flavonoides (70%) y acidos
fenolicos (28%), que han demostrado en trabajos previos una elevada actividad
antioxidante asociada no solamente a los flavonoles (como la quercetina y

derivados), sino también a flavanonas y antocianos (354, 355, 356).

Los componentes del zumo de limon y aronia pueden actuar de forma
sinérgica para potenciar la actividad bioldgica, ya que tanto los flavonoides
coloreados como no-coloreados estan involucrados en la actividad antioxidante
total (190).

7.4.2.2. 8-hidroxi-2-desoxiguanosina

El valor medio de los niveles de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina es superior en
los pacientes con sindrome metabdlico que en el grupo control, observandose
diferencias significativas (22.2 + 2.1 ng/mL vs. 18.9 £ 1.9 ng/mL), aunque no se
observan diferencias significativas con respecto al sexo. Estos resultados
coinciden con los observados por Beristain et al., (343) y Cangemi et al., (357) y no
coinciden con los resultados observados por Tokuda et al, (358) quienes
demostraron que los niveles en plasma y orina de 8-OHdG y el estado
antioxidante total no eran diferentes en pacientes con sindrome metabdlico

comparados con un grupo control.

Varios estudios (333, 334) han observado niveles superiores de 8-OHdG en
individuos hipertensos. Niveles elevados de 8-OHdG en orina se han relacionado

con enfermedad renal crénica, diabetes y cancer Kimura et al., (359).

Tras el consumo de la bebida antioxidante durante 5 meses estos valores
disminuyeron significativamente en ambos grupos analizados (CG-B y SM-B). El
consumo de la bebida placebo por pacientes con sindrome metabdlico no mostrd

variaciones en los niveles de 8-OHdG (Figura 7.4.).

7.4.2.3. Grupo carbonilo

Los valores medios de grupos carbonilo son superiores en el grupo
control que en los pacientes con sindrome metabdlico, no observandose

diferencias significativas (60.3 + 4.1 umol/mg vs. 58.1 £ 8.0 pmol/mg). Estos
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resultados no coinciden con los resultados observados por Armutcu et al. (360)
que encontraron niveles séricos superiores de grupos carbonilo en pacientes con

sindrome metabdlico comparados con una poblacion control sin enfermedad.

Después del consumo de la bebida antioxidante durante cinco meses por
el grupo control y por pacientes con sindrome metabdlico estos valores
disminuyeron. Olas et al. (361) sugieren que el efecto inhibitorio de un extracto
de bayas de “Aronia Melanocarpa” sobre el dano oxidativo a proteinas en
plaquetas humanas podria atribuirse a un incremento en los niveles de
glutation y la modulaciéon de enzimas antioxidantes, como la glutation

peroxidasa.
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Figura 7.4. Valores de 8-hydroxydeoxyguanosine inicialmente y
después del consumo de la bebida antioxidante (SM-B), o una bebida
placebo (SM-P) durante 5 meses.

VB: valores basales, 5M: valores tras 5 meses de consumo de bebida
antioxidante (B), CG: grupo control, SM-B: pacientes con SM que
consumen la bebida antioxidante (B), SM-P: pacientes con SM que
consumen la bebida placebo (P).

(*) Diferencias significativas (p < 0.05) entre grupos SM y GC

(**) Diferencias significativas (p < 0.05) antes y después del consumo de
bebida antioxidante (SM-B) o placebo (SM-P)

El consumo del zumo rico en antioxidantes durante cinco meses por el
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grupo control disminuy¢ los niveles de grupos carbonilo significativamente (60.3
* 4.1 pmol/mg vs. 51.8 + 5.7 umol/mg). En los pacientes con sindrome metabdlico
que consumieron la bebida antioxidante también disminuyeron estos niveles de
58.1 + 8.0 umol/mg inicialmente a 552 + 7.0 pumol/mg, tras cinco meses,

observandose diferencias significativas.

Tras la ingesta de la bebida placebo durante 5 meses no se observaron

diferencias significativas en los valores de grupos carbonilo. (Figura 7.5.).
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Figura 7.5. Cambios en los niveles de grupo carbonilo inicialmente y
después de la bebida antioxidante (SM-B) o una bebida placebo (SM-P)
durante cinco meses.

VB: valores basales, 5M: valores tras 5 meses de consumo de bebida
antioxidante (B), CG: grupo control, SM-B: pacientes con SM que
consumen la bebida antioxidante (B), SM-P: pacientes con SM que
consumen la bebida placebo (P).

(*) Diferencias significativas (p < 0.05) entre grupos SM y GC

(**) Diferencias significativas (p < 0.05) antes y después del consumo de
bebida antioxidante (SM-B) o placebo (SM-P)

7.4.2.4. LDL-oxidadas

Las LDL se consideran lipoproteinas aterogénicas, especialmente las
lipoproteinas “modificadas cualitativamente” pudiendo ser modificaciones no
oxidativas (glicacion, desializacion, aumento de carga, disminucién de tamano y

aumento de densidad) o bien fruto de la oxidacién. Las lipoproteinas de baja



INFLUENCIA DE UNA BEBIDA ANTIOXIDANTESOBRE EL ESTADO
ANTIOXIDANTE Y BIOMARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO 169

densidad “pequefias y densas” son también las mds susceptibles a la oxidacion.
Las lipoproteinas LDL, al ponerse en contacto con las paredes de las arterias,
sufren una oxidacidén progresiva por parte de las células endoteliales, las CMLV
y los macrofagos. La hipercolesterolemia aumenta tanto la cantidad de LDL que
penetra en las paredes arteriales como su oxidacion (362). Xu XP (363)
demuestra que regulan la expresién de la metaloproteinasa-9 y su inhibidor
tisular en los macréfagos derivados de monocitos, siendo ésta su implicacion

proaterogénica.

Wang y Greilberger (364) sugieren que es la matriz extracelular la que
retiene la LDL en la intima en el estadio inicial por su unién (mas fuerte por su
condiciéon oxidada y en la que interviene “in wvivo” el calcio y la
lipoproteinlipasa) y que a medida que progresa la lesion desciende la potencia de

la unioén.

Las LDL oxidadas son un factor de riesgo de las enfermedades
cardiovasculares, ya que activan los monocitos circulantes, aumentando de este
modo su capacidad para infiltrarse en la pared vascular. Estudios recientes
sugieren que el aumento del estrés oxidativo en el tejido adiposo aumenta el
riesgo de sindrome metabdlico y que el estado redox en el tejido adiposo es una
diana terapéutica potencialmente util para tratar el sindrome metabolico asociado

con la obesidad.

La acumulacion de LDL oxidadas en macréfagos y células musculares
lisas conduce a la formacion de células espumosas, caracteristicas de la
aterosclerosis y de inflamacién sistémica (365). La forma oxidada de la
Lipoproteina LDL juega un papel importante en el desarrollo y progresion de la

aterosclerosis.

La oxidacion de las LDL aumenta la produccion de triglicéridos mediante la
induccién de la expresion de la enzima lipoproteina lipasa y la induccion de la
acumulacion de 4cidos grasos en los adipocitos (300). Ademads existe una
asociacion entre los niveles de LDL-oxidadas y la hiperglucemia, esta asociacion
podria producirse por una reduccion en la senalizacion de la insulina y en la
absorcion de la glucosa (366). Por otra parte, las LDL oxidadas destruyen las

células-B del islote en el pancreas (367). Otros como Bourdon et al., (368)
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observaron una asociacion entre la hiperglucemia y un aumento de la oxidacién
de las lipoproteinas LDL (368).

Los niveles de LDL-ox son superiores en pacientes con sindrome metabdlico
que en el grupo control (96.0 £ 4.1 U/L vs. 86.2 £ 3.9 U/L), observandose
diferencias significativas. Estos resultados coinciden con los resultados
observados por Yamagishi et al., (369) y no coinciden con los observados por

otros autores Sjogren et al. (352) y Holvoet et al. (365).

Galle et al., (370) observaron que el estrés oxidativo promueve la formacion
de LDL-oxidada, la cual estd relacionada con la iniciaciéon y progresion de la

aterosclerosis.

Tras el consumo de una bebida antioxidante por los pacientes con
sindrome metabdlico los niveles de LDL-oxidadas disminuyeron
significativamente (96.0 £ 4.1 U/L vs. 87.4 £ 5.0 U/L), mientras que en el grupo
control, la ingesta de la bebida antioxidante no modific6 los niveles de LDL-
oxidadas. En los pacientes con sindrome metabdlico que consumieron la bebida
placebo los niveles de LDL-oxidadas no sufrieron variaciones significativas
(Figura 7.6.).

Basu et al. (371) analizaron el efecto de un suplemento de extracto de
arandanos en hombres y mujeres con obesidad y con sindrome metabdlico, y
observaron una disminucién en los niveles plasmaticos de LDL-oxidadas,
resultados que coinciden con los que observamos en este estudio tras el consumo
de la bebida rica en antioxidantes durante cinco meses por pacientes con

sindrome metabdlico.

Algunos estudios sugieren que la suplementacion en la dieta con zumo de
uva y vitamina E. (372), y un céctel de antioxidantes con contenido de N-
acetilcisteina (600 g/d), vitamina E (300 g/d) y vitamina C (250 mg/d) reducen la
concentracion de LDL-oxidadas (373).

7.4.2.5. Glutation reducido/ glutation oxidado (GSH/ GSSH)

El glutation (GSH) es un tripéptido soluble en agua, compuesto de
diferentes aminodacidos: glutamina, cisteina y glicina. El grupo tiol le confiere un
gran poder reductor, alcanzando concentraciones milimolares en algunos tejidos.

Como antioxidante juega un papel importante en la detoxificacién de una gran
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variedad de compuestos electrofilicos y perdxidos via catdlisis por la enzima
glutation transferasa y glutation peroxidasa. El tripéptido se encuentra en el
interior de la célula en estado oxidado (GSSG) o reducido (GSH) y una relacion
optima en el cociente GSH/GSSG es esencial para supervivencia de la célula. La
deficiencia de GSH aumenta el riesgo de dafio oxidativo. En varias patologias
(cancer, trastornos neurodegenerativos, fibrosis quistica, VIH, procesos de

envejecimiento) se observa un desequilibrio de GSH (374).
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Figura 7.6. Cambios en los niveles de LDL-ox (U/L) inicialmente y después
del consumo de una bebida antioxidante (SM-B) o una bebida placebo
durante cinco meses (SM-P).

VB: valores basales, 5M: valores tras 5 meses de consumo de bebida
antioxidante (B), CG: grupo control, SM-B: pacientes con SM que
consumen la bebida antioxidante (B), SM-P: pacientes con SM que
consumen la bebida placebo (P).

(*) Diferencias significativas (p < 0.05) entre grupos SM y GC

(**) Diferencias significativas (p < 0.05) antes y después del consumo de
bebida antioxidante (SM-B) o placebo (SM-P)

El cociente glutation reducido/glutation oxidado (GSH/GSSH) es inferior en
los pacientes con sindrome metabdlico que en el grupo control, si bien no se
observan diferencias significativas (p > 0.05). Estos resultados coinciden con los

observados por varios estudios en individuos hipertensos (333, 334).
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Fernandez et al., (375) observo que los niveles de glutation reducido (GSH)
son superiores en el grupo control que en los pacientes con sindrome
metabodlico. Cardona et al., (376) hallaron niveles superiores de glutation
oxidado y menores de glutation reducido en pacientes con sindrome
metabodlico, resultados que coinciden con los nuestros, aunque no observaron

diferencias significativas.

Los valores de GSH son utilizados como indicador indirecto de la defensa
antioxidante, por su funciéon como sustrato de la glutation peroxidasa para la
neutralizacion del H202 (377). Si se acepta esta funcion, se comprenden entonces
los valores menores en el grupo de pacientes con sindrome metabdlico, lo
cual significa que en estos enfermos hay menor proteccion ante las especies
reactivas de oxigeno y por tanto, estdn expuestos a sus efectos patogénicos.
Este estrés oxidativo seria uno de los mecanismos en el dano vascular que
conduce a la aterosclerosis (378). Se ha postulado que el estrés oxidativo
produce insulinorresistencia a través de la afectacion de la fosforilacion inducida
por insulina y de la redistribucion celular del sustrato del receptor de insulina
(IRS-1) y el fosfatidilinositol-3-kinasa, reduciendo la expresién del GLUT-4 y su
actividad (379) A su vez, la hiperinsulinemia resultante de la
insulinorresistencia conlleva al estrés oxidativo al propiciar la acumulacion de
peroxido de hidrégeno y de anidn superdxido y la inhibicion de las catalasas
(378, 379).

Julius et al. (380) demostraron que concentraciones superiores de GSH estan
asociadas con una mejor salud del individuo, independientemente de la edad que
tenga. Observaron que individuos con enfermedades crénicas tenian
concentraciones medias mas bajas de GSH que en aquellos que pertenecian a un
grupo control sano. Dai et al. (381) observaron una relacion inversa entre la
adherencia a la dieta mediterranea y el estrés oxidativo medido por la relacion

glutation reducido/glutation oxidado.

Tras el consumo de una bebida antioxidante por los pacientes con sindrome
metabdlico y por el grupo control se observa un incremento del cociente
GSH/GSSH (7.1 £ 1.2 uM vs. 10.1 + 2.4 uM en el grupo control y 6.4 +.9 uM vs. 9.8
+ 2.3 uM) en pacientes con sindrome metabdlico, observandose diferencias

significativas (p < 0.05). Entre los pacientes con sindrome metabdlico que
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consumen la bebida placebo no se encuentran variaciones en los valores del

cociente glutation reducido/glutation oxidado. (Figura 7.7.).
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Figura 7.7. Cambios en los niveles de GSH/GSSH pM inicialmente y
después del consumo de una bebida antioxidante (SM-B) o una bebida
placebo durante cinco meses (SM-P).

VB: valores basales, 5M: valores tras 5 meses de consumo de bebida
antioxidante (B), CG: grupo control, SM-B: pacientes con SM que
consumen la bebida antioxidante (B), SM-P: pacientes con SM que
consumen la bebida placebo (P).

(*) Diferencias significativas (p < 0.05) entre grupos SM y GC

(**) Diferencias significativas (p < 0.05) antes y después del consumo de
bebida antioxidante (SM-B) o placebo (SM-P)



8. CONCLUSIONES






8. CONCLUSIONES

1. El sindrome metabdlico conocido también como sindrome
plurimetabdlico, sindrome de resistencia a la insulina o sindrome X, es una
entidad clinica controvertida que aparece con amplias variaciones fenotipicas, en
personas con una predisposicion enddgena, determinada genéticamente y
condicionada por factores ambientales. Representa un problema de salud publica

a nivel mundial.

2. El patron de ingesta alimentaria es similar en los dos grupos de estudio,
pacientes con sindrome metabolico y grupo control; por tanto las diferencias en

los pardmetros bioquimicos observadas no se pueden atribuir a la alimentacion.

3. La ingesta de la bebida antioxidante no afecta a los valores de glucosa
plasmatica en los pacientes con sindrome metabdlico, que al principio del estudio
presentan unos valores superiores a los de referencia para la poblacion sana. Sin
embargo, este efecto beneficioso no se observd sobre los valores de triglicéridos
plasmaticos, aunque si sobre los valores de LDL, que también descienden
respecto a los valores iniciales en los pacientes con sindrome metabdlico. Este

efecto no se ha observado en los pacientes que consumen el placebo.

4. El consumo de la bebida antioxidante produce también un descenso
significativo en los valores de LDL oxidadas, homocisteina plasmatica y proteina
C reactiva en pacientes con sindrome metabdlico, efecto que no se observa cuando

los pacientes consumen la bebida placebo.

5. Los valores iniciales de colesterol total en pacientes con sindrome
metabodlico eran superiores al rango de normalidad para la poblacién adulta. El
consumo de la bebida tiene un efecto de mejora sobre estos valores, que
descendieron hasta el limite superior del rango de normalidad. Este efecto no se

observo con el consumo de la bebida placebo.

6. La actividad antioxidante total no muestra diferencias entre los pacientes
con sindrome metabolico y el grupo control. Tras el consumo de la bebida
antioxidante se observa un aumento de la actividad antioxidante en el grupo

control, pero no en los pacientes con sindrome metabdlico.

7. Las enzimas antioxidantes: superoxido dismutasa, glutation reductasa y

glutation peroxidasa presentan valores superiores en el grupo control que en
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pacientes con sindrome metabdlico, al comienzo del estudio, si bien no se
observan diferencias significativas en el caso de la enzima glutatiéon peroxidasa.
Tras la ingesta de la bebida antioxidante se observa un aumento en los valores de
todas las enzimas antioxidantes, sin embargo no se ha observado en los pacientes

con sindrome metabodlico que consumieron la bebida placebo.

8. No encontramos diferencias en los marcadores de oxidacién lipidica y
proteica entre el grupo control y los pacientes con sindrome metabolico. El
consumo de una bebida antioxidante disminuye los valores medios de
isoprostanos y grupos carbonilo tanto en el grupo control como en los pacientes
con sindrome metabolico, encontrando diferencias significativas respecto a los

valores iniciales.

9. Los pacientes con sindrome metabdlico presentan mayor oxidaciéon de
DNA que el grupo control al comienzo del estudio. El consumo de la bebida
antioxidante disminuye estos valores en ambos grupos, no encontrando

variaciones en los niveles de 8-OHdG tras el consumo de la bebida placebo.

10. No se observan diferencias en el cociente glutation reducido/glutation
oxidado entre los pacientes con sindrome metabdlico y el grupo control al
comienzo del estudio. El consumo de la bebida antioxidante produce un
incremento de este cociente, mientras que tras el consumo de la bebida placebo no

se observan modificaciones en el mismo.

11. El consumo de antioxidantes en la dieta mejora los factores de riesgo
cardiovascular, los marcadores de inflamacion y el estrés oxidativo asociado al

sindrome metabdlico.
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Vicerrectorado de Investigacion

UNIVERSIDAD CATOLICA

SAN ANTONIO CONSENTIMIENTO INFORMADO

UCAM

DECLARO:

Haber sido informado/a minuciosamente del estudio “EFECTO DE UNA BEBIDA RICA EN
ANTIOXIDANTES SOBRE BIOMARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO Y RIESGO
CARDIOVASCULAR EN PACIENTES CON SINDROME METABOLICO?”, asi como de todos
los procedimientos de la investigacion. Los investigadores que van a acceder a mis datos personales y a

los resultados de las pruebas son los investigadores participantes en el estudio.

Asimismo, he podido hacer preguntas del estudio, comprendiendo que me presto de forma
voluntaria al mismo y que en cualquier momento puedo abandonarlo sin que me suponga perjuicio de

ningln tipo.

CONSIENTO:

1.-)  Someterme a las pruebas analiticas, que se detallan en el ensayo clinico.

2.-) El uso de los datos obtenidos segtn lo indicado en el parrafo siguiente:
En cumplimiento de la Ley Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de
Caréacter Personal, le comunicamos que la informacion que ha facilitado y la obtenida como
consecuencia de las exploraciones a las que se va a someter pasara a formar parte del fichero
automatizado INVESALUD, cuyo titular es la FUNDACION UNIVERSITARIA SAN
ANTONIO, con la finalidad de INVESTIGACION Y DOCENCIA EN LAS AREAS DE
CONOCIMIENTO DE SALUD Y DEPORTES. Tiene derecho a acceder a esta informacion y
cancelarla o rectificarla, dirigiéndose al domicilio de la entidad, en Avda. de los Jeronimos de
Guadalupe 30107 (Murcia). Esta entidad le garantiza la adopcion de las medidas oportunas

para asegurar el tratamiento confidencial de dichos datos.
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UCAM. Vicerrectorado de Investigacion. Campus de los Jeronimos. 30107 GUADALUPE (Murcia)




Vicerrectorado de Investigacion
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SAN ANTONIO CONSENTIMIENTO INFORMADO
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En Guadalupe (Murcia) a9 de Enero de 2009

UCAM. Vicerrectorado de Investigacion. Campus de los Jeronimos. 30107 GUADALUPE (Murcia)
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UNIVERS ATOLICA COMITE DE ETICA

SAN ANTONIO

UCAM

Los investigadores que soliciten la evaluaciéon de este Comité, deberan presentar en el Servicio de

Investigacion de la Universidad junto con la documentaciéon solicitada este Anexo I debidamente

cumplimentado.
INDICAR SI LA PROPUESTA CONTEMPLA ALGUNO DE LOS SIGUIENTES ASPECTOS: SI | NO
A | Investigacion experimental clinica con seres humanos. X
B | Utilizaciéon de tejidos humanos procedentes de pacientes, tejidos embrionarios o fetales. x
C Utilizacion de tejidos humanos, tejidos embrionarios o fetales procedentes de bancos <
de muestras o tejidos.
D Investigacion observacional con seres humanos o uso de datos personales, informacion <
genética, etc.
E | Experimentacion animal. X
F | Utilizacion de agentes biologicos de riesgo para la salud humana, animal o las plantas. X
G | Uso de organismos modificados genéticamente (OMGs). x
Datos del Investigador Principal
Apellidos y nombre: Cristina Garcia Viguera. Pilar Zafrilla Rentero
Grupo de Investigacion: | Nutricion y estrés oxidativo
Cortreo electrénico: mpzaftrilla@ucam.edu Teléfono: 685607716
Denominacién de la L . I
. Ministerio de Educacién y Ciencia
convocatoria:

El abajo firmante, en calidad de investigador principal de este proyecto informa que:

La investigacién propuesta respeta los principios fundamentales de la Declaracién de Helsinki, del Convenio del Consejo
de Europa relativo a los derechos humanos y la biomedicina, de la Declaraciéon Universal de la UNESCO sobre el
genoma humano y los derechos humanos, y del Convenio para la proteccién de los derechos humanos y la dignidad del
ser humano con respecto a las aplicaciones de la Biologfa y la Medicina (Convenio de Oviedo relativo a los derechos
humanos y la biomedicina).

Conoce y cumplird la legislacién vigente y otras normas reguladoras, pertinentes al proyecto, en materia de ética,
experimentacién animal o bioseguridad.

En Murcia, a2 9.de. Enero de 2009.

El Investigador Principal,

Fdo.: Pilar Zafrilla.



Documentacion que se ha de adjuntar:

- En los supuestos A, B y C y si el centro donde se llevara a cabo la experimentacién o que suministrara las
muestras es distinto a la UCAM, debe adjuntar el informe del Comité Etico del centro correspondiente.

- En el supuesto C, si no se tratara de un centro con Comité de Etica acreditado se debera adjuntar la
autorizacion de uso de las muestras, sefialando la extension de esta autorizacion (‘usos restringidos al proyecto, o
para otros usos relacionados). En cualquier caso hay que sefialar si las muestras son abiertas, estan codificadas o
son anénimas.

- En el supuesto D si la investigaciéon es prospectiva, se debera aportar el documento de consentimiento
informado utilizado donde conste la informacion detallada que recibira el participante en el estudio. Si es
retrospectiva se debera hacer un compromiso de confidencialidad sobre los posibles datos identificativos de los
participantes.

- En el supuesto E de debera adjuntar el Informe del Responsable del Animalario con el V.? B.° del Asesor en
Bienestar Animal en el que se van a mantener los animales, indicando el n® de Registro del mismo, verificacion
del procedimiento y la autorizacién para la estabulacion de los mismos, ademas, en el caso de utilizar material
biolégico infeccioso, adjuntar el Informe del Responsable de Seguridad Biolégica del Centro y en los casos de
inoculaciéon de compuestos marcados con radioisotopos, también se debera adjuntar Informe del responsable de
Radioproteccion del Centro en el que se verifique el procedimiento.

- En los supuestos F y G se debe adjuntar el informe del Comité de Bioseguridad o del Servicio de Prevencion
de Riesgos Laborales del Centro en el que se llevara a cabo la experimentaciéon. En ambos casos se deberan
enumerar los agentes biologicos utilizados y describir las medidas de contencién del laboratorio donde se va a
realizar los trabajos.
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N2 DE HISTORIA NOMBRE

DIRECCION: C/. N2

TELEFONO:

FECHA:

Fecha de nacimiento: Edad.

Estatura: Peso Kg.

IMC: Contorno cintura
Presion arterial sistdlica: Diastdlica

Motivo de consulta (grado y tipo de motivacidn para seguir tratamiento dietético e

identificacion de la imagen corporal).

Antecedentes personales:

Antecedentes personales patologicos:

Diabetes: [ Depresion: [
Colesterol: [] Ansiedad: []
Hipertension: [ Hipotensién: [

Intolerancias:

Alergias alimentarias:

Medicacién actual:

Antecedentes personales no patoldégicos:
Alcohol:
Tabaco:

Tipo de trabajo:

Diarreas: [
Estrefimiento: [
Tiroidopatias: [



Habitos alimentarios:

Frecuencia de consumo:

Habito de picar entre comidas:

Momento del dia de mayor sensacién de apetito:
¢Come a escondidas?.

Responsable de preparar comidas:

Responsable de la compra:

Cocciones habituales:

Bebidas preferidas:

Actividad fisica:



NOMBRE:

ENCUESTA RECORDATORIO 24 HORAS

FECHA:

DESAYUNO

ALMUERZO

COMIDA

MERIENDA

CENA

COLACION






