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. RESUMEN






Resumen

Introduccion: El sindrome metabdlico es una enfermedad heterogénea,
caracterizada por un bajo grado de inflamacion crdnica en el que permanecen inciertos
los mecanismos responsables de la variabilidad individual en la expresion de sus

manifestaciones y en la respuesta que se obtiene tras la intervencion dietética.

Nuestra hipotesis es que las variaciones en determinados genes candidatos
podrian interaccionar con determinados modelos de alimentacion modificando la
respuesta sobre el perfil inflamatorio sistémico, el perfil lipidico y el metabolismo de la

glucosa en pacientes con sindrome metabdlico.

Objetivos: Estudiar si el consumo a largo plazo de una alimentacion
Mediterranea, rica en aceite de oliva (38% grasa, 22% MUFA), frente a una dieta pobre
en grasa, (<28% grasa, 12% MUFA) interacciona con diferentes polimorfismos (SNPs)
de genes relacionados con el sindrome metabdlico (gen TNF-a y gen CLOCK), para
modificar las concentraciones finales de los marcadores plasmaticos involucrados en
dichas rutas metabdlicas. Ademéas analizaremos la flexibilidad metabdlica tras una
sobrecarga oral de grasa, y si la respuesta postprandial podria ser modulada por la

interaccion con los genes.

Poblacion, disefio y metodologia: 581 pacientes con sindrome metabdlico seran
aleatorizados a cada uno de los dos grupos de intervencién dietética sefialados. Se
genotiparan 5 SNPs en los genes TNF-a, y CLOCK. Tras 12 meses de intervencion se
estudiaran los efectos diferenciales observados entre los portadores de los distintos
genotipos estudiados en la respuesta inflamatoria (PCR-us, IL-6, TNF-a), perfil lipidico
(CT, c-LDL, c-HDL, apoAl, apoB, TG, homocisteina, Lpa) y metabolismo de la
glucosa (glucosa, insulina, HbAlc y los indices HOMA-IR y QUICKI). Antes de

comenzar la intervencion a todos los pacientes se les administrara una comida grasa
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(1g/kg de peso corporal y 7 mg de colesterol/kg de peso), con un 60% de calorias como

grasa, un 15% como proteinas y un 25% como hidratos de carbono (HC).

Resultados: El consumo a largo plazo de la dieta Mediterranea, a diferencia de
la dieta baja en grasa, indujo un mayor descenso en los niveles plasméticos de TG y
PCR-us en los portadores del genotipo G/G del SNP rs1800629 del gen TNF-a que en
los portadores del alelo minoritario A. Por otro lado, la dieta baja en grasa indujo un
descenso en los niveles plasmaticos de insulina y de HOMA-IR y aumento del QUICKI
en los portadores del genotipo T/T del SNP rs1801260 del gen CLOCK comparados
con los portadores del alelo minoritario C. Por Gltimo, el consumo a largo plazo de la
dieta baja en grasas indujo un aumento en los niveles plasméticos de c-HDL, ratio c-
HDL/apoAl y un descenso en los niveles plasmaticos de apoAl y PCR-us en los
portadores del genotipo C/C del SNP rs4580704 en comparacion con los portadores del
alelo minoritario G. En relacion al estudio postprandial, los portadores del genotipo G/G
del SNP rs1800629 del gen TNF-a mostraron una respuesta postprandial exagerada

con mayores niveles de TG postprandiales que los portadores de alelo minoritario A.

Conclusiones: Nuestros resultados demuestran que algunos SNPs (rs1800629,
rs1801260, rs4580704) interaccionan con la dieta en pacientes con sindrome metabolico
modificando los parametros de inflamacion sistémica, lipidicos y de glucosa. Este
cuerpo de evidencia sugiere la importancia de identificar poblaciones de riesgo con
necesidades nutricionales especificas, asi como la posible respuesta a determinados

patrones de dieta basados en el estudio genético individual.

Este trabajo carece de conflicto de interés.
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Introduccién

1. SINDROME METABOLICO:

1.1 Introduccion y contexto historico:

El sindrome metabolico (SMet) es un estado fisiopatolégico multifactorial que
engloba una constelacion de factores como son: obesidad abdominal, resistencia a la
insulina, hipertension arterial (HTA), dislipemia aterogénica (aumento de triglicéridos y
disminucion del colesterol HDL (c-HDL), disfuncién endotelial y un estado sistémico
protrombotico y proinflamatorio que incrementan el riesgo de desarrollar diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) y enfermedad cardiovascular (ECV) (1, 2). En nuestra sociedad
actual constituye un problema de salud creciente debido a estilos de vida poco
saludables. Su patogenia no estd completamente establecida y congrega una compleja
interaccion entre factores genéticos, alteraciones metabolicas, factores ambientales
como: nutrientes, toxinas alimentarias, contaminacion ambiental y habitos de vida

sedentarios (Figura 1) (3-5).

e

Elevated
blood
pressure

Metabolic Syndrome

Lack of physical a

activity
Cigarette
smoking

Dyslipidemia

Figura 1: Factores genéticos y ambientales que intervienen en el desarrollo del SMet.
Imagen obtenida de Perez-Martinez P. et al. Mol. Nutr. Food Res. 2012;56:68.
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Evidencias previas apoyan las hipétesis de que el SMet es una enfermedad
sistémica que genera una pérdida de la homeostasis metabdlica en distintos 6rganos y
tejidos del organismo mediante  distintos mecanismos  fisiopatologicos.
Independientemente de que el sindrome metabdlico se considere o0 no una entidad Unica,
no se cuestiona la necesidad de identificar y manejar sus componentes de manera
individual y especifica para disminuir la morbilidad y mortalidad asociada a la diabetes
ylaECV (6, 7).

La primera referencia literaria sobre el SMet data de hace més de tres siglos cuando
Morgagni (8), describié la asociacion entre obesidad abdominal, hiperuricemia y HTA
en pacientes con ECV. Sin embargo hasta 1923, Kylin (9) no retomaria este concepto
asociando HTA, hiperglucemia y gota. En nuestro pais, Marafion (10) sefial6 en 1927
que la conjuncién de varios fenémenos como la HTA, la obesidad y la hiperuricemia
eran estados prediabéticos y que la prevencion de dicho estados con modificaciones en
el estilo de vida eran esenciales para prevenir la DM2. Posteriormente Vague, en 1947
introdujo el concepto de obesidad abdominal como un indicador de mayor riesgo para
la DM2 y la ECV (11) y demostr6 que la existencia de una obesidad de tipo central o
abdominal se asociaba de forma considerable con las anomalias metabdlicas que se
observan en estas patologias. En 1963 Reaven et al. (12) describieron en pacientes no
diabéticos que habian sufrido previamente un infarto agudo de miocardio (IAM),
mayores glucemias basales, una alteracion en la tolerancia de la glucosa y mayores
niveles de triglicéridos (TG) en comparacion con sujetos controles. En 1967, Avogaro y
Crepaldi (13) acufiaron por primera vez el que aunaba el estado fisiopatologico
multifactorial que define el SMet, “sindrome plurimetabdlico” y que incluia la
confluencia de obesidad, HTA, hiperuricemia, enfermedad arterial coronaria y diabetes.

No seria hasta 8 afios mas tarde cuando Leonhardt corrobor6 la confluencia de estos
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desérdenes cardiometabdlicos con una mayor prevalencia de arteriosclerosis y este
mismo autor en 1981, junto con Hanefeld, acufi6 por vez primera el término de
sindrome metabolico para describir la asociacion entre DM2, hiperinsulinemia,
obesidad, HTA, hiperlipemia, gota y trombofilia, subrayando la predisposicion genética
y algunos factores ambientales como el exceso de dieta y el sedentarismo como la base
de la génesis de este sindrome. En 1988 Reaven (14), define el “sindrome X’ como un
conjunto de alteraciones que incluyen la intolerancia a la glucosa, niveles elevados de
insulina y colesterol unido a lipoproteinas de muy baja densidad (c-VLDL) y TG, bajos
niveles de c-HDL e HTA, y es a partir de entonces cuando la concurrencia de factores
de riesgo comunes a la DM2 y ECV (obesidad abdominal, hiperglucemia, dislipemia y
HTA sugieren la existencia de un “sindrome metabdlico” como patologia especifica
(15-17). Kaplan (18) lo denomind en 1989 “cuarteto mortal”, refiriéndose a la
confluencia de factores de riesgo de enfermedad arterial coronaria, intentando ademas
relacionar la presencia de obesidad abdominal o central con la existencia de resistencia
periférica a la insulina. Otros conceptos utilizados para definir el concepto de SMet
fueron, ademas de los mencionados “cuarteto mortal” y “sindrome X, el “sindrome
de resistencia a la insulina” 0 “sindrome de dislipemia-obesidad” (19). En 1991, el
mismo afio en el que Bjorntorp plantea la necesidad de incluir la obesidad abdominal
como componente del SMet, DeFronzo y Ferrannini plantean que la patogenia
fundamental de este sindrome reside en la resistencia a la insulina y que a raiz de este
mecanismo fisiopatolégico se podrian desarrollar las alteraciones del SMet (20).
Basados en esta hipotesis, en 1992, Haffner et al. lo denominaron “sindrome de
resistencia a la insulina” tal y como ya hemos mencionado. Por ultimo y tal y como

sugirié Ferraninni (15), el término “sindrome metabolico” seria finalmente el aceptado
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para definir la alteracion del metabolismo lipidico e hidrocarbonado que predisponia a

la persona a padecer DM2 y ECV.

1.2 Evolucion conceptual del sindrome metabolico:

A pesar de que ya en 1991, el concepto de SMet estaba establecido, no fue hasta
1998 cuando la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (21) lo introdujo como
entidad diagnostica con criterios bien definidos. Un aspecto central en esta definicion
era la descripcion de la resistencia a la insulina, aunque pronto se convirtio en una de
sus propias limitaciones. La mas importante de estas se referia a la necesidad de la
técnica del «pinzamiento» o clamp euglucémico hiperinsulinémico para determinar la
sensibilidad a la insulina. Esta complicada técnica hizo que fuera practicamente
imposible el uso de esta definicion, tanto en la practica clinica como en los estudios
epidemioldgicos. Considerando esto, el Grupo Europeo para el estudio de la
Resistencia a la Insulina (EGIR) (22) desarroll6 en 1999 una version modificada de la
definicion de la OMS, que proponia la determinacién de insulinemia en situacion basal
para determinar el nivel de resistencia a la insulina, y que se pudiera aplicar con mayor
facilidad, manteniéndola asi como el determinante principal en la génesis del SMet. Sin
embargo, los pacientes con DM2 quedaban excluidos dada la falta de fiabilidad que
habia en estos casos para medir la sensibilidad vs resistencia a la insulina debido a la
disfuncion de la célula beta presente en algunos de estos pacientes.

Durante los afios 2001 y 2002 se publicé el Tercer Informe del panel de expertos del
Programa de Educacion Nacional sobre Colesterol (ATP I11I-NCEP) (23, 24). Este
informe introdujo una definicion de SMet que pretendia hacerla mas aplicable a la
practica clinica por lo que se suprimid la cuantificacion especifica de la sensibilidad a la

insulina incluyendo las cifras de glucosa basal o el diagnostico previo de DM2.
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Ademas, todos los componentes de SMet fueron considerados iguales sin conceder
mayor peso especifico a ninguno de ellos a la hora de realizar el diagndstico clinico. El
pardmetro de cuantificacion de la obesidad fue el perimetro de cintura que ya habia
sido introducido por el EGIR (94 cm en los varones y 80 cm en las mujeres), aunque en
el caso de la definicion ATP-I11 se aumentaron los puntos de corte (102 cm en hombres
y 88 en las mujeres). La definicion ATP-I11 alcanz6 una gran popularidad debido a su
sencillez y hoy en dia su definicion de SMet es la més usada (25). Sin embargo, esta
definicion seria puesta en tela de juicio por la Asociacion Americana de Endocrinologia
Clinica (AACE), que en 2003 public6 una version modificada de la ATP-I11 para definir
el SMet (26). De nuevo la resistencia a la insulina se incluia en los componentes que
constituian el SMet y por otro lado se suprimia la obesidad como criterio definitorio;
esta Gltima modificacion gener6 mucha controversia debido a la evidencia, ya
establecida por aquella fecha, de la obesidad como factor de riesgo para el desarrollo de
DM2 y consecuentemente de ECV (2). A pesar de los avances que se habian hecho con
el fin de simplificar la definicion de SMet y a la vez hacerla util y facil de aplicar, la
modificacion que realiz6 la AACE no hizo sino retrasar los avances que se habian
realizado hasta la fecha. A este fendmeno se unia la dificultad de aplicar de manera
universal los puntos de corte para la obesidad abdominal debido a las diferencias
raciales y étnicas existentes en el mundo, especialmente en la raza asidtica (27, 28). En
este contexto surgio la propuesta de la Federacion Internacional de Diabetes (29) para la
creacion de una herramienta diagndstica sencilla y transferible cuya aplicacion en la
practica clinica fuera suficientemente facil. En esta nueva definicion, la obesidad central
representaba un requisito imprescindible consecuencia de la enorme evidencia
establecida hasta la fecha en la relacion que tiene la grasa abdominal con los distintos

componentes del SMet (17). En este trabajo se definieron distintos puntos de corte para
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el perimetro de cintura segun grupos raciales debido a que los estudios epidemioldgicos
demostraban que los grados de indice de masa corporal para los cuales comienza a
aumentar el riesgo de las complicaciones derivadas del SMet eran diferentes en funcion
de la raza (27, 28, 30, 31). En medio de este caos generado por las diferentes
definiciones de SMet, la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) y la Asociacion
Europea para el Estudio de la Diabetes (EASD) publicaron un informe conjunto (32), en
el que realizaban una revision sistematica de los criterios utilizados por la OMS (21) y
por el ATP-III (23, 24) para definir el SMet. Este trabajo expresaba una serie de
“preocupaciones” con respecto a la definicion y el uso del concepto de SMet en la
préctica clinica e incluso cuestionaba su existencia como tal debido a una serie de
aspectos:

e Criterios definitorios ambiguos e incompletos. Falta de consenso en la

definicion de los valores umbral.

e EIl peso especifico de la DM2 como criterio definitorio puesto que esta

patologia incrementa de por si el riesgo de ECV.

e Consideracion errénea de la resistencia a la insulina como mecanismo

patogénico comun a todos los componentes del SMet.

e La no existencia de una base clara para incluir/excluir otros factores de

riesgo de ECV.

e Lavariabilidad interindividual del riesgo cardiovascular (RCV), dependiente
de la presencia de factores de riesgo especificos y de la intensidad de los

mismos.
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e La equivalencia entre el RCV global asociado y el resultante de la suma de
sus componentes. De hecho, el tratamiento del mismo equivale al

tratamiento de sus componentes.

En base a estos razonamientos surgio una corriente critica que cuestionaba la
validez del SMet y la conveniencia de utilizarlo como herramienta diagnostica en la
practica clinica (33, 34). Sin embargo, en 2006 la IDF realizé una defensa de este
concepto alegando la estrecha relacion que existia entre la suma de estos componentes y
el riesgo de desarrollar DM2 y ECV, subrayando la necesidad de identificar a estos
pacientes de alto RCV por cumplir los criterios diagndsticos de SMet. Ademas, el hecho
de no tener una etiologia claramente definida no constituia un impedimento para
considerar al SMet como una enfermedad establecida; sin ir mas lejos la DM2 es
considerada una enfermedad a pesar de que se tiene un conocimiento incompleto de su
etiologia. Por otro lado estd el hecho de que la confluencia de estas anormalidades
metabolicas es mas frecuente de lo que cabria esperar por mera casualidad y su
agrupacion provoca un efecto sumatorio sobre el RCV mas alla del que aporta cada una
por separado (35). Este planteamiento ha sido corroborado posteriormente gracias al
estudio INTERHEART (36), un estudio de casos y controles realizado sobre 26.903
pacientes con diferencias étnicas y raciales de 52 paises diferentes que atribuyd un
riesgo dos veces mayor de padecer IAM en pacientes con SMet, tanto si se utilizaba la
definicion de la OMS (OR: 2,69; intervalo de confianza [IC] al 95%: 2,45-2,95) como
la de la IDF (OR: 2,20; 95% IC: 2,03-2,38). Siendo este riesgo muy similar al de
padecer diabetes (OR: 2,72; 95% IC: 2,53-2,92) 0o HTA (OR: 2,60; 95% IC: 2,46-2,76)

y muy superior gue si se consideran por separado los distintos componentes del SMet.
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Por dltimo la American Heart Association (AHA) y el National Heart, Lung,

and Blood Institute (NHLBI) han publicado declaraciones cientificas acerca del SMet

(37), en las que se recoge una clasificacion ATP-111 con una serie de modificaciones:

La disminucién del umbral para la glucosa en ayunas a 100 mg/dl, que
corresponden a los criterios de la ADA para definir el punto de corte de

normalidad en la glucemia basal.

Incluyendo explicitamente el diagnostico de diabetes como equivalente a

la glucemia basal alterada.

Incluyendo explicitamente el uso de medicamentos hipolipemiantes o
antihipertensivos en los criterios de dislipemia e hipertension

respectivamente.

No se considera el perimetro de cintura elevado como criterio
imprescindible para el diagnostico en aquellos pacientes que cumplan al

menos 3 de los criterios restantes.

Considerar distintos puntos de corte en el perimetro de cintura en
relacion al riesgo segun diferencias raciales, fundamentalmente en

personas asiaticas y americanas.

A esta clasificacion se han unido otras sociedades cientificas (25). La version

actualizada de la definicion ATP-III y los criterios propuestos por la IDF permiten

establecer el diagndstico de SM basicamente en los mismos pacientes, pues los criterios

y las recomendaciones respecto al tratamiento son virtualmente idénticos (Tabla 2).
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] NCEP ATP-
Parametros OMS (1998) EGIR (1999) AACE (2003) IDF (2006)
111 (2005)
Glucosa en 1 riesgo de RI ¢
ayunas > 110 60 IMC > 25
. PC>94 cm (H)
Requerido mg/dL (6,1 RI > 25 % kg/m2 6 PC >
6 >80cm (M) m
mmol / L) 102 cm (H) 6 >
RI1>25% 88 cm (M)
Ndmero de
o y>2 y>2 y>2 >3 y>2
criterios
cintura/cadera
5 PC>102 cm
Perimetrode  >0.9 (H)6>0.85 PC>94cm (H)
. ) 5 (H) 6 =88 cm
cintura (M) 6 IMC> 30 6 >80cm (M)
. M) =
kg/m
<40 mg/dL (1.0  <40mg/dL (1.0 <40 mg/dL (1.0
<35mg/dL (0.9 <40 mg/dL (1.0 3 ( 3 ( 3 (
. mmol/L) (H); mmol/L) (H); mmol/L) (H);
c-HDL mmol/L) (H); mmol/L) ) (H) ) (H) ) (H)
<50 mg/dL (1.3 <50 mg/dL (1.3 <50 mg/dL (1.3 <50 mg/dL (1.3
mmol/L) (M) mmol/L) (M)  mmol/L) (M) **  mmol/L) (M) **
110-125 mg/dL
> 110 mg/dL > 100 mg/dL > 100 mg/dL
Glucosa basal (6.1-6.9 5 3
(6.1 mmol/L) (5.6 mmol/L) * (5.6 mmol/L) *
mmol/L)
TG > 150 mg /dL >200 mg /dL > 150 mg /dL > 150 mg /dL > 150 mg /dL
(1.7 mmol/L) (20mmol/L) **  (L.7mmol/L)6 (1.7 mmol/L) ** (1.7 mmol/L) *°
> 140/90 mmHg >130/85 mmHg > 130/85 mmHg
HTA >140/90 mmHg . > 130/85 mmHg . 3
ES * *
AACE: American Association of Clinical Endocrinologists; ATP 111 - NCEP: Adult Treatment Panel 111 - National

Cholesterol Education Program EGIR: Grupo Europeo para el estudio de la Resistencia a la Insulina; H: hombre;
c-HDL: colesterol vehiculizado en lipoproteinas de alta densidad; HTA: hipertension arterial; IDF: International
Diabetes Federation; IMC: indice de masa corporal; Kg/m?: kilogramos/metro cuadrado; M: mujer; mg/dL:
miligramos/decilitro; mmol/L: milimoles/litro; OMS: Organizacion Mundial de la Salud; RI: resistencia a la insulina;
PC: perimetro de cintura; TG: triglicéridos.

¢ El riesgo de resistencia a la insulina viene determinado por la presencia de la menos uno de los siguientes criterios:
diagnostico de ECV, HTA, sindrome de ovario poliquistico, esteatosis hepatica, historia familiar de DM”, historia de
diabetes gestacional o intolerancia hidrocarbonada, sedentarismo, IMC> 25 kg/m? PC > 94 cmen H 6 80 cmen M y
edad superior a 40 afios.

m Se recomienda el uso de los puntos de corte de la IDF para sujetos no europeos: H > 90 cm, M > 80 cm;
e indistintamente los puntos de corte de la IDF o de la AHA/NHLBI para personas europeas (31).

*1: tratamiento para aumentar los niveles de c-HDL.
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*2: tratamiento para disminuir los niveles de glucosa.

*3: diagndstico de DM2.

*4: tratamiento hipolipemiante.

*5; tratamiento con fibratos y/o 4cidos grasos -3 a altas dosis.

*b: tratamiento antihipertensivo.

(25). Alberti KG, Eckel RH, Grundy SM, Zimmet PZ, Cleeman JI, Donato KA, et al. Harmonizing the metabolic
syndrome: a joint interim statement of the International Diabetes Federation Task Force on Epidemiology and
Prevention; National Heart, Lung, and Blood Institute; American Heart Association; World Heart Federation;
International Atherosclerosis Society; and International Association for the Study of Obesity. Circulation. 2009 Oct
20;120(16):1640-5.

1.3 Definicion actual del sindrome metabdlico:

Como acabamos de mencionar la definicidbn mas adecuada y utilizada para el SMet
es la proporcionada por la version actualizada de la ATP-1ll (Tabla 2) (37). Sin

embargo no puede decirse que existan unos criterios “definitivos” para diagnosticar al

SMet (38, 39).

Tabla 2. Criterios para el diagnostico clinico del SMet.

Parametros Valores

Definiciones especificas en funcion de variaciones

Perimetro de cintura elevado * .
raciales

TG elevados o tratamiento farmacoldgico para la

>
hipertrigliceridemia 2 150 mg/dL (1.7 mmol/L)

c-HDL bajo <40 mg/dL (1.0 mmol/L) en hombres;
<50 mg/dL (1.3 mmol/L) en mujeres
Presion arterial elevada o tratamiento Sistolica >130 mmHg
farmacol6gico en un paciente con HTA ylo

diastolica > 85 mmHg
Glucemia basal alterada o tratamiento

>1 L
farmacoldgico para la hiperglucemia § > 100 mg/d

c-HDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta-densidad, TG: triglicéridos, HTA: hipertension arterial.

* Se recomienda el uso de los puntos de corte de la IDF para sujetos no europeos: H > 90 cm, M > 80 cm;
e indistintamente los puntos de corte de la IDF o de la AHA/NHLBI para personas europeas (31).

1 Los farmacos mas frecuentemente usados para el tratamiento de la hipertrigliceridemia son los fibratos
y los acidos grasos ®-3 a altas dosis.

1 La mayor parte de los pacientes con DM2 tendra el SMet por los criterios definidos.
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El consenso ATP I11-NCEP, considera a la presencia de obesidad central medida por
el perimetro de la cintura (PC) como un criterio més, mientras que el establecido por la
IDF considera la obesidad abdominal como condicion imprescindible y que debe estar
presente para poder diagnosticar a un individuo de SMet. Adicionalmente, la propuesta
de la IDF reduce las medidas del PC y les otorga un umbral distinto segun el origen
racial. Aunque la ATP Ill considera a la HTA, el tabaquismo, los bajos niveles de
c-HDL, los elevados niveles de c-LDL y el envejecimiento como factores principales en
el desarrollo de ECV, a lo largo de la evolucion conceptual del SMet se ha pasado de
una visién centrada en la resistencia a la insulina (RI) a una visién centrada en la
presencia de un perimetro de cintura elevado como factor denominador en la génesis de
esta patologia. Sin embargo multiples factores se postulan actualmente como béasicos en
la fisiopatologia del SMet y que l6gicamente deben de ser tenidos en cuenta para

explicar el dafio vascular que se produce en los pacientes con SMet.

Como acabamos de mencionar, los criterios definitorios de SMet mas usado en la
actualidad son los de la ATP Ill e IDF y resulta interesante analizar si el uso de unos u
otros criterios puede variar la sensibilidad para detectar si un individuo presenta o no
SMet y si una u otra opcién puede influir en términos prondsticos y de manejo de estos
individuos. Por un lado, existen evidencias por las cuales el uso de los criterios ATP 11l
no difieren en exceso a la hora de detectar el porcentaje de individuos con SMet. Este
fendmeno fue analizado en una poblacién adulta estadounidense incluida en la National
Health and Nutrition Examination Survey durante los afios 1999 a 2002; en este trabajo
vieron que el 39% de los individuos de esta poblacion cumplia criterios IDF para SMet
frente al 34,5 % que cumplian criterios ATP 111 (40). Estas dos definiciones coincidian
en clasificar al 93 % del total de SMet haciendo una sobrestimacion en los criterios de la

IDF frente a la definicion establecida por la ATP Ill. Otros trabajos como el realizado
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por Adams en 2005 (41) en poblacion general, indicaban un incremento del 15 al 20 %
mas de individuos con criterios de SMet al utilizar los criterios de la IDF frente a los
ATP I1ll. Tras estos hallazgos surgié la pregunta de indagar si el uso de unos u otros
criterios de SMet influia en el prondstico y en el riesgo de ECV de estos pacientes.
Lawlor et al. en 2006 (42) examinaron una cohorte de mujeres britanicas sin
enfermedad vascular con una edad comprendida entre los 60 y los 79 afos, y
determinaron el porcentaje de mujeres que cumplian criterios de SMet utilizando los
criterios OMS, IDF y ATP Il1. Pues bien, en dicho estudio observaron en los tres grupos
una similitud con relacion al riesgo de enfermedad coronaria ajustado por edad:
OR (95% IC) 1,32 (1,03-1,70) para los criterios IDF, 1,45 (1,00-2,10) para OMS y 1,38
(1,00-1,93) para ATP IlI. Por otro lado encontraron similares resultados en funcion de
factores socioecondémicos, consumo de tabaco y sedentarismo. Hallazgos similares se
obtuvieron en el analisis de la cohorte Framingham (43), 2.803 pacientes de esta
poblacién fueron examinados utilizando los criterios ATP 1ll, IDF y EGIR
observandose una incidencia de DM2 y ECV muy parecida entre los 3 grupos seguidos

durante 11 afios.

1.4 Epidemiologia y relacion del sindrome metabdlico con la

enfermedad cardiovascular:

La presencia de SMet en la poblacion mundial, al igual que la obesidad, crece de
forma exponencial constituyendo el nexo de unién principal con el desarrollo de DM2 y
provocando que la ECV sea la primera causa de muerte en el mundo tal y como ya
hemos mencionado anteriormente. Los primeros datos destacables sobre su impacto en
la poblacion general se publicaron en 2002 a través del estudio NHANES I11 (44) (de

1988 a 1994) utilizando los criterios ATP 11l en 8814 individuos estadounidenses. La
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prevalencia global en este registro fue del 22 % con un incremento lineal asociado a la
edad y que llegaba a una prevalencia del 43 % en pacientes entre los 60 y los 69 afios.
Este trabajo supuso una importante muestra del impacto de esta enfermedad sobre la
poblacion general, ademéas de mostrar las diferencias interraciales en la prevalencia del
SMet. Anadlisis posteriores siguen indicando que la prevalencia sigue aumentando y
especialmente en mujeres (45). En nuestro pais se analizé la prevalencia del SMet a
través del registro MESYAS (46) con una prevalencia bruta del 10,2 % entre 7256
trabajadores activos sanos (82,4 % varones). En este registro, la prevalencia de SMet
también aumentaba linealmente con la edad siendo mayor en varones con respecto a
mujeres, sin embargo en funcion del IMC se vio que en personas obesas, la prevalencia
de SMet era mayor en mujeres aunque no se obtuvieron resultados significativos

(Figura2: Ay B).
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Figura 2: (A) Prevalencia de SMet obesidad en el registro MESYAS en funcién de grupos de edad. (B)
Prevalencia de SMet segln el IMC. *p< 0,05. Imagen obtenida de Alegria E, Cordero A, Laclaustra M,
Grima A, Leon M, Casasnovas JA, et al. [Prevalence of metabolic syndrome in the Spanish working
population: MESY AS registry]. Rev Esp Cardiol. 2005 Jul;58(7):797-806.

Multiples evidencias soportan la relacion del SMet con el desarrollo de ECV
como corroboran 2 meta-analisis que muestran como la presencia de SMet duplica el
riesgo de ECV (47, 48). En el registro NAHNES 1, la prevalencia de ECV (cardiopatia

isquémica) era mayor en los individuos con SMet que los diabéticos (13,9 frente al
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7,5%; P < 0,001; respectivamente). En los individuos que presentaban ambas entidades,
la prevalencia de cardiopatia isquémica aumentaba hasta el 19 %. Subestudios obtenidos
del registro NHANES I1l han mostrado también la relacion del SMet con la enfermedad
cerebrovascular y la afectacién renal de origen vascular (49, 50). Junto a estos
hallazgos, otras cohortes poblacionales como: WOSCOPS (51), San Antonio Heart
Study (52) y el ya mencionado INTERHEART (53), han demostrado una relacion

significativa entre la prevalencia del SMety la ECV.

Un dato muy importante en los pacientes con SMet es el riesgo afiadido que
presentan de desarrollar DM2, como ya hemos mencionado con anterioridad, la
presencia de esta enfermedad constituye practicamente un estado prediabético debido,
entre otros fendmenos fisiopatoldgicos, a la resistencia a la insulina que se genera en
estos individuos. Concretamente en un meta-anélisis llevado a cabo sobre 16 estudios
pacientes con SMet, el riesgo relativo (RR) de desarrollar DM2 variaba de 3,53 a 5,17
en algunas poblaciones (54). También el nimero de componentes de SMet se relaciona
de forma lineal con un mayor riesgo de desarrollar diabetes (55, 56). El estudio
WOSCOPS demostro que el riesgo de desarrollar DM2 era 4 veces mayor en pacientes
con SMet y en especial en aquellos cuyos niveles plasmaticos de PCR-us eran elevados
lo que indica el papel que juega el estado proinflamatorio de estos individuos en el
desarrollo de la DM2. Este fendmeno se ha podido observar también en el Women'’s
Health Study (57), en donde los valores de PCR-us y el nimero de componentes de

SMet se relacionaban con mayor incidencia de DM2.

Existe una discordancia importante con respecto a la prevalencia del SMet en
distintas zonas geograficas del mundo, ello se debe a la aplicacion universal de los
criterios de SMet y fundamentalmente del perimetro de cintura, lo que provoca que los
puntos de corte de 102 cm en hombres y 88 cm en mujeres infraestimen la verdadera
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prevalencia del SMet en determinados paises como Japéon. Por ello en 2009 (25) se
intentd armonizar este hecho mediante la elaboracién de criterios diagnosticos concretos
para determinadas zonas geograficas. Estos se diferencian basicamente en los puntos de
corte que consideran la existencia de obesidad abdominal y que se ajustan a los
estandares poblacionales de esa zona geografica concreta como en el caso de Japon en
donde los valores limite de perimetro de cintura descienden hasta 90 cm en hombres y

80 cm en mujeres.

Ademas de la edad, el peso y las diferencias raciales, otros factores también se
asocian con un mayor riesgo de padecer SMet. En el NHANES I11 (58), el tabaco, la
menopausia, la ingesta en exceso de carbohidratos en la dieta y los habitos de vida
sedentarios aumentaban el riesgo de desarrollar SMet. Otros factores en relacion con el
desarrollo de esta enfermedad son: el consumo de refrescos azucarados (59) y la

actividad fisica aerobica escasa (60).

Cabe pensar que si el SMet se ha relacionado con el desarrollo de ECV, la
prevalencia de este en poblaciones en prevencion secundaria cardiovascular, es decir, en
pacientes con cardiopatia isquémica o enfermedad cerebrovascular establecida, sea
mucho mayor con respecto a la poblacion general. El ensayo clinico CORDIOPREV
sobre el que versa este trabajo, se lleva a cabo en una poblacion de pacientes en
prevencion secundaria cardiovascular. La prevalencia de SMet en esta poblacion es del
58 %, en consonancia con evidencias previas que elevan a porcentajes similares la

prevalencia del SMet en pacientes con ECV (61, 62).
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1.5 Otras alteraciones relacionadas con el sindrome metabdlico:

La obesidad y la DM2 son dos entidades relacionadas fisiopatolégicamente con el
SMet y que muchas veces confluyen entre si favoreciendo el riesgo de desarrollar la
ECV.

1.5.1 Obesidad y sobrepeso:

La obesidad y el exceso de peso constituyen un factor de riesgo mayor para el
desarrollo de SMet y otras enfermedades cronicas, tales como el cancer y la DM2. En
2003, Park et al. estudiaron la relacion entre la obesidad y el SMet, describiendo una
prevalencia de SMet del 5% en sujetos con normopeso, 22% en los que tenian
sobrepeso y hasta un 60 % de personas obesas dentro del Third National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES I11) (58). Por otro lado, estudios de cohorte
muestran como la existencia de obesidad en un individuo aumenta el riesgo de muerte
prematura con respecto a aquellos individuos cuyo IMC se encuentra entre 20-25 kg/m?
(63). La existencia de una mayor adiposidad a nivel central-abdominal determina un
mayor riesgo de desarrollar SMet y por consiguiente un mayor riesgo de ECV. Tal es
asi que hasta un 46 % de individuos que desarrollan SMet presentan un perimetro de

cintura elevado segun se definen en los criterios ya mencionados (64).

La OMS define el sobrepeso como un indice de Masa Corporal (IMC) igual o
superior a 25 kg/m? y la obesidad como un IMC igual o superior a 30 kg/m?. Los
ultimos datos de la International Association for the Study of Obesity / International
Obesity Task Force (IASO / IOTF) (www.iaso.org), cifran, en el afio 2010, en 1 billén
de personas adultas con un IMC entre 25-29,9 kg/m? y una prevalencia mundial de 474
millones de personas obesas con un IMC> 30 kg/m? ajustada por diferencias étnicas.

Ademas, la prevalencia de obesidad se estd incrementando de forma exponencial como
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describe Finucane et al. (65) mediante el analisis poblacional de sujetos mayores de 20
afios de 199 paises. Los resultados de dicho trabajo muestran que entre los afios 1980 y
2008, la media de IMC ajustada por edad se ha incrementado en practicamente todas las
regiones del mundo con excepcion de Africa y el sur de Asia. Dentro de los paises
desarrollados, el mayor aumento por década se encuentra en los Estados Unidos (1,1
kg/m?) seguido de Reino Unido (1,0 kg/m?). Basandose en estos datos, Stevens (66)
estimo el aumento de prevalencia de obesidad en estos 199 paises entre los afios 1980 y
2008. La prevalencia de la obesidad en terminos globales, ajustada por edad, pas6 de un
6,4 % en 1980 al 12 % en 2008. Por género, entre 1980 y 2008, la prevalencia de
obesidad ajustada por edad sigue siendo mayor en mujeres que en hombres (1980:
48 % H; 7,9 % M / 2008: 9,8 % H, 13, 8 % M). Los altimos céalculos de la OMS
indican que en 2015 habra en todo el mundo aproximadamente 2.300 millones de
adultos (mayores de 15 afios) con sobrepeso y al menos 700 millones de adultos obesos.
El IMC > 30 kg/m? es uno de los 8 factores de riesgo que representan el 61% de las
muertes por ECV (12 causa actual de muerte en el mundo) y el 75 % de la cardiopatia
isquémica (67). En nuestro pais, la prevalencia de la obesidad se encuentra entre las
mas altas de Europa. El registro MESYAS (Metabolic Syndrome in Active Subjects)
sobre 18.778 trabajadores sanos (78% varones) demostrd un porcentaje de sobrepeso en
hombres y mujeres del 46,8 y del 23,6%, respectivamente. El porcentaje de obesidad
fue del 16,9% en hombres y 8,9% en mujeres. El porcentaje total de sobrepeso fue
33,9%, y el de obesidad 12,5% (46). El incremento de la prevalencia de la obesidad en
Espafia en las ultimas décadas también se ha investigado en trabajos como el de
Gutiérrez Fisac et al. (68) en donde la prevalencia de la obesidad en nuestro pais
aumentod de forma significativa en un 3,9% (P < 0.01), 4,6% en hombres (P < 0,01) y

3,2% en mujeres (P < 0,01). ElI mayor aumento por grupos de edad se vio en hombres
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con edades comprendidas entre los 45-54 afios (6,5%, P < 0,01) y en mujeres con
edades entre los 25-34 (2,2%, P < 0,05). Por otro lado, el trabajo de Basterra-Gortari
(69) realizado entre 1997 y 2003 en 49.113 sujetos a través de la Encuesta Nacional de
Salud (ENS) muestra un incremento considerable en la prevalencia de obesidad en la
poblacion espafiola, asi como en otras patologias asociadas a ella como son: HTA,

DM2 y dislipemia.

La prevalencia de la obesidad aumenta asociada a determinados factores como
son la edad, el género y factores socioeconémicos. En nuestro pais, datos procedentes
de la ENS (Encuesta Nacional de Salud) y del estudio DORICA (Dislipemia, Obesidad
y Riesgo Cardiovascular) muestran un mayor porcentaje de obesidad en mujeres. Sin
embargo, la ENS de los afios 2011 y 2012 muestra una inversion en este dato
apareciendo una mayor prevalencia de obesidad en hombres (18 %) con respecto a
mujeres (16 %). Recientemente el estudio ENRICA (70) indica que la prevalencia de la
obesidad en la poblacién espafiola es de un 24,4 % en hombres y del 21,4 % en mujeres
mayores de 65 afios. Ademas del género, la edad y factores socioecondémicos también
influyen en la frecuencia con la que la obesidad aparece en determinadas poblaciones.
De esta forma, en edades superiores a los 50 afios, la prevalencia de sobrepeso y

obesidad es mucho mayor que por debajo de esta edad (71).

El sobrepeso y la obesidad tienen graves consecuencias para la salud. La incidencia de
determinadas enfermedades entre las que destacan las ECV, aumenta de forma lineal
con el IMC. Las ECV y en especial la cardiopatia isquémica y la enfermedad
cerebrovascular constituyen la principal causa de muerte en todo el mundo, con 13

millones de muertes anuales (Figura 3).
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La obesidad ha sido relacionada con un mayor riesgo de ECV en multiples estudios y
dentro de la obesidad, un mayor acumulo de adiposidad a nivel de abdomen, con
respecto a la grasa corporal total, se ha descrito con un efecto mas nocivo en el
desarrollo de DM2 y el consecuente dafio a nivel cardiovascular. El estudio de casos y
controles INTERHEART que aglutinaba 27.098 pacientes de 52 paises, confirmo la
asociacion existente entre la adiposidad abdominal, medida con el perimetro de cintura,

y el riesgo de IAM (53).

The 10 leading causes of death in the world

Figura 3: Principales causas mundiales 2011
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Para  ello  analizaron
prevalencia de distintos factores de riesgo como: obesidad, habito tabaquico, DM2 y
HTA en pacientes con enfermedad coronaria establecida. En el caso concreto de la
obesidad (IMC>30 kg/m?) observaron un incremento significativo en la prevalencia
durante las tres fases del estudio: 1=25%, 11=32,6 % y 111=38 % (P = 0,0006). De igual
modo, el estudio IDEA (73) (International Day for the Evaluation of Abdominal
obesity) sobre mas de 170.000 pacientes de distintos paises, demostr6 como el

perimetro de cintura estaba fuertemente relacionado con el desarrollo de ECV y DM2

sin verse afectado por factores como el IMC vy la edad. Por otro lado, cabe destacar al
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estudio INSPIRE ME/IAA (74) llevado a cabo en 4.504 pacientes de 29 paises y que ha
permitido demostrar la relacion de la obesidad abdominal y el riesgo de ECV y DM2.
De esta forma, aquellos pacientes que presentaban una mayor adiposidad abdominal
presentaban mayores alteraciones en el metabolismo de la glucosa y consecuentemente

una mayor incidencia de DM2 y mayor riesgo de ECV.

Sin embargo, evidencias recientes sugieren la existencia de determinados
“fenotipos metabolicos” en los que no todos los sujetos obesos muestran las alteraciones
metabdlicas tipicas de estos pacientes: resistencia a la insulina, adiposidad central, bajas
cifras de c-HDL vy elevadas concentraciones de TG, asi como HTA; del mismo modo,
no todos los sujetos con un IMC normal presentan un metabolismo saludable (75-77).
Resulta interesante observar como individuos con un IMC normal (< 30 kg/m?) pero
metabdlicamente obesos se caracterizan por presentar hiperinsulinismo y resistencia a la

insulina lo que les confiere un mayor riesgo de desarrollar DM2 y ECV (78, 79).

En resumen, la obesidad fue etiquetada como epidemia mundial por la OMS en
el afio 1998, y en la actualidad no muestra sefiales de disminucién sino todo lo
contrario. Existen maltiples factores que intervienen en el aumento mundial de esta
enfermedad y entre ellos destaca la instauracion de habitos dietéticos poco saludables
como un exceso en el aporte calérico total y un mayor aumento de la proporcion de
grasas saturadas en la dieta; todo ello asociado a un menor consumo de productos
vegetales y habitos de vida sedentarios. De esta forma, la epidemia de la obesidad se
postula como el principal reto para la medicina moderna puesto que su presencia
determina una concatenacion de estados patologicos que desembocan en el dafio a nivel

CV.
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1.5.2 Diabetes Mellitus:

La epidemia de DM2 se extiende exponencialmente por todo el mundo tanto en
paises industrializados como en aquellos en vias de desarrollo. Las estimaciones
realizadas por Wild et al. en 2004 indicaban un aumento de la prevalencia global de
DM2 del 2,8% en el afio 2000 al 4,4% en el 2030. EI numero total de diabéticos en todo
el mundo se estima que pase de los 171 millones en el afio 2000 a los 366 millones en el
afio 2030. Ademas los célculos indican que el incremento de la prevalencia de DM2 en
la poblacion mundial se debera al aumento de la proporcion de individuos con edades
superiores a los 65 afios (80). En el continente europeo, la prevalencia de diabetes en
2013 se cifra en un 8,5 % lo que corresponde a 56 millones de casos (edades
comprendidas entre los 20 y los 79 afios) incluyendo tanto a la diabetes tipo 1 como a
la diabetes tipo 2 (81). En nuestro pais, el estudio Di@bet.es (82) es el mas reciente en
analizar la situacion de esta patologia en la poblacion espafiola. Los datos que
proporciono este trabajo en el afio 2012 indican una prevalencia global de DM2 ajustada
por edad y sexo del 13,8 % (IC 95%: 12,8-14,7 %) de los cuales aproximadamente la
mitad no estaban diagnosticados de diabetes: 6,0 % (IC del 95%: 5,4-6,7 %). Por otro
lado también observaron como la prevalencia de diabetes y alteraciones en el
metabolismo de la glucosa se incrementaban significativamente con la edad
(P < 0,0001) y con el género siendo mayor en hombres que en mujeres (P < 0,001).
Asi, entre los afios 2011 y 2013, la prevalencia estimada en Espafia ha aumentado del
8,1% al 10,8 % lo que pone a nuestro pais en una situacién de emergencia sanitaria (83,
84).

La preocupacion surgida del alarmante crecimiento de la prevalencia de diabetes en
la poblacién mundial deriva de la mayor morbimortalidad que esta patologia confiere a

los individuos que la padecen. Las complicaciones CV fundamentales que producen los
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elevados niveles de glucosa en la DM2 derivan de la enfermedad microangiopatica
(nefropatia (85) y retinopatia, presente hasta en el 28 % de los pacientes diabéticos (86)
y neuropatia diabéticas con prevalencias que oscilan entre el 18 y el 35 % (87-89)) y las
ECV (macroangiopatia diabética). Entre éstas se incluyen la enfermedad coronaria, la
enfermedad cerebrovascular y la enfermedad arterial periférica que aglutinan hasta el
80 % de las complicaciones macrovasculares de esta enfermedad (90). Estudios
poblacionales como el de Ringborg et al. (91) publicado en 2008 estiman una
prevalencia de ECV establecida en pacientes con DM2 del 13,8 % en mujeres y del

18,0% en varones.
1.5.3 Otros potenciales marcadores de sindrome metabdlico:

Por otro lado, el SMet se ha reconocido como un estado proinflamatorio crénico de
baja intensidad (niveles elevados de proteina C reactiva ultrasensible (PCR-us) e
interleuquina 6 (IL-6)) (57, 92-101) y un estado protrombotico (niveles elevados de
fibrindgeno e inhibidor del activador tisular del plasmindgeno (PAI)). Estos marcadores
protromboticos y proinflamatorios se asocian con una mayor incidencia de ECV y DM2
(95-98), aunque el estado inflamatorio que se atribuye al SMet, sélo explica en parte la
asociacion entre este y la mortalidad por ECV (102). Junto a estos, otros tales como la
esteatosis hepatica (103), la disfuncién endotelial (104) y el estrés oxidativo (105)

participan en el complejo entramado que supone el desarrollo del SMet.

1.6 Importancia de la inflamacién en el sindrome metabdlico:

Nuestro sistema inmune innato esta constituido por barreras epiteliales que junto
con distintos tipos de células y proteinas circulantes nos defienden de agresiones

externas. Alguna de estas células, en especial macrofagos y linfocitos, desencadenan la
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reaccion inflamatoria con una gran cantidad de mecanismos fisioldgicos involucrados
que, mantenidos en el tiempo, provocan la lesion del tejido afecto. De forma asociada,
la reaccion inflamatoria genera diversas alteraciones a otros niveles del organismo como
son el metabolismo de lipoproteinas y glucosa que junto con el proceso inflamatorio per
se favorecen el dafio vascular como analizaremos mas adelante. En los Gltimos afios el
estudio del estado proinflamatorio en pacientes con SMet ha alcanzado un gran auge

derivado de la influencia que tiene sobre el desarrollo de ECV.

1.6.1 Reaccion inflamatoria:

La respuesta inflamatoria constituye el primer mecanismo de respuesta para
luchar contra agentes exdgenos como los microrganismos o las sustancias generadas
por estos y poder erradicarlos del organismo. De esta manera, a nivel local donde el
patdgeno contacta con el organismo se genera una reaccion local favorecida por los
rectantes de fase aguda (RFA) entre los que destaca la PCR. Estos reactantes de fase
aguda pueden estar presentes en procesos inflamatorios agudos y cronicos y sus niveles
pueden estar elevados en multitud de situaciones como infecciones, traumatismos,
enfermedades autoinmunes y hasta procesos neoplasicos. Esta respuesta local genera
una serie de sefiales que atraerdn a las distintas células del sistema inmune
fundamentalmente a lo leucocitos que seran los que en ultima instancia se encarguen de

erradicar al agente externo.

Los cambios en los niveles de RFA estan inducidos por una serie de moléculas
antinflamatorias llamadas citoquinas. Estas citoquinas son secretadas por los
macrofagos, monocitos y otras células inmunitarias implicadas en las fases iniciales de
la respuesta inflamatoria. La actuacion de estas citoquinas se limita a nivel local a

excepcion de la interleuquina (IL)-6 e IL-1 y del factor de necrosis tumoral alfa
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(TNF-a) que son las principales citoquinas proinflamatorias de nuestro sistema inmune
y que ademas constituyen auténticas hormonas participando en mdaltiples procesos
fisiologicos del organismo. Estas citoquinas favorecen una reaccion sistémica que
conlleva una gran cantidad de alteraciones fisiologicas y bioguimicas que generan
cambios como: el aumento de la temperatura corporal (fiebre) (106), modificaciones
neuroendocrinas como por ejemplo el aumento de corticotropina (ACTH) (107),
alteraciones en el nivel de conciencia, alteraciones hematopoyéticas como anemia (108)

etc.

De esta forma, la respuesta inflamatoria se puede dividir en 3 etapas (109):
1) Produccion de citoquinas proinflamatorias que actuan como sefializadores para
favorecer la quimiotaxis de las células del sistema inmune, fundamentalmente los
macrofagos, asi como favorecer fendmenos protrombdticos y de reparacion a este nivel.
2) Reaccion inflamatoria sistémica que, a distintos niveles del organismo, amplifican o
atenuan el proceso inflamatorio mediante una funcion claramente endocrina.
3) Liberacion masiva al torrente sanguineo de mediadores inflamatorios que pueden

Ilegar incluso a generar un dafio tisular si persisten en el tiempo.

1.6.2 Citoquinas inflamatorias:

1.6.2.1 Interleugina 1 (IL-1):

IL-1 se constituye por un grupo de 11 proteinas diferentes codifcadas por su
correspondiente gen y que se localiza en el cromosoma 2. Su produccion esta inducida
por el lipopolisacéarido (LPS) bacteriano, otras citoquinas inflamatorias como TNF e IL
(2,3 y 12), factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos, el plasmindgeno,
la trombina etc. De esta forma, la IL-1 ademas de tener un papel muy importante en

procesos inflamatorios, esta involucrada en mecanismos de proliferacion celular y
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apoptosis. Por otro lado, la IL-1 también favorece la sintesis de otras citoquinas
inflamatorias, fundamentalmente la IL-6 de manera que puede favorecer la perpetuacion

de la respuesta inflamatoria.

1.6.2.2 Interleuquina 6 (IL-6):

Esta citoquina se secreta por las células mononucleares, linfocitos T y otras
células de nuestro sistema inmune. En gran parte de estos casos se debe al estimulo
generado por la IL-1 y el TNF-a sobre estas celulas. Su funcion le permite regular la
respuesta humoral y celular de nuestro sistema inmune ademas de desempefar un papel
clave en la inflamacion y el dafio tisular (110). A nivel de los hepatocitos induce la
sintesis de varias proteinas plasmaticas como el fibrindgeno y por otro lado se encarga
de estimular la proliferacion y la maduracion de las celulas B. Debido a su papel
proinflamatorio, también es una citogquina que se expresa en el proceso de
arteriosclerosis de manera que sus niveles van a estar elevados en la placa de ateroma.
Se sabe que constituye uno de los principales estimulos sobre los RFA como la PCR

(111), ademaés de regular la expresion de otras citoquinas como la IL-1 y el TNF-a.

1.6.2.3 Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a):

TNF-a es una citoquina proinflamatoria secretada por macrofagos
fundamentalmente aunque también puede ser producida por otros tipos celulares como
los linfocitos T, las células natural Killer, las células de la musculatura lisa y
endoteliales. Esta citoquina esta involucrada en gran cantidad de procesos fisioldgicos
de nuestro organismo como ya hemos mencionado. Entre estos destacan la
proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular, el metabolismo lipidico y la
coagulacién (112, 113) de manera que la alteracion en los niveles sanguineos de esta

citoguina juega un papel fundamental en la génesis de distintas enfermedades. El gen
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encargado de codificar a esta citoquina se localiza en el cromosoma 6. Su funcion se
realiza gracias a la union a receptores de membrana: TNFR 1y 2. El TNFR-1 se expresa
en varios tipos celulares y el TNFR-2 se expresa fundamentalmente en células

endoteliales e inmunoldgicas.

Su papel en la respuesta inflamatoria viene determinado por la secrecion por
parte de los macréfagos activados lo que conduce a un incremento en la permeabilidad
vascular y favorecer asi los fendbmenos de quimiotaxis que se dan en la respuesta
inflamatoria local. De esta forma el TNF-a ejerce una labor de contencion local, sin
embargo en aquellos casos en los que la infeccion se extiende a otras partes del
organismo y desencadena el proceso de sepsis, el TNF-a se libera al torrente sanguineo
y provoca una serie de efectos sistémicos entre los que destacan una vasodilatacién y
una pérdida de volumen plasmatico debido al aumento de la permeabilidad vascular.
Junto con estas funciones propias, el TNF-o también favorece la secrecion de I1L-6

favoreciendo de nuevo la perpetuacion de la respuesta inflamatoria.

1.6.3 Reactantes de fase aguda: proteina C reactiva (PCR):

La proteina C reactiva (PCR) fue el primer RFA en describirse en 1930 (114).
Sus niveles aumentan en situaciones tales como infecciones bacterianas, traumatismos,
patologias inflamatorias agudas y sistémicas, ademas presenta una elevada sensibilidad
como marcador sistémico de inflamacién y dafio tisular. Al igual que otros RFA, la
PCR desempefia su funcién en distintos estados del proceso inflamatorio (115) y su
expresion en la respuesta inflamatoria se produce de forma muy precoz. Pertenece a la
familia de las pentraxinas, proteinas compuestas de 5 subunidades (protomeros)
estructuralmente idénticos. Su expresion esta regulada, a nivel de los hepatocitos, por la

IL-6. Su vida media en plasma oscila en torno a las 19 horas (h) y los niveles en sangre
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oscilan en personas adultas en torno a los 0,8 mg/L, el percentil 90 se sitda en los
3,0 mg/L vy el percentil 99 en los 10 mg/L (116). Su funcion principal es la de unirse a
la fosfocolina expresada en la superficie de las células en el proceso de apoptosis y a
otros patogenos con el fin de activar el sistema del complemento, por la via
del complejo Clqg (117). Ademas de activar el sistema del complemento, la PCR puede
por otro lado unirse a macrofagos para iniciar el proceso de eliminacién de aquellos
patégenos y células marcadas en distintos procesos como el de apoptosis
interaccionando con la inmunidad humoral por un lado y la celular por el otro (115,

118).

1.6.4 Efecto de la inflamacion sobre el metabolismo lipidico en

pacientes con sindrome metabolico:

Los distintos procesos que acontecen en el proceso inflamatorio presentan una
incidencia directa sobre el metabolismo lipidico, entre otros. De esta forma, la
dislipemia constituye uno de los componentes esenciales que determinan que los
pacientes con SMet presenten un riesgo mas elevado de ECV (119). La alteracion
lipidica tipica del SMet viene definida por una elevacion de los niveles de TG junto con
descenso en los niveles de c-HDL y la producccion de particulas de c-LDL pequefias y
densas. La aparicién de la dislipemia en el SMet se debe, entre otros mecanismos, a una
mayor produccién de acidos grasos libres no esterificados (AGNE) derivados de una
mayor actividad lipolitica en estos pacientes que como ya hemos mencionado suelen
presentar una mayor adiposidad sobre todo a nivel abdominal. A nivel hepatico, estos
NEFAs aumentan aumentan la sintesis de particulas ricas en TG (LRT) y c-VLDL. El
aumento de los niveles de c-VLDL favorece un descenso del c-HDL debido a la

actuacioén de la proteina trasnprotadora de esteres de colesterol, que enriquece de TG a
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las particulas de c-HDL que disminuyen su tamafio y aumentan su densidad
favoreciendose su catabolismo por parte de la lipasa hepética (120). Lo mismo ocurre
con las particulas de c-LDL, un mayor enriquecimiento de TG las hace de menor
tamafio y con una densidad superior a la de individuos sanos; esta caracteristicas en las
praticulas de c-LDL las hace més oxidables de manera que su afinidad por los

receptores celulares disminuye reduciéndose su aclaramiento del torrente sanguineo.

En uno de los trabajos més importantes publicados en poblacion diabética, el
United Kingdom Perspectiva Diabetes Study (UKPDS) la presencia de dislipemia en
estos individuos y sobre todo en el género femenino se asoci6é con una mayor incidencia
de DM2 y ECV (121). Por otro lado la presencia de particulas de c-LDL pequefias y
densas se han relacionado con una mayor incidencia de cardiopatia isquémica (122) y
de DM2 (123). Estas caracteristicas en las particulas de c-LDL les confieren una mayor
aterogenicidad puesto que el aclaramiento de torrente sanguineo en estos caso es

mucho mas dificil y se favorece por tanto su acumulo en la pared vascular.

Otro factor importante en la dislipemia de pacientes con SMet es la existencia de
niveles elevados de TG. La hipertrigliceridemia ocasiona diversas alteraciones a nivel
endovascular mediante alteraciones en la funcion endotelial. ElI aumento en la
produccién de anion superoxido provoca el descenso de uno de los componentes

fundamentales del endotelio vascular, el 6xido nitrico (ON).

Del mismo modo, también existen alteraciones importantes en el metabolismo
lipidico generadas por citoquinas inflamatorias. Los niveles circulantes de TNF-a se
relacionan de forma inversa con el tamafio y la densidad de las particulas de c-LDL con
los efectos proaterogénicos que ya hemos comentado. Ademads, las citoguinas

inflamatorias modulan los niveles de lipoproteinas, uno de los mecanismos es el
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producido por el TNF-a y la IL-1, capaces de disminuir el transporte reverso de
colesterol mediante la reduccion en la expresion celular de la proteina ATP binding
cassette A1 (ABCAL) (124). Por otro lado, los niveles circulantes elevados de estas
citoguinas son capaces de inhibir el correcto funcionamiento de los receptores de c-LDL

(125).

El TNF-o tiene potentes efectos metabolicos en relacion con una
sobreproduccién a nivel del tejido adiposo de pacientes obesos. Por un lado favorece el
aumento en los niveles de TG al favorecer su sintesis a nivel hepatico (126) asi como
una inhibicién de la lipoproteina lipasa (LPL) (127); derivado también de un aumento
de la adiposidad en pacientes obesos, el TNF-o ha sido implicado también en la
aparicion de la resistencia a la insulina mediante la inhibicion de la fosforilacion del
receptor de la insulina impidiendo asi su activacion (128). Por ultimo cabe destacar la
relacion que existe entre la PCR y el metabolismo de lipoproteinas ricas en TG debido
fundamentalmente a la alteracion en el aclaramiento de quilomicrones (Qm) a nivel
hepéatico que se ve reducida en aquellos pacientes que presentan niveles elevados de

PCR (129).

1.6.5 Efecto de la inflamacion sobre la arteriosclerosis y su

relacion con la enfermedad cardiovascular:

Existe una estrecha relacion entre la inflamacion y la génesis del proceso
arteriosclerotico puesto que la formacion de la placa de ateroma, su inestabilidad y los
fendmenos aterotromb6ticos no son ni mas ni menos que procesos inflamatorios a nivel
intravascular (130, 131). En los pacientes con SMet existe un estado proinflamatorio
cuya relacion con la R, la dislipemia o la HTA estan perfectamente descritas (132-135).

Por todo ello y aunque la inflamacién no es considerada un criterio en el diagnéstico de

52



Francisco Gémez Delgado

SMet, si se establece su relacion con el SMet y por tanto su participacion en la
fisiopatologia de la arteriosclerosis. Varios estudios han demostrado como en pacientes
con SMet, las condentraciones sanguineas de moléculas proinflamatorias como IL-6,
TNF-a y PCR se encuentran elevadas con respecto a la poblacion general debido entre
otros mecanismos al aumento de macrofagos activados en el tejido adiposo (136). Estas
citoquinas inhiben de forma potente la produccion de adiponectina (132-134), una
adipoquina expresada a nivel de los adipocitos y encargada de inhibir la adhesion de los
monocitos a las células endoteliales y la transformacién de macréfagos a células
espumosas con un claro efecto anti-arteriosclerético. Ademas, la adiponectina aumenta
la actividad de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) (137) y sus bajos niveles en
sangre provocado por el aumento de TNF-a, IL-6 y PCR, como ya hemos comentado,
se asocian con la aparicion de obesidad, sobrepeso, Rl y DM2 y dislipemia (138-142),
todas ellas caracteristicas del SMet. Por otro lado, la actividad fisica regular (143) y el
consumo moderado de alcohol (144) inciden de manera positiva en la reduccion de los

niveles de PCR circulante.

Los mecanismos que relacionan la PCR con la arteriosclerosis y la ECV no estan
perfectamente definidos. Sin embargo ya desde los afios 80, las posibles asociaciones
que se postulaban variaban entre una union directa a las particulas lipidicas
especialmente a la lecitina y a otras lipoproteinas circulantes como el c¢-LDL vy el
c-VLDL (145, 146) favoreciendo su aterogenicidad al inducir la oxidacion del c-LDL
(147). También se apunta al deposito en la placa de ateroma y formacion de agregados
que activan la cascada del complemento ejerciendo un efecto proinflamatorio a este
nivel (148, 149). También se ha establecido el hecho de que la PCR es capaz de
estimular la produccién de factor tisular a través de los monocitos en sangre periférica

teniendo asi un efecto procoagulante (118). Todos estos mecanismos favorecidos por
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factores tanto genéticos como adquiridos pueden determinar la existencia de una
variabilidad interindividual en la respuesta del organismo tanto a citoquinas
inflamatorias como a RFA de manera que algunos sujetos presenten una mayor
respuesta a estas moléculas generandose un mayor dafio a nivel CV. Existe una fuerte
relacion entre los niveles de PCR y la ECV demostrada ya en trabajos llevados a cabo
en las décadas de los 80 y los 90. Estos trabajos muestran un efecto directo entre los
niveles de PCR y el pronostico de pacientes con IAM (150) y SCA (151).
Posteriormente gran cantidad de trabajos han corroborado la relacién entre los niveles
de PCR elevados y un mayor riesgo futuro de ECV (enfermedad cerebrovascular,
cardiopatia isquémica y enfermedad arterial periférica) (152-154). En el afio 2000,
Danesh et al. publicaron un meta-analisis sobre un total de 1.953 eventos coronarios
observando que un valor de PCR superior a 2,4 mg/L en comparacion con unos niveles
< 1,0 mg/L, duplicaba el riesgo (RR=2,0) de padecer un evento cardiovascular en el
futuro (155). Otros estudios observacionales como el Reykjavik Icelandic Hearth Study
llevado a cabo sobre 19.000 sujetos que incluian 2.459 eventos coronarios seguidos
durante una media de 20 afios; han permitido establecer una estrecha relacion entre los
niveles de PCR vy el prondstico de estos pacientes (156). La PCR se correlaciona con
otros marcadores inflamatorios cuya participacion, aunque menos significativa, en el
dafio a nivel cardiovascular, también ha quedado demostrada (157, 158). El papel de la
inflamacién como componente del SMet y su participacion en la formacién de la placa
de ateroma esta aumentando debido a los hallazgos, entre otros, de Ridker en 2001 en
donde demostro el efecto reductor de las estatinas sobre el riesgo de padecer un evento
cardiovascular era muy similar en aquellos pacientes que tenian unos niveles de PCR
elevados independientemente de que los niveles de c-LDL estuviesen elevados o en un

rango normal (159). Si estos hallazgos son ciertos, en un futuro podria ser necesaria la
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medicién de los valores de PCR y la indicacion de un tratamiento hipolipemiante en
aquellos pacientes que aparentemente tengan un RCV bajo. Por dltimo los niveles PCR
son utiles como marcador de la severidad de determinados ECV como es el caso del
IAM. La necrosis miocardica que se produce durante el infarto provoca una reaccion
inflamatoria en la que la PCR aumenta sus niveles en sangre alcanzando unos valores
pico en las 48 h posteriores al evento. De esta manera, la PCR constituye un buen

predictor de la severidad, extension y pronostico del IAM (160, 161).

1.7 Abordaje terapéutico del sindrome metabolico:

El manejo terapéutico de los pacientes con SMet engloba una serie de

recomendaciones (37, 56, 162) que se centran en tres pilares fundamentales:

- Abordar el sobrepeso, la obesidad y el sedentarismo mediante la actividad fisica

y la incorporacién de habitos dietéticos saludables.

- Maodificar todos aquellos estilos de vida que supongan un riesgo afiadido para el

desarrollo de DM2 y ECV.

- Controlar mediante tratamiento farmacoldgico, en caso de precisarlo, los

distintos componentes del SMet.
1.7.1 Modificacion de los estilos de vida y terapias farmacoldgicas:
1.7.1.1 Efecto de la actividad fisica en el sindrome metabolico:

La realizacion de actividad fisica periodica debe constituir una de las primeras
actuacionesen el tratamiento de pacientes con SMet ya que favorece el control del peso

y sobre todo ayuda a eliminar el exceso de adiposidad abdominal (163). La actividad
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fisica recomendable se basa en la realizacion de una actividad aerobica diaria de
minimo 30 minutos de duracion con una intensidad moderada (164). La actividad fisica
mantenida en estos pacientes mejora el control de los distintos componentes del SMet
como muestran evidencias previas en donde el ejercicio fisico reduce las cifras de
tension arterial (165), aumenta los niveles plasmaticos de c-HDL y reduce los de TG
(166). La actividad fisica también mejora el control glucémico al reducir las cifras de
HbAlc y mejorar la distribucion de la grasa corporal disminuyendo el acimulo adiposo
visceral (167). En este sentido, Pattyn et al. en 2013 (168) analizaron distintos estudios
de intervencion con ejercicio fisico en pacientes con SMet, corroborando el efecto
beneficioso que éste provoca en la reduccién de tensiéon arterial, PC (con una
correlacion positiva entre ambos) y por otro lado en un aumento significativo en los
niveles de c-HDL. La mejora de las distintas alteraciones metabdlicas que acontecen en
el SMet ha sido corroborada también en trabajos como los realizados dentro del
Diabetes Prevention Program (DPP) (178), llevado a cabo sobre 3.234 pacientes con
glucemias basales alteradas. En dicho estudio se demostr6 una reduccion del riesgo de
padecer DM2 del 58 % en el grupo de intervencion con actividad fisica en comparacion
con el grupo de intervencion con metformina en donde se obtuvo un 31 % (178). La
superioridad de la actividad fisica sobre el tratamiento farmacoldgico en la prevencion
de la DM2 se mantuvo a lo largo del tiempo (169, 170). Todas esta evidencias apoyan el
hecho de que la actividad fisica regular y la modificacion de otros habitos de vida, tales

como la dieta deben constituir la base en el manejo de pacientes con SMet.

1.7.1.2 Tratamiento farmacoldgico en el sindrome metabolico:

Ademas de la modificacion del estilo de vida, en algunas ocasiones es necesario
tratar enérgicamente las alteraciones metabdlicas secundarias al SMet. En relacion al
metabolismo de la glucosa, existen numerosas evidencias sobre la importancia de
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utilizar determinados farmacos hipoglucemiantes, entre los que destaca el uso de
metformina, que aumenta la sensibilidad a la insulina a nivel muscular y hepatico

constituyendo la primera linea de tratamiento farmacologico en la DM2.

Los trabajos mencionados previamente dentro del DPP, demostraron un efecto
beneficioso en la reduccion del riesgo de desarrollar DM2 en aquellos pacientes que
presentan un estado de prediabetes (169, 170). Diversos estudios han confirmado el
efecto beneficioso en el control glucémico de estos pacientes (171) y entre ellos destaca
el United Kingdom Prevention Diabetes Study (UKPDS) que mostré los efectos
beneficiosos del tratamiento con metformina en una poblacion de 4.075 pacientes en
donde el tratamiento con metformina mejoro el control glucémico de estos pacientes en
comparacion con sulfonilureas e insulina, junto con una reduccion en las
complicaciones derivadas de la DM2 y consecuentemente en la mortalidad atribuible a

esta enfermedad (172).

La presion arterial es otro de los factores que deben estar estrechamente controlados
en los pacientes con SMet. En este sentido, el objetivo de reducir farmacol6gicamente
las cifras de tension arterial se establece cuando superan los valores de 140/90 mmHg.
Los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina | en angiotensina Il (IECA) o
los antagonistas de los receptores de angiotensina Il (ARA-II) constituyen el escalon
inicial en el tratamiento antihipertensivo de estos pacientes. Su uso esta justificado,
porque en estos pacientes se ha objetivado que el aumento del PC y la obesidad inducen
la activacion del sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) (173, 174). En este
sentido, la espironolactona permite una sinergia en el bloqueo del SRAA por lo que
puede ser beneficiosa en aquellos pacientes en los que no se consiga un control
adecuado de la tension arterial con IECA y ARA-1I (173). El uso de otros farmacos para
el control de la TA, tales como tiazidas y betablogueantes, parece controvertido por su
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efecto pernicioso sobre la sensibilidad a la insulina y debe reservarse en ciertas
indicaciones como en el caso de pacientes que ademas sufran cardiopatia isquémica

(173).

Por ultimo es importante un adecuado control del perfil lipiidico en los pacientes
con SMet. La alteracion caracteristica de estos pacientes se basa en la existencia de
niveles elevados de TG y niveles bajos de c-HDL. El uso de fibratos también es
importante en el manejo de la dislipemia aterogénica en pacientes con SMet debido,
ademas de la reduccion del riesgo de ECV derivado de la reduccién de los niveles de
TG (175) , al efecto pleiotropico que tiene sobre la disminucion de la resistencia a la
insulina en estos pacientes (176, 177). En estos pacientes también es importante el
control de los niveles de c-LDL, en este sentido, los objetivos terapéuticos varian en
funcién del RCV del individuo llegando a ser < 70-100 mg/dL en pacientes con DM2 y
ECV establecida (coronaria, cerebrovascular o arterial periférica). Para este objetivo, la
primera linea de tratamiento se centra en el uso de estatinas (178-181) en monoterapia 0
en combinacién con un inhibidor en la absorcion de colesterol (ezetimibe) (182) o un

secuestrador de acidos biliares (colestiramina, colesevelam o colestipol) (183).

1.7.2 Intervencién nutricional en el SMet. Modelos de dieta cardiosaludable:

La prevencion y reduccion del sobrepeso y de la obesidad, particularmente la
abdominal debe ser un objetivo terapéutico primordial en estos pacientes. La
importancia de la reduccion de peso en la prevencién y control de los componentes del
SMet ha quedado demostrada en el estudio CARDIA (The Coronary Artery Risk
Development in Young Adults) en donde el aumento del IMC durante los 15 afios de
seguimiento del estudio se asocié a un empeoramiento de los distintos componentes del

SMet en comparacion con el grupo en el que su IMC se mantuvo estable desde el inicio
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(184). La reduccion del peso se apoya en la dieta y el ejercicio. Dentro de los habitos
dietéticos saludables destaca el modelo de dieta Mediterraneo (DMed), en el que
profundizaremos posteriormente, y que demuestra un efecto beneficioso, entre otros;
sobre la reduccion de peso, el descenso de la presion arterial, la mejora del metabolismo
lipidico y la resistencia a la insulina, asi como el estado proinflamatorio que
generalmente subyace en estos pacientes (185-188). Las evidencias existentes
demuestran que la intervencion dietética en los pacientes con SMet deriva en otros
efectos beneficiosos que no estan directamente relacionados con la reduccion de peso y
la disminucion de la adiposidad central. Richard et al. han puesto de relieve el efecto
beneficioso de la DMed en los pacientes con SMet independientemente de la pérdida de
peso, tanto a nivel del metabolismo del c-LDL (189) y c-HDL (190), como en el estado
proinflamatorio (191). El consumo de una DMed, con una composicion energética igual
a la dieta control favorecia un aumento en el tamafio de las particulas c-LDL
(disminuyendo su aterogenicidad), una reduccién en sus niveles plasmaticos, asi como
un aumento en los niveles de c-HDL. Dichos efectos se objetivaron sin pérdida de peso.
El ultimo trabajo de esta autora en relacion a este punto muestra como el consumo de
una DMed en pacientes con SMet reduce de forma significativa las concentraciones
plasméaticas de PCR-us, mejorando el estado proinflamatorio mediado por otros
marcadores como: IL-6, TNF-a e interleuquina 18 (IL-18). Junto a lo indicado, en la
actualidad existen fundamentalmente dos alternativas para el manejo de estos pacientes
desde el punto de vista nutricional y que abogan, por un lado, por una alimentacion
pobre en grasa con un mayor porcentaje de HC procedente de frutas u otros vegetales tal
y como se propone en las recomendaciones del ATP I1I-NCEP y la AHA (24, 192) y

por otro lado se propugna un modelo de alimentacion mas rico en grasa, a expensas de
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acidos grasos monoinsaturados (MUFA), tipico del patrén mediterraneo y que ha

demostrado reducir el riesgo de desarrollar SMet (186).

Como ya hemos comentado previamente, los cambios en el estilo de vida han
demostrado jugar un papel fundamental y muchas veces decisivo en el abordaje de estos
pacientes. Ademas de la realizacion de una actividad fisica aerdbica regular, la dieta es

el pilar fundamental en el tratamiento de los pacientes con SMet.

Varios patrones dietéticos se han postulado como beneficiosos en el abordaje
terapedtico de estos pacientes. Tanto la cantidad como el tipo de grasa en la dieta
influye en el desarrollo del SMet, tal y como se han sugerido en estudios
observacionales. Ademas, varios estudios de intervencion han determinado el efecto de
la dieta sobre la incidencia y prevalencia de SMet (185, 187). Estos estudios analizaron
el efecto de una DMed y una dieta rica en vegetales y pobre en productos animales, en
comparacion con la terapéutica dietética habitual. En todos estos estudios, la
intervencion dietética indujo un descenso en la prevalencia de SMet aunque en la
mayoria se observo ademas un descenso de peso corporal. Ademas, existe una relacion
estrecha entre el tipo de grasa consumida en la dieta y el grado de sensibilidad periférica
a la insulina, un factor clave en el desarrollo del SMet. Por otro lado, el consumo de
dietas ricas en MUFA e HC mejoran la sensibilidad periférica a la insulina mientras que
el consumo de grasa saturada induce una resistencia a la misma. Ademas, estudios
recientes sugieren que el consumo de AG w-3, reduce el riesgo de muerte por
enfermedad cardiovascular y de desarrollo de SMet, por sus efectos antiarritmicos y

antiinflamatorios (187).

Con todo esto, y como ya mencionamos anteriormente, existen dos alternativas

fundamentales para la intervencion nutricional de pacientes con SMet, por un lado, una
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alimentacion pobre en grasa con un mayor porcentaje de HC procedente de frutas u
otros vegetales (recomendaciones del ATP III-NCEP y la AHA (24, 192)) y por otro
lado, la alimentacion rica en MUFA, como el que propugna el modelo de alimentacion

mediterraneo.

1.7.2.1 Dieta baja en grasa (BG) y su impacto sobre el sindrome metabdlico:

La reduccion de la grasa contenida en la dieta ha demostrado, a grandes rasgos,
tener un efecto beneficioso sobre la pérdida de peso y la mejora del perfil lipidico con el

fin de poder reducir el riesgo de complicaciones derivadas de la obesidad y el SMet.

La ingesta de grasa diaria recomendadas por la ATP 11l — NCEP oscilan entre el
25-35 % (Optimo < 30%) del aporte calorico total. En especial se busca reducir la
ingesta de acidos grasos saturados (SFA) y de grasas “trans” puesto que son las mas

implicadas en el aumento de los niveles de c-LDL cuando su consumo es excesivo.

Las grasas “trans” son obtenidas de la hidrogenacion de aceites de origen vegetal
con el fin de poder ser utilizados en la produccion industrial de bolleria y snacks. Su
consumo excesivo se considera perjudicial para la salud y son multiples las evidencias
gue muestran su relacion con un aumento en los niveles de c-LDL incluso por encima
del efecto que tienen sobre este los SFA (193, 194). Por tanto, la ingesta elevada de
acidos grasos “trans” en la dieta provoca alteraciones desfavorables en el perfil lipidico
que llevan a una mayor incidencia de ECV en aquellos individuos que las consumen

(195).

Junto a la recomendacion de suprimir los 4cidos grasos “trans” de la dieta, las
recomendaciones de la ATP Il — NCEP se dirigen a reducir al maximo la ingesta de
SFA debido a su efecto perjudicial sobre la salud (196), de hecho, un incremento del

1 % en el aporte calorico total en forma de SFA genera un incremento del colesterol
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sérico en torno al 1-2 % fundamentalmente a expensas de c-LDL. La ingesta de una
dieta rica en SFA, como en el caso anterior, ha demostrado aumentar el riesgo de ECV
como ya demostrd Ancel Keys en 1986 que establecié un correlacion positiva entre el
consumo de SFA en la dieta y distintas causa de muerte entre las que se encuentra la
cardiovascular (coronaria y cerebrovascular) dentro del “Seven Countries Study “siendo
una de las primeras evidencias clinicas al respecto. De esta forma, la reduccién de SFA
permite, entre otros efectos, reducir los niveles de c-LDL tal y como se demostro en el
estudio DELTA-1 (197) en donde reducciones del porcentaje de SFA del 15 al 6,1 %
obtuvieron reducciones del 11 % en los niveles de c-LDL. Datos publicados en el afio
2013 (198) corroboran el descenso que produce la dieta BG sobre los niveles de CT y

c-LDL a largo plazo comparado con dietas con un mayor contenido graso.

Ademas de los efectos sobre el perfil lipidico y la pérdida de peso, la dieta BG
ha demostrado efectos beneficiosos a otros niveles ademas de sobre el riesgo de padecer
SMet, sobre el riesgo de DM2 y el estado proinflamatorio asociado a estas patologias.
Una de las cohortes méas implicadas en aportar evidencias sobre los efectos beneficiosos
de la dieta BG ha sido la Women’s Health Initiative (WIH). En el afio 2011, Margolis et
al. (199) publicaron un trabajo sobre esta cohorte en donde demostraron que el consumo
de una dieta baja en grasa se asociaba con un menor riesgo de desarrollar DM2.
Curiosamente, esta relacion se acrecentaba en mujeres con un IMC elevado. A pesar de
este hallazgo y al hecho de que la intervencidon dietética produjo una reduccién ponderal
a los 3 afios, los autores no achacaron la reduccion del riesgo de DM2 a la pérdida de
peso al no encontrar relacion entre esta y la ingesta de alimentos bajos en grasas. Este
trabajo coincide con estudios previos que muestran como el consumo de una dieta baja
en grasa reduce el riesgo de desarrollar DM2 (200, 201) e incluso la incidencia tal y

como demostré Knowler en 2002 (169) en una poblacion de 3.234 sujetos con la
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glucemia basal alterada. Posteriormente, en 2012, otro trabajo extraido de la cohorte
WHI aport6 evidencias del efecto de la dieta BG sobre el riesgo de padecer SMet. En
concreto, las mujeres asignadas a la dieta BG, con un porcentaje del 20 % de calorias
aportadas por este macronutriente, mostraron un riesgo menor de SMet en el afio 3 de
seguimiento (OR=0,83, 95 % IC 0,59-1,18), aunque los resultados no fueron
significativos. La dieta BG ha mostrado tener un efecto positivo en la reduccion del
estado proinflamatorio asociado a los pacientes con SMet tal y como se describid en el
afio 2010 en donde se observd cdémo este patron dietético obtenia un descenso
significativo en los valores de PCR-us en pacientes con SMet (202), este trabajo
coincide con el llevado a cabo por Davis et al. (202) en pacientes diabéticos de manera
que muestran como la dieta BG reduce de forma significativa uno de los principales

marcadores subclinicos de ECV, la PCR-us.

Por ultimo, también existen trabajos en donde la intervencion dietética BG tiene
un efecto saludable a nivel CV. En este apartado destaca el trabajo de Varady et al.
(203) que demostré que una intervencion dietética con un aporte calérico graso del
25 % durante 6 semanas mejoraba la funcién endotelial. Los autores achacaron este
resultado a una mejora en el funcionamiento de la masa adipocitaria ya que estos
resultados iban acompafiados de un aumento significativo en los niveles de adiponectina
gue como ya hemos mencionado tiene un claro efecto antiarteriosclerotico derivado.
Ademas del aumento en los niveles de adiponectina, los niveles de resistina y leptina se
redujeron (efecto proaterogénico) en el grupo de individuos obesos sometidos a una
dieta BG. Estos resultados son congruentes con otros estudios que muestran el efecto
beneficioso de la dieta BG sobre la biologia vascular (204). Sin embargo, existen
resultados contradictorios en relacion a este efecto de la dieta BG (205), lo que hace

necesaria la realizacién de nuevos estudios de intervencién a mas largo plazo y con un
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tamario de muestra mayor, con el fin de poder comprobar el efecto beneficioso de la

dieta BG a nivel vascular.

Los efectos beneficiosos de este tipo de recomendaciones se basan
fundamentalmente en los efectos derivados de la pérdida de peso y de la redistribucion
de la grasa corporal. La modificacion de la composicion grasa corporal determina de
forma fundamental una reduccion en la cantidad de grasa abdominal, tanto a nivel
subcutdneo como visceral y que favorece la regulacion de los distintos procesos
fisiopatologicos que se generan derivados del acimulo de grasa abdominal subcutanea y

sobre todo visceral.

1.7.2.2 Dieta Mediterranea (DMed) y su impacto sobre el sindrome

metabdlico:

En los ultimos afios se han generado gran cantidad de estudios epidemioldgicos
que soportan el hecho de que los MUFA como nutriente, el aceite de oliva entre otros
alimentos y la DMed estan asociados con una reduccion del riesgo de obesidad, SMet y
DMZ2. En relacién con el la DMed, en 2008 se publicé un meta-analisis que aglutinaba a
mas de 1 millén de personas para demostrar que una adherencia elevada a esta dieta
estaba asociada con una reduccion de la mortalidad global, la mortalidad de causa
cardiovascular y mortalidad e incidencia global de cancer entre otras enfermedades
(206). Otros estudios han permitido mostrar como la adherencia a la DMed, reduce la

prevalencia de las distintas alteraciones metabdlicas que acompafan al SMet (207-210).

Los resultados de multiples estudios observacionales muestran que la adherencia
a una DMed rica en aceite de oliva reduce la incidencia de obesidad (211, 212). Este
efecto de la DMed ha sido corroborado en 500.000 sujetos de diferentes paises europeos

en donde se observé que la adherencia a la DMed se asociaba de forma inversa con el
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perimetro de cintura (213). Ademas del trabajo mencionado, Romaguera et al. (214)
llevaron a cabo un estudio prospectivo sobre una cohorte europea en donde
comprobaron que la adherencia a la DMed se traducia en us descenso del 10 % en el
riesgo de desarrollar sobrepeso u obesidad y un descenso en el peso medio en torno a
los 0.16 kilogramos (Kg) en comparacion con aquellos individuos con una baja
adherencia a la DMed. Estas evidencias epidemioldgicas muestran el hecho de que la
dieta con un contenido elevado de grasa en forma de MUFA, como ocurre con el

modelo mediterraneo, no contribuye al aumento de peso sino todo lo contrario.

Al igual que ocurre con la obesidad, existen estudios que relacionan el consumo
de una DMed con una menor prevalencia (187, 215) e incidencia de SMet (186). En
nuestro pais, el estudio PREDIMED (PREvencion con Dleta MEDiterranea), demostro
que intervencion con la DMed enriquecida con nueces inducia una reduccion de la
prevalencia de SMet al afio. Ademé&s de estos hallazgos, dentro de esta cohorte, el
consumo elevado de alimentos tipicos de la DMed como el vino, las legumbres y el
aceite de oliva se asociaron con una menor prevalencia de SMet (216). Por lo tanto, los
datos derivados de dicho estudio sugieren que los alimentos ricos en grasa MUFA

constituyen una de las herramientas fundamentales en el manejo del SMet.

Una de las principales causas-consecuencias del SMet es el desarrollo de DM2.
A este nivel, existen evidencias epidemiolégicas que indican que la DMed reduce la
incidencia de DM2 tanto en sujetos sanos (217) como en individuos que han sufrido un
evento cardiovascular (218). Uno de los principales efectos beneficiosos de una dieta
rica en MUFA deriva de la relacion positiva que esta tiene con la secrecién de insulina,
de tal manera que el consumo de una dieta rica en MUFA aumenta la funcionalidad de
la célula B pancreatica (219). Como ya comentamos anteriormente, existe un efecto
pernicioso de los SFA de la dieta a nivel metabolico en la DM2 de manera que las
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recomendaciones actuales abogan por la sustitucion de estos nutrientes en la dieta por
otros mas “cardiosaludables”. Esta tendencia ha derivado en gran cantidad de trabajos
que buscan un patrén dietético mas favorable para estos pacientes. En este sentido, los
estudios analizados por Ros en 2003 (220) mostraron un efecto similar en el control
glucémico de pacientes dabéticos tanto en dietas ricas en MUFA como en aquellas en
las que los SFA eran sustituidos por HC complejos. Adicionalmente, las dietas ricas en
MUFA mostraron un efecto mas favorable en el control de las distintas alteraciones
metabdlicas que acomparfian a la DM2 (dislipemia, estrés oxidativo, inflamacion etc.) y

que tienen un efecto proaterogénico en estos pacientes.

El aceite de oliva constituye uno de los principales alimentos de la DMed. Los
efectos cardiosaludables de esta dieta pasan, ademas del alto contenido en MUFA, por
diversos micronutrientes 0 componentes minoritarios, aportados por el aceite de oliva
virgen y que le confieren un efecto regulador sobre la funciéon endotelial y el estado
proinflamatorio asociado a determinadas patologias como el SMet, la DM2 y la
obesidad. Uno de estos componentes son los polifenoles que regulan la expresion de
genes relacionados con la inflamacion y la funcion endotelial. De esta forma, a nivel

celular, los efectos de la DMed y en especial del aceite de oliva pasan por un efecto:

- Antiinflamatorio: reduce la activacion del NF-xB (nuclear factor-kapa beta)
(221) encargado de inducir la expresion de citoquinas y células inflamatorioas
entre otros, disminuye los niveles de PCR-us e IL-6 (185, 222) asi como la

expresion de otras citoquinas inflamatorias, el TNF-a (223).

- Inhibidor de la expresion de moleculas de adhesion en celulas del endotelio
vascular como con: VCAM-1 (vascular cell adhesion protein 1) (224), ICAM-1

(intercellular adhesion molecule 1) (225) y la E-selectina (224), responsables de
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la respuesta inmune celular y con un papel causal en desarrollo del proceso

arteriosclerotico.

- Antioxidante: reduce los niveles de particulas de c-LDL oxidadas y con un
mayor poder aterogénico (226, 227) y disminuye los niveles plasmaticos
postprandiales de lipoperoxidos, SOD (superoxido dismutasa) y proteinas

carboniladas (228).

- Vasomotora: mejora de la funcion endotelial (229) y la respuesta

vasodilatadora dependiente de las células endoteliales (230).

En resumen, el impacto de la MeD en determinadas patologias como el SMet
queda claramente demostrada con las evidencias presentadas. El meta-analisis realizado
por Kastorini et al. en 2011 (188), incluyendo medio millén de personas repartidas en
52 estudios, demostrd que la ingesta de una DMed se asocia con una reduccion del
riesgo de SMet, asi como de los componentes individuales que conforman dicho

sindrome (perimetro de cintura, c-HDL, TG, glucosa y cifras de TA).

2. NUTRIGENETICA Y CRONOBIOLOGIA EN EL

SINDROME METABOLICO:

2.1 Nutrigenética:

2.1.1 Nutrigenética: “la puerta hacia una nutricion personalizada”:

En la ultima década, gracias fundamentalmente al progreso tecnoldgico acaecido
en el campo de la genémica, se ha producido un gran avance en el conocimiento
cientifico que nos dirige hacia la nutricion personalizada. Muchas evidencias, aungue

con ciertas limitaciones, permiten proponer modelos de dietas especificos para la
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prevencion y tratamiento de las enfermedades cronicas a nivel poblacional como son las
producidas a nivel poblacional. Sin embargo, la existencia de una enorme variabilidad
interindividual en la respuesta a la dieta y a los propios nutrientes refuerza la
importancia del componente genético dentro del concepto de la interaccion gen-dieta o
gen-nutriente. En este sentido, se ha demostrado que el genoma humano es sensible al
entorno nutricional, en una doble direccion, los efectos de la dieta estan influidos por
los genes, y al mismo tiempo los nutrientes modulan la expresion de los propios genes
(231). Por ello, conocer el efecto que tienen las variaciones genéticas, en aquellos locus
genéticos involucrados en el metabolismo, y su interaccion con otros genes y con
factores ambientales, es de especial interés para avanzar en el conocimiento cientifico
de la relacion entre dieta y enfermedad (232). El estudio de la distinta respuesta de los
individuos a la dieta, dependiendo de la existencia de SNPs funcionales en el genoma,
se enmarca dentro del area de la Nutrigendmica y/o Nutrigenética, términos que
inicialmente identificaban conceptos diferentes, pero que en la actualidad son utilizados
indistintamente, y cuyo objetivo final es generar recomendaciones especificas sobre la
mejor composicién de la dieta, para el éptimo beneficio de cada individuo (233). La
mayoria de las evidencias publicadas proceden de estudios transversales, con variantes
genéticas aisladas, lo que ha dificultado la adecuacion del patron predecible de cada
persona a un modelo de dieta determinado. Por ello, en los ultimos afios se han llevado
a cabo algunos estudios de intervencién (GOLDN, LIPGENE, PREDIMED), con
poblaciones amplias y a veces analizando simultaneamente SNPs diferentes, para
solventar dichas limitaciones con el objetivo de resolver algunas de las claves de la
interaccion de los genes con la dieta. De este modo se han identificado algunos SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) que interaccionan con la dieta en pacientes de alto

RCV (SMet, DM2, etc.), modificando algunos parametros de inflamacion sistémica, del
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metabolismo lipidico y de la glucosa (234-236). Este cuerpo de evidencia sugiere la
importancia de identificar poblaciones de riesgo con necesidades nutricionales
especificas y prestar especial atencion a los factores ambientales, que ya han
demostrado su importancia al ser capaces de modificar la respuesta de la interaccion de
los genes con la dieta (tabaco, alcohol, género, etc.). En esta linea, existen evidencias
que analizan la existencia de determinados SNP y su asociacion con la obesidad y sus
consecuencias metabolicas como por ejemplo la resistencia a la insulina (237).
Igualmente, también son varias las evidencias que muestran la interaccion de
determinados nutrientes, como los &cidos grasos (AG) de la dieta, con el material
genético de un individuo provocando efectos metabdlicos diferentes derivados tanto del
tipo de nutriente como del SNP. Un ejemplo claro, como ya hemos comentado, lo
encontramos en los AG que interaccionan con nuestro material genético para provocar
efectos metabdlicos cardiosaludables como puede ser el incremento de los niveles de
c-HDL(238), o el descenso de los niveles de glucosa, c-LDL y TG al producirse la
interaccion de determinados SNPs con una dieta rica en acidos grasos poliinsaturados
PUFA (239). Por otro lado, el consumo de una dieta rica en MUFA presenta efectos
beneficiosos a nivel cardiovascular gracias a su interaccion con determinados SNPs
(235). Estos ejemplos confirman la importancia de la interaccion gen-dieta,
demostrando que pacientes obesos, diabéticos etc. con una base genética determinada,
pueden mejorar su perfil metabdlico cuando consumen un tipo especifico de AG. Es
interesante destacar que los AG desempefian un papel fundamental en la activacion de
factores de transcripcion ya que, tras interaccionar con sus ligandos especificos, se unen
a regiones concretas del genoma y modifican la transcripcion de numerosos genes,

influyendo de forma directa o indirecta en la respuesta individual a la dieta.
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Hasta la fecha, las evidencias existentes permiten analizar la asociacion
nutriente-gen-fenotipo, si bien tienen algunas limitaciones, como la falta de replicacion
de los mismos, el bajo nimero de casos que se incluyen habitualmente, y los diferentes
disefios y metodologias utilizados, algunas de cuyas cuestiones se estan resolviendo con

estudios a mayor escala, como los que acabamos de mencionar.

Como ya hemos remarcado, mientras que las recomendaciones dietéticas
generales pueden ser suficientes para un grupo concreto de personas, es necesario
establecer que la variabilidad interindividual que proporciona el material genético hace
que un mismo nutriente tenga efectos diferentes entre individuos. Junto al auge de la
nutrigenética es importante resaltar el papel que puede tener la epigenética en los
proximos afios dentro de esta disciplina cientifica. La traduccién final de las proteinas
codificadas por nuestros genes asi como su funcionalidad, puede verse influenciada por
multiples factores que actlen a nivel postranscripcional y entre ellos la dieta ejerce
como uno de los principales factores externos que intervienen en este proceso. El
descubrimiento del papel de los miRNAs (micro ribonucleic acids) en este sentido sera

esencial para entender las diferencias en las interacciones gen-dieta.

Por todo ello, en la actualidad se estdn generando mudltiples evidencias
cientificas que dirigen la nutricion hacia un compendio de recomendaciones especificas
en funcién del mapa genético de un individuo. De esta forma, la nutricidn personalizada

es un futuro con mucho presente y una realidad mas cercana para la proxima década.

2.1.2 Relacion de la nutrigenética con el metabolismo lipidico:

La relacion entre el metabolismo lipidico y la ECV ha sido claramente
establecida. En este contexto la interaccion entre factores ambientales, en especial la

dieta, y genéticos juega un papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis
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del metabolismo lipidico y consecuentemente en la incidencia sobre el desarrollo de
arteriosclerosis. Dentro de los parametros lipidicos, el c-LDL continGa siendo el
principal objetivo de control terapéutico (23, 24) y por tanto todos aquellos factores que
influyen en los niveles finales de c-LDL deben ser muy tenidos en cuenta. El papel de la
apolipoproteina E (apoE) en el metabolismo lipidico y en el transporte de colesterol esta
bien establecido favoreciendo entre otros procesos el transporte reverso de colesterol.
Esta apolipoproteina presenta 3 isoformas (apoE2, apoE3 y apoE4) encargadas de
modular los niveles lipidicos y entre ellos los del c-LDL. Tal es asi que en un meta-
andlisis reciente (240) se ha encontrado una importante relacion entre los genotipos de
la apoE, el c-LDL vy el riesgo de ECV. De esta forma, los individuos con el genotipo
E2/E2 presentaban unos niveles de c-LDL hasta un 31 % inferiores a los del genotipo
E4/E4 por lo que estos ultimos tenian un riesgo de enfermedad coronaria mucho mayor,
especialmente de IAM. Con lo que acabamos de sugerir, cabe esperar que la
variabilidad del gen de la apoE y su interaccién con componentes de la dieta, en
especial la grasa, tenga un efecto sobre el perfil lipidico. Tal es asi que se ha demostrado
que el SNP -219G/T del gen de la apoE interacciona con una dieta rica en SFA
incrementando los niveles de c-LDL asi como un aumento en la oxidacion de estas
particulas lipidicas (241). Junto a esta evidencia existen otros trabajos que también han
demostrado la relacion entre la variabilidad del gen de la apoE y los niveles de c-LDL al
interaccionar con los AG de la dieta (242, 243). PPARa también juega un papel
importante en el metabolismo lipidico favoreciendo el transporte reverso de colesterol al
favorecer el aclaramiento de las lipoproteinas ricas en TG junto con un aumento en los
niveles de c-HDL. Del mismo modo, la variabilidad genética en el gen promotor del
PPARa incide en el metabolismo lipidico, en concreto se ha demostrado que el SNP

Leul62Val interacciona con una dieta rica en grasa influyendo en los niveles de c-LDL
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y apoB (244). Por ultimo cabe destacar la relacion del scavenger receptor class B type 1
(SCARBL) vy los niveles de c-LDL de sujetos sanos durante el consumo de distintas
dietas con distinta composicion cualitativa de grasa (245). Esta relacion deriva del papel
de este gen sobre el transporte de colesterol ya que se encarga de codificar una proteina
transmembrana que participa en el flujo de colesterol a través de las membranas

celulares a nivel hepatico.

En contraposicion a lo que ocurre con el c-LDL, el c-HDL constituye un factor
protector frente a la ECV (246) ya que se encarga de transportar las particulas de
colesterol desde tejidos periféricos al higado para ser metabolizado. En este transporte
reverso de colesterol existen también una gran cantidad de interacciones gen-dieta que
influyen en los niveles plasmaticos de c-HDL. Un buen ejemplo de ello lo encontramos
en las variantes polimoérficas de la apolipoproteina Al (apoAl) que interaccionan
fundamentalmente con PUFA de la dieta incrementando los niveles de c-HDL segun el
tipo de alelo que presente el individuo (238, 247). Incluso también se ha podido
observar como determinados SNPs del gen promotor del TNF-a pueden influir en la
asociacion entre la dieta rica en PUFA vy los niveles de c-HDL y apoAl (248). Este
hecho se debe a que el TNF-a, ademas de ejercer su accion principal en la respuesta
inflamatoria, puede influir sobre el metabolismo lipidico modificando la expresion de
LPL, PPAR vy otras apolipoproteinas ademas de la apoAl como al apo E. Otro cofactor
importante en el transporte reverso de colesterol lo encontramos en la lipasa hepética
que ejerce un papel importante en este proceso de manera que la variabilidad genética
en el gen promotor de esta enzima interacciona con la dieta influyendo en los niveles

plasmaticos de c-HDL (249).

Existen gran cantidad de evidencias que indican que los niveles elevados de TG
constituyen un factor de riesgo independiente para la ECV (250). La variabilidad
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interindividual en los niveles plasméticos de TG esta determinada también por factores
ambientales y genéticos que interaccionan entre si de forma compleja (251). Como ya
hemos mencionado anteriormente, el gen del PPARa regula la expresion de una gran
cantidad de genes implicados en el metabolismo lipidico incluyendo también a TG, en
este sentido, se ha podido comprobar como la variabilidad en el gen del PPARa en
concreto la presencia del SNP rs1800206, interacciona con la ingesta de PUFA en
distintas proporciones para modular los niveles de TG y apolipoproteina C-llI
(apoC-I1l) (252). En concreto, los portadores del alelo 162V presentaban niveles méas
elevados de TG y apoC-lll cuando la ingesta de PUFA era baja. Junto al papel del
PPARa, la apolipoproteina A5 (apoA5) es un determinante importante en el las
concentraciones plasmaticas de TG debido a su papel estructural en el c-HDL y Qm asi
como en la activacion de la LPL. En este sentido, la presencia del SNP rs662799 en el
gen de la apoA5 se ha relacionado con mayores niveles plasmaticos de TG en los
portadores de alelo C. Junto a este hallazgo también se ha observado la interaccion de
este SNP con la ingesta de PUFA modulando tanto los niveles como las caracteristicas
(tamafio y densidad) de los TG plasmaticos (253, 254). Ademas de estas evidencias, se
han observado interacciones gen-dieta en determinados genes que no actlan
directamente sobre el metabolismo lipidico como es el caso del gen de la 6xido nitrico
sintetasa (ONS3) que se encarga de regular la funcion endotelial y la presion arterial. En
concreto se ha demostrado que la presencia del SNP rs1799983, interacciona con los
AG o-3 de manera que los TG plasmaticos varian sus concentraciones en funcién de la

ingesta de AG ®-3 y del tipo de alelo que presente el individuo (255).
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2.1.3. Relacion de la nutrigenética con el metabolismo de los hidratos de

carbono:

El andlisis del genoma humano en distintos grupos poblacionales con diferencias
étnicas, ha permitido identificar una gran cantidad de genes que aportan un riesgo
afiadido de padecer DM2. Uno de estos genes es el que se encarga de codificar a la
calpaina 10, una proteasa con un importante papel en la homeostasis celular; este gen
CAPN10 fue el primero en relacionarse con una mayor susceptibilidad de padecer DM2
(256). De esta forma, se ha demostrado como este gen juega un papel fundamental en el
mecanismo de resistencia a la insulina (257) entre otros rasgos fenotipicos del SMet
como la HTA. Sin embargo si hay que hablar de un gen relacionado con una mayor
susceptibilidad a padecer DM2, ese es el transcription factor 7-like 2 (TCF7L2)
descubrimiento llevado a cabo en el afio 2006 y que identificé una funcionalidad de la
célula B claramente inferior en relacion con este gen (258, 259). En concreto, el SNP
rs7903146 constituye uno de los principales en relacion a una mayor susceptibilidad de
padecer DM2 (258, 260-267). Del mismo modo este SNP se ha relacionado con un
mayor riesgo de desarrollar SMet como comentaremos mas adelante. Junto a estos
hallazgos, existen gran cantidad de evidencias para demostrar que los efectos genéticos
de las variantes polimdrficas del gen TCF7L2 pueden ser moduladas por multiples
factores ambientales y entre ellos I6gicamente la dieta. En el trabajo realizado por
Flores et al. en 2006 (258) los pacientes con sobrepeso y una glucemia basal alterada
eran sometidos a una intervencion dietética junto a otros habitos de vida saludables.
Tras un periodo medio de 4 afios los autores encontraron que los SNPs del gen TCF7L2
estaban asociados con una mayor incidencia de DM2 en aquellos pacientes que no
recibieron la intervencion. En esta linea Phillips et al. han sido capaces de verificar

como la grasa de la dieta modula la relacion del SNP rs7903146 del gen TCF7L2, de
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manera que una dieta rica en SFA provoca un empeoramiento de los parametros que
definen la sensibilidad a la insulina en los portadores de alelo T frente a los
homocigotos para el alelo C (268). Otros SNPs también han mostrado una interaccion
con una dieta rica en SFA modulando el riesgo de desarrollar DM2 como es el caso del
SNP rs2270188 del gen CAV2. En este caso, los individuos homocigotos para el alelo
T presentan un mayor riesgo de desarrollar DM2 cuando el porcentaje de SFA en la
dieta aumenta, en comparacion con los portadores del alelo G (269). Recientemente
también hemos podido observar como la adherencia a un modelo de dieta mediterrdneo
interacciona con nuestro material genético atenuando el riesgo de desarrollar DM2 en
los portadores del alelo A para el SNP rs9939069 del gen FTO (Fat Mass and Obesity)
y en los portadores del alelo C para el SNP rs17782313 den gen MC4R (Melanocortin-
4 Receptor) (270). Este fendmeno no resulta sorpresivo debido a la evidencia creciente

del efecto protector que la DMed tiene sobre el riesgo de desarrollar DM2 (271).

Obesidad, SMet y DM2 se asocian a un status inflamatorio crénico (272), de tal
forma que la presencia de determinados SNPs y en concreto los relacionados con la
codificacion de citoquinas proinflamatorias como TNF-o (rs1800629) e IL-6
(rs1800795; rs1800797) juegan un papel central en dichas patologias (273, 274). Estos
SNPs junto al SNP rs915654 del gen de la linfotoxina-o (LTA) han sido estudiados en
el estudio LIPGENE-SU.VI.MAX. Phillips et al. observaron que los portadores del
alelo G para el rs1800629 y del alelo A para el SNP de la LTA presentaban un mayor
riesgo de desarrollar SMet (275). Este riesgo aumentaba con la presencia del alelo G del
SNP rs1800797 del gen de la IL-6. De esta forma, el riesgo de padecer SMet y
obesidad en los portadores de estos 3 alelos llega a duplicarse. Otro de los cofactores
fundamentales en la respuesta inflamatoria es la fraccion 3 del complemento (C3) y sus

niveles elevados en sangre también han sido relacionados con una mayor incidencia de
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DMZ2, obesidad y SMet (276). En los ultimos afios ha aumentado el conocimiento del
tejido adiposo como 6rgano hormonal activo e independiente y su papel en maltiples
procesos fisioldgicos del organimo como el caso de la inflamacion. Multiples sustancias
secretadas por el adipocito (adipoquinas) participan en el proceso inflamatorio de
manera que, como cabe esperar, la variabilidad en los genes que codifican estas
adipoquinas como la adiponectina y la leptina pueda tener relacién con una mayor
resistencia a la insulina, en parte influenciado por el estado proinflamatorio (277, 278).
Todas estas asociaciones muestran el nexo de unién entre la variabilidad genética de
determinados SNPs relacionados con la inflamacién y la mayor incidencia de obesidad,
resistencia a la insulina y SMet. Estas asociaciones pueden ser moduladas también por
factores externos como los AG de la dieta, que traducen la forma en cémo nos
alimentamos. En concreto, se ha podido observar que la relacion de los 3 SNPs
mencionados anteriormente, rs915654 (LTA), rs1800629 (TNF-a) y rs1800797 (IL-6),
y el riesgo de desarrollar SMet se puede modificar en funcion del tipo de grasa ingerido
en ladieta, de tal forma que el riesgo es mucho cuando se aumenta el contenido de SFA
frente a PUFA y viceversa (275). Estas interacciones gen-dieta se extienden a otros
SNPs especialmente relacionados con la inflamacién, como es el gen de la adiponectina
(ADIPOQ): rs266729 y rs17300539. Especificamente, la ingesta de una dieta rica en
MUFA provoca un aumento en la sensibilidad a la insulina en los homocigotos C/C del
SNP rs266729 (279) y un descenso en en riesgo de obesidad en los portadores del alelo
A del rs17300539 (280). Otra adipoquina interesante, debido a su asociacién con la
resistencia a la insulina, es la leptina y su recetptor. Para el gen encargado de codificar
al receptor de la leptina (LEPR) se ha observado como uno de sus SNP, el rs3790433,
se relaciona con una mayor incidencia de SMet. Esta asociacion puede ser modulada por

la ingesta de PUFA en la dieta , de tal forma que una ingesta elevada de PUFA atenua
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dicha asociacion y por el contrario, el consumo de una dieta baja en PUFA aumenta el

riesgo de padecer SMet en los homocigotos G/G (278).

2.1.4 Nutrigenética en el sindrome metabdlico:

En el manejo de las comorbilidades provocadas por el SMet, ademas del
tratamiento farmacoldgico, las modificaciones en el estilo de vida, fundamentalmente la
actividad fisica y los habitos dietéticos, son un pilar fundamental para mejorar la calidad
de vida de estos pacientes. En relacion a este tema, es conocido que la grasa que
ingerimos en la dieta juega un papel principal en el desarrollo de SMet; tal es asi que se
ha visto como una dieta rica en vegetales, frutas y pescado y baja en grasa, ejerce un
efecto protector sobre el desarrollo de SMet (281). En el estudio PREDIMED, el
modelo DMed indujo un descenso en la prevalencia de SMet, durante el primer afio de
seguimiento, favorecido fundamentalmente por la reduccién del perimetro de cintura en
estos pacientes (187). Ademas, el consumo de alimentos tipicos de la DMed, como el
aceite de oliva virgen, se asocié con una menor prevalencia de SMet en un subgrupo de
estos pacientes (216). De esta manera el patron dietético mediterraneo ha demostrado su
efecto protector sobre algunas de las alteraciones que subyacen en el paciente con SMet,

tales como la presion arterial y los niveles de TG elevados (282).

A pesar de la gran cantidad de estudios que muestran el efecto beneficioso del
consumo de PUFA en la dieta, existen evidencias que apuntan a lo contrario como es el
caso del estudio Women’s Health Study que mostré6 una mayor incidencia de DM2
asociada al consumo elevado de AG -3 (283). Este trabajo apoya el hecho de que no
todos los nutrientes presentan un efecto beneficioso universal, y que existe una
importante variabilidad interindividual. Por todo ello, la Nutrigenética tiene el reto de

poder explicar los mecanismos subyacentes que determinan el efecto modulador de la
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dieta sobre la salud de los individuos y la génesis de determinadas patologias como el
SMet (282). Como ya hemos mencionado, la relacion de la adiponectina con la
resistencia a la insulina, determina que la variabilidad en los genes encargados de
codificar a la adiponectina (ADIPOQ) y a sus receptores (ADIPOR) se han relacionado
con una mayor incidencia de SMet (284). Esta mayor predisposicién genética
interacciona con los nutrientes de la dieta observandose como la reduccion de la
cantidad de SFA en la dieta influye de forma positiva en el metabolismo de la glucosa
de estos pacientes (277, 279) tal y como hemos indicado previamente. La interaccion
de determinados SNPs de los genes ADIPOQ y ADIPOR con una ingesta rica en

MUFA ha permitido atenuar determinados rasgos fenotipicos del SMet (279, 280).

La calpaina-10 (CAPN10) es una molecula con un papel fundamental en el
funcionamiento de la celula B debido a su funcién en la secreccion de insulina a dicho
nivel. EI gen CAPN10 se ha asociado a multiples componentes del SMet como son los
niveles elevados de TG (285), el IMC (286) y la HTA (287). En el estudio LIPGENE,
se demostrd como el SNP rs2953171 del gen CAPN10 interaccionaba con los niveles
SFA de manera que los homocigotos GG para este SNP presentaban una mayor
sensibilidad a la insulina cuando el % de SFA en plasma era bajo. Por el contrario no se

han encontrado interacciones significativas de este gen con MUFA o PUFA.

Otro efecto importante en el metabolismo de la glucosa y cuya variabilidad
genética se encuentra relacionada con el SMet es la proteina reguladora de la
glucoquinasa (GCKR). Su papel en la metabolizacion de la glucosa a nivel hepatico le
confiere un peso especifico elevado en la génesis de la resitencia a la insulina que
aparece en el SMet junto con otros rasgos de esta patologia como pueden ser los niveles
elevados de TG (288) y de PCR-us (289). En otro trabajo derivado de la cohorte
LIPGENE, también se demostro la interaccion del SNP rs1260326 del gen GCKR con
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AG -3 plasmaticos de manera que los homocigotos C/C presentaban unos menores
niveles de insulina basal, péptido C y HOMA-IR en comparacion con los portadores del
alelo T cuando los niveles de AG ®»-3 plasmaticos eran elevados. De esta forma es
probable que un mayor consumo de AG -3 en los pacientes homocigotos C/C para
este SNP con SMet tenga un efecto beneficioso sobre la resistencia insulinica y el
estado proinflamatorio en estos individuos. Como hemos mencionamos en el apartado
anterior, el TCF7L2 tiene una importante relacion con los componentes del SMet
debido a su diversidad de funciones que van desde el adipocito a la célula § pancreatica
pasando por la secrecién de cortisol y aldosterona. Esta relacién qued6 demostrada en el
trabajo de Delgado-Lista et al. en donde se analizaron varios SNPs del gen del TCF7L2
( rs7903146, rs1196224, rs17685538 y rs290481) y su relacion con distintos rasgos del
SMet, tales como la resistencia a la insulina, la dislipemia y la HTA. Los hallazgos de
este trabajo mostraron que los portadores del alelo minoritario T para el rs7903246
presentaban una secrecion de insulina y unas cifras de presion arterial inferiores a los
portadores del alelo mayoritario C. Por otro lado, los portadores del alelo minoritario A
rs290481, presentaron mayores concentraciones en apoB, NEFAs y LRT. De forma
interesante, se objetivd que la dieta modula la relacién de estos SNPs con los rasgos
fenotipicos del SMet y especificamente las concentraciones plasmaticas de SFA. Asi los
portadores del alelo minoritario del rs1196224 mostraron mayores niveles plasmaticos
de IL-6, activador tisular del plasmin6geno y HOMA-IR. Por otro lado, los portadores
del alelo minoritario G para el rs17685538, mostraron cifras de presion arterial
superiores a las de los portadores del alelo mayoritario C, en presencia de niveles
plasmaticos de SFA elevados (290). Por otro lado, Phillips et al. han demostrado la
interaccion del SNP rs7903416 del gen TCF7L2 con la composicion cualitativa de la

grasa de la dieta mediante un estudio de casos y controles en pacientes con SMet. De
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esta manera demostraron como una ingesta elevada de SFA en la dieta se relaciona con
un mayor riesgo de SMet (odds ratio [OR]: 2,35) y una mayor resistencia a la insulina

en los portadores de alelo T (268).

Las evidencias cientificas presentadas en los apartados anteriores refuerzan la
idea de la nutrigenética como rama importante de la nutricion que puede permitir un
mejor control de los pacientes con SMet y enlentecer el efecto pernicioso que tiene esta
constelacién de alteraciones metabdlicas sobre la progresion de la ECV. Estas
evidencias muestran la gran cantidad de trabajos que amplian el catalogo de genes que
interaccionan con la dieta para modular el riesgo de SMet mediante un efecto directo
sobre su patogenia (291-294) (Tabla 3). Por lo tanto y a pesar del gran avance cientifico
generado en este campo, necesitamos estudios con un mayor disefio epidemioldgicos
junto con intervenciones dietéticas mas prolongadas en el tiempo que permitan
reproducir de manera més fidedigna las interacciones gen-dieta. Junto a este fendbmeno
es importante analizar y aclarar los mecanismos y factores que interfieren entre la
expresion de nuestros genes y sus efectos en nuestra homeostasis interna poniendo
especial hincapié en la epigenética para dar explicacion al desarrollo y progresion de

enfermedades como el SMet.
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Tabla 3. Interacciones gen-dieta relacionadas con la modulacién del riesgo de SMet.

Gen

SNP

Nutriente

OR

Resultados

Ref.

ACC2

rs4766587

AG 0-6

(PUFA)

1,82

Consumo de grasa > 35% y AG -6 (>5,5%)
exacerbd el riesgo de SMet (OR de 1,60 a 1,82).

(294)

APOA1

rs670

MUFA

1,57

El riesgo de SMet aumenta con consumo de
grasa > 35% (OR 1,58). El consumo elevado de
MUFA también aumento el riesgo (OR 1,57).

(295)

APOB

rs512535

MUFA

1,89

El riesgo de SMet aumenta con el consumo de
grasa > 35% (OR 2,00). El consumo elevado de
MUFA también aumento el riesgo (OR 1,89).

(295)

C3

rs2250656+
rs115695627

AG 0-6

(PUFA)

2,27

0,321

AJA para el SNP rs2250656 tenian un mayor
riesgo de SMet (OR 2,2) en comparacion con
los portadores del alelo G. G/G para el SNP
rs11569562 tenian un riesgo menor de SMet
(OR 0,32) en comparacidn con los portadores de
alelo menor A.

(296)

ACSL1

rs9997745

PUFA

riesgo
N

G/G mayor riesgo de SMet (OR 1,90)
comparado con portadores del alelo A. Este
riesgo desaparecia cuando consumian una dieta
baja en grasa o rica en PUFA.

(297)

LTA
IL-6

TNF-a

LTA
rs915654

TNF-a
rs1800629

IL-6
rs1800797

Ratio

PUFA/SFA

44

Portadores de alelo menor A del rs915654 y
portadores de alelo mayoritario G del
rs1800629 del TNF-a tenian mayor riesgo de
SMet (OR 1,37 y OR 1,35). Este riesgo
aumentaba (OR 2,10) si ademas el individuo era
homocigoto G/G para el rs1800797 del gen
LTA. Ratio PUFA/SFA <0,5 se relacion6 con
un aumento del riesgo de SMet (OR 4,4).

(275)

TCF7L2

rs7903146

SFA

2,35

El consumo elevado de SFA en la dieta
(> 15,5 %) aumenta el riesgo de SMet
(OR 2,35) y ademas se asocio con un aumento
de la resistencia a la insulina en los portadores
del alelo T del rs7903146 comparado con los
individuos C/C y los portadores del alelo T con
una ingesta baja de SFA.

(268)

ACC2, acetil-CoA carboxilasa B; ACSL1; acil-Co A sintetasa de cadena larga I; AG -6, &cidos grasos omega-6; apoAl,
apolipoproteina Al; apoB, apolipoproteina B; C3, fraccion 3 del complemento; IL-6, interleuquina 6; LTA, linfotoxina A;
MUFA, acidos grasos monoinsaturados; N, neutralizado; OR, odds ratio; PUFA, acidos grasos polinsaturados; Ref.,
referencia; SFA, acidos grasos saturados; SMet, sindrome metabdlico; SNP, polimorfismo; TCF7L2, factor de transcripcion 7
tipo2; TNF-a; factor de necrosis tumoral alfa.

Adaptacion de Perez-Martinez P, Phillips CM, Delgado-Lista J, Garcia-Rios A, Lopez-Miranda J, Perez-Jimenez F.
Nutrigenetics, metabolic syndrome risk and personalized nutrition. Curr VVasc Pharmacol. 2013 Nov;11(6):946-53.
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2.2 Cronobiologia:

2.2.1 Conceptualizacion:

La actividad fisiolégica de los seres vivos en sus distintos niveles de
organizacion, se rige por determinados ritmos biologicos que oscilan a lo largo del dia.
De esta forma la cronobiologia constituye aquella rama de la ciencia encargada del
estudio de estos ritmos bioldgicos que acontecen en los seres vivos durante las distintas
horas del dia. El ciclo de luz-oscuridad que se produce a lo largo del dia gobierna la
fisiologia de la mayor parte de los seres vivos. Gracias a estos ritmos circadianos,
nuestro organismo es capaz de adaptar y anticipar el funcionamiento de su homeostasis
interna en respuesta a determinados estimulos medioambientales como puede ser la

ingesta de alimento.
2.2.2 Organizacion estructural y funcional del reloj circadiano:

Estudios genéticos y moleculares muestran que a nivel celular, nuestro ritmo
circadiano se encuentra regulado por una serie de feedbacks que varian entre unos
factores activadores: circadian locomotor output cycles kaput (CLOCK) y brain and
muscle ARNT-like protein 1 (BMAL-1) y otros factores inhibidores: period 1, 2y 3 (Per
1, 2 y 3) y cryptochrome 1y 2 (Cry 1 y 2) que interaccionan entre la activacion e
inhibicion de distintos procesos bioldgicos a lo largo de las 24 h del dia (298, 299).
Junto a este bucle existen otros mecanismos de feedback que implican a receptores
nucleares y que participan la regulacion de la expresion del complejo CLOCK/BMAL-1:
reverse erythroblastosis virus o (Rev-Erba) con efecto negativo y retinoid-related
orphan receptor-a (Rora) con efecto positivo sobre la expresion de este heterodimero.
Junto a Rev-Erba, los factores inhibidores Cry y Per forman otro heterodimero que a

nivel nuclear bloquea también la actividad del complejo CLOCK/BMAL-1 (Figura 4)
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(298, 299). La actuacion inhibitoria del heterodimero Cry-Per sobre el complejo
CLOCK/BMAL-1 se lleva a cabo durante la fase de oscuridad del dia. La transcripcion
de este complejo CLOCK/BMAL-1 activa la expresion de una serie de genes implicados
en distintos procesos metabdlicos como son por ejemplo el gen PPARa (Peroxisome
Proliferator-activated receptor alpha) y el SIRT-1 (sirtuina-1) y que son los genes

controlados por el reloj (CCGs: clock-controlled genes) (298, 299).

" OSCURIDAD:

Rora '

: Rev-rba ‘

Figura 4: Organizacion molecular del reloj circadiano a nivel cerebral y en tejidos periféricos.
Adaptacion extraida de Maury E, Hong HK, Bass J. Circadian disruption in the pathogenesis of
metabolic syndrome. Diabetes Metab. 2014 Jan 14. CCGs, clock-controlled genes; CLOCK/BMAL-1,
circadian locomotor output cycles kaput / brain and muscle ARNT-like protein 1; Cry-Per,
cryptochrome-period; Rev-Erbo, reverse erythroblastosis virus a; Rora, retinoid-related orphan

receptor-a. Linea solida: estimulacion. Linea discontinua: inhibicion.

Con respecto a su estructura organizativa, los ritmos circadianos se encuentran

regulados por un marcapasos central localizado en el nucleo supraquiasmatico (NSQ)

83



Introduccién

del hipotalamo, a nivel cerebral. El reajuste enddgeno de este reloj central se produce
gracias a una serie de estimulos ambientales (sincronizadores) que oscilan
aproximadamente a lo largo de las 24 h que dura el dia. De todos estos sincronizadores,
el ciclo luz/oscuridad, constituye la principal entrada que regula la activacion del ritmo
circadiano. Este estimulo es transmitido al NSQ a través del tracto retinohipotaldmico y
junto a este pueden existir otras entradas periédicas como la actividad fisica programada
o0 la ingesta de alimento. De esta forma el NSQ sincroniza la actividad circadiana a nivel
de tejidos periféricos (corazén, higado, intestino, tejido adiposo etc.) mediante
mecanismos humorales (melatonina y glucocorticoides entre otros), y la activacién del
sistema nervioso autdnomo para generar distintos procesos ritmicos que engloban tanto

procesos fisioldgicos como conductuales (Figura 5).

ENTRADAS Reloj central SALIDAS

| I I | I Suefio-vigilia

MTN

Metabolismo
Endocrino

Actividad

Metabolismo

Hepdtico

Temperatura
corporal

Regulacion
Relojes periféricos cardiovascular

Figura 5: Organizacion funcional y estructural del reloj circadiano a nivel cerebral y en tejidos
periféricos. Adaptacion extraida de Garaulet M, Madrid JA. Chronobiology, genetics and metabolic
syndrome. Curr Opin Lipidol. 2009 Apr;20(2):127-34. GCTC, glucocorticoides; MTN, melatonina;

NSQ, nucleo supraquiasmatico; SNA, sistema nervioso auténomo; TRH, tracto retinohipotaldmico.
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2.2.3 El principal “reloj periférico”, el adipocito:

Como ya hemos mencionado, el control principal de los ritmos circadianos en
nuestro organismo se lleva a cabo por el NSQ y para que dichos ritmos se mantengan en
sincronia con las entradas del exterior es necesario que el marcapasos central se
coordine con el resto de relojes secundarios presentes en distintos tejidos y drganos
como son el corazon, el higado, el pancreas y el tejido adiposo (300). A nivel del
adipocito acontecen gran cantidad de procesos metabolicos que le han llevado a ser
considerado un auténtico 6rgano endocrino. De esta forma, procesos metabolicos como
la lipogénesis entre otros y la expresion de adipoquinas como la leptina, la resistina y la
adiponectina son regulados de forma ciclica gracias a la existencia de genes reloj a nivel
del adipocito presente tanto en la grasa visceral como en la subcutanea. De todas las
adipoquinas sefialadas es importante destacar la adiponectina por su correlacion
negativa con la adiposidad, la resistencia a la insulina y su papel antinflamatorio. Esta
adipoguina muestra una expresion reducida en personas obesas, incluso existen
evidencias epidemioldgicas de una menor expresion en hombres con respecto a mujeres.
Por lo tanto y ademas de tener un claro efecto protector en el desarrollo de obesidad y
SMet, su expresion muestra un claro patron circadiano oscilante a lo largo del dia (301).
La leptina también presenta una expresion ciclica a lo largo del dia, de hecho esta
hormona se encarga del control del apetito de manera que su expresion, al igual que la
de su receptor (LEPR) se encuentra disminuida durante la noche coincidiendo con el

periodo de descanso y con una menor oportunidad de consumo de alimentos (302).

Si bien la mayor parte de la evidencia aportada sobre de la existencia de estos
genes reloj en el tejido adiposo era de modelos animales, en 2008, Gomez-Abellan et al.
demostraron la existencia de estos genes reloj en el tejido adiposo visceral y subcutaneo
de humanos (303). Ademas de demostrar la expresién ciclica de genes como BMAL-1,
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Cry 1y Per 1, también encontraron una relacion entre su expresion y el contenido de
grasa abdominal y otros componentes relacionados con el SMet. Este hallazgo es
fundamental y pone de relieve la enorme importancia del correcto funcionamiento de
estos genes reloj a nivel del adipocito y como la desincronizacion en el funcionamiento
de estos genes puede estar detrds de la génesis de patologias como la obesidad y el
SMet. La expresion de estos genes reloj también difiere entre los depdsitos grasos de
manera que existen diferencias en la expresion de genes reloj entre los depdsitos grasos
subcutaneo y visceral. Un caso es el de los genes relacionados con el metabolismo del
cortisol. Se ha demostrado que los genes encargados de la expresion del receptor de
glucocorticoides (GCTC), de las enzimas 11beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1
y 2 (11betaHSD1 y 2) y PPAR entre otros presentaban un patrén circadiano a lo largo
del dia con una mayor oscilacién en el tejido adiposo visceral procedente de pacientes
con obesidad mdrbida cultivado ex vivo. Ademas, el gen de la 11betaHSD2 presentaba
una mayor expresion a nivel de la grasa visceral en comparacion con la subcutanea
(304). Junto a estas evidencias también se ha demostrado la actuacion independiente del
marcapasos adipocitario con respecto al NSQ y en concreto en la expresion de genes

como el BMAL-1 y Per 2 (305).

Como ya hemos mencionado, es necesaria una adecuada sincronia entre el
marcapasos central (NSQ) y los marcapasos periféricos para un adecuado
funcionamiento de nuestro ritmo circadiano; sin embargo, el marcapasos periférico
adipocitario es capaz de actuar de forma auténoma regulando la expresion de genes

implicados en distintos procesos metabolicos que acontecen en el tejido adiposo.
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2.2.4 Causas de cronodisrupcion:

La desincronizacién entre nuestro reloj interno y los cambios ciclicos
medioambientales encargados de engranar adecuadamente la maquinaria
cronobioldgica, asi como determinadas alteraciones en los efectores encargados de
controlar de forma ritmica nuestros procesos fisiologicos pueden dar lugar al fendmeno

conocido como cronodisrupcion.

Filogenéticamente, nuestra fisiologia no se encuentra preparada para la situacién
actual en donde el trabajo por turnos, el avance de los medios de transporte y el
aumento de la actividad nocturna generan alteraciones en el funcionamiento normal de
nuestros ritmos circadianos incidiendo en el desarrollo de distintos tipos de
enfermedades. Una de las principales causas de cronodisrupcion es la alteracion del
principal sincronizador que tiene nuestro reloj bioldgico, el ciclo de luz/oscuridad. De
esta manera factores como la contaminacién luminica que se produce en los nucleos
urbanos pueden provocar la aparicion de manifestaciones patoldgicas relacionadas con
la cronodisrupcion (306). Por otro lado, las alteraciones en los horarios de la ingesta de
alimentos y la modificacion de estilos de vida predominantemente nocturnos provocan
la aparicion de obesidad, diabetes y como ya hemos mencionado en este trabajo una

mayor incidencia de ECV.

La capacidad de adaptacion de nuestro reloj central y su sincronizacion con los
relojes periféricos va a determinar una amortiguacion variable ante las modificaciones
medioambientales que hemos mencionado. A este nivel jugaran un papel fundamental la
variabilidad genética de los individuos de manera que segun la presencia de

determinados polimorfismos (SNPs), el riesgo de desarrollar determinadas
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manifestaciones patoldgicas de la cronodisrupcion como: neoplasias, ECV vy

alteraciones psiquiatricas variara de unos individuos a otros (298).

Por ultimo, el tercer pilar fundamental en la aparicion de la cronodisrupcion esta
en los efectores del reloj central a distintos 6rganos y tejidos del organismo. En este
aspecto la melatonina juega un papel fundamental puesto que presenta efectos muy
beneficiosos a distintos niveles de nuestro organismo. La ritmicidad de esta hormona
presenta efectos antioxidantes, antinflamatorios y se postula como un factor epigenético
fundamental en el funcionamiento de nuestro organismo (307). Ademas, su efecto
beneficioso sobre el metabolismo de la glucosa ha sido demostrado en diversos trabajos
con modelos animales en donde la suplementacion con melatonina consigui6 reducir la
resistencia a la insulina en ratones obesos Yy restaurar la homeostasis de la glucosa en
estos animales al favorecer el efecto vasodilatador de la insulina en uno de los

principales tejidos que consumen glucosa, el musculo (308).

2.2.5 Cronobiologia, obesidad, sindrome metabdlico y su relacion con la

enfermedad cardiovascular:

Ya se ha mencionado que el consumo de una dieta inadecuada, con excesivo
aporte caldrico asociada a un estilo de vida sedentario y a un ciclo de suefio-vigilia
alterado tiene un impacto perjudicial sobre nuestro metabolismo. De esta forma, existen
maltiples evidencias epidemiolégicas que relacionan la alteracién de los ritmos
circadianos en seres humanos con el desarrollo de DM2, obesidad y SMet en individuos
que presentan una actividad laboral por turnos, o alteraciones en el suefio derivadas del
jet-lag y que exponen sus patrones circadianos de forma inversa a los ciclos de
luz/oscuridad (309, 310). En trabajadores por turnos estd demostrada una mayor

prevalencia de obesidad abdominal y otras alteraciones del SMet como son el exceso de
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TG y los niveles reducidos de c-HDL tal y como demostré Karlsson et al. sobre una
cohorte de 27.485 trabajadores por turnos de Suecia (311). Estas alteraciones son
consecuencia de alteraciones en las sefiales hormonales generadas por los relojes central
(NSQ) y periféricos como son la leptina (312) y la melatonina (313) cuya ritmicidad se
encuentra alterada en estos trabajadores por turnos generando un aumento en los valores
de glucosa plasmatica, un aumento de los niveles de insulina asi como una mayor
resistencia en tejidos periféricos, una elevacion en los niveles de TG y unas cifras de
presion arterial mayores. Ademas se ha demostrado que los habitos dietéticos inciden de
forma fundamental en la aparicion de obesidad y SMet. En este contexto, Garaulet et al.
(314) han demostrado que ante una dieta dirigida a la reduccion de peso durante 20
semanas, los individuos que tomaban el almuerzo antes de las 15:00 h presentaban una
mayor pérdida de peso que aquellos que lo hacian pasada esa hora. Sorprendentemente
la composicién de la dieta, el gasto y la ingesta calorica, los niveles de ghrelina y leptina

y el numero de horas de suefio era similar en ambos grupos.

La mayor prevalencia de obesidad, DM2 y SMet derivada de la cronodisrupcion
genera una mayor incidencia de ECV en estos individuos. Tal es asi que la modificacién
en los periodos de luz-oscuridad que se dan en la estacion primaveral se ha asociado con
una mayor incidencia de IAM (315). Determinadas patologias cardiovasculares
relacionadas con el SMet como el 1AM, la enfermedad cerebrovascular y la muerte
subita han mostrado un mayor pico de incidencia durante las primeras horas de la
mafiana. Este fendbmeno epidemioldgico esta determinado a nivel por hormonal por las
variaciones, a lo largo del dia, en la sintesis de GCTC, aldosterona, angiotensina-1l y la
actividad de la ON-sintasa que regulan la reactividad vascular y las oscilaciones
ritmicas de la PA a lo largo de las 24 h del dia (316). Durante la noche las cifras de PA

se reducen volviendo a alcanzar niveles maximos durante las primeras horas de la
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mafiana (patron dipper). Sin embargo algunos individuos no presentan este descenso
fisiologico de la PA (patron non-dipper) por lo que el riesgo de ECV es superior en
estos individuos. Este patron circadiano de PA es tipico también de trabajadores por
turnos de manera que el “no” descenso fisioldgico de la PA durante la noche constituye
un factor de predictor ECV vy lesién de 6rgano diana tal y como muestran multiples
estudios epidemioldgicos. Uno de ellos demostrd6 un mayor riesgo de ECV en
individuos con un patrén circadiano non-dipper, incluso en aquellos con cifras normales
de PA, el estudio se llevo a cabo en 3.344 individuos (1.718 varones vs. 1.626 mujeres)
con una media de edad de 52,6 + 14,5 afios seguidos durante 5 anos de media (317).
Junto a este trabajo, recientemente se han publicado resultados que muestran la relacion
hormonal de la ghrelina y la obestatina (péptido sintetizado en el mismo gen que la
ghrelina pero que presenta un efecto antagonico sobre ella) con los pardmetros del ciclo
suefio-vigilia y las oscilaciones de la PA a lo largo del dia en pacientes con apnea
obstructiva del suefio (SAOS) (318). Este trabajo muestra como los niveles de ghrelina
eran menores en individuos con SAOS y en individuos con sobrepeso con respecto al
grupo control (P < 0,05). Ademas, el porcentaje de individuos non-dipper era superior
en el grupo de pacientes con SAOS (P < 0,01). La ghrelina presentaba una correlacion
negativa con el IMC y con la media de la PA diastolica, al igual que ocurria con el
cociente ghrelina/obestatina y el indice de apnea/hipopnea. Por ultimo, el analisis
multivariante demostr6 que el cociente ghrelina/obestatina y el indice de
apnea/hipopnea se relacionaban independientemente con la variabilidad de la PA
sistdlica y diastdlica a lo largo del dia. De esta forma se pone de manifiesto como la
alteracion en la ritmicidad en la secrecion de determinadas hormonas como la ghrelina 'y

la obestatina, puede dar lugar al desarrollo de manifestaciones patoldgicas como la
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obesidad, SAOS y una alteracion en el ritmo circadiano de la PA que actia como

predictor de ECV.

Si bien existe una relacion epidemioldgica clara entre la cronodisrupcion y el
desarrollo de: obesidad, DM2, SMet y ECV, numerosos modelos animales y humanos
han proporcionado evidencias genéticas que corroboran estos hallazgos. En este sentido
la presencia de determinados SNPs de los denominados “genes reloj” tiene un especial
interés por su relacion con el IMC, la ECV y el SMet (319, 320). Una de las evidencias
mas importantes en la relacion de los genes reloj con el SMet la proporcion6 Turek et
al. (321) en 2005, mediante un modelo animal con ratones mutados en el gen CLOCK,
en donde se evidencid que desarrollaban alteraciones metabdlicas y fenotipicas del
SMet tales como: esteatosis hepética, niveles elevados de TG y glucosa, ademas de
presentar hiperfagia y variaciones graves en los horarios de alimentacion. De forma
afiadida también existen evidencias que muestran que diversas variaciones en los genes
CLOCK y BMAL-1 se asocian con alteraciones en el metabolismo de la glucosa y en
los niveles plasmaticos de TG (322, 323). Con respecto al metabolismo lipidico, la
variabilidad genética en los genes reloj ha mostrado tener una influencia directa sobre la
fisiologia del adipocito y el adecuado metabolismo de lipidos. Procesos como la
lipolisis, presenta una oscilacion ritmica con mayor actividad en el adipocito en
determinadas horas del dia debido a la secrecion de adipoquinas ya mencionadas como
la adiponectina y la leptina. De esta manera, la presencia de determinadas mutaciones
en modelos animales murinos provocan disregulaciones en metabolismo lipidico (324,
325). Por otro lado, el transporte de particulas lipidicas y la lipogénesis también exhiben
oscilaciones ritmicas a lo largo del dia (326) de manera que mutaciones en los genes
CLOCK, BMAL-1, Rev-Erba provocan alteraciones en la lipogenesis (327, 328),

transporte de particulas lipidicas a nivel intestinal (329) entre otros. Del mismo modo,
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modelos genéticos murinos con alteraciones en los genes reloj han mostrado una
incidencia directa sobre el metabolismo de la glucosa, sobre todo destaca el caso de
ratones en los que se lleva a cabo una deleccidon del gen BMAL-1 desarrollando un
estado hiperglucémico al disminuir la secrecion de insulina y perder su ritmicidad junto

a la alteracion y desarrollo de los islotes pancreaticos (330, 331).

En humanos también existen evidencias que relacionan la presencia de
determinados SNPs del gen CLOCK (rs1801260, rs3749474, rs 4580704) y un aumento
en la incidencia de obesidad y SMet entre otros fendémenos derivado de la alteracion en
el metabolismo de la glucosa (291, 332, 333). La presencia de estos SNPs tiene un
efecto directo sobre el metabolismo del ser humano induciendo alteraciones del ciclo
suefio-vigilia, de la secrecion oscilante de ghrelina a lo largo del dia y su efecto sobre el
apetito de los individuos (334), entre otros, aumenta la predisposicion a desarrollar las
alteraciones metabolicas que conforman el SMet (334-336). La dieta puede
interaccionar con estos SNPs del gen CLOCK modulando los distintos componentes del
SMet. En este sentido destaca el trabajo de Garaulet et al. (291) en la cohorte GOLDN
(Genetics of Lipid Lowering Drugs and Diet Network). En dicho trabajo, se objetivo la
interaccion del SNP rs4580704 en el gen CLOCK con la ingesta de MUFA. Tras
dicotomizar a la poblacién en funcién de la ingesta de MUFA en la dieta, los autores
observaron que cuando la ingesta de MUFA era superior a la mediana (13,2 %), los
portadores del alelo minoritario G presentaban niveles menores de glucosa y HOMA-IR
que los homocigotos para el alelo mayoritario C. En este trabajo también se observé una
asociacion significativa de este SNP con la cifras de presion arterial. Asi, los portadores
de alelo minoritario presentaban cifras de presién arterial significativamente inferiores a
las de los individuos C/C. Junto a los datos previamente presentados, existen otras

evidencias de la relacion de otros genes implicados en los ritmos circadianos y que se
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correlacionan con el metabolismo de la glucosa. En concreto el gen encargado de
codificar la proteina Cry 2 se relaciona con los niveles de glucosa basal y HOMA-f
(homeostasis model assessment of -cell function) en pacientes no-diabéticos (337). Por
otro lado se ha observado como la presencia de determinados SNPs del gen Per 2

(rs10870) se han relacionado con glucemias basales elevadas (338).

3. ESTADO POSTPRANDIAL:

Los habitos de vida actuales hacen que en nuestra fisiologia, la situacion de
ayuno sea practicamente anecdotica de manera que el estado postprandial es la situacién
metabdlica en la que el ser humano se encuentra de forma permanente a lo largo del dia.
De esta manera los niveles plasmaticos de lipoproteinas, glucosa etc. sufren oscilaciones
ciclicas durante el postprandio. En los ultimos afios, el estudio de la lipemia
postprandial y su relacion causa-efecto con el desarrollo de la arteriosclerosis ha
determinado un aumento en los esfuerzos por parte de los investigadores para
profundizar en el estudio de dicho periodo dedicados a analizar dicho estado
metabdlico. EI SMet, como ya hemos mencionado, presenta una relacién estrecha con la
ECV de manera que estos individuos presentan una mortalidad mas elevada que la
poblacion general debido principalmente a una mayor incidencia de eventos
cardiovasculares (2, 36, 47, 48, 119, 339). Por todo ello, la lipemia postprandial
constituye un escenario clave en el SMet sobre todo si tenemos en cuenta que varios

factores genéticos y ambientales ejercen su influencia en el postprandio.
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3.1 Respuesta postprandial y sindrome metabdlico:

En los Gltimos afios se ha confirmado la hipdtesis que sugeria la influencia del
estado postprandial sobre la disfuncion endotelial, el metabolismo lipoproteico y
glucidico, la respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo. El endotelio contribuye de
forma directa al manetenimiento de la estructura de la pared vascular, sin embargo, la
exposicion cronica a determinados factores de riesgo como ocurre en el caso del SMet
(dislipemia, hiperglucemia, estrés oxidatico etc.) provocan la disfuncion del endotelio.
Este estado disfuncionante de las células endoteliales constituye el primer escalon de la
enfermedad arteriosclerética que se ve agravada por el estado proinflamatorio generado
en la pared vascular y que produce inestabilidad en la placa de ateroma (340). Uno de
los principales componentes de la dieta, la grasa, modula la respuesta vasodilatadora
endotelial durante el estado postprandial tal y como demuestran los estudios realizados
en la cohorte LIPGENE que incluia pacientes con SMet (230). En dicho estudié se
aleatorizo a los pacientes a consumir durante 12 semanas cuatro dietas isocaloricas con
una composicion cualitativa y cuantitativa de grasa diferentes, observandose como la
dieta rica en MUFA mejoraba la funcién del endotelio en dichos pacientes. Este trabajo
corrobora los hallazgos previos de Esposito et al. (185) que indican que el consumo de

una DMed mejora la funcion del endotelio en estos pacientes.

El estrés oxidativo juega un papel importante en la fisiopatologia del SMet
debido a que estos pacientes presentan un estado prooxidante que agrava el dafio en la
pared vascular (341). Del mismo modo, al igual que ocurria con la funcion del
endotelio, la cantidad y el tipo de grasa que consumimos en la dieta afecta de forma
directa sobre el estrés oxidativo. Siguiendo el mismo disefio metodoldgico que

acabamos de mencionar (230), nuestro grupo demostr6 que la dieta rica en MUFA
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mejoraba los niveles postprandiales de glutation en pacientes con SMet en comparacion
con los 3 modelos de dieta restantes (rica en SFA, rica en hidratos de carbono
complejos [HCC] y rica en HCC + PUFA) de forma que gracias a esta dieta, se
amortiguaba el estrado prooxidante tipico que presentan estos pacientes durante el
postprandio. Junto a la mejora del indice glutation reducido/glutation oxidado, también
se reducian los niveles de peroxido de hidrégeno (H,0,), perdxidos lipidicos y la
actividad de la superdxido dismutasa (SOD) (228). Junto al estado prooxidante, el SMet
se asocia a un estado de inflamacion crénica de bajo grado sobre la que el postprandio
ejerce un papel clave (342, 343). En la misma linea, existen una gran cantidad de
evidencias que demuestran la importancia de la dieta para atenuar la respuesta
inflamatoria que acontece durante el postprandio. Se ha demostrado como la sustitucion
de SFA por PUFA (AG ®-6) reduce los niveles postprandiales de varios marcadores
inflamatorios como los niveles plasmaticos de TNF-a y la IL-6 en pacientes con
sobrepeso (344). En este mismo contexto, Jiménez-Gomez et al. (223) han demostrado
como un desayuno rico en aceite de oliva mejora la expresion de TNF-a, durante el
postprandio, en células mononucleares de 20 hombres sanos, en comparacion con un
desayuno rico en mantequilla. Estos dos hallazgos son cruciales en los pacientes con
SMet, ya que la expresion elevada de TNF-o que se produce en estos individuos esta
relacionada con un aumento del grado de adiposidad, un aumento de la resistencia a la

insulina, un aumento del estrés oxidativo y un empeoramiento de la funcion endotelial.

El metabolismo lipoproteico también sufre importantes modificaciones durante
el periodo postprandial. Los habitos de vida occidentales incluyen un patron dietético en
el que se consumen al menos tres comidas al dia con una proporcion de grasa que oscila
entre el 20-70 % en cada ingesta. Uno de los principales marcadores durante el

postprandio, los TG, alcanzan sus concentraciones “pico” pasadas cuatro horas de la
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ingesta y sus niveles descienden progresivamente hasta alcanzar su situacion basal
pasadas entre ocho y doce horas de la toma de alimento (345, 346). Los niveles de TG
postprandiales se han relacionado de manera independiente como predictores de ECV
junto con la respuesta inflamatoria y oxidativa que se produce durante el estado
postprandial (347-350). Tal es asi que existen trabajos en donde la incidencia de IAM y
cardiopatia isquémica, estd en relacion lineal con una mayor concentracion plasmatica
postprandial de TG (347). Esta relacion ha sido posteriormente corroborada con otras
particulas lipidicas medidas durante el postprandio como son: apoB, apoAl, c-LDL,
c-HDL, colesterol no HDL y CT (351). En este sentido hemos podido demostrar como
el consumo a largo plazo de una dieta baja en HCC sumplementada con AG »-3 reduce
los niveles de TG postprandiales. Ademas la dieta rica en MUFA indujo un mayor
aclaramiento de TG del torrente sanguineo. Por el contrario la dieta baja en HCC mostro
un empeoramiento en la respuesta lipémica postprandial de estos individuos ya que los
niveles plasmaticos de TG y de LRT (grandes y pequefias) aumentaron (352). Por otro
lado, recientemente se ha sugerido que el nimero de componentes de SMet, puede
influir modificando el grado de respuesta lipémica, de tal forma que a mayor nimero de
componentes de SMet se produce una respuesta postprandial mas exagerada. Asi
Jackson et al. (353). seleccionaron 112 pacientes con SMet y que fueron divididos en
funcion del nimero de criterios/componentes de SMet (0/1, 2, 3 y 4/5) analizando los
niveles de TG y glucosa postprandiales tras ser sometidos a una sobrecarga grasa.
Ademas de observar un aumento progresivo del IMC, TA, TG basales, glucosa y unos
niveles de c-HDL inferiores, conforme aumentaba el nimero de componentes de SMet;
el area bajo la curva (AUC) y las concentraciones maximas de TG durante el
postprandio eran mayores en el grupo de 3 componentes con respecto a los grupos 0/1 y

2, y el 4/5 con el 2. Los resultados con respecto a la glucosa fueron similares a los
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encontrados en la respuesta de TG. De esta forma se corroboré que los niveles de TG y
glucosa postprandiales estan intimamente relacionados con el numero de componentes

de SMet poniéndose de manifiesto la relacion del SMet y el metabolismo postprandial.

3.2 Nutrigenética del metabolismo postprandial y su relacién con

la enfermedad cardiovascular:

Como ya dijimos al principio de este apartado, la enorme variabilidad individual
en la respuesta postprandial esta influenciada por factores genéticos y ambientales
(354-356). Dentro de la lipemia postprandial es de destacar el papel de la apoA5, al ser
una de las principales piezas estructurales de Qm y c-HDL junto a su papel activador de
la LPL. Este hecho determina su capacidad para modular la sintesis y secreccion
hepética de LRT. Ademas se ha podido observar que el gen de la apoA5 tiene un papel
importante en la lipemia postprandial. Moreno et al. (357) evaluaron en la respuesta
lipémica postprandial el SNP rs662799 del gen promotor de la apoA5. Para ello
deteminaron la respuesta en 51 individuos sometidos previamente a una sobrecarga
grasa con 1lg de grasa/Kg de peso y 60000Ul de vitamina A. Se realizaron
determinaciones sanguineas basales, cada hora durante las primeras 6 h vy
posteriormente cada 2 h y 30 minutos hasta llegar a las 11 h. En este estudio se
demostré que que los portadores de alelo minoritario C presentaban mayores niveles
postprandiales de TG y LRT. Estos hallazgos han sido verificados por otros estudios
independientes (358, 359). Este hecho se relaciona con el mayor riesgo de ECV
(coronaria) que presentan los portadores del alelo C para este SNP (360) confirmando el
hecho que ya hemos mencionado de que los niveles de TG postprandiales son factores
predictores de riesgo de ECV independientes. Con el fin de corroborar estos hallazgos,

nuestro grupo analizd6 el efecto combinado de varios SNPs de riesgo:
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GCKR (rs780094), apoA5 (rs31355066), apoA5 (rs662799), sobre la respuesta
lipémica postprandial en una cohorte estadounidense confirmando una mayor respuesta
postprandial de TG en aquellos portadores de los alelos de riesgo (288). Ademas de la
relacion de la apoAS5 con la respuesta lipémica postprandial, también se ha demostrado
el efecto que tiene la calidad de grasa de la dieta sobre las varitantes polimorficas de los
genes de la apoAl y apoA4. La presencia del SNP rs670 del gen de la apoAl
inteacciona con una dieta rica en MUFA de manera que los portadores del alelo A para
este SNP presentaban un incremento significativo en los niveles de c-LDL
postprandiales, y por el contrario este fendbmeno no se observaba en los individuos
homocigots para el alelo G (361). Ademas, también se ha observado que los niveles
postprandiales de c-LDL y CT varian en presencia del SNP T347S del gen de la apoAl
Los portadores del alelo 347S presentaron un descenso en las concentraciones de
c-LDL, apoB y CT postprandiales tras consumir una dieta NCEP con respecto a los
portadores de alelo 347T. Por el contrario el consumo de una dieta rica en MUFA
provoco un aumento del CT y apoB en los portadores del alelo 347S, demostrando una

vez mas la la diversidad en la respuesta a la ingesta de un determinado nutriente (362).

La presencia de variantes polimorficas en determinados genes esta detras de la
variabilidad interindividual en la respuesta a una sobrecarga grasa tal y como ya se ha
comentado. Esta variabilidad, ademas de deberse a las evidencias ya mencionadas, esta
también influenciada por la existencia de distintos SNPs en la region promotora de la
LPL; una enzima encargada de la hidroélisis de los TG para convertirlos en c-LDL,
c-VLDL vy generar acidos grasos libres. La presencia de determinados SNPs en el gen
de esta enzima también han sido relacionados con la respuesta lipémica postprandial y
el riesgo de enfermedad coronaria (363-365). Nuestro grupo ha demostrado que las

variaciones en el gen de la LPL (rs328; rs1059611) afectan a los niveles postprandiales
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de LRT y como la ingesta de AG -6 interaccionan con estos SNPs para modular la
respuesta lipémica postprandial (366). Este trabajo fue llevado a cabo en 452 sujetos
con SMet del estudio LIPGENE y en ellos se observé una correlacion entre los AG -6
y los niveles de TG y LRT de manera que cuando las concentraciones de AG »-6 eran
superiores a la media, los portadores de los alelos minoritarios en dichos SNPs
presentaban una respuesta lipémica postprandial de TG y LRT. Por otro lado, los
portadores del alelo minoritario rs328 con unos niveles de AG ®-6 inferiores a la media

presentaban mayores concentraciones plasmaticas de AGNE.

También se han encontrado evidencias de la relacion del TCF7L2 con el
postprandio. Dentro de la cohorte GOLDN se ha demostrado que el rs7903146 de la
region promotora del TCF7L2 se relaciona con los niveles postprandiales de varias
particulas lipidicas modulados por la ingesta de PUFA. En concreto se ha observado
como la ingesta de PUFA por encima de la media reduce de forma significativa los
niveles de TG, Qm y c-VLDL en los homocigotos C/C para este SNP. Por el contrario,
los portadores del alelo T con una ingesta de PUFA > 7,36 % del aporte energético total

presentaban un aumento de los niveles postprandiales de LRT (367).

Finalmente, hemos analizado la relacién del gen MC4R con el metabolismo
postprandial. De forma especifica se vio como la presencia del SNP rs12970134 modula
la respuesta lipémica postprandial de manera que los individuos homocigotos para el
alelo G presentaban unos niveles de LRT, TG y CT estadisticamente superiores a los
portadores de alelo menor A (368). De nuevo, estos hallazgos ayudan a explicar la

diferencias entre individuos en la respuesta lipémica postprandial.
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4. APLICACION ACTUAL DE LA NUTRIGENETICA EN

LA MEDICINA MODERNA:

Si hay algo intrinseco a la Medicina de nuestro tiempo es su frenética evolucion.
Cada semana se nos presentan evidencias de nuevos tratamientos, aparicion de nuevas
tecnologias, mejoras en las pruebas diagndsticas, etc. Todo esto se ve refrendado por los
profundos cambios de conducta que, apoyado en una nueva vision del Universo médico,
estd modificando el ejercicio profesional, introduciendo habitos que lo harian
irreconocible para un médico de hace 20 afios. ¢Podremos predecir en un futuro cercano
el cancer o la enfermedad cardiovascular?, ;Podremos tener el mapa de nuestra salud o
enfermedad en el momento del nacimiento?. En los dltimos afios, la Medicina ha dado
un paso mas a la hora de adaptar los avances y descubrimientos a las necesidades
particulares de cada paciente. Como ya hemos comentado anteriormente, ante el notable
progreso experimentado por la investigacion Biomédica en los ultimos afios, se esta
produciendo en la actualidad una auténtica revolucion tanto en las técnicas de
diagnostico y en el disefio de nuevos farmacos y terapias, cada vez mas eficaces y
seguras. Esta Medicina adaptada a las caracteristicas de cada paciente se conoce con el

nombre de “Medicina Personalizada”.

La Medicina Personalizada propone un salto tanto cualitativo como cuantitativo,
gracias al mejor conocimiento del genoma humano, asi como al gran abanico de
posibilidades técnicas que tenemos en la actualidad. La aplicacion de la genémica, la
epigenética, la farmacogendmica, la transcriptomica, la proteémica, la metabolomica, la
bioinformatica y otras areas que estan actualmente en fase de desarrollo como la

microbiota, etc, han permitido el desarrollo de la Medicina Personalizada. Ademas nos
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han permitido profundizar en el conocimiento de las enfermedades y, con todo ello

poder tratar de una forma mas adecuada a nuestros enfermos.

En este contexto la Nutrigenética juega un papel imporante dentro de la
Medicina Personalizada. Ante la pregunta de si existe suficiente base cientifica para
realizar recomendaciones nutricionales personalizadas, la respuesta podria ser “estamos
algo mas cerca”. Y es que, aunque no exentos de limitaciones, ya disponemos en el
mercado de algunos chips genéticos para conocer, e incluso predecir, el componente
genético de algunas enfermedades y sus complicaciones, como la obesidad y los
componentes del SMet, asi como la posible respuesta a determinados nutrientes y
patrones de dieta basados en el estudio genético individual. Aungue todavia en ciernes,
en los proximos afios estas herramientas seran perfeccionadas y optimizadas con nuevas
evidencias. Por ello consideramos que la realizacion de esta tesis doctoral permitira
ampliar el conocimiento sobre la nutricién personalizada, con un futuro que empieza a

ser presente y una realidad méas cercana para la préxima década.
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Hipotesis

Hasta el momento actual, las recomendaciones relacionadas con los estilos de
vida cardiosaludables y entre ellos la dieta, se han aplicado de forma universal sobre
toda la poblacion. Sin embargo existen gran cantidad de evidencias cientificas que
orientan al empleo de recomendaciones dietéticas especificas para el abordaje
terapéutico y preventivo de determinadas enfermedades. Del mismo modo, la existencia
de una enorme variabilidad interindividual en la respuesta a la dieta y a los propios
nutrientes pone en relieve la importancia del mapa genético del individuo dentro de la
interaccion gen-dieta y de como un determinado nutriente tiene un efecto concreto sobre
nuestro organismo en funcion de nuestros genes de la misma manera que los nutrientes

pueden modular la expresion de nuestros genes.

El sindrome metabolico es una enfermedad heterogénea, permaneciendo
inciertos los mecanismos responsables de la variabilidad individual en la expresion de
sus manifestaciones y en la respuesta que se obtiene tras la intervencion dietética. Por
ello, nuestra hipotesis es que las variaciones genéticas en los genes implicados con un
mayor riesgo de padecer sindrome metabodlico, interaccionan con dos modelos de
alimentacion saludables, una de tipo Mediterraneo (alta en MUFA: 22%) y otra baja en
grasa (28% grasa total y 12% MUFA), para modificar la respuesta sobre las
concentraciones de lipidos plasmaticos, la resistencia a la insulina y el perfil
inflamatorio sistémico asociados a esta patologia. La hipotesis nula es que nuestro
estudio no consiga demostrar dichas asociaciones. Finalmente destacar que esto podria
generar recomendaciones especificas, de tipo personalizado, sobre la mejor

composicion de la dieta para el 6ptimo beneficio de cada individuo.
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Objetivos

1. OBJETIVO PRINCIPAL:

Investigar si el consumo a largo plazo, durante 12 meses, de dos modelos de
dieta: una de tipo Mediterrdneo (alta en MUFA: 22%) y otra baja en grasa (28% grasa
total y 12% MUFA) interaccionan con los SNPs de la region promotora del gen TNF-a
(rs1799964, rs1800629) influyendo en el estado proinflamatorio, medido por: PCR-us,

IL-6 y TNF-a, en pacientes con sindrome metabdlico.

2. OBJETIVOS SECUNDARIOS:

Objetivo 1: Investigar si el consumo a largo plazo de los dos modelos de dieta
previamente referidos, interaccionan con los SNPs de la region promotora del gen
TNF-o (rs1799964, rs1800629), influyendo en las concentraciones finales de CT,
c-LDL, c-HDL, apoAl, apoB, TG, homocisteina y Lpa de estos pacientes. Ademas,
evaluaremos si la presencia de estos SNPs se relaciona con la respuesta postprandial
tras una sobrecarga grasa en forma de desayuno (0.7 g grasa/kg de peso (12% SFA,
10% PUFA, 43% MUFA), 10% de proteinas y 25% de hidratos de carbono) en los

mismos pacientes.

Objetivo 2: Analizar si el consumo a largo plazo de los dos modelos de dieta
interaccionan con los SNPs de la region promotora del gen TNF-a (rs1799964,
rs1800629), para modificar el metabolismo de la glucosa medido por: glucosa basal,

insulina, HbA1c y los indices HOMA-IR y QUICKI, en la misma poblacion.

Objetivo 3: Analizar si el consumo a largo plazo de los dos modelos de dieta
referidos interaccionan con los SNPs del gen CLOCK (rs1801260, rs3749474,

rs4580704) influyendo en las concentraciones finales de los mismos parametros



Objetivos

recogidos en los objetivos anteriores, en la misma poblacion. Ademas, evaluaremos si la
presencia de estos SNPs se relaciona con la respuesta postprandial tras una sobrecarga

grasa, tal y como se ha descrito en el objetivo secundario n°1.
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1. DISENO DEL ESTUDIO:

El estudio CORDIOPREYV es un ensayo clinico, randomizado, simple ciego en
prevencion secundaria cardiovascular que incluye a 1002 pacientes. La prevalencia
de SMet en este ensayo es del 58 % (n=581). El principal objetivo de este estudio es
el evaluar la eficacia de una DMed rica en aceite de oliva en comparacion con una
dieta BG para prevenir nuevos eventos cardiovasculares y mortalidad en pacientes
con patologia coronaria previa. Los detalles del estudio se encuentran recogidos en
la web Clinicaltrials.gov (NCT00924937). Este ensayo clinico ha sido disefiado y se
esta desarrollando por el grupo de Nutrigendmica-Sindrome Metabolico del Instituto
Maimonides de Investigacion Biomédica de Cordoba. EI protocolo del ensayo y
todas sus enmiendas han sido aprobadas por el comité ético del Hospital
Universitario Reina Sofia siguiendo las indicaciones de la Declaracion de Helsinki y
el cédigo de buenas practicas clinicas. Para asegurar que la principal fuente de grasa
en la DMed fuese el aceite de oliva, a todos los pacientes incluidos en esta dieta se
les proporciono este alimento donado por Hojiblanca® y la Fundacion Patrimonio
Comunal Olivarero®. Por otro lado a los pacientes incluidos en el grupo BG se les
proporcionaron lotes de alimentos ricos en HC con un contenido graso aportado
fundamentalmente por el aceite de girasol. Ninguno de los sponsors mencionados
tiene ninguna intervencion en el disefio, andlisis y obtencion de resultados del

estudio.

2. POBLACION DEL ESTUDIO:

Los pacientes incluidos en el estudio (hombres y mujeres) fueron elegidos en
aquellos casos en los que su edad estuviese comprendida entre los 20 y los 75 afios,
tuviesen un evento coronario de mas de 6 meses de evolucion con respecto a la fecha de

112



Francisco Gémez Delgado

su inclusion en el estudio y que estuviesen dispuestos a seguir el ensayo durante los 5
afios de duracion. Los criterios de inclusion y exclusién estan descritos en la Tabla 4.
Los pacientes fueron reclutados en el periodo comprendido entre Noviembre de
2009 y Febrero de 2012, la mayor parte en el Hospital Universitario Reina Sofia aunque
también se incluyeron pacientes de otros centros de las provincias de Cordoba y Jaén.
Las variables usadas para la randomizacion fueron: 1) género (hombre/mujer); 2) edad
(<60 anos/> 61 afios) y 3) historia de 1AM previo (si/no). Con las combinaciones
posibles de esas 3 categorias se crearon 8 grupos con los que se randomizo a los
pacientes a los 2 grupos de intervencion. Este proceso de randomizacion se llevé a cabo
por la Escuela Andaluza de Salud Publica, expertos en el proceso de randomizacion de
pacientes en estudios de intervencion. La dieta asignada al paciente fue comunicada por
teléfono utilizando un sistema de codificacién por el que el grupo de la Escuela
Andaluza de Salud Publica encargado de randomizacién asignaba al paciente a uno u
otro grupo con el fin de actuar manteniendo el ciego simple. Para la definicién de SMet
en el estudio CORDIOPREYV utilizamos los criterios definidos por la ATP Il — NCEP
en su version modificada (25). A pesar de la frecuencia del 58 % (N=581), en el analisis
de nuestro trabajo solo se incluyeron, aquellos pacientes con todos los parametros
analizados disponibles: genotipado, determinaciones bioquimicas, lipemia postprandial

y cumplimiento de la dieta durante el periodo de 12 meses.
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Tabla 4. Criterios de inclusion y exclusion del estudio CORDIOPREV.

Edad para ser elegible 20 a 75 afios

Género para ser elegible Ambos

Voluntarios sanos No
Criterios de Inclusién Patologia coronaria inestable
IAM

Angina inestable
Angina estable crénica con alto riesgo de evento cardiovascular
Criterios de Exclusion Edad <20 6 >75 afios (0 esperanza de vida inferior a 5 afios)

Pacientes con una revascularizacion programada con < 6 meses antes
de su inclusion en el ensayo

Grado 1I-1V de insuficiencia cardiaca (New York Heart Association)
Disfuncion ventricular izquierda con una FEVI < 35 %
Incapacidad o impedimento para seguir el protocolo

Pacientes con DM2 severa o no controlada, o aquellos con
insuficiencia renal con creatinina plasmatica por encima de 2 mg/dl

Otras patologias crénicas: enfermedades psiquiatricas, insuficiencia
renal crénica, hepatopatia crdnica, neoplasia activa, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y enfermedades digestivas

Las caracteristicas basales y el diagrama de flujo de los pacientes se encuentran

representadas en la Tabla 5y la Figura 6.
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Tabla 5. Caracteristicas basales de los pacientes del estudio CORDIOPREV

Total SMet No SMet p
(n=1002) (n=581) (n=412)

Edad (afios) 59,5 (0,2) 60,0 (0,3) 58,9 (0,4) NS
Genero H/M (n) 837/165 470/111 367/54 <0,001
DM2 (%) 47,5 62,5 26,7 <0,001
TAS (mmHg) 138,7 (0,6) 144,26 (0,9) 131,18 (0,8)  <0,001
TAD (mmHg) 77,3 (0,3) 79,15 (0,5) 74,6 (0,4) <0,001
Peso (Kg) 85,1 (0,4) 88,8 (0,6) 80,1 (0,6) <0,001
Perimetro cintura (cm) 105,1 (0,3) 108,7 (0,4) 100,1 (0,5) <0,001
IMC (Kg/m?2) 31,1(0,1) 32,4 (0,1) 29,3 (0,2) <0,001

CT (mg/dL) 159,0 (0,9) 158,6 (1,3) 159,5 (1,4) NS
c-HDL (mg/dL) 42,1 (0,3) 38,6 (0,4) 47,1 (0,5) <0,001
c-LDL (mg/dL) 88,5 (0,8) 86,3 (1,1) 91,5 (1,2) <0,001
ApoAl (mg/dL) 129,6 (0,6) 124.9 (0,8) 136,1 (1,1) <0,001
ApoB (mg/dL) 73,6 (0,5) 76,1 (0,8) 70,2 (0,8) <0,001
TG (mg/dL) 1354 (2,2) 159,9 (3,1) 102,1 (2,2) <0,001
Glucosa (mg/dL) 113,7 (1,2) 125,9 (1,8) 97,1 (1,0) <0,001

* Datos de los participantes proporcionados en media (DE) o porcentaje (DE).

Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; CT, colesterol total; DM2, diabetes
mellitus tipo 2; IMC, indice de masa corporal (calculado como peso en kilogramos dividido por talla en
metros cuadrados; c-HDL, colesterol de alta densidad; c-LDL, colesterol de baja densidad; TAD, tensién
arterial diastdlica; TAS; tension arterial sistélica; TG, triglicéridos.
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Figura 6. Diagrama de flujo de los pacientes del estudio CORDIOPREV.

1850 Pacientes en Screening

848 Excluidos
424 No cumplian criterios de inclusion
314 Rechazaron participar
110 Otros motivos

1002 Randomizados

500 Asignados a la dieta baja en grasas (LF) 502 Asignados a la dieta mediterranea (MedD)

301 pacientes .
280 pacientes

con sindrome metabolico (SMet)

con sindrome metabolico (SMet)

3. INTERVENCION DIETETICA:

3.1 Generalidades:

La intervencion dietética del estudio CORDIOPREYV esté siendo llevada a cabo
por dietistas encargadas: de la revision de los cuestionarios de adherencia a la dieta, de
las directrices a seguir en cada grupo de intervencion, de la elaboracion del material
escrito y proporcionado a los participantes junto con la programacion de sesiones
grupales periddicas con los participantes en el estudio. Durante el primer afio de
intervencion se disefiaron varias sesiones de grupo con el fin de revisar el seguimiento
de los pacientes, discutir problemas encontrados durante el seguimiento y desarrollo de
soluciones. El objetivo principal de la intervencion fue adaptar los habitos dietéticos de

cada individuo al patrén dietético por encima de nutrientes concretos.
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3.2 Descripcidn de la intervencion:

Las distintas actividades llevadas a cabo con los pacientes durante los 12 meses
de seguimiento se describen en la Tabla 6.

3.2.1 Visita basal:

La valoracion basal se llevd a cabo en 2 visitas consecutivas. En cada una de las
visitas el paciente se entrevistd personalmente con la dietista durante 1 hora
aproximadamente. Ademas, durante la primera visita se llevo a cabo, tras la firma de los
consentimientos informados, una valoracién por el especialista en Medicina Interna
encargado de realizar un cuestionario clinico al paciente y de valorarlo fisicamente. De
manera afiadida, se llevo a cabo la extraccién de una analitica general, la realizacion de
un test de resistencia a la insulina y una lipemia postprandial tras una sobrecarga grasa
que detallaremos mas adelante.

La valoracion nutricional durante la primera visita incluia una explicacion
detallada sobre la intervencion dietética junto con la realizacion de los siguientes
cuestionarios:

1) Cuestionario de frecuencia de consumo (FFQ) (369) compuesto por 137
items con el fin de poder determinar la ingesta dietética general del afio
previo a la inclusion del paciente.

2) Cuestionario para valorar la adherencia a la dieta BG (370) (9 items)
[Tabla 7]y a la DMed (371) (14 items) [Tabla 8].

3) Version espafola del “Minnesota physical activity questionnaire” (372)
para valorar la actividad fisica de los pacientes.

4) Cuestionario SF36 para valorar la calidad de vida de los pacientes (373).
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Tabla 6. Calendario de evaluaciones realizadas durante la intervencion.

Periodo de
seleccién
Visita 0

(Mes 0-1)
Inclusion y evaluacion clinica
Consentimiento informado X
Criterios inclusién/exclusion X
Cuestionario general X
Analitica completa X X
Cuestionario de seguimiento clinico* X X
Cuestionario de recogida eventos** X
Cuestionario frecuencia consumo X X X
Refuerzo dietético X X X
Cuestionario actividad fisica X X
Cuestionario de calidad de vida X X
Cuestionario de tolerancia X
Aleatorizacion X
Scores de dieta X X X X X X
Entrega de alimentos X X X
Lipemia postprandial X
Test resistencia a insulina X X
Otros
Grosor Intima-Media X
Indice tobillo-brazo (ITB) X

* Incluye medida del peso, altura, circunferencia de la cintura y presion arterial e

impedanciometria (anual).

** S6lo si es necesario.

Las medidas antropométricas (peso, estatura, IMC y PC) fueron tomadas en la

primera visita por dietistas entrenadas de una forma estandarizada. La medicion del PC

se llevo a cabo a una distancia media entre la ultima costilla y la cresta iliaca utilizando

una cinta métrica. El calculo del IMC se llevé a cabo con la férmula: Kg/m?.

En la segunda visita tras la aleatorizacion,

los dietistas revisaron los

cuestionarios realizados previamente y proporcionaron recomendaciones dietéticas

especificas del grupo de intervencién asignado, adaptando la informacion a las
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condiciones clinicas de los pacientes (DM2, obesidad, dislipemia etc.) y proporcionando
estrategias para ayudar a los pacientes a conseguir la modificacion de sus habitos
dietéticos y poder mantenerlos a largo plazo. A todos los pacientes se les proporcion6
un folleto informativo con recomendaciones dietéticas y recursos para adecuar la

frecuencia de consumo, porciones y tamario de las raciones.

3.2.2 Visita seguimiento:

Las visitas de seguimiento tuvieron por objetivo garantizar un consumo calorico
adecuado y reforzar la adherencia a la dieta asignada. Cualquier cambio positivo
producido en la adherencia a la dieta fue utilizado para motivar al paciente. Cada visita
de seguimiento realizada semestralmente, ademas del cuestionario médico, incluyé la
evaluacion de la intervencion dietética segin el grupo de intervencion (14-items
adherencia DMed 6 9-items adherencia BG), la definicion de objetivos a conseguir,
antropometria y provision de alimentos en cada grupo de intervencion. Junto a este
seguimiento presencial se incluy6 un seguimiento telefénico trimestral de los pacientes.
Al afio se repitieron los mismos cuestionarios dietéticos realizados inicialmente.

3.2.3 Sesiones de grupo:

Cada 4 meses se llevaron a cabo sesiones de grupo organizadas por separado
para cada brazo de intervencién. Las especialistas en nutricion del estudio
CORDIOPREYV se encargaban de explicar diversos temas relacionados con su grupo de
intervencion (recetas de cocina, planificacion de comidas, etiquetado de alimentos,
importancia de la dieta en patologias como DM2 etc.), por otro lado, resolvieron dudas
de los pacientes recordando las recomendaciones de cada grupo con material
interactivo. Las sesiones abarcaban las 2 horas aproximadas de duracién e incluian 20

participantes aproximadamente.
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El programa establecido en estas sesiones era flexible e incluia:
a) Presentacion Power-Point: 45 minutos de duracion.
b) Discusion del tema en cuestion: 30 minutos de duracion.
c) Actividades: 15 minutos de duracion.
d) Refuerzo de las recomendaciones dietéticas: 15 minutos.

e) Resolucion de cuestiones: 10 minutos.

Tabla 7. Cuestionario 9-items de adherencia a la dieta BG.

Cuestiones Puntuacion

1 (Cuanto aceite consume a diario (incluido para freir, < 2cucharadas = 1 punto
ensaladas, desayuno etc.)? (1 cucharada=10mL).

2 ¢Elimina la grasa visible (o la piel) del pollo, pato, cerdo, Si= 1 punto D
cordero etc. antes o después de cocinar (sopas y platos
cocinados)?

3 ¢Cuantas comidas ricas en grasa tipo hamburguesa, 1 0menos = 1 punto D
salchicha, embutido, bacén etc. consume por semana?

(racién de carne=100g; embutido o bacon=30g)

4  ;Cuantas raciones de mantequilla, margarina, manteca de 1 0 menos = 1 punto
cerdo, mayonesa, nata o helado consume por semana? D
(racion=12g; helado= 100g)

5  ¢Consume productos bajos en grasa de forma exclusiva? Si= 1 punto

(id. Sino D
consumo diario)

6 ¢Cuantas veces por semana prepara pasta, arroz, patatas, 2 0 menos = 1 punto n
legumbres utilizando “sofrito” (con aceite de oliva), bacon,
salami o carnes grasas como la de cerdo o cordero?

7 ¢Cuantas veces por semana consume pescado graso O 1 0 menos = 1 punto D
pescado o conservas de pescado en aceite?

8 ¢Cuantas raciones de bolleria industrial, como tarta, galletas 1 0 menos = 1punto D
0 natillas consume por semana? (racion de tarta = 80g; 6
galletas = 40q)

9 (Cuantas veces por semana consume frutos secos 1 0 menos = 1 punto n

(incluyendo cacahuetes), patatas fritas u otros snacks?

PUNTUACION TOTAL
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Tabla 8. Cuestionario 14-items de adherencia a la DMed.

Cuestiones Puntuacién
1 ¢Utiliza el aceite de oliva principalmente como aceite Si= 1 punto
culinario?
2  ¢Cuanto aceite de oliva consume a diario (incluido para > 4 cucharadas 1 punto D
freir, ensaladas, desayuno etc.)? =
3 ¢Cuantas raciones de vegetales consume a diario? >2 = 1 punto
(1 racion = 200 g) (>1 porcién D
cruda o en
ensalada)
4  ;Cuantas piezas de fruta, incluido zumos de fruta naturales 30més = 1punto n
consume a diario?
5 ¢Cuantas raciones de carne roja, hamburguesa o salchicha menos de 1 = 1 punto ﬂ
consume por semana? (racién =100-150 g)
6 ¢Cuantas raciones de mantequilla, margarina o0 nata menos de 1 = 1 punto n
consume por dia? (racion=12g)
7  ¢Cuantas bebidas azucaradas consume al dia? menos de 1 = 1 punto DI
8  ¢Cuantos vasos de vino consume a la semana? > 7vasos = 1 punto E
9 (Cuantas raciones de legumbre consume por semana? 30mas = 1 punto DI
(1 racién = 150 g)
10 ;Cuantas raciones por semana consume pescado 0 marisco <3 = 1punto D
consume? (1 racién = 100-150 g de pescado, o 4-5 unidades
de marisco)
11  ;Cuantas raciones de bolleria industrial, como tarta, galletas <2= 1punto D
0 natillas consume por semana? (racién de tarta = 80g;
6 galletas = 40q)
12 ¢Cuantas raciones de frutos secos (incluidos cacahuetes) 30més= 1 punto D
consume por semana? (1 racion = 30 g).
13 ¢Consume preferentemente pollo, pavo o carne de conejo en Si= 1 punto D
vez de ternera, cerdo, hamburguesa o salchicha?
14  ;Cuantas raciones por semana de vegetales, pasta, arroz u 2 0mas = 1 punto D

otros platos preparados con sofrito (aceite de oliva, tomate,
cebolla, puerro y ajo) consume?

PUNTUACION TOTAL
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Tabla 9. Evaluaciones de la intervencion dietética durante el primer afio del estudio

CORDIOPREV.

EVALUACION DIETETICA 1° Afio

BASAL VISITAS DE SEGUIMIENTO
V-1 V-2 MES-4 MES-6 MES-8 MES-12
Entrevista individual (1hour) X X X X
Cuestionario FFQ X X
14-items DMed X X X
9-items BG X X* xX*
Actividad fisica X X
Calidad de vida X X
Antropometria ** X X X
Recomendaciones nutricionales X X X
Suministro de alimentos X X X X X
Sesiones en grupo (2 horas) X X X X
Refuerzo dieta asignada X X X X
Entrega de material X X X X
Visita telefonica de seguimiento *** X X

* Administrada solo en el grupo de dieta BG; ** Medida de peso, estatura y perimetro de cintura;

*** Realizado en mes 2, 4, 8y 10.

FFQ, cuestionario de frecuencia de consumo; BG, dieta baja en grasa; DMed, dieta mediterranea; V, visita.

3.3 Descripcion de los modelos dieteticos:

Los patrones dietéticos del estudio CORDIOPREV (BG y DMed) incluyen

alimentos de todos los grandes grupos alimenticios sin una restriccion especifica sobre

el consumo caldrico. La principal diferencia entre los 2 grupos de intervencion se

encuentra en la ingesta de grasa total, asi como en su composicion cualitativa. La DMed

presenta un contenido elevado en el aporte graso, fundamentalmente proporcionado por

alimentos ricos en MUFA como el aceite de oliva mientras que en la dieta BG se

encuentra restringido el aporte de grasa.

3.3.1 Dieta Mediterranea (DMed):

La composicion cualitativa de esta dieta se basa en un aporte calérico total de

grasas del 35 % (22 % MUFA, 6 % PUFA, 7 % SFA), 50 % HC y un 15 % de proteinas.

Las recomendaciones de este grupo de intervencion estan basadas fundamentalmente en
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el cuestionario de 14-items de adherencia a la DMed. Las recomendaciones

suministradas a los participantes de este grupo son:

a)

b)

d)

f)

9)
h)

)

Un consumo abundante de aceite de oliva virgen extra tanto para cocinar
como para la elaboracioén de ensaladas (> 4 cucharadas diarias; 20 g).
Consumo de 2 o més raciones diarias de vegetales (1 racion = 200 g) y al
menos una de las raciones debe ser cruda.

Consumir al menos 3 piezas de fruta (tamafio medio = 125 g) al dia
predominando el consumo de frutas como postre. Se indica la preferencia de
fruta sobre el zumo de frutas para mantener un aporte adecuado de fibra.
Incluir legumbres en al menos 3 comidas a la semana (150 g por racion
cocinada).

Comer mas de 3 raciones (1 racién = 100-150 g) por semana de pescado
variado incluyendo pescado graso como el salmén, caballa y sardinas.
Consumir nueces semanalmente en pequefias cantidades, aproximadamente
3 pufiados (30 g).

Incluir consumo de pan integral y cereales en las comidas.

Consumir productos lacteos bajos en grasa, con una preferencia por los
productos lacteos fermentados (yogur o queso).

Reducir el consumo de carne y tomar preferiblemente carnes blancas (sin
piel) en lugar de carne roja o las carnes procesadas. Los huevos pueden ser
consumidos varias veces a la semana (2-4 unidades).

Preparaciones culinarias con "sofrito™ (tomate, cebolla, ajo, especias y todo

ello cocinado a fuego lento con aceite de oliva).

El modelo de dieta mediterraneo incluye una cantidad moderada de vino durante

las comidas. Esta cantidad aproximada oscila entre no mas de 1 copa de vino al dia
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(8g de alcohol) para las mujeres y no mas de 2 vasos de vino (16 g de alcohol) diarios
para los hombres. Esta recomendacion solo se llevd a cabo si el paciente era un
consumidor regular de vino.

Se recomendd eliminar el consumo de otras grasas diferentes a las mencionadas
procedentes de: mantequilla, margarina, aceites de semillas, cremas, etc. y alimentos
ricos en azucares o grasas no saludables (bolleria industrial, snacks, alimentos
precocinados, postres industriales, bebidas carbonatadas azucaradas, etc.).

3.3.2 Dieta baja en grasa (BG):

En el grupo de intervencion con la dieta BG, el aporte caldrico graso no
superaba el 28 % (12 % MUFA, 8 % PUFA, 8 % SFA), 57 % HC y 15 % proteinas. Las
recomendaciones de este grupo de intervencién se llevan a cabo acorde a las
recomendaciones de la guia de la ATP Il — NCEP (24, 192), centradas
fundamentalmente en limitar el consumo de grasa, tanto animal como vegetal,
incrementando el consumo de HCC para sustituirla.

Las principales diferencias con el grupo DMed se basan también en el
cuestionario 9-items de adherencia a la dieta BG y son:

a) Reducir al minimo la cantidad de aceite usado para cocinar y ensaladas

(< 2 cucharadas al dia, 10 g).

b) Eliminar la grasa visible (o la piel) del pollo, pato, cerdo, cordero etc. antes o

después de cocinar (sopas Yy platos cocinados).

c¢) No comer més de 1 porcién de carne roja (1 racion = 150 g) por semana.

d) Consumir productos lacteos bajos en grasa y en especial fermentados (queso

y yogurt). Se debe consumir 2-3 porciones por dia.

e) El consumo de pescado magro (bacalao, merluza, rape etc.) en lugar de

pescado graso 0 en conserva (<1 porcion por semana, 50 g).
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) Restringir el consumo de frutos secos (<1 porcion por semana, 10 g).

g) Eliminar el consumo de bolleria industrial.

h) Emplear técnicas de cocinado sin aceite (hervidos, horneados, parrilla, etc.).

Las recomendaciones sobre el consumo de vegetales (verduras, frutas,
legumbres o cereales), huevos y carnes blancas son las mismas que las incluidas en el

grupo de la DMed.

3.4 Cuestionarios de seguimiento y adherencia a la intervencion:

3.4.1 Cuestionario de frecuencia de consumo (FFQ):

El cuestionario FFQ es la herramienta mas utilizada en grandes estudios
epidemioldgicos sobre dieta y salud ya que proporciona informacion cualitativa acerca
de los habitos alimentarios del paciente. El cuestionario La FFQ utilizado en el estudio
CORDIOPREV es un modelo validado en poblacion espafiola. Incluye 137 items
clasificados en 14 grupos de alimentos (lacteos, huevos, carne o productos carnicos,
pescados 0 mariscos, verduras, patatas, hortalizas, frutos totales, legumbres, cereales,
aceite de oliva, pastas, pasteles o dulces y bebidas alcohdlicas). Las frecuencias se
registran mediante una escala de 9 categorias (de "casi nunca" a "6 0 mas veces al dia").
La ingesta de energia y nutrientes se calculan utilizando las tablas de composicion de

alimentos espafiolas (374, 375).

3.4.2 Cuestionario de 14-items de adherencia a la dieta Mediterranea:

Este cuestionario permite evaluar la adhesion al DMed (Tabla 8). Se compone
de 2 preguntas sobre habitos alimenticios, 8 preguntas sobre la frecuencia de consumo
de alimentos tipicos de la DMed y 4 preguntas sobre el bajo consumo de alimentos no

recomendados. Cada item se puntia 0 o 1 y el rango de la puntuacion total de 0 a 14
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(> 9 puntos muestra una alta adherencia a DMed). El cuestionario se realiza a todos los
participantes del grupo DMed en cada visita de seguimiento (presencial y telefénica).

3.4.3 Cuestionario de 9-items de adherencia a la dieta baja en grasa:

Este cuestionario cuantitativo se construyd en el estudio PREDIMED como
instrumento de control para evaluar el cumplimiento de los participantes en el grupo de
dieta baja en grasa (Tabla 7). Este cuestionario también se realiza en todos los
participantes del grupo BG tanto en visitas de seguimiento presenciales como

telefénicas.

4. DETERMINACIONES ANALITICAS Y

BIOQUIMICAS:

Para el estudio del perfil lipidico se determinaron los niveles de CT, c-LDL,
c-HDL, TG, apoAl y apoB. Para analizar el metabolismo de la glucosa se determinaron
los niveles plasmaticos de glucosa e insulina, asi como los indices QUICKI y
HOMA-IR.

Las determinaciones bioquimicas de los pacientes se obtuvieron tras un periodo
de ayuno de 12 horas de ayuno al comienzo del seguimiento y pasados 12 meses. Las
muestras sanguineas para la insulina, glucosa, perfil lipidico se obtuvieron de la vena
antecubital y fueron recogidas en tubos con EDTA (10 mL) siendo inmediatamente
almacenados a 4 °C. Para minimizar la degradacién proteolitica, el plasma fue
complementado con 40 pL de un inhibidor de la proteasa (Roche Diagnostic®) por mL
de plasma. Las muestras de plasma y suero se congelaron a -80 ° C hasta el analisis de
laboratorio.

Los parametros séricos se midieron en el analizador Architect c-16000
(Abbott®, Chicago, [Illinois, EE.UU.), utilizando las siguientes técnicas
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espectrofotométricas: método de la  hexoquinasa para la  glucosa,
oxidacion-peroxidacion para CT, HDL-c y TG. El c-LDL se calculé utilizando la
férmula de Friedewald (376) (siempre que el nivel de triglicéridos fuera inferior a 400
mg/dL). Los niveles de apoAl y apoB se determinaron mediante inmunoturbidimetria.
Los niveles plasmaticos de insulina fueron medidos por inmunoensayo
quimioluminiscente de microparticulas utilizando un analizador (i- 2000Abbott
Architect ®, Chicago, Illinois, EE.UU.).

Para la estimacion de la resistencia a la insulina y la funcionalidad de las células
B se determinaron los indices QUICKI (377) como parametro de sensibilidad a la
insulina y HOMA-IR mediante la evaluacion matematica del equilibrio entre la
produccion de glucosa hepética y la secrecién de insulina a partir de los niveles basales
de ambas. El indice HOMA-IR (glucosa en ayunas (mg/dL) x insulina en ayunas
(mU/L) /22,5), se considera una medida fiable de la resistencia a la insulina.

Por ultimo la PCR se determin6 con una técnica ultrasensible por
inmunoturbodimetria y se midio6 en el analizador Architect c-16000 (Abbott®, Chicago,
lllinois, EE.UU.). En el tiempo 0 y a los 12 meses, también se determinaron las
concentraciones en plasma de IL-6 ensayando 100uL de muestra con el kit comercial
Quantikine HS human IL-6 Immunoassay (R&D Systems, Inc., MN, USA). Las
concentraciones en plasma de TNF-a se determinaron con el kit comercial Quantikine
HS human TNF-a/TNFSF1A Immunoassay (R&D Systems, Inc., MN, USA) con 100uL

de muestra.

5. ESTUDIO POSTPRANDIAL.:

Al inicio del seguimiento, se llevo a cabo una sobrecarga oral grasa en todos los

participantes del estudio. Antes de la prueba, los pacientes habian estado en ayunas
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durante 12 horas pidiéndole que ademas se abstuviesen de fumar durante el periodo de
ayuno asi como que se abstuvieran de consumir alcohol durante los 7 dias anteriores.
También se les pidid que evitasen la actividad fisica extenuante el dia previo al examen.
A las 8:00 am los pacientes llegaron al laboratorio, se le tomaron las medidas
antropométricas (peso, talla y PC) y se les midi6 la PA. Para las mediciones
bioguimicas, se obtuvo una muestra de sangre en ayunas y posteriormente de forma
horaria durante las 4 horas posteriores tras la sobrecarga grasa: 0,7 g de grasa/Kg de
peso corporal (12% SFA, 10% de PUFA, 43% MUFA), 10% de proteinas y 25% de HC.
El desayuno se ingiri6 en 20 min. Los pacientes sélo podian tomar agua durante las
determinaciones postprandiales. La sobrecarga grasa se realizd sélo durante la visita
inicial y esta programado que se vuelva a realizar al final de los 5 afios de intervencion.
Las muestras de sangre para las determinaciones bioquimicas se recogieron

siguiendo las recomendaciones de Mihas et al. (378).

6. ANALISIS GENETICO:

6.1 Aislamiento del ADN:

Se utilizé la capa leucocitaria obtenida a partir de muestras de sangre periférica
extraida por venopuncién en tubos de EDTA. El aislamiento de ADN se llevd a cabo
siguiendo el procedimiento de la precipitacion salina, también conocido como salting
out (379).

El ADN aislado se cuantificé en una alicuota de 2 pL midiendo la absorbancia a
280 nm mediante un espectrofotometro ND-1000 Nanodrop (NanoDrop Technologies,
Wilmington, USA). EI ADN original fue diluido a una concentracion de 100 ng/uL,

alicuotado en placas de 96 pocillos y conservado a -80°C.
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6.2 Genotipado de los polimorfismos:

El genotipado se llevo a cabo mediante la plataforma TagMan SNP OpenArray
™ de Applied Biosystems (ABI) (Life Technologies, Grand Island, NY, EE.UU.). Los
ensayos para nuestro estudio de genotipado estdn disponibles en la base de datos 4B/
TagMan SNP genotyping. Las muestras se prepararon siguiendo los protocolos del
fabricante y se cargaron en arrays de genotipado para OpenArray ™ utilizando el
Sistema de AccuFill OpenArray ™. Nuestros arrays se incubaron en un termociclador
GeneAmp PCR System 9700 de ABI. Cuando la amplificacién se completo las imagenes
de fluorescencia se captaron en el OpenArray NT y los datos se analizaron con el
software TagMan Genotyper 2.1 de ABI.

La amplificacion del ADN gendmico se realizd en un equipo de PCR a tiempo
real utilizando las sondas Tagman® que llevan incorporados dos fluoroforos (VIC y
FAM) uno para cada alelo del gen (el mutado y el normal). De esta forma se
identificaron los sujetos homocigotos para el alelo mas comun (marcados con un
fluoréforo), homocigotos para el alelo menos comun, donde se encuentra la mutacién
(marcados con el otro fluoroforo) y heterocigotos (marcados con los dos fluor6foros).
Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

1. 5 minutos a 95°C para la desnaturalizacion del ADN gendmico.

2. 40 ciclos de:

a. Desnaturalizacion del ADN gendémico da 95 °C durante 30 segundos.
b. 60 segundos a 60 °C para la unién de los primers al ADN genémico.
c. 30 segundos a 72 °C para la extension de la polimerasa.

3. Las muestras se conservaron en las placas a 4 °C.
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Posteriormente se llevd a cabo la lectura de fluorescencia para VIC y FAM para
seguidamente obtener los datos de frecuencia alélica en cada uno de los genotipos
mediante el software especificado previamente.

6.2.1 Genotipado de los polimorfismos rs1799964 y rs1800629 localizados en

el gen TNF-a:

La secuencia que codifica para el gen TNF-a se encuentra ubicada en el
cromosoma 6 flanqueado por los genes de la linfotoxina “a” y “b”. Los SNPs rs1799964
y rs1800629 se encuentran localizados dentro de la secuencia del gen TNF-a, tal como
se menciona previamente en la literatura (275, 380).

La determinacion del genotipo para estos SNPs se llevé a cabo mediante el
RT-PCR en tiempo real. EI cambio de nucledtido del SNP rs1799964 es una T por una
C (ambas bases son pirimidinicas) en la posicion 6:31482308. El cambio de nucleétido
del SNP rs1800629 es una G por una A (ambas bases son purinas) en la posicién
6:31543031. A este tipo de mutaciones se les denomina transicion.

- TNF-a (rs1799964):

GGAAGCAAAGGAGAAGCTGAGAAGAI[C/TIGAAGGAAAAGTCAGGGTCTGGAGG

- TNF-a (rs1800629):

GAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATG[A/G]GGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTCC
6.2.2 Genotipado de los polimorfismos rs1801260, rs3749474 y rs4580704
localizados en el gen CLOCK:

El gen promotor del factor de trascripcion CLOCK se encuentra ubicado en el
cromosoma 4. Este gen presenta varios SNPs entre los que hemos determinado 3 que ya
han sido mencionados previamente por Garaulet et al. (291): rs1801260, rs3749474 y
rs4580704. La metodologia para la deteccion, amplificacion y analisis de estos SNPs

junto con la de los del gen promotor del TNF-a fue similar y la describiremos mas
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adelante. El cambio de nucledtido del SNP rs1801260 se basa en la transicion de una C
(alelo mayoritario o salvaje) por una T en la posicion 4:56301369. En el SNP
rs3749474 también se dan una transicion de una C (alelo mayoritario o salvaje) por una
T en la posicion 4:56300685. La mutacién del SNP rs4580704 es una transversion
puesto que se modifica una C (alelo mayoritario 6 salvaje) por una G en la posicion
4:56326707.

- CLOCK (rs1801260):

CCAGCAGGAGGTGATCATAGGGGCA[C/TIAGCCAGTTCTGACAGTGTTTTAGGT

- CLOCK (rs3749474):

AAGCAGTGCAAATCCTATTTTCAAA[C/TIATAATTGAAAAATAATGAAATGAGG

- CLOCK (rs4580704):

ACAAGTCCCAAACCTAATCTGTCAT[C/G]JAAGACCTGCTACTTATTTCACCAAG

Posteriormente se llevo a cabo la lectura de los resultados obtenidos mediante la

técnica Tagman ya especificada tal y como se representan en las Figuras 7 y 8.
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Figura 7. Ejemplo del resultado del analisis por Tagman del polimorfismo rs1799964
de la region promotora del TNF-a. Los puntos azules representan a los individuos
homocigotos para el alelo mayor de frecuencia, los verdes a los individuos heterocigotos y

los rojos a los individuos para el alelo de menor frecuencia.
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Figura 8. Ejemplo del resultado del analisis por Tagman del polimorfismo rs4580704
del gen CLOCK. Los puntos azules representan a los individuos homocigotos para el alelo
mayor de frecuencia, los verdes a los individuos heterocigotos y los rojos a los individuos

para el alelo menor de frecuencia.
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7. ANALISIS ESTADISTICO:

Para contrastar la normalidad de las variables bioquimicas se empled el test
Kolmogorov-Smirnov. Aquellos datos que no seguian una distribucion normal fueron
transformados logaritmicamente (log10). El analisis estadistico se realizé con el
programa SPSS® version 18.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL). Para variables
cualitativas: frecuencias y porcentajes; para variables cuantitativas: media + error
estandar. Las diferencias en los valores medios se evaluaron mediante analisis de
varianza (ANOVA). Se consideraron la edad, el género y el IMC como factores de
confusion potenciales. La prueba de Bonferroni se utilizd en todos los casos que
requirieron un andlisis post-hoc. La prueba de ANOVA para medidas repetidas se

utilizd también para valorar la influencia del SNP sobre determinadas variables
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bioquimicas (P global para el efecto del genotipo), la cinética de la respuesta en funcion
del SNP (P para el tiempo) y la interaccion de ambos factores (P para el tiempo * gen) .
Todos los andlisis fueron ajustados por factores de confusion potenciales y los

valores de P < 0,05 fueron considerados significativos.

8. METODOS DE OBTENCION BIBLIOGRAFICA:

Para la revision bibliografica se usé la web (http://ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)
conocida como PUBMED y el motor de basqueda MEDLINE ofrecido por la Biblioteca
nacional de los Estados Unidos; utilizdndose varias entradas, palabras clave o
encabezamientos MeDH del Index Medicus. Se emple6 a su vez el proveedor de
informacién Ovid Technologies al que se accede a través del Ovid Web Gateway y la
biblioteca virtual Scielo formada por una coleccién de revistas cientificas espafiolas de
ciencias de la salud seleccionadas de acuerdo a unos criterios de calidad
preestablecidos. Todas estas plataformas utilizadas junto con la consulta directa de
determinadas revistar cientificas se realizo a través de la Biblioteca Virtual del Servicio
de Salud Publico de Andalucia (SSPA) (http://www.bvsspa.es/profesionales/).

Las referencias aparecen presentadas con el estilo o normas de Vancouver para

la publicacion de manuscritos en el ambito de las Ciencias de la Salud.
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VI. RESULTADQOS






Resultados

1. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES BASALES Y

TRAS 12 MESES DE INTERVENCION:

Como ya comentamos en el apartado de disefio y metodologia (Tabla 3), el
estudio CORDIOPREYV incluyo6 a 1002 pacientes con edades comprendidas entre los 20
y los 75 afios y con un evento coronario de mas de 6 meses de evolucidn con respecto a
la fecha de inclusion en el estudio. De todos estos pacientes, 581 cumplian criterios de
SMet en el momento de su inclusion de los cuales el 62,5 % (N=363) eran diabéticos.
Del total de estos pacientes, 470 eran hombres y 111 mujeres. Sobre el total de
pacientes con SMet, 301 pacientes fueron aleatorizados a la dieta BG y 280 a la DMed.

Tabla 10. Analisis descriptivo de las caracteristicas basales y tras 12 meses

de intervencion dietética (BG y DMed) en los pacientes con SMet.

N =581 Basal 12 meses P

Peso (Kg) 88,64 (0,64) 87,43 (0,65) <0,001
PC (cm) 108,76 (0,48) 107,46 (0,47) <0,001
IMC (kg/m2) 32,43 (0,18) 32,02 (0,19) <0,001
CT (mg/dL) 158,62 (1,31) 156,89 (1,50) NS

c-LDL (mg/dL) 86,35 (1,16) 86,54 (1,19) NS

c-HDL (mg/dL) 38,58 (0,38) 39,01 (0,39) NS

TG (mg/dL) 159,91 (3,18) 139,88 (2,69) <0,001
ApoB (mg/dL) 76,10 (0,86) 72,38 (0,86) <0,001
ApoAl (mg/dL) 124,91 (0,86) 120,81 (0,93) <0,001
Lpa (mg/dL) 37,57 (1,81) 37,99 (1,85) 0,047
Hcy (umol/L) 13,47 (0,18) 13,01 (0,19) 0,002
Glucosa (mg/dL) 125,92 (1,86) 120,45 (1,63) <0,001
Insulina (mU/L) 10,92 (0,36) 9,60 (0,34) 0,001
HbAlc (%) 6,94 (0,06) 6,81 (0,05) 0,001
HOMA-IR 3,30 (0,16) 2,81 (0,11) <0,001
QUICKI 0,34 (0,003) 0,35 (0,003) 0,006
PCR-us (mg/L) 3,22 (0,16) 2,68 (0,13) <0,001

Valores expresados en media (error estandar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al,
ApoB, apolipoproteina B; c-HDL, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL;
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colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; cm, centimetros; CT, colesterol total; HbAlc,
hemoglobina glicosilada; Hcy, homocisteina; HOMA-IR, homeostasis model assessment of
insulin resistance; IMC, indice de masa corporal; Kg, kilogramos; Kg/m?, kilogramos por metro
cuadrado; mg/dL, miligramos por decilitro; mg/L, miligramos por litro; mU/L, miliunidades por
litro; NS, no significativo; PC, perimetro de cintura; PCR-us, proteina C reactiva ultrasensible;
QUICKI, quantitative insulin sensitivity check index; TG, triglicéridos. Variables calculadas
usando el test de Student para muestras relacionadas.

1.1 Caracteristicas basales y tras 12 meses de intervencion

con la dieta baja en grasa (BG):

N =301 Basal 12 meses P

Peso (Kg) 88,44 (0,84) 86,81 (0,86) <0,001
PC (cm) 109,33 (0,73) 107,61 (0,72)  <0,001
IMC (kg/m2) 32,55 (0,27) 32,00(0,28)  <0,001
CT (mg/dL) 158,00 (1,89) 154,42 (1,92) 0,028
c-LDL (mg/dL) 85,54 (1,55) 87,25 (1,55) NS

c-HDL (mg/dL) 38,85 (0,54) 39,02 (0,51) NS

TG (mg/dL) 156,98 (4,44) 136,95 (3,66)  <0,001
ApoB (mg/dL) 74,82 (1,26) 70,02 (1,27) <0,001
ApoAl (mg/dL) 124,68 (1,15) 120,95 (1,20) 0,001
Lpa (mg/dL) 36,65 (2,51) 37,83 (2,47) 0,047
Hcy (umol/L) 13,23 (0,22) 12,81 (0,25) 0,028
Glucosa (mg/dL) 123,29 (2,40) 118,65 (2,17) 0,008
Insulina (MU/L) 10,26 (0,47) 9,28 (0,44) 0,045
HbALc (%) 6,89 (0,08) 6,74 (0,07) 0,001
HOMA-IR 3,14 (1,72) 2,73 (1,50) 0,009
QUICKI 0,35 (0,004) 0,35 (0,006) 0,666
PCR-us (mg/L) 3,28 (0,24) 2,76 (0,19) 0,001

Valores expresados en media (error estandar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al,
ApoB, apolipoproteina B; c-HDL, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL;
colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; cm, centimetros; CT, colesterol total;
HbAlc, hemoglobina glicosilada; Hcy, homocisteina; HOMA-IR, homeostasis model
assessment of insulin resistance; IMC, indice de masa corporal; Kg, kilogramos; Kg/m?,
kilogramos por metro cuadrado; mg/dL, miligramos por decilitro; mg/L, miligramos por litro;
mU/L, miliunidades por litro; NS, no significativo; PC, perimetro de cintura; PCR-us,

138



Resultados

proteina C reactiva ultrasensible; QUICKI, quantitative insulin sensitivity check index; TG,
triglicéridos. Variables calculadas usando el test de Student para muestras relacionadas.

1.2 Caracteristicas basales y tras 12 meses de intervencion

con la dieta mediterranea (DMed):

N =280
Peso (Kg)

PC (cm)

IMC (kg/m2)
CT (mg/dL)
c-LDL (mg/dL)
c-HDL (mg/dL)
TG (mg/dL)
ApoB (mg/dL)
ApoAl (mg/dL)
Lpa (mg/dL)
Hcy (umol/L)
Glucosa (mg/dL)
Insulina (mU/L)
HbALc (%)
HOMA-IR
QUICKI

PCR-us (mg/L)

Basal
87,80 (0,85)

108,38 (0,61)
32,31(0,26)
158,05 (2,13)
86,19 (1,74)
38,28 (0,52)
161,29 (4,58)
76,79 (1,22)
124,52 (1,30)
38,52 (2,62)
13,70 (0,29)
127,92 (2,87)
11,66 (0,55)
7,00 (0,08)
3,48 (1,83)
0,34 (0,005)

3,16 (0,22)

12 meses
86,09 (0,85)

107,31 (0,62)
32,03 (0,26)
159,03 (2,32)
87,34 (1,83)
38,89 (0,61)
142,97 (4,00)
74,77 (1,26)
120,66 (1,42)
40,01 (2,77)
13,21 (0,30)
122,78 (2,44)
9,95 (0,53)
6,89 (0,09)
2,90 (1,77)
0,36 (0,006)

2,60 (0,18)

0,007
0,015
0,013
NS
NS
NS
<0,001
0,044
0,001
NS
0,022
0,004
0,005
NS
0,001
0,001

<0,001

Valores expresados en media (error estandar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al,
ApoB, apolipoproteina B; c-HDL, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL;
colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; cm, centimetros; CT, colesterol total;
HbAlc, hemoglobina glicosilada; Hcy, homocisteina; HOMA-IR, homeostasis model
assessment of insulin resistance; IMC, indice de masa corporal; Kg, kilogramos; Kg/m?,
kilogramos por metro cuadrado; mg/dL, miligramos por decilitro; mg/L, miligramos por litro;
mU/L, miliunidades por litro; NS, no significativo; PC, perimetro de cintura; PCR-us,
proteina C reactiva ultrasensible; QUICKI, quantitative insulin sensitivity check index; TG,
triglicéridos. Variables calculadas usando el test de Student para muestras relacionadas.
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1.3 Caracteristicas basales y tras 12 meses de

intervencion en funcion del género:

1.3.1 Caracteristicas basales y tras 12 meses de intervencién en

hombres:

N =470 Basal 12 meses P

Peso (Kg) 91,17 (0,66) 89,98 (0,67) <0,001
PC (cm) 110,08 (0,50) 108,60 (0,49)  <0,001
IMC (kg/m2) 32,31 (0,20) 31,90 (0,21) <0,001
CT (mg/dL) 156,41 (1,47) 154,96 (1,61) NS

c-LDL (mg/dL) 84,18 (1,18) 85,90 (1,16) NS

c-HDL (mg/dL) 37,49 (0,36) 37,86 (0,39) NS

TG (mg/dL) 158,27 (3,39) 140,03 (2,99)  <0,001
ApoB (mg/dL) 75,41 (0,92) 72,05 (0,93) <0,001
ApoAl (mg/dL) 122,97 (0,93) 118,51 (0,99)  <0,001
Lpa (mg/dL) 34,87 (1,88) 36,74 (1,94) 0,018
Hcy (umol/L) 13,66 (0,20) 13,17 (0,21) 0,001
Glucosa (mg/dL) 124,47 (1,90) 118,10 (1,59)  <0,001
Insulina (mU/L) 11,03 (0,40) 9,20 (0,37) <0,001
HbALc (%) 6,90 (0,64) 6,73 (0,60) <0,001
HOMA-IR 3,32 (0,14) 2,70 (0,12) <0,001
QUICKI 0,34 (0,003) 0,36 (0,004)  <0,001
PCR-us (mg/L) 2,83 (0,15) 2,11 (0,10) <0,001

Valores expresados en media (error estndar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al,
ApoB, apolipoproteina B; c-HDL, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL;
colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; cm, centimetros; CT, colesterol total;
HbAlc, hemoglobina glicosilada; Hcy, homocisteina; HOMA-IR, homeostasis model
assessment of insulin resistance; IMC, indice de masa corporal; Kg, kilogramos; Kg/m?,
kilogramos por metro cuadrado; mg/dL, miligramos por decilitro; mg/L, miligramos por litro;
mU/L, miliunidades por litro; NS, no significativo; PC, perimetro de cintura; PCR-us,
proteina C reactiva ultrasensible; QUICKI, quantitative insulin sensitivity check index; TG,

triglicéridos. Variables calculadas usando el test de Student para muestras relacionadas.
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1.3.2. Caracteristicas basales y tras 12 meses de intervencion en

mujeres:
N =111
Peso (Kg)

PC (cm)

IMC (kg/m2)
CT (mg/dL)
c-LDL (mg/dL)
c-HDL (mg/dL)
TG (mg/dL)
ApoB (mg/dL)
ApoAl (mg/dL)
Lpa (mg/dL)

Hcy (umol/L)

Glucosa (mg/dL)

Insulina (mU/L)

HbALc (%)
HOMA-IR
QUICKI

PCR-us (mg/L)

Basal
77,98 (1,38)

103,29 (1,24)
32,94 (0,50)
164,24 (3,96)
88,52 (2,90)
41,12 (0,86)
150,72 (6,97)
74,47 (1,96)
131,70 (2,15)
48,94 (5,01)
12,61 (0,49)
130,12 (5,54)
10,50 (0,82)
7,10 (0,14)
3,20 (0,28)
0,35 (0,008)

3,00 (0,27)

12 meses
76,93 (1,39)

102,49 (1,21)
32,50 (0,51)
163,78 (3,63)
90,25 (2,66)
41,94 (0,88)
136,24 (5,95)
70,57 (1,85)
130,77 (2,15)
48,45 (5,02)
12,31 (0,50)
130,60 (5,18)
11,29 (0,86)
7,16 (0,15)
3,30 (0,28)
0,34 (0,005)

2,78 (0,27)

P
0,044

NS
NS
NS
NS
NS
0,035
0,038
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

NS

Valores expresados en media (error estdndar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al,
ApoB, apolipoproteina B; c-HDL, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL;
colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; cm, centimetros; CT, colesterol total;
HbAlc, hemoglobina glicosilada; Hcy, homocisteina; HOMA-IR, homeostasis model
assessment of insulin resistance; IMC, indice de masa corporal; Kg, kilogramos; Kg/mz,
kilogramos por metro cuadrado; mg/dL, miligramos por decilitro; mg/L, miligramos por litro;
mU/L, miliunidades por litro; NS, no significativo; PC, perimetro de cintura; PCR-us,
proteina C reactiva ultrasensible; QUICKI, quantitative insulin sensitivity check index; TG,
triglicéridos. Variables calculadas usando el test de Student para muestras relacionadas.
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2. EFECTO DE LOS SNPs DEL GEN PROMOTOR DEL
TNF-o SOBRE EL METABOLISMO LIPIDICO,
METABOLISMO DE LA GLUCOSA Y PARAMETROS
INFLAMATORIOS DE PACIENTES CON SINDROME

METABOLICO:

2.1 Distribucion y frecuencia de los SNPs del gen promotor del

TNF-a:

A la hora de analizar la frecuencia y la distribucion de un SNP es importante
saber si esta frecuencia y distribucion es similar en otras poblaciones en las que se haya
analizado con el fin de eliminar diferencias étnicas que puedan interferir en nuestros
resultados. Dentro de la poblacion del estudio CORDIOPREV se determind la
frecuencia de los genotipos G/G, A/G y A/A para el SNP rs1800629 y los genotipos
T/T, C/T y T/T para el SNP rs1799964, ambos en el gen promotor del TNF-a. Los datos
obtenidos en los pacientes con SMet para estos genotipos fueron comparados con los
esperados siguiendo el principio Hardy-Weinberg que se utilizé para calcular los

valores de X? tal y como se refleja en la Tabla 11.

Tabla 11. Equilibrio Hardy-Weinberg para los SNPs del gen promotor del TNF-o.

SMet (N=507)  GENOTIPOS HW-OBS. HW-ESP. H-W (P)"
rs1800629 GIG 408 404,8 0,129
AIG 90 96,5
AIA 9 5.8
rs1799964 T 256 256,3 0,942
CIT 209 208,3
ci/C 42 42,3

HW-ESP.: Hardy-Weinberg esperada; HW-OBS.: Hardy-Weinberg observada. "Valores de P: significacion
estadistica (P<0,05) expresados mediante X2 (Chi-cuadrado de Pearson).
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Por otro lado también fueron analizadas las frecuencias alélicas de ambos SNPs tal y

como se representa en la Tabla 12.

Tabla 12. Frecuencia alélica de los SNPs de la region promotora del TNF-o (N=507).

rs1800629 FRECUENCIA | rs1799964 FRECUENCIA

ALELICA ALELICA
G 0,90 T 0,71
A 0,10 C 0,29

2.2 Evaluacion del SNP rs1799964:

El objetivo principal de nuestro estudio se basaba en analizar, en cada uno de los
SNPs indicados, si la presencia de un determinado SNP podria interaccionar con dos
patrones dietéticos diferentes (BG vs. DMed), consumidos durante 12 meses, para
influir sobre distintos parametros inflamatorios (PCR-us, IL-6 y TNF-a) de los
pacientes con SMet del estudio CORDIOPREV. Del mismo modo se analizaron
parametros lipidicos (CT, c-LDL, c-HDL, apoAl, apoB, TG y Lpa), pardametros de
control glucémico (glucosa basal, insulina, HbAlc y los indices HOMA-IR y QUICKI),
y otros parametros como la homocisteina. Ademas de tratar de demostrar la existencia
de interacciones gen-dieta, se analizaron en un primer momento las asociaciones entre
estos SNPs y los pardmetros mencionados en situacion basal, con el fin de verificar
posteriormente si estas asociaciones se veian influenciadas por la ingesta de un modelo
de dieta concreto. Junto a ese andlisis, tratamos de verificar si estas asociaciones eran
reproducibles durante el periodo postprandial tras realizar una sobrecarga grasa en
nuestros pacientes. Para el analisis estadistico los sujetos fueron agrupados en 2 grupos
en funcion del alelo que presentasen. Por un lado se constituyd un grupo con los

individuos homocigotos para el alelo mayoritario y, en contraposicion, el segundo grupo
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se form6 agrupando a los individuos portadores del alelo minoritario (homocigotos

menores Yy heterocigotos).

2.2.1 Asociacion del SNP rs1799964 con parametros lipidicos, glucémicos e

inflamatorios:

Para el primer SNP analizado dentro del gen promotor del TNF-a no se
encontraron asociaciones significativas con los distintos parametros que se describen en
la Tabla 13. Con el fin de evitar la interferencia de determinados factores de confusion

se realiz6 un andlisis estadistico considerando como covariables edad y género.
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Tabla 13. Caracteristicas basales en funcién del polimorfismo rs1799964 de la regién

promotora del TNF-a en pacientes con SMet.

TIT CIC+CIT 5
(N=256) (N=251)
Edad (afios) 59,79 (0,52) 60,36 (0,54) 0,393
Peso (Kg) 88,73 (0,81) 89,01 (0,84) 0,846
PC (cm) 108,8 (0,65) 108,83 (0,67) 0,890
IMC (kg/m2) 32,25 (0,26) 32,58 (0,27) 0,304
CT (mg/dL) 157,66 (1,95) 160,5 (2,02) 0,205
c-LDL (mg/dL) 85,84 (1,66) 86,82 (1,70) 0,634
c-HDL (mg/dL) 38,78 (0,52) 38,79 (0,53) 0,913
TG (mg/dL) 154,63 (4,39) 165,73 (4,84) 0,089
ApoB (mg/dL) 75,12 (1,12) 77,1 (1,15) 0,162
ApoALl (mg/dL) 125,01 (1,17) 125,61 (1,21) 0,583
Lpa (mg/dL) 39,78 (2,54) 36,57 (2,59) 0,409
Hey (umol/L) 13,60 (0,25) 13,63 (0,26) 0,891
Glucosa (mg/dL) 127,14 (2,69) 125,13 (2,77) 0,591
HbA1c (%) 7,01 (0,08) 6,86 (0,08) 0,169
Insulin (mMU/L) 12,06 (0,56) 11,83 (0,58) 0,779
HOMA-IR 3,70 (0,24) 3,82 (0,23) 0,750
QUICKI 0,34 (0,005) 0,33 (0,005) 0,676
PCR-us (mg/L) 2,63 (0,15) 3,01 (0,15) 0,063
IL-6 (pg/mL) 2,82 (0,16) 2,80 (0,15) 0,897
TNF-a (pg/mL) 12,06 (1,11) 15,11 (1,17) 0,055

Valores expresados en media (error estandar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al, ApoB,
apolipoproteina B; c-HDL, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL; colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad; cm, centimetros; CT, colesterol total; Hcy, homocisteina; HOMA-IR,
homeostasis model assessment of insulin resistance; IL-6, interleuquina 6; IMC, indice de masa corporal,
Kg, kilogramos; Kg/m?, kilogramos por metro cuadrado; LPa, lipoproteina a; mg/dL, miligramos por
decilitro; mg/L, miligramos por litro; mU/L, miliunidades por litro; PC, perimetro de cintura; PCR-us,
proteina C reactiva ultrasensible; QUICKI, quiantitative insulin sensitivity check index; TG, triglicéridos;
TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa. *P<0.05. Variables calculadas usando el test de ANOVA
univariante ajustado por factores de confusién.
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2.2.2 Interaccion del SNP rs1799964 con los patrones dietéticos del estudio

CORDIOPREV:

A la hora de analizar si la presencia del SNP rs1799964 interaccionaba con la
dieta con el fin de ejercer influencia sobre el metabolismo lipidico, el metabolismo
de la glucosa o el estado inflamatorio de bajo grado que caracteriza a los pacientes
con SMet, tampoco se encontraron hallazgos significativos, tanto en la dieta BG

(Tabla 14) como en la dieta DMed (Tabla 15).

Tabla 14. Interaccién entre el polimorfismo rs1799964 y la dieta baja en grasa (BG) sobre los
parametros lipidicos, inflamatorios y el metabolismo de la glucosa en situacién basal y tras 12 meses de

intervencion.

Basal 12 meses
T/T C/IC+CIT P T/T C/IC+CIT P
CT (mg/dL) 157,25 (2,92) 158,26 (2,78) 0,839  154,65(3,09) 154,10(2,95) 0,892
c-LDL (mg/dL) 85,26 (2,37) 86,50 (2,26) 0,780 86,98 (2,60) 88,09 (2,49) 0,656
c-HDL (mg/dL) 40,53 (0,83) 38,84 (0,79) 0,248 39,62 (0,78) 38,59 (0,75) 0,492
TG (mg/dL) 151,86 (6,65) 158,21 (6,33) 0,558  138,15(5,97) 135,04 (5,60) 0,859
ApoB (mg/dL) 74,14 (1,78) 76,00 (1,69) 0,611 71,43 (1,84) 70,47 (1,75) 0,844
ApoAl (mg/dL) 127,88 (1,74) 124,69 (1,65) 0,313 12451(1,81) 121,38(1,73) 0,412
Lpa (mg/dL) 39,18 (3,56) 36,74 (3,76) 0,709 37,94 (3,73) 36,79 (3,62) 0,871
Hcy (umol/L) 13,24 (0,36) 13,67 (0,34) 0,397 12,88 (0,42) 12,91 (0,40) 0,847
Glucosa (mg/dL) 125,76 (3,95) 122,06 (3,76) 0,479 119,22 (3,65) 116,51(3,49) 0,539
HbAlc (%) 7,05 (0,11) 6,79 (0,11) 0,094 6,94 (0,11) 6,70 (0,11) 0,128
Insulin (mU/L) 12,73 (0,99) 11,29 (0,94) 0,362 10,82 (1,19) 8,48 (1,13) 0,160
HOMA-IR 4,29 (0,44) 3,51 (0,42) 0,258 3,43 (0,48) 2,49 (0,46) 0,158
QUICKI 0,34 (0,006) 0,34 (0,006) 0,504 0,35 (0,006) 0,35 (0,006) 0,609
PCR-us (mg/L) 2,55 (0,19) 2,70 (0,18) 0,535 2,53 (0,53) 2,42 (0,51) 0,820
IL-6 (pg/mL) 3,09 (0,25) 2,88 (0,23) 0,664 3,33(0,26) 3,21 (0,25) 0,816
TNF-a (pg/mL) 13,63 (1,62) 15,84 (1,73) 0,524 10,83 (1,62) 13,63 (1,59) 0,174

Valores expresados en media (error estandar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al, ApoB, apolipoproteina B; c-HDL,
colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL; colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; cm, centimetros; CT,
colesterol total; Hcy, homocisteina; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; I1L-6, interleuquina 6; IMC,
fndice de masa corporal; Kg, kilogramos; Kg/m?, kilogramos por metro cuadrado; LPa, lipoproteina a; mg/dL, miligramos por
decilitro; mg/L, miligramos por litro; mU/L, miliunidades por litro; PC, perimetro de cintura; PCR-us, proteina C reactiva
ultrasensible; QUICKI, quiantitative insulin sensitivity check index; TG, triglicéridos; TNF-o, factor de necrosis tumoral alfa.
*P<0.05. Variables calculadas usando el test de ANOVA univariante ajustado por factores de confusion.
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Tabla 15. Interaccion entre el polimorfismo rs1799964 y la dieta mediterranea (DMed) sobre los
parametros lipidicos, inflamatorios y el metabolismo de la glucosa en situacion basal y tras 12 meses

de intervencion.

Basal 12 meses
TT C/C+CIT P TIT C/C+CIT P
CT (mg/dL) 155,13 (2,80) 159,32 (3,11) 0,259 156,59 (3,33) 157,63 (3,55) 0,999
c-LDL (mg/dL) 86,57 (2,51) 87,84 (2,79) 0,676 90,39 (2,72) 88,63 (2,90) 0,552
c-HDL (mg/dL) 37,83 (0,76) 39,74 (0,84) 0,120 37,92 (0,87) 39,92 (0,93) 0,166
TG (mg/dL) 151,53 (5,74) 155,56 (6,38) 0,429 141,39 (5,90) 143,15 (6,30) 0,751
ApoB (mg/dL) 75,00 (1,58) 76,73 (1,75) 0,316 73,00 (1,81) 73,05(1,93) 0,996
ApoAl (mg/dL) 122,19 (1,77) 126,77 (1,96) 0,101 117,48 (2,20) 123,47 (2,35) 0,114
Lpa (mg/dL) 40,35 (3,76) 36,37 (3,56) 0,346 38,91 (3,72) 40,36 (4,08) 0,934
Hcy (umol/L) 13,93 (0,37) 13,46 (0,41) 0,317 13,09 (0,40) 13,03 (0,45) 0,730
Glucosa (mg/dL) 126,69 (4,20) 129,69 (4,67) 0,749 117,87 (3,31) 122,75 (3,53) 0,474
HbA1c (%) 6,99 (0,10) 6,95 (0,12) 0,775 6;86 (0,12) 6,88 (0,13) 0,940
Insulin (mU/L) 14,67 (1,25) 12,71 (1,39) 0,419 9,55 (0,80) 10,20 (0,86) 0,706
HOMA-IR 5,00 (0,70) 4,63 (0,78) 0,816 2,88 (0,30) 3,23 (0,33) 0,574
QUICKI 0,34 (0,005) 0,33 (0,004) 0,159 0,36 (0,008) 0,36 (0,009) 0,869
PCR-us (mg/L) 2,43 (0,18) 2,82 (0,20) 0,191 2,30 (0,38) 3,18 (0,40) 0,135
IL-6 (pg/mL) 2,60 (0,19) 2,73 (0,21) 0,493 2,96 (0,23) 3,25 (0,25) 0,390
TNF-a (pg/mL) 10,51 (1,55) 14,44 (1,60) 0,084 11,18 (1,26) 13,23 (1,41) 0,193

Valores expresados en media (error estandar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al, ApoB, apolipoproteina B; c-HDL,
colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL; colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; cm, centimetros;
CT, colesterol total; Hcy, homocisteina; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; IL-6, interleuquina
6; IMC, indice de masa corporal; Kg, kilogramos; Kg/mz, kilogramos por metro cuadrado; LPa, lipoproteina a; mg/dL,
miligramos por decilitro; mg/L, miligramos por litro; mU/L, miliunidades por litro; PC, perimetro de cintura; PCR-us,
proteina C reactiva ultrasensible; QUICKI, quiantitative insulin sensitivity check index; TG, triglicéridos; TNF-a, factor de
necrosis tumoral alfa. *P<0.05. Variables calculadas usando el test de ANOVA univariante ajustado por factores de
confusion.

2.2.3 Relacion del SNP rs1799964 con la respuesta lipémica postprandial:

Con respecto a la presencia de este SNP, la sobrecarga grasa en forma de
desayuno que se administré a estos pacientes tampoco puso de manifiesto la
relacion de este SNP con la respuesta lipémica postprandial al no encontrarse
diferencias entre grupos alélicos tanto en el basal (tiempo 0) como durante las 4

horas posteriores en las que se realizaron las extracciones sanguineas.
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2.3 Evaluacion del SNP rs1800629:

2.3.1 Asociacion del SNP rs1800629 con parametros lipidicos, glucémicos e

inflamatorios:

Con respecto al analisis basal del SNP rs1800629 se encontraron asociaciones
significativas en funcion de las variantes alélicas. Los individuos homocigotos para
el alelo mayoritario G/G presentaron niveles superiores de TG (P=0,003),
apoB (P=0,010) y PCR-us (P=0,003) mediante el anélisis de la varianza (ANOVA)
en comparacion con los individuos portadores del alelo minoritario A (A/A + A/G)
tal y como queda reflejado en la Tabla 16.

Tabla 16. Caracteristicas basales en funcién del polimorfismo rs1800629 de la region
promotora del TNF-a en pacientes con SMet.

GIG AJIA + AIG 5
(N=408) (N=99)
Edad (afios) 60,17 (0,42) 59,53 (0,35) 0,624
Peso (Kg) 88,89 (0,65) 87,51 (1,31) 0,408
PC (cm) 108,72 (0,52) 107,72 (1,04) 0,524
IMC (kg/m2) 32,42 (0,21) 31,95 (0,42) 0,264
CT (mg/dL) 160,01 (1,59) 154,42 (3,20) 0,083
c-LDL (mg/dL) 86,7 (1,35) 85,17 (2,75) 0,586
c-HDL (mg/dL) 38,77 (0,42) 38,59 (0,86) 0,717
TG (mg/dL) 164,44 (3,58) 139,73 (7,28) 0,003*
ApoB (mg/dL) 77,03(0,9) 71,89 (1,84) 0,010*
ApoALl (mg/dL) 125,73 (0,95) 123,12 (1,92) 0,173
Lpa (mg/dL) 36,37 (2,02) 40,85 (4,16) 0,383
Hcy (umol/L) 13,75 (0,21) 13,04 (0,42) 0,178
Glucosa (mg/dL) 125,48 (2,18) 132,06 (4,38) 0,178
HbALc (%) 6,92 (0,12) 6,94 (0,12) 0,884
Insulin (MU/L) 11,77 (0,45) 12,77 (0,91) 0,734
HOMA-IR 3,75 (0,18) 3,79 (0,37) 0,947
QUICKI 0,33 (0,004) 0,34 (0,008) 0,650
PCR-us (mg/L) 3,01(0,12) 2,23 (0,24) 0,003*
IL-6 (pg/mL) 2,91 (0,13) 2,60 (0,25) 0,719
TNF-a (pg/mL) 14,23 (0,92) 12,96 (1,60) 0,658
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Valores expresados en media (error estandar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al, ApoB,
apolipoproteina B; c-HDL, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL; colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad; cm, centimetros; CT, colesterol total; Hcy, homocisteina; HOMA-IR,
homeostasis model assessment of insulin resistance; IL-6, interleuquina 6; IMC, indice de masa corporal;
Kg, kilogramos; Kg/m?, kilogramos por metro cuadrado; LPa, lipoproteina a; mg/dL, miligramos por
decilitro; mg/L, miligramos por litro; mU/L, miliunidades por litro; PC, perimetro de cintura; PCR-us,
proteina C reactiva ultrasensible; QUICKI, quantitative insulin sensitivity check index; TG, triglicéridos;
TNF-0, factor de necrosis tumoral alfa. *P<0.05. Variables calculadas usando el test de ANOVA
univariante ajustado por factores de confusién.

2.3.2 Interaccion del SNP rs1800629 con los patrones dietéticos del estudio

CORDIOPREV:

Las diferencias basales entre variantes alélicas en los niveles de TG, apoB y
PCR-us se mantuvieron al dividir el total de pacientes con SMet, seleccionados
para este SNP, en los dos grupos de intervencion.

- Dieta BG (Tabla 17):

- TG: Los individuos G/G presentaron mayores niveles plasmaticos de TG
(P=0,003) comparados con los portadores del alelo minoritario A
(A/JA + A/G). Estas diferencias entre variantes alélicas se mantuvieron
trascurridos los 12 meses de intervencion, con unos valores superiores en los
individuos G/G (P=0,026).

- ApoB: Los individuos homocigotos para el alelo mayoritario G (G/G)
mostraron cifras de apoB (P=0,006) superiores a los individuos portadores
del alelo minoritario A (A/A + A/G). Estas diferencias desaparecieron tras la
intervencion dietética durante 12 meses llegando a practicamente igualarse
los niveles de apoB entre variantes alélicas (P=0,620).

- PCR-us: Los individuos G/G presentaron niveles plasmaticos de PCR-us
(P=0,037) superiores a los portadores del alelo minoritario A (A/A + A/G).
Estas diferencias entre variantes alélicas se mantuvieron trascurridos los 12

meses de intervencion (P=0,048).
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Tabla 17. Interaccién entre el polimorfismo rs1800629 y la dieta baja en grasa (BG) sobre los
parametros lipidicos, inflamatorios y el metabolismo de la glucosa en situacion basal y tras 12 meses

de intervencion.

Basal 12 meses
G/G GIA + AIA P GIG G/IA + AIA P
CT (mg/dL) 158,63 (2,19) 155,94 (4,05) 0,562 153,12 (2,22) 153,83 (4,10) 0,968
c-LDL (mg/dL) 85,83 (1,85) 86,26 (3,45) 0,893 86,33 (1,84) 88,28 (3,38) 0,652
c-HDL (mg/dL) 38,76 (0,62) 40,56 (1,15) 0,209 38,83 (0,66) 39,90 (1,45) 0,478
TG (mg/dL) 166,41 (3,52) 139,73(8,03)  0,003° 146,26 (4,68) 120,29 (10,1) 0,026
ApoB (mg/dL) 76,63 (1,26) 69,32 (2,37) 0,006 70,52 (1,37) 69,18 (2,54) 0,620
ApoAl (mg/dL) 125,33 (1,26) 126,27 (2,35) 0,720  121,25(1,42) 122,16 (2,64) 0,929
Lpa (mg/dL) 37,57 (2,90) 34,18 (5,51) 0,605 35,72 (3.03) 40,53 (5,47) 0,439
Hcy (umol/L) 13,63 (0,28) 13,17 (0,53) 0,492 12,82 (0,33) 12,63 (0,60) 0,928
Glucosa (mg/dL) 123,73 (2,85) 127,07 (5,28) 0,409  121,05(3.00) 118,18 (541) 0,684
HbA1c (%) 6,82 (0,11) 6,87 (0,11) 0,768 6,81 (0,09) 6,79 (0,17) 0,928
Insulin (mU/L) 11,03 (0,57) 11,33 (1,08) 0,881 9,77 (0,37) 9,05 (0,69) 0,684
HOMA-IR 3,38 (0,21) 3,69 (0,40) 0,532 3,05 (0,90) 2,61 (1,69) 0,558
QUICKI 0,34 (0,005) 0,34 (0,009) 0,935 0,36 (0,005) 0,35 (0,009) 0,279
PCR-us (mg/L) 2,99 (0,16) 2,16 (0,30) 0,037 2,33 (0,15) 1,71 (0,29) 0,048"
IL-6 (pg/mL) 3,04 (0,20) 2,95 (0,37) 0,640 3,28 (0,23) 3,07 (0,40) 0,614
TNF-a (pg/mL) 14,57 (1,40) 15,91 (2,18) 0,672 12,64 (1,30) 12,13 (2,52) 0,755

Valores expresados en media (error estandar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al, ApoB, apolipoproteina B; c-HDL,
colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL; colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; cm, centimetros;
CT, colesterol total; Hcy, homocisteina; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; IL-6, interleuquina
6; IMC, indice de masa corporal; Kg, kilogramos; Kg/mz, kilogramos por metro cuadrado; LPa, lipoproteina a; mg/dL,
miligramos por decilitro; mg/L, miligramos por litro; mU/L, miliunidades por litro; PC, perimetro de cintura; PCR-us,
proteina C reactiva ultrasensible; QUICKI, quantitative insulin sensitivity check index; TG, triglicéridos; TNF-a, factor de
necrosis tumoral alfa. *P<0.05. Variables calculadas usando el test de ANOVA univariante ajustado por factores de
confusion.

Como ya mencionamos anteriormente, las diferencias basales en los niveles de TG, apoB y
PCR-us se mantuvieron al aleatorizar a los pacientes con SMet en ambos grupos de
intervencion. Sin embargo, los datos arrojados en el grupo de intervencion con el modelo
DMed fueron distintos a los observados en la BG.

- Dieta DMed (Tabla 18):

- TG: Los individuos G/G presentaron mayores niveles plasmaticos de TG
(P=0,010) comparados con los portadores del alelo minoritario A
(A/A + A/G). Estas diferencias entre variantes alélicas desaparecieron tras la
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intervencion con este modelos de dieta (P=0,315) tal y como se representa
en la Figura 9.

- ApoB: Al igual que ocurria en el grupo de dieta BG, los individuos
homocigotos para el alelo mayoritario G (G/G) mostraron cifras de apoB
(P=0,008) superiores a los individuos portadores del alelo minoritario A
(A/JA + A/G). Las diferencias entre ambos alelos desaparecieron tras la
intervencion dietética durante 12 meses (P=0,121).

- PCR-us: Los individuos homocigotos para el alelo mayoritario G (G/G)
presentaron niveles plasméaticos de PCR-us (P=0,048) superiores a los
portadores del alelo minoritario A (A/A + AJ/G). Estas diferencias
desaparecieron tras 12 meses de intervencién (P=0,225) tal y como se

representa en la Figura 10.
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Tabla 18. Interaccion entre el polimorfismo rs1800629 y la dieta mediterrdnea (DMed) sobre los

parametros lipidicos, inflamatorios y el metabolismo de la glucosa en situacion basal y tras 12 meses

de intervencion.

Basal 12 meses
G/G GIA + AIA P G/G GIA + AIA P
CT (mg/dL) 159,92 (1,58) 152,37 (3,74)  0.382 160,00 (2,51) 150,05 (5,48) 0,085
c-LDL (mg/dL) 87,83 (1,92) 83,23 (4,42) 0,341 90,88 (2,11) 88,33 (4,61) 0,569
c-HDL (mg/dL) 39,14 (0,59) 38,70 (1,35) 0,543 39,31 (0,66) 36,84 (1,45) 0,105
TG (mg/dL) 163,44 (3,58) 138,71 (7,28)  0,010" 137,87 (3,71) 121,18 (7,97) 0,315
ApoB (mg/dL) 75,76 (0,12) 70,32 (0,27) 0,008" 72,89 (1,43) 70,71 (3,13) 0,121
ApoAl (mg/dL) 126,14 (1,42) 124,13 (2,63) 0,613 121,14 (1,58) 116,84 (3,46) 0,210
Lpa (mg/dL) 35,16 (2,80) 42,05 (6,34) 0,531 39,00 (3,15) 40,44 (6,94) 0,859
Hcy (umol/L) 13,86 (0,30) 12,64 (0,69) 0,213 12,82 (0,34) 12,63 (0,75) 0,508
Glucosa (mg/dL) 127,85 (2,89) 138,46 (5,28) 0,216 121,05 (2,38) 118,18 (5,25) 0,099
HbA1c (%) 7,03 (0,12) 7,00 (0,12) 0,953 6,87 (0,10) 7,16 (0,22) 0,620
Insulin (mU/L) 11,53 (0,60) 11,75 (1,35) 0,848 9,74 (0,62) 9,71 (1,39) 0,942
HOMA-IR 3,71 (0,24) 3,85 (0,53) 0,773 3,00 (0,23) 3,24 (0,52) 0,704
QUICKI 0,33 (0,006) 0,34 (0,013) 0,468 0,38 (0,007) 0,37 (0,015) 0,563
PCR-us (mg/L) 3,02 (0,17) 2,18 (0,40) 0,048* 2,29 (0,14) 1,90 (0,30) 0,225
IL-6 (pg/mL) 2,80 (0,17) 2,23 (0,32) 0,134 3,18 (0,21) 2,71 (0,40) 0,281
TNF-a (pg/mL) 11,55 (1,19) 11,99 (2,32) 0,893 11,46 (1,09) 8,85 (2,23) 0,290

Valores expresados en media (error estandar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al, ApoB, apolipoproteina B; c-HDL,
colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL; colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; cm, centimetros;
CT, colesterol total; Hcy, homocisteina; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; IL-6, interleuquina
6; IMC, indice de masa corporal; Kg, kilogramos; Kg/mz, kilogramos por metro cuadrado; LPa, lipoproteina a; mg/dL,
miligramos por decilitro; mg/L, miligramos por litro; mU/L, miliunidades por litro; PC, perimetro de cintura; PCR-us,
proteina C reactiva ultrasensible; QUICKI, quiantitative insulin sensitivity check index; TG, triglicéridos; TNF-a, factor de
necrosis tumoral alfa. *P<0.05. Variables calculadas usando el test de ANOVA univariante ajustado por factores de
confusion.

Como acabamos de indicar, tras 12 meses de intervencion con el modelo dietético DMed,
observamos que las diferencias entre genotipos en los niveles de TG y PCR-us desaparecieron
a diferencia de lo que ocurria en el grupo BG. Especificamente, durante el consumo de este
tipo de dieta, el descenso de TG y PCR-us fue mas beneficioso en los sujetos G/G (N=203) en
comparacion con los portadores del alelo minoritario A (N=48) (P=0,005 y P=0,031
respectivamente). Para este calculo se realiz6 un modelo ANOVA para medidas repetidas

(valores basales y tras 12 meses de intervencion) utilizando la edad y el género como factores
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de confusion. Para el resto de parametros inflamatorios, lipidicos y de control glucémico no se

observaron interacciones gen-dieta tras los 12 meses de intervencion.
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Figura 9. Interaccion entre el SNP rs1800629 y el modelo dietético DMed y su influencia
sobre los niveles de TG. ANOVA univariante ajustado por edad y género. Abreviaturas:
NS, no significativo.
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Figura 10. Interaccion entre el SNP rs1800629 y el modelo dietético DMed y su influencia
sobre los niveles de PCR-us. ANOVA univariante ajustado por edad y género.
Abreviaturas: NS, no significativo.
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2.3.3 Relacion del SNP rs1800629 con la respuesta lipémica postprandial:

Las diferencias significativas entre las variantes alélicas y los niveles de TG
encontradas en situacion basal fueron corroboradas en la respuesta lipémica
postprandial. Los sujetos G/G mostraron mayores niveles postprandiales de TG en
comparacion con los portadores del alelo minoritario A (G/A + A/A; P1=0,025) tal
y como vemos en la Figura 11. También se observé un efecto significativo de la
variable tiempo sobre los niveles plasmaticos de TG (P2=0,021). De forma
consistente el &rea bajo la curva (AUC) de TG fue mayor en los individuos G/G
(52.869 + 1.133 mg/dL) en comparacion con los portadores del alelo minoritario A

(48.196 + 2.241 mg /dL; P=0,016).

Triglicéridos (mg/dL)
(%]
=

PI1=0,025 —+—G/G

180 P2=0.021
160 P3=0,584 —m G/A+A/A

v/
140 "
120

0 1 2 3 4

Tiempo (h)

TNF-0 (rs1800629)

Figura 11. Evolucion de los niveles de TG postprandiales en funcion del SNP
rs1800629. ANOVA para medidas repetidas ajustado por edad y género.
P1=efecto del genotipo sobre los niveles de TG; P2= efecto de la variable tiempo
sobre los niveles de TG; P3= interaccion entre las variables tiempo y genotipo.
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3. EFECTO DE LOS SNPs DEL GEN PROMOTOR DE LA
PROTEINA CLOCK SOBRE EL METABOLISMO
LIPIDICO, METABOLISMO DE LA GLUCOSA Y
PARAMETROS INFLAMATORIOS DE PACIENTES CON

SMet:

3.1 Distribucion y frecuencia de los SNPs del gen promotor de la

proteina CLOCK:

Del mismo modo que se hizo con los SNPs de la region promotora del TNF-a, se
determind la frecuencia alélica de los genotipos T/T, T/C y C/C para el SNP rs1801260;
T/T, T/IC y C/C para el SNP rs3749474 y C/C, C/G y G/G del SNP rs4580704 del gen
CLOCK. Dichos SNPs se encontraban en equilibrio Hardy-Weinberg, tal y como se

refleja en la Tabla 19.

Tabla 19. Equilibrio Hardy-Weinberg para los SNPs del gen promotor de la proteina CLOCK.

SMet (N=475)  GENOTIPOS HW-OBS. HW-ESP. H-W (P)"
rs1801260 T 240 244,1 0,355
TIC 201 192,8
ci/C 34 38,1
rs3749474 T 219 219,0 0,993
TIC 207 207,1
ci/C 49 49,0
rs4580704 c/C 169 1746 0,280
C/G 238 226,8
GIG 68 73,6

HW-ESP.: Hardy-Weinberg esperada; HW-OBS.: Hardy-Weinberg observada. "Valores de P: significacion estadistica
(P<0,05) expresados mediante X2 (Chi-cuadrado de Pearson).
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Las frecuencias alélicas de estos SNPs se representan en la Tabla 20.

Tabla 20. Frecuencia alélica de los SNPs de la regién promotora de la proteina CLOCK (N=475).

rs1801260 FRECUENCIA |rs3749474 FRECUENCIA | rs4580704 FRECUENCIA

ALELICA ALELICA ALELICA
T 0,72 T 0,61 C 0,61
C 0,28 C 0,39 G 0,39

3.2 Evaluacion del SNP rs1801260:

Para el andlisis de los tres SNPs del gen encargado de codificar a la proteina
CLOCK se seleccionaron 475 sujetos con SMet del total de pacientes (N=581) del
estudio CORDIOPREV. Se selecciond a este nimero de pacientes puesto que eran
aquellos de los que se disponian todas las variables exploradas en este trabajo. Para este
gen también se analizaron todos los parametros que hemos visto anteriormente. Del
mismo modo los sujetos fueron agrupados en funcion de la variante alélica que
presentaban, un grupo con los individuos homocigotos para el alelo mayoritario y otro

con los portadores del alelo minoritario (homocigotos menores y heterocigotos).

3.2.1 Asociacion del SNP rs1801260 con parametros lipidicos, glucémicos e

inflamatorios:

En el SNP analizado no se encontraron asociaciones basales significativas tal y
como se muestra en la Tabla 21. Para este grupo de SNPs, los factores de confusién
utilizados para las determinaciones estadisticas fueron la edad y el género junto con el
IMC debido a enorme cuerpo de evidencia que muestra como la alteracion de los
ritmos circadianos, y la variacion de los genes encargados de su regulacion, influye de

forma crucial en el desarrollo de obesidad.
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Tabla 21. Caracteristicas basales en funcién del polimorfismo rs1801260 de la regién

promotora de la proteina CLOCK en pacientes con SMet.

Edad (afios)
Peso (Kg)

PC (cm)

IMC (kg/m2)
CT (mg/dL)
c-LDL (mg/dL)
c-HDL (mg/dL)
TG (mg/dL)
ApoB (mg/dL)
ApoAl (mg/dL)
Lpa (mg/dL)
Hcy (umol/L)
Glucosa (mg/dL)
HbAlc (%)
Insulin (mU/L)
HOMA-IR
QUICKI
PCR-us (mg/L)
IL-6 (pg/mL)
TNF-a (pg/mL)

TIT
(N=240)
60,37 (0,42)

89,72 (0,48)
108,23 (0,52)
32,53 (0,52)
157,92 (2,21)
87,54 (1,86)
39,73 (0,61)
152,88 (4,91)
75,13 (1,29)
125,98 (1,36)
37,06 (2,87)
13,56 (0,29)
124,99 (2,92)
6,92 (0,08)
11,40 (0,59)
3,69 (0,24)
0,33 (0,005)
2,70 (0,18)
2,80 (0,17)
12,56 (1,20)

TIT + CIC
(N=235)
60,37 (0,46)

89,58 (0,50)
109,28 (0,54)
32,36 (0,54)
157,79 (2,30)
85,44 (1,94)
39,52 (0,64)
155,91 (5,10)
75,98 (1,34)
126,81 (1,41)
38,67 (2,98)
13,33 (0,30)
123,85 (3,03)
6,94 (0,08)
11,13 (0,61)
3,53 (0,25)
0,34 (0,005)
3,20 (0,18)
2,85 (0,16)
14,64 (1,18)

Resultados

P
0,253
0.652
0,663
0,207
0,945
0,437
0,817
0,670
0,649
0,676
0.699
0,578
0,789
0,766
0,755
0,173
0,588
0,065
0,879
0,290

Valores expresados en media (error estandar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al, ApoB,
apolipoproteina B; c-HDL, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL; colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad; cm, centimetros; CT, colesterol total; Hcy, homocisteina; HOMA-IR,
homeostasis model assessment of insulin resistance; IL-6, interleuquina 6; IMC, indice de masa corporal;
Kg, kilogramos; Kg/m?, kilogramos por metro cuadrado; LPa, lipoproteina a; mg/dL, miligramos por
decilitro; mg/L, miligramos por litro; mU/L, miliunidades por litro; PC, perimetro de cintura; PCR-us,
proteina C reactiva ultrasensible; QUICKI, quiantitative insulin sensitivity check index; TG, triglicéridos;
TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa. *P<0.05. Variables calculadas usando el test de ANOVA
univariante ajustado por factores de confusion.

3.2.2 Interaccion del SNP rs1801260 con los patrones dietéticos del estudio

CORDIOPREV:

Una vez observada la ausencia de asociaciones significativas en el analisis basal,

pasamos a explorar si la intervencion durante 12 meses con los dos patrones dietéticos
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provocaba la aparicion de diferencias entre variantes alélicas con el fin de poner de

manifiesto la presencia de interacciones gen-dieta con los parametros estudiados.

- Dieta BG (Tabla 22):

- Insulina: Tras 12 meses de intervencion, los individuos homocigotos para
el alelo mayoritario T (T/T) mostraron, de forma significativa, menos
niveles plasmaticos de insulina (P=0,032) en comparacion con los
portadores de alelo minoritario C (T/C + C/C). Figura 12.

- QUICKI: Los individuos T/T que consumieron una dieta BG durante 12
meses, mostraron un aumento significativo de la sensibilidad periférica a la
insulina (P=0,016) medida por este indice en comparacion con los
portadores del alelo minoritario C (T/C + C/C) tal y como se muestra en la
Figura 13.

- HOMA-IR: Del mismo modo, los individuos T/T presentaron una
reduccidn significativa del indice HOMA-IR (P=0,043) en comparacion con
los portadores del alelo minoritario C (T/C + C/C) tras 12 meses de

intervencion dietética. Figura 14.
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Tabla 22. Interaccion entre el polimorfismo rs1801260 y la dieta baja en grasa (BG) sobre los
parametros lipidicos, inflamatorios y el metabolismo de la glucosa en situacion basal y tras 12 meses

de intervencion.

Basal 12 meses
T/T T/C + C/C P T/T T/C + C/IC P
CT (mg/dL) 160 (2,95) 160 (2,94) 0906 153 (3,32) 155(322) 0,725
c-LDL (mg/dL) 86 (2,54) 87(249) 0564  84(261) 88 (255) 0,248
¢-HDL (mg/dL) 38 (0,77) 39(0,76) 0273  38(0,87) 39(0,84) 0418
TG (mg/dL) 16337 (6,89) 154,04 (6,80) 0352 144,76 (5.44) 130.71(524) 0,058
ApoB (mg/dL) 75 (1,71) 77(L,70) 0270 69 (1,91) 72(181) 0,188
ApoAL (mg/dL) 124 (1,73) 126(1,72) 0421  121(2,06) 121(1,94) 0,866
Lpa (mg/dL) 37,83(038)  3553(038) 0618  39,09(412)  3514(393) 0,397
Hey (umol/L) 1361(0,38)  1327(037) 0570  12,67(044)  12,92(042) 0573
Glucosa (mg/dL) 123 (3,89) 121(388) 0821 115 (3,61) 118 (350) 0,613
HbA1c (%) 6,82 (0,11) 687(0,11) 0768  669(012)  679(011) 0,358
Insulin (MU/L)  11,74(1,20)  1296(121) 038  813(1,05)  11,79(10)  0032°
HOMA-IR 3,40 (0,33) 3,35 (0.34) 0,828 2,37 (0,28) 3,10 (0,27) 0,043"
QUICKI 0,346 (0,007)  0,341(0,007) 0563 0,364 (0,008) 0,344 (0,008)  0,016"
PCR-us (mg/L) 3,01 (0,25) 200(0,25) 0816  233(021)  205(019) 0,660
IL-6 (pg/mL) 2,81 (0,28) 314(024) 0308  315(029)  325(0,25) 0,743

TNF-o (pg/mL) 12,60 (1,79) 16,52 (1,73) 0,228  12,92(171)  11,64(177) 0,476

Valores expresados en media (error estandar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al, ApoB, apolipoproteina B; c-HDL,
colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL; colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; cm, centimetros;
CT, colesterol total; Hcy, homocisteina; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; IL-6, interleuquina
6; IMC, indice de masa corporal; Kg, kilogramos; Kg/mz, kilogramos por metro cuadrado; LPa, lipoproteina a; mg/dL,
miligramos por decilitro; mg/L, miligramos por litro; mU/L, miliunidades por litro; PC, perimetro de cintura; PCR-us,
proteina C reactiva ultrasensible; QUICKI, quantitative insulin sensitivity check index; TG, triglicéridos; TNF-a, factor de
necrosis tumoral alfa. *P<0.05. Variables calculadas usando el test de ANOVA univariante ajustado por factores de
confusion.
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Figura 12. Interaccion entre el SNP rs1801260 y el modelo dietético BG y su
influencia sobre los niveles de insulina en plasma. ANOVA univariante ajustado

por edad, género e IMC. Abreviaturas: NS, no significativo.
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Figura 13. Interaccion entre el SNP rs1801260 y el modelo d

influencia sobre el indice QUICKI. ANOVA univariante ajustado

e IMC. Abreviaturas: NS, no significativo.
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Figura 14. Interaccion entre el SNP rs1801260 y el modelo dietético BG y su
influencia sobre el indice HOMA-IR. ANOVA univariante ajustado por edad, género
e IMC. Abreviaturas: NS, no significativo.

Para este SNP se demuestra una interaccion gen-dieta con un efecto beneficioso sobre el
metabolismo de la glucosa. En este caso, en los individuos homocigotos para el alelo
mayoritario T (T/T) (N=119), el consumo durante 12 meses produjo una mejoria significativa
en los parametros de control: insulina (P=0,013), QUICKI (P=0,041) y HOMA-IR (P=0,040).

En el grupo DMed no se observaron interacciones gen-dieta en ninguno de los

parametros analizados (Tabla 23).
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Tabla 23. Interaccion entre el polimorfismo rs1801260 y la dieta mediterrdnea (DMed) sobre los
parametros lipidicos, inflamatorios y el metabolismo de la glucosa en situacién basal y tras 12 meses

de intervencion.

Basal 12 meses
TT T/C + CIC P T/IT T/C + C/C P
CT (mg/dL) 158 (2,97) 159 (3,14) 0,294 162 (3,24) 159 (3,36) 0,474
c-LDL (mg/dL) 88 (2,50) 85 (2,68) 0,273 92 (2,57) 90 (2,68) 0,513
c-HDL (mg/dL) 39 (0,77) 37 (0,80) 0,116 39 (0,85) 39 (0,88) 0,978
TG (mg/dL) 149,54 (6,60) 167,24 (6,94) 0,064  133,45(590) 147,51 (6,08) 0,145
ApoB (mg/dL) 74 (1,74) 78 (180) 0,270 74 (1,81) 75 (1,85) 0,994
ApoAl (mg/dL) 126 (1,74) 125 (1,82) 0,744 124 (1,95) 120 (1,99) 0,155
Lpa (mg/dL) 38,88 (3,74) 38,33 (3,75) 0,755 37,22 (3,96) 40,50 (4,10) 0,689
Hcy (umol/L) 13,76 (0,42) 13,62 (0,44) 0,831 13,15 (0,45) 13,13 (0,46) 0,707
Glucosa (mg/dL) 132 (3,90) 127 (4,04) 0,357 123 (3,54) 124 (3,66) 0,969
HbA1c (%) 7,02 (0,12) 7,00 (0,12) 0,953 7,00 (0,14) 6,92 (0,14) 0,772
Insulin (mU/L) 14,16 (1,24) 12,46 (1,25) 0,802 10,32 (1,00) 9,82 (1,05) 0,605
HOMA-IR 3,85 (0,34) 4,12 (0,35) 0,505 3,26 (0,27) 3,02 (0,29) 0,586
QUICKI 0,339 (0,007) 0,335(0,007) 0565  0,357(0,008) 0,370 (0,008) 0,216
PCR-us (mg/L) 2,86, (0,26) 3,52 (0,27) 0,173 2,16 (0,18) 2,12 (0,18) 0,765
IL-6 (pg/mL) 2,80 (0,21) 2,56 (0,20) 0,363 3,23 (0,25) 3,07 (0,25) 0,593

TNF-a (pg/mL) 12,53 (1,62) 12,81 (1,63) 0,823  12,00(145) 10,38 (155) 0,383

Valores expresados en media (error estandar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al, ApoB, apolipoproteina B; c-HDL,
colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL; colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; cm, centimetros;
CT, colesterol total; Hcy, homocisteina; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; IL-6, interleuquina
6; IMC, indice de masa corporal; Kg, kilogramos; Kg/mz, kilogramos por metro cuadrado; LPa, lipoproteina a; mg/dL,
miligramos por decilitro; mg/L, miligramos por litro; mU/L, miliunidades por litro; PC, perimetro de cintura; PCR-us,
proteina C reactiva ultrasensible; QUICKI, quantitative insulin sensitivity check index; TG, triglicéridos; TNF-a, factor de
necrosis tumoral alfa. *P<0.05. Variables calculadas usando el test de ANOVA univariante ajustado por factores de
confusion.

3.2.3 Relacion del SNP rs1801260 con la respuesta lipémica postprandial:
En analisis de la respuesta lipémica postprandial tampoco mostré diferencias

estadisticamente significativas entre las variantes alélicas.
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3.3 Evaluacion del SNP rs3749474-:

Resultados

3.3.1 Asociacion del SNP rs3749474 con parametros lipidicos, glucémicos e

inflamatorios:

Tabla 24. Caracteristicas basales en funcién del polimorfismo rs3749474 de la region

promotora de la proteina CLOCK en pacientes con SMet.

Edad (afios)
Peso (Kg)

PC (cm)

IMC (kg/m2)
CT (mg/dL)
c-LDL (mg/dL)
c-HDL (mg/dL)
TG (mg/dL)
ApoB (mg/dL)
ApoAl (mg/dL)
Lpa (mg/dL)
Hcy (umol/L)
Glucosa (mg/dL)
HbAlc (%)
Insulin (mU/L)
HOMA-IR
QUICKI
PCR-us (mg/L)
IL-6 (pg/mL)
TNF-a (pg/mL)

Valores expresados en media (error estandar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al, ApoB,
apolipoproteina B; c-HDL, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL; colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad; cm, centimetros; CT, colesterol total; Hcy, homocisteina; HOMA-IR,
homeostasis model assessment of insulin resistance; IL-6, interleuquina 6; IMC, indice de masa corporal;
Kg, kilogramos; Kg/m?, kilogramos por metro cuadrado; LPa, lipoproteina a; mg/dL, miligramos por
decilitro; mg/L, miligramos por litro; mU/L, miliunidades por litro; PC, perimetro de cintura; PCR-us,
proteina C reactiva ultrasensible; QUICKI, quantitative insulin sensitivity check index; TG, triglicéridos;
TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa. *P<0.05. Variables calculadas usando el test de ANOVA

c/C
(N=219)
60,05 (0,0)

88,94 (0,44)
108,84 (0,47)
32,31 (0,06)
156,71 (2,21)
83,66 (1,90)
38,49 (0,58)
160,59 (5,16)
76,83 (1,30)
124,66 (1,31)
36,05 (2,85)
13,71 (0,27)
124,71(3,05)
6,98 (0,09)
11,19 (0,61)
3,70 (0,26)
3,42 (0,005)
3,10 (0,20)
2,98 (0,16)
14,39 (1,32)

univariante ajustado por factores de confusion.

CIT+TIT
(N=256)
59,91 (0,0)

88,45 (0,41)
108,55 (0,44)
32,25 (0,05)
160,67 (2,04)
88,41 (1,75)
38,97 (0,54)
159,11 (4,18)
76,27 (1,21)
125,58 (1,22)
38,83 (2,63)
13,31 (0,25)
128,76 (2,82)
6,94 (0,08)
11,83 (0,56)
3,71 (0,24)
3,41 (0,005)
2,85 (0,18)
2,61 (0,15)
12,88 (1,16)

P
0,938
0,705
0,859
0,819
0,212
0,077
0,515
0,854
0,727
0,618
0,457
0,321
0,308
0,778
0,455
0,981
0,928
0,382
0,100
0,450
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3.3.2 Interaccion del SNP rs3749474 con los patrones dietéticos del estudio

CORDIOPREV:

Del mismo modo que no se obtuvieron asociaciones significativas entre las

variantes alélicas del SNP rs3749474 (Tabla 24) en situacion basal; en el analisis de

probables interacciones entre este SNP y ambos patrones dietéticos: dieta BG

(Tabla 25) y dieta DMed (Tabla 26), tampoco se obtuvieron resultados significativos.

Tabla 25. Interaccién entre el polimorfismo rs3749474 y la dieta baja en grasa (BG) sobre los

parametros lipidicos, inflamatorios y el metabolismo de la glucosa en situacion basal y tras 12 meses

de intervencion.

Basal 12 meses
TT T/C + C/C P T/IT T/C + CIC P
CT (mg/dL) 156,66 (3,04) 161,84 (2,68) 0,259 150,71 (3,25) 156,55(2,79) 0,243
c-LDL (mg/dL) 84,33 (2,63) 87,88 (2,33) 0,437 83,52 (2,48) 87,36 (2,11) 0,335
c-HDL (mg/dL) 38,89 (0,85) 38,69 (0,76) 0,972 38,76 (0,85) 38,66 (0,73) 0,907
TG (mg/dL) 142,96 (6,45) 160,11 (5,80) 0,074 129,22 (6,14) 144,13 (5,23) 0,110
ApoB (mg/dL) 75,64 (1,85) 77,37 (1,65) 0,597 68,57 (0,20) 72,00 (0,17) 0,152
ApoAl (mg/dL) 123,29 (1,62) 12550 (1,49) 0,275  118,92(1,99) 121,85(1,69) 0,236
Lpa (mg/dL) 34,02 (4,16) 40,57 (3,69) 0,243 33,98 (0,542) 40,00 (3,83) 0,542
Hcy (umol/L) 13,46 (0,37) 13,37 (0,33) 0,948 12,91 (0,51) 12,84 (0,43) 0,979
Glucosa (mg/dL) 123,60 (4,17) 125,94 (3,71) 0,670 116,39 (3,82) 121,03(3,29) 0,344
HbAlc (%0) 7,04 (0,13) 6,84 (0,11) 0,287 6,77 (0,13) 6,79 (0,11) 0,726
Insulin (mU/L) 11,09 (0,85) 11,48 (0,73) 0,846 9,49 (0,66) 8,34 (0,55) 0,212
HOMA-IR 3,23(0,31) 3,65 (0,27) 0,383 2,68 (0,22) 2,54 (0,19) 0,675
QUICKI 0,35 (0,007) 0,35 (0,006) 0,514 0,35 (0,007) 0,35 (0,006) 0,330
PCR-us (mg/L) 2,83 (0,24) 3,10 (0,27) 0,440 2,12 (0,22) 2,29 (0,18) 0,589
IL-6 (pg/mL) 3,28 (0,27) 2,62 (0,24) 0,081 3,31 (0,30) 3,12 (0,27) 0,800
TNF-a (pg/mL) 17,4 (1,90) 13,02 (1,77) 0,125 11,67 (2,01) 13,38 (1,55) 0,254

Valores expresados en media (error estdndar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al, ApoB, apolipoproteina B; c-HDL,
colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL; colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; cm, centimetros;
CT, colesterol total; Hcy, homocisteina; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; IL-6, interleuquina
6; IMC, indice de masa corporal; Kg, kilogramos; Kg/mz, kilogramos por metro cuadrado; LPa, lipoproteina a; mg/dL,
miligramos por decilitro; mg/L, miligramos por litro; mU/L, miliunidades por litro; PC, perimetro de cintura; PCR-us,
proteina C reactiva ultrasensible; QUICKI, quantitative insulin sensitivity check index; TG, triglicéridos; TNF-a, factor de
necrosis tumoral alfa. *P<0.05. Variables calculadas usando el test de ANOVA univariante ajustado por factores de
confusion.
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Tabla 26. Interaccion entre el polimorfismo rs3749474 y la dieta mediterrdnea (DMed) sobre los

parametros lipidicos, inflamatorios y el metabolismo de la glucosa en situacion basal y tras 12 meses

de intervencion.

Basal 12 meses
TT T/C + CIC P T/IT T/C + C/C P
CT (mg/dL) 156,65 (3,21) 159,28 (3,10) 0,538 159,59 (3,60) 158,52 (3,54) 0,840
c-LDL (mg/dL) 82,99 (2,77) 89,61 (2,63) 0,090 90,32 (2,76) 88,75 (2,72) 0,653
c-HDL (mg/dL) 38,09 (0,80) 39,30 (0,77) 0,314 38,63 (0,97) 40,05 (0,96) 0,342
TG (mg/dL) 161,68 (5,77) 147,11 (5,60) 0,181 145,59 (5,71) 131,86 (5,48) 0,099
ApoB (mg/dL) 75,64 (1,81) 77,37 (1,78) 0,264 76,46 (0,18) 70,56 (0,18) 0,353
ApoAl (mg/dL) 126,00 (2,04) 125,68 (2,000 0,883 120,38 (2,10) 123,78 (2,07) 0,308
Lpa (mg/dL) 38,09 (3,88) 36,80 (3,72) 0,790 37,92 (4,06) 38,88 (4,00) 0,995
Hcy (umol/L) 13,96 (0,41) 13,23 (0,39) 0,200 13,36 (0,45) 12,73 (0,45) 0,279
Glucosa (mg/dL) 125,97 (4,25) 132,31 (4,41) 0,287 123,31 (3,76)  123,39(3,71) 0,813
HbA1c (%) 6,92 (0,12) 7,05 (0,12) 0,451 6,79 (0,14) 7,08 (0,13) 0,209
Insulin (mU/L) 11,29 (0,90) 12,28 (0,88) 0,425 9,23 (0,75) 9,66 (0,74) 0,728
HOMA-IR 3,23 (0,42) 3,65 (0,42) 0,617 2,51 (0,239 2,86 (0,22) 0,277
QUICKI 0,33 (0,008) 0,34 (0,008) 0,673 0,37 (0,009) 0,36 (0,009) 0,516
PCR-us (mg/L) 3,36 (0,28) 2,55 (0,29) 0,065 2,17 (0,19) 2,14 (0,19) 0,891
IL-6 (pg/mL) 2,73 (0,20) 2,60 (0,20) 0,617 2,93 (0,24) 3,13(0,24) 0,574
TNF-a (pg/mL) 11,38 (1,82) 12,76 (1,52) 0,580 9,79 (1,57) 11,41 (1,36) 0,487

Valores expresados en media (error estandar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al, ApoB, apolipoproteina B; c-HDL,
colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL; colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; cm, centimetros;
CT, colesterol total; Hcy, homocisteina; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; IL-6, interleuquina
6; IMC, indice de masa corporal; Kg, kilogramos; Kg/mz, kilogramos por metro cuadrado; LPa, lipoproteina a; mg/dL,
miligramos por decilitro; mg/L, miligramos por litro; mU/L, miliunidades por litro; PC, perimetro de cintura; PCR-us,
proteina C reactiva ultrasensible; QUICKI, quantitative insulin sensitivity check index; TG, triglicéridos; TNF-a, factor de
necrosis tumoral alfa. *P<0.05. Variables calculadas usando el test de ANOVA univariante ajustado por factores de
confusion.

3.3.3 Relacion del SNP rs3749474 con la respuesta lipémica postprandial:

Tampoco se encontraron resultados significativos en el andlisis postprandial.

3.4 Evaluacion del SNP rs4580704:

3.4.1 Asociacion del SNP rs4580704 con parametros lipidicos, glucémicos e

inflamatorios:

El analisis del tercer y tltimo SNP del gen promotor de la proteina CLOCK, aport6
algunas diferencias basales en ciertos parametros lipidicos. En concreto, el analisis de

los sujetos con SMet mostrd diferencias significativas en las cifras de CT, apoB y
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c-LDL en funcidon de alelo. Los sujetos homocigotos C/C tenian mayores niveles
plasméticos de CT (P=0,035), apoB (P=0,003) y c-LDL (P=0,019) comparados con los

portadores del alelo minoritario G (G/G + C/G).

Tabla 27. Caracteristicas basales en funcién del polimorfismo rs4580704 de la region

promotora de la proteina CLOCK en pacientes con SMet.

C/IC

GIG + CIG

(N=169) (N=306) P
Edad (afios) 59,37 (0) 60,31 (0) 0,193
Peso (Kg) 87,53 (0,49) 89,48 (0,36) 0,470
PC (cm) 107,54 (0,50) 109,46 (0,37) 0,290
IMC (kg/m2) 31,96 (0,08) 32,50 (0,06) 0,142
CT (mg/dL) 163,30 (2,41) 156,95 (1,76) 0,035"
c-LDL (mg/dL) 90,62 (2,04) 84,10 (1,49) 0,019°
¢-HDL (mg/dL) 38,93 (0,58) 38,09 (0,42) 0,334
TG (my/dL) 161,48 (5,21) 156,59 (3,81) 0,524
ApoB (mg/dL) 79,33 (1,35) 74,17 (0,99) 0,003"
ApoA1 (mg/dL) 127,78 (1,43) 124,02 (1,04) 0,065
c-HDL/apoAl 0,30 (0,003) 0,30 (0,002) 0,698
Lpa (mg/dL) 38,19 (3,10) 37,16 (2,24) 0,872
Hey (umol/L) 13,31 (0,31) 13,75 (0,23) 0,408
Glucosa (mg/dL) 126,20 (3,25) 125,40 (2,38) 0,690
HbAIC (%) 6,93 (0,097) 6,93 (0,070) 0,795
Insulin (MU/L) 12,41 (0,68) 11,56 (0,49) 0,267
HOMA-IR 3,93 (0,28) 3,65 (0,20) 0,329
QUICKI 0,33 (0,006) 0,34 (0,004) 0,439
PCR-us (mg/L) 3,12 (0,21) 2,83 (0,15) 0,214
IL-6 (pg/mL) 281 (0,19) 283 (0,13) 0,832
TNF-0 (pg/mL) 13,86 (1,37) 13,48 (1,00) 0,739

Valores expresados en media (error estandar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al, ApoB,
apolipoproteina B; c-HDL, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL; colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad; cm, centimetros; CT, colesterol total; Hcy, homocisteina; HOMA-IR,
homeostasis model assessment of insulin resistance; IL-6, interleuquina 6; IMC, indice de masa corporal;
Kg, kilogramos; Kg/m?, kilogramos por metro cuadrado; LPa, lipoproteina a; mg/dL, miligramos por
decilitro; mg/L, miligramos por litro; mU/L, miliunidades por litro; PC, perimetro de cintura; PCR-us,
proteina C reactiva ultrasensible; QUICKI, quantitative insulin sensitivity check index; TG, triglicéridos;
TNF-0, factor de necrosis tumoral alfa. *P<0.05. Variables calculadas usando el test de ANOVA
univariante ajustado por factores de confusion.
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3.4.2 Interaccion del SNP rs4580704 con los patrones dietéticos del

estudio CORDIOPREV:

Las diferencias basales entre variantes alélicas en los niveles de apoB vy
c-LDL se mantuvieron al dividir en funcion de la intervencion dietética. No ocurrio
lo mismo con los valores de CT. Por otro lado el consumo de la dieta BG en estos
pacientes mostré una interaccion significativa con los niveles de c-HDL, apoAl y
PCR-us con un efecto beneficioso sobre los individuos homocigotos para el alelo
C (CIC):

- Dieta BG (Tabla 28):

- ApoB: Los individuos C/C presentaron mayores niveles de apoB
(P=0,033) comparados con los portadores del alelo minoritario G. Estas
diferencias desaparecieron tras la intervencién dietética durante 12 meses.

- ¢c-LDL: Los individuos C/C presentaron niveles plasmaticos de c-LDL
(P=0,041) superiores a los portadores del alelo minoritario G (G/G + C/G).
Estas diferencias entre variantes alélicas también desaparecieron tras los 12
meses de intervencion.

- ApoAl: Tras 12 meses de intervencion dietética, los niveles de apoAl
disminuyeron en ambas variantes alélicas apareciendo diferencias
significativas entre ambas con niveles plasmaticos superiores en los
individuos C/C en comparacion con los portadores del alelo minoritario G
(G/G + C/G) (P=0,030). Los resultados se muestran en la Figura 15.

- c-HDL: La intervencion durante 12 meses con la dieta BG aument6 los
niveles de c-HDL en los individuos C/C hasta hacerse estadisticamente
superiores a los niveles de c-HDL de los portadores del alelo minoritario G

(G/G + C/G) (P=0,025) tal y como se representa en la Figura 16.

167



Francisco Gémez Delgado

- c-HDL/apoAl: Con la dieta BG consumida durante 12 meses, el ratio
c-HDL/apoA1l presentdé modificaciones en los sujetos C/C con un aumento
significativo en comparacion con los portadores del alelo minoritario G
(G/G + C/G) (Figura 17).

- PCR-us: Por ultimo, la intervencién tras 12 meses de intervencion
dietética, los niveles de PCR-us en los sujetos C/C se redujeron de forma
significativa con respecto a los portadores del alelo minoritario G
(G/G + C/G) (P=0,005) tal y como se representa en la Figura 18.

- No se encontraron interacciones con el resto de parametros analizados.

Tabla 28. Interaccién entre el polimorfismo rs4580704 y la dieta baja en grasa (BG) sobre los
parametros lipidicos, inflamatorios y el metabolismo de la glucosa en situacion basal y tras 12 meses

de intervencion.

Basal 12 meses
C/iC GIG + CIG P C/C GIG + CIG P
CT (mg/dL) 163,90 (3,20) 157,44 (2,44) 0,227 158,55 (3,14) 150,84 (2,44) 0,095
c-LDL (mg/dL) 89,71 (2,56) 82,88 (1,98) 0,041 88,59 (2,32) 83,19 (1,81) 0,128
c-HDL (mg/dL) 39,23 (0,75) 37,73 (0,58) 0,110 40,01 (0,78) 37,78 (0,61) 0,025
TG (mg/dL) 163,43 (7,13) 154,36 (5,43) 0,428 138,84 (6,05) 137,29 (4,78) 0,920
ApoB (mg/dL) 78,93 (1,84) 73,60 (1,40) 0,033 71,29 (1,87) 69,46 (1,47) 0,757
ApoA1l (mg/dL) 127,24 (1,77) 124,03 (1,34) 0,178  124,95(1,96) 118,92 (1,55) 0,030*
c-HDL/apoA1l 0,30 (0,004) 0,30 (0,003) 0,502 0,32 (0,004) 0,31 (0,003)  0,031*
Lpa (mg/dL) 31,63 (4,28) 37,10 (3,25) 0,945 38,10 (4,25) 36,58 (3,31) 0,814
Hcy (umol/L) 13,02 (0,41) 13,76 (0,31) 0,224 12,38 (0,47) 13,15 (0,37) 0,318
Glucosa (mg/dL) 119,64 (4,20) 126,21 (3,20) 0,218 114,40 (3,90) 123,31 (3,06) 0,083
HbAlc (%) 6,80 (0,13) 6,97 (0,10) 0,371 6,71 (0,13) 6,87 (0,10) 0,537
Insulin (mU/L) 12,32 (0,89) 11,31 (0,69) 0,330 9,55 (1,29) 10,34 (1,01) 0,639
HOMA-IR 3,86 (0,32) 3,45 (0,25) 0,365 2,78 (0,51) 3,27 (0,40) 0,485
QUICKI 0,34 (0,007) 0,34 (0,005) 0,764 0,35 (0,007) 0,35 (0,005) 0,844
PCR-us (mg/L) 2,99 (0,26) 2,77 (0,20) 0,474 1,71 (0,19) 2,39 (0,15) 0,005*
IL-6 (pg/mL) 3,09 (0,29) 2,95 (0,21) 0,667 3,11 (0,31) 3,37 (0,22) 0,560
TNF-a (pg/mL) 15,11 (1,91) 14,91 (1,46) 0,824 13,87 (1,73) 11,21 (1,48) 0,198

Valores expresados en media (error estandar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al, ApoB, apolipoproteina B; c-
HDL, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL; colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; cm,
centimetros; CT, colesterol total; Hcy, homocisteina; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; 1L-6,
interleuquina 6; IMC, indice de masa corporal; Kg, kilogramos; Kg/m?, kilogramos por metro cuadrado; LPa, lipoproteina
a; mg/dL, miligramos por decilitro; mg/L, miligramos por litro; mU/L, miliunidades por litro; PC, perimetro de cintura;
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PCR-us, proteina C reactiva ultrasensible; QUICKI, quantitative insulin sensitivity check index; TG, triglicéridos; TNF-a,
factor de necrosis tumoral alfa. *P<0.05. Variables calculadas usando el test de ANOVA univariante ajustado por factores

de confusién.
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Figura 15. Interaccion entre el SNP rs4580704 y el modelo dietético BG y su influencia
sobre los niveles de apoAl. ANOVA univariante ajustado por edad, género e IMC.

Abreviaturas: NS, no significativo.

Ns —@—C/C
=-h==-G/G+ C/G

BASAL 12 MESES BASAL 12 MESES
(BG) CLOCK (rs4580704)  (DMed)

Figura 16. Interaccion entre el SNP rs4580704 y el modelo dietético BG y su

influencia sobre los niveles de c-HDL. ANOVA univariante ajustado por edad, género e

IMC. Abreviaturas: NS, no significativo.
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Figura 17. Interaccion entre el SNP rs4580704 y el modelo dietético BG y su influencia
sobre el ratio c-HDL/apoAl. ANOVA univariante ajustado por edad, género e IMC.

Abreviaturas: NS, no significativo.
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Figura 18. Interaccion entre el SNP rs4580704 y el modelo dietético BG y su influencia
sobre los niveles de PCR-us. ANOVA univariante ajustado por edad, género e IMC.

Abreviaturas: NS, no significativo.

Del mismo modo que ocurria con la dieta BG, el grupo de intervencién DMed
(Tabla 29) también mostré diferencias basales en las concentraciones plasmaticas de
apoB (P=0,042) y c-LDL (P=0,041). Sin embargo la intervencién dietética de este
grupo no mostrd ninguna interaccion significativa con el SNP rs4580704 ya que las
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diferencias basales de apoB y c-LDL desaparecieron tras los 12 meses de intervencion
al igual que ocurrié con la dieta BG.
Tabla 29. Interaccién entre el polimorfismo rs4580704 y la dieta mediterranea (DMed) sobre los

parametros lipidicos, inflamatorios y el metabolismo de la glucosa en situacion basal y tras 12 meses

de intervencion.

Basal 12 meses
C/C G/G + CIG P C/iC G/G + CIG P
CT (mg/dL) 164,96 (2,53) 155,87 (3,65) 0,073 160,60 (4,29) 159,81 (2,97) 0,998
c-LDL (mg/dL) 92,81 (3,11) 84,27 (2,12) 0,041 89,15 (2,99) 87,28 (2,06) 0,749
c-HDL (mg/dL) 38,56 (0,91) 38,45 (0,63) 0,923 40,03 (1,07) 38,44 (0,74) 0,301
TG (mg/dL) 159,17 (7,72) 158,84 (5,48) 0,911 133,98 (6,89) 14544 (4,69) 0,215
ApoB (mg/dL) 79,82 (2,01) 74,74 (1,40) 0,042" 74,77 (2,14) 73,94 (1,53) 0,835
ApoAl (mg/dL) 128,43 (2,31) 124,01 (1,60) 0,160 123,01 (2,32) 120,47 (1,64) 0,482
c-HDL/apoAl 0,30 (0,005) 0,31 (0,003) 0,239 0,32 (0,008) 0,32 (0,006) 0,697
Lpa (mg/dL) 38,88 (4,54) 37,22 (4,53) 0,929 40,73 (4,82) 38,00 (3,38) 0,788
Hcy (umol/L) 13,65 (0,49) 13,75 (0,34) 0,977 13,38 (0,51) 13,13 (0,37) 0,546
Glucosa (mg/dL) 132,03 (4,97) 124,57 (3,48) 0,089 127,57 (4,31) 119,55(3,02) 0,099
HbAlc (%0) 7,10 (0,14) 6,90 (0,09) 0,155 7,06 (0,15) 6,78 (0,11) 0,095
Insulin (mU/L) 12,26 (1,05) 11,82 (0,70) 0,581 10,19 (0,97) 9,71 (0,66) 0,421
HOMA-IR 4,02 (0,48) 3,85 (0,32) 0,546 3,30 (0,37) 2,87 (0,25) 0,241
QUICKI 0,33 (0,009) 0,34 (0,006) 0,174 0,36 (0,11) 0,36 (0,007) 0,955
PCR-us (mg/L) 3,28 (0,33) 2,90 (0,22) 0,228 2,12 (0,23) 2,29 (0,15) 0,805
IL-6 (pg/mL) 2,54 (0,24) 2,73 (0,17) 0,488 3,12 (0,29) 3,09 (0,20) 0,982
TNF-a (pg/mL) 12,50 (1,93) 12,21 (1,34) 0,882 11,69 (1,78) 10,80 (1,14) 0,627

Valores expresados en media (error estandar). Abreviaturas: ApoAl, apolipoproteina Al, ApoB, apolipoproteina B; c-
HDL, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad c-LDL; colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; cm,
centimetros; CT, colesterol total; Hcy, homocisteina; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; 1L-6,
interleuquina 6; IMC, indice de masa corporal; Kg, kilogramos; Kg/m?, kilogramos por metro cuadrado; LPa, lipoproteina
a; mg/dL, miligramos por decilitro; mg/L, miligramos por litro; mU/L, miliunidades por litro; PC, perimetro de cintura;
PCR-us, proteina C reactiva ultrasensible; QUICKI, quantitative insulin sensitivity check index; TG, triglicéridos; TNF-a,
factor de necrosis tumoral alfa. *P<0.05. Variables calculadas usando el test de ANOVA univariante ajustado por factores
de confusién.

3.4.3 Relacién del SNP rs4580704 con la respuesta lipémica postprandial:
El andlisis postprandial no encontrd diferencias entre las variantes alélicas del

SNP rs4580704 en los distintos parametros estudiados.
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Discusion

Los resultados de nuestro trabajo ponen de manifiesto que la presencia de
determinadas variaciones polimorficas en el gen TNF-ao (rs1799964, rs1800629) y en el
gen CLOCK (rs1801260, rs3749474, rs4580704) interaccionan con el patron de
alimentacion modulando los parametros inflamatorios, el control glucémico y el perfil
lipidico en pacientes con SMet, dentro de la cohorte del estudio CORDIOPREV. De
esta manera, la presencia de estos SNPs favorecen que la ingesta a largo plazo de un
determinado patron de alimentacion, bien sea un modelo BG o DMed, tenga un efecto

beneficioso amortiguando el perfil de riesgo metabdlico de estos pacientes.

Como ya hemos comentado previamente, si hay algo intrinseco a la Medicina de
nuestro tiempo es su frenética evolucion. En la ultima década la Medicina
Personalizada, ha permitido un gran avance fundamentalmente gracias al mejor
conocimiento del genoma humano, asi como al gran abanico de posibilidades técnicas
que tenemos en la actualidad. La aplicacion de la gendémica, la epigenética, la
farmacogendmica, la transcriptomica, la protedmica, la metabolomica, la bioinformatica
y otras areas que estan actualmente en fase de desarrollo como la microbiota, etc. han
permitido el desarrollo de la Medicina Personalizada. Ademas, nos ha permitido
profundizar en el conocimiento de las enfermedades y, con todo ello, poder tratar de una
forma més adecuada a nuestros enfermos. En este contexto la enorme variabilidad
interindividual en la respuesta a los nutrientes de la dieta ha generado un importante
avance en esta area de la nutricion. Este trabajo pretende seguir ampliando el

conocimiento en esta area.

Como ya mencionamos en la introduccion, el TNF-a es una citoquina
proinflamatoria con un papel principal en la respuesta inflamatoria de nuestro sistema
inmune. El gen promotor del TNF-a se encuentra localizado en el cromosoma 6,
flanqueado por las regiones promotoras de la linfotoxinas “a” y “b”. Ademds de su
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actuacion en la respuesta inflamatoria, también participa en gran cantidad de procesos
fisiologicos tal y como muestra el trabajo de Qidwai y Khan (112). Existen modelos
animales y humanos que correlacionan la expresion de esta citoquina y el grado de
adiposidad que se da en la obesidad. Esta expresion aumentada de TNF-a en la obesidad
también se ha asociado con un aumento de resistencia periférica a la insulina lo que
pone de manifiesto como el estado inflamatorio de bajo grado que se produce en
pacientes con SMet interviene en la aparicion de DM2. Por todo lo explicado, reducir
este estado proinflamatorio puede constituir una diana terapéutica fundamental en el
tratamiento de la DM2 y del resto de alteraciones metabdlicas que se producen en el

SMet (381, 382).

El primer hallazgo dentro de los 5 SNPs analizados en el gen TNF-a se objetivo
para el rs1800629 presente en su region promotora. Asi, los individuos homocigotos
para el alelo mayoritario G (G/G) presentaron mayores niveles basales de TG y PCR-us
que los portadores del alelo minoritario A. De forma interesante, tras consumir el
modelo de alimentaciéon DMed, los individuos G/G presentaron un mejor perfil lipidico,
con un descenso en los niveles de TG, asi como en su estado proinflamatorio medido
por los niveles de PCR-us que descendieron tras 12 meses de intervencién con la DMed.
Dicha interaccion no se objetivé en el subgrupo de pacientes portadores de este SNP
que siguieron el modelo de dieta BG. Estudios previos han demostrado que el SNP
rs1800629 favorece el riesgo de padecer obesidad, resistencia a la insulina, DM2 y
cardiopatia isquémica (273, 275, 383). En este contexto, Phillips et al. (275)
demostraron que la presencia del genotipo G/G para este SNP conferia un mayor riesgo
de padecer SMet, demostrando que dicho riesgo podia ser modulado por la ingesta de
determinados nutrientes. En concreto este riesgo se veia atenuado cuando la ingesta de

PUFA era superior a la de SFA, mientras que el riesgo de padecer SMet se
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incrementaba con el mayor consumo de SFA en la dieta. Dicho efecto s6lo se objetivd
en los portadores de ese SNP. En los ultimos afios se han publicado trabajos que asocian
un mayor riesgo de cardiopatia isquémica en los individuos portadores de determinados
SNPs entre ellos el SNP rs1800629 del TNF-a (383, 384) por lo que la interaccion
demostrada de este SNP con la DMed podria sugerir un efecto beneficioso en la

reduccidn del riesgo de ECV que presentan los individuos portadores de este SNP.

Actualmente, numerosos estudios experimentales han reconocido que la ECV es
en gran medida generada por un proceso inflamatorio a nivel de la pared vascular.
Estudios epidemioldgicos han demostrado la relacion existente entre los niveles de
PCR-us y la incidencia de ECV independientemente del resto de factores de RCV
(99, 154, 155, 385, 386). Esta relacion entre los niveles de PCR-us y la incidencia de
ECV parece ser uno de los maltiples factores que predisponen a que los sujetos con
SMet tengan mayor riesgo de ECV. El papel que tiene la PCR-us sobre el proceso
aterosclerotico se desarrolla practicamente en todas las fases de formacion de la placa
de ateroma, para ello favorece un aumento en la oxidaciéon del c-LDL junto con un
aumento en la captacion por parte de los macrofagos presentes en la pared vascular,
reduce la produccion de ON vy la expresion de eNOS entre otros mecanismos que
ademas de favorecer la formacion de la placa de ateroma, la hacen mas “vulnerable”
(387, 388). Varios estudios prospectivos han corroborado el papel que tienen los niveles
de PCR-us como predictores de ECV (389, 390). Tal es asi que estos trabajos han
llegado a demostrar un valor predictivo de la PCR-us similar a otros factores como el
consumo de tabaco y los niveles de c-LDL. Por otro lado se ha establecido la
correspondencia entre concentraciones de PCR-us inferiores a 1, entre 1 y 3, y mayores
de 3 mg/L con un RR bajo, intermedio y elevado de ECV. Sin duda alguna, uno de los

estudios mas importantes a la hora de demostrar el papel predictor de ECV que tiene la
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PCR-us en prevencion primaria fue el estudio JUPITER (Justification for the Use of
statins in Primary prevention: an intervention Trial evaluating Rosuvastatin)
(391, 392). En este estudio prospectivo se randomizé a 17.802 personas, con niveles de
c-LDL < 130 mg/dL y concentraciones de PCR-us de 2 mg/L o superiores, a recibir
placebo o Rosuvastatina 20 mg/dia y en donde la reduccion de los niveles de c-LDL y
de PCR-us se tradujo en un descenso importante de eventos cardiovasculares que
provoco incluso la interrupcion del propio ensayo. Las evidencias que muestran el papel
de la PCR-us sobre el proceso aterosclerético en prevencion primaria han sido
corroboradas en prevencion secundaria mediante trabajos que apuntan a la PCR-us
como un pardmetro predictor de ECV en pacientes con cardiopatia isquémica previa
(393, 394). Estudios como el PROVE IT-TIMI 22 (Pravastatin or Atorvastatin
Evaluation and Infection Theraphy-Thrombolysis in Myocardial Infarction 22) y el
A to Z (Aggrastat to Zocor) (395) mostraron que la evolucion de los individuos con
c-LDL < 70 mg/dL y PCR-us < 2 mg/L era mucho mejor que en aquellos en donde la
PCR-us era > 2 mg/L. Ademas de una relacion con la aparicion de ECV también existen
trabajos que muestran la correlacion entre las concentraciones de PCR-us y la existencia
de arteriopatia periférica, en concreto el trabajo de Xu et al. (396) mostr6 como los
pacientes con concentraciones de PCR-us superiores a 1 mg/L tenian un grosor de
intima media (GIM) carotideo significativamente superior a aquellos individuos en los
que las cifras de PCR-us eran inferiores a 1 mg/L. Todas estas evidencias sustentan el
interés de la comunidad cientifica para intentar reducir los niveles de PCR-us. Como ya
hemos comentado en este trabajo en los pacientes con SMet subyace un estado de
inflamacion cronica, en los cudles el conocer los niveles plasmaticos de PCR-us es util
para conocer dicho estado. Por ende, todos aquellos cambios destinados a reducir los

niveles de PCR-us, sobre todos en sujetos con SMet, pueden tener un efecto beneficioso
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sobre el RCV debido a la reduccién que esto conlleva sobre el dafio a nivel de la pared
vascular y al enlentecimiento en la formacion de la placa de ateroma. EIl hecho de que
en nuestro estudio hayamos detectado un subgrupo de pacientes con un rasgo genético
determinado que se beneficien de un modelo de alimentacion DMed para disminuir los
niveles de PCR-us es interesante desde el punto de vista del tratamiento y prevencion de

la inflamacion en estos pacientes y consecuentemente de su RCV.

En nuestro trabajo, los dos modelos dietéticos estdn dirigidos a reducir el
consumo de SFA aunque solo el grupo de intervencion DMed obtuvo resultados
significativos en la reduccion de los niveles de PCR-us. Este hecho probablemente
derive del mayor porcentaje de MUFA de este patron dietético. Con solo 3 meses de
intervencion dietética dentro del estudio PREDIMED, Estruch et al. (222) mostraron
una reduccion significativa de los niveles de PCR-us en el grupo de intervencion DMed
con respecto a la dieta control BG. Previamente y con una intervencion a mayor plazo
(2 afios), Esposito et al. (185), ademas de mostrar una reduccion significativa en los
niveles plasméaticos de TG como acabamos de mencionar, demostr6 como el consumo
de una dieta rica en MUFA obtenia un descenso significativo en los niveles de PCR-us e
IL-6 de pacientes con SMet en comparacién con una dieta con un contenido menor de
grasa total y de MUFA. En nuestro grupo también se pudo evaluar el efecto
antinflamatorio que tienen los MUFA en situacién postprandial (223). Este trabajo
mostré que el consumo de una dieta rica en MUFA como la que se propone en el
modelo DMed reducia la expresion postprandial de TNF-a e IL-6 en células

mononucleares.

De igual manera que ocurre con la PCR-us, los niveles de TG y méas aun en
pacientes con SMet, han demostrado tener una relacion con el riesgo de ECV, aunque
de forma menos consistente que otras fracciones lipidicas tales como el c-LDL vy el
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c-HDL. Ya en la década de los 90, trabajos como el de Jeppesen et al. (397) realizado
sobre 2.906 varones dentro del Copenhagen Male Study demostrd la relacion de niveles
elevados de TG con una mayor incidencia de ECV y en concreto con la cardiopatia
isquémica. Posteriormente, dentro del NHANES IlI se analiz6 la relacion entre los
valores elevados de TG (>150 mg/dL) y la prevalencia de ECV encontrandose una
asociacion significativa entre ambos. Los estudios prospectivos orientados a corroborar
esta relacion también han dado resultados divergentes. Mientras que en 2007, el trabajo
publicado Tirosh et al. (398) mostré una asociacion significativa entre los niveles
elevados de TG vy la incidencia de ECV en 13.953 varones jovenes seguidos durante
10 afios de media, un meta-analisis de 2009 (399) mostr6 una asociacion significativa
entre niveles de TG y ECV que desaparecia tras ajustar por otros factores de riesgo
como el c-HDL. Aunque en menor medida que otros componentes del SMet, los niveles
de TG se comportan como un factor de riesgo de cardiometabolico por lo que es
necesario aplicar las medidas terapéuticas dedicadas a reducir sus niveles ya sea
mediante la modificacion de estilos de vida (dieta, ejercicio fisico etc.) como con

terapias farmacoldgicas en aquellos casos en los que sea necesario.

En nuestro estudio los individuos homocigotos G/G para el SNP rs1800629
mostraron un descenso significativo en los niveles de TG y PCR-us tras 12 meses de
intervencion DMed en comparacién con los portadores del alelo minoritario A. Estos
resultados sugieren que probablemente el tipo de grasa caracteristica de este modelo de
alimentacion y especificamente del aceite de oliva, como es la grasa MUFA,
interacciona con dicho SNP para modificar favorablemente los niveles de TG. Una de
las posibilidades a considerar en nuestros hallazgos puede estar en la flexibilidad
fenotipica de estos individuos en respuesta a una dieta DMed. Nuestros datos

corroboran el papel este modelo de alimentacion en el mantenimiento de la flexibilidad
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fenotipica a través del metabolismo de TG y del estado proinflamatorio de bajo grado
presente en los pacientes con SMet, con un efecto favorable fundamentalmente en los
individuos G/G. Los AG que consumimos en la dieta influyen de forma directa en la
génesis de las distintas alteraciones metabolicas que dan lugar al SMet tal y como
muestran evidencias previas al respecto (400, 401). Estos trabajos indican el efecto
beneficioso que tiene la DMed (rica en MUFA) sobre los distintos rasgos fenotipicos
del SMet como son la DM2 (402), niveles elevados de TG (185, 403, 404) y el estado
proinflamatorio asociado a estos individuos (185, 222, 223). Por otro lado también
existen trabajos que muestran como una adherencia elevada a una dieta DMed se
relaciona de forma inversa con la prevalencia de SMet (405-407). Dentro de la cohorte
de pacientes del estudio Pizarra (N=613) (212) se demostr6 un descenso significativo en
la incidencia de obesidad en aquellos pacientes que consumieron aceite de oliva durante
los 6 afios de seguimiento en comparacién con aquellos que tomaron aceite de girasol.
El consumo de una dieta rica en MUFA como la que propone el modelo DMed se
asocia con niveles bajos de TG tal y como demuestra el trabajo de Rumawas et al. (406)
sobre la poblacion descendiente de la cohorte Framingham; en estos pacientes se
observd que aquellos que tenian una mayor adherencia a la DMed presentaban unos
niveles de TG inferiores a aquellos en donde la adherencia era menor
(103 vs. 114 mg/dL, P<0,001). También se ha podido observar el efecto beneficioso de
la DMed sobre los niveles de TG tal y como detalla el trabajo de Esposito et al. (185)
sobre 180 pacientes con SMet divididos en 2 grupos sobre los que llevo a cabo una
intervencion dietética con una dieta DMed y por otro lado, un grupo control en el que a
pesar de tener un mayor porcentaje de grasa en la dieta, la cantidad de MUFA era
inferior (12 % vs. 10 %). Tras 2 afios de seguimiento, el grupo de intervencion redujo de

forma significativa los niveles de TG, el peso y el PC con respecto al grupo control. Por
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ualtimo, el estudio PREDIMED (187) también demostr6 como tras la intervencion
dietética durante 12 meses con una dieta DMed rica en MUFA, la prevalencia de niveles
de TG elevados en el grupo de intervencion era estadisticamente inferior a la del grupo
control. Sin embargo y dado que este tipo de intervencion es bastante compleja, ya que
se analiza un patron de alimentacion y no alimentos, macro o micronutrientes aislados,

debemos de ser cautos a la hora de interpretar nuestros resultados.

Nuestros hallazgos en este gen indican la necesidad de aplicar medidas
terapéuticas especificas en funcion del mapa genético del individuo. La interaccién
entre este el SNP rs1800629 y la DMed puede traducirse en una reduccién del riesgo de

desarrollar ECV atribuido a estos pacientes.

Otro de los factores que juega un papel importante en el SMet es resistencia a la
insulina. Asi, el metabolismo de la glucosa, junto con otros procesos fisioldgicos del
organismo, sigue un patrdén circadiano acorde con la produccion ciclica a lo largo del
dia de insulina y determinadas hormonas como la adiponectina, una citoquina con
efecto protector frente a las alteraciones metabdlicas que se producen en pacientes con
SMet (301, 408, 409). Ya hemos mencionado que el metabolismo de la glucosa, a través
de la secrecién de insulina, sigue un claro patrén circadiano que permite una gestién
adecuada de la energia que necesita el organismo a través del consumo de glucosa. La
secrecion de insulina esta regulada por la adiponectina que también expresa una
produccién ciclica a lo largo del dia al igual que otras hormonas como la leptina y el
glucagon (321). Los ritmos circadianos, como ya comentamos en la introduccion, estan
regulados por factores externos como el ciclo de luz-oscuridad y la dieta, por lo tanto,
las modificaciones de estos factores se han relacionado ampliamente con la alteracion
de los ritmos circadianos favoreciéndose la aparicién de resistencia a la insulina,
obesidad y SMet. Tal es asi, que la supresion de estos “genes reloj” en modelos
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animales modificados genéticamente provoca la aparicidn resistencia a la insulina,
intolerancia a los HC y obesidad (331, 410). La modificacion cualitativa y cuantitativa
de la dieta puede influir en el papel de la proteina CLOCK sobre la homeostasis de la
glucosa mediante la interaccion con los relojes periféricos que a su vez modifican la
respuesta a la insulina. De esta forma, se ha demostrado como una dieta con un alto
contenido graso seguido de un periodo de ayuno prolongado modifica la expresion de
adiponectina a nivel de tejido adiposo y muscular alterdndose de esta manera su patron
circadiano y consecuentemente su estimulo sobre la secrecién de insulina (411). En este
sentido, Garaulet (291) observd como los portadores del alelo menor C en el SNP
rs1801260 del gen CLOCK tenian un mayor IMC y por el contrario mostraban unos
niveles de adiponectina bajos lo que traduce una mayor resistencia a la insulina en estos
individuos. A pesar de que este trabajo pone de manifiesto el papel del gen CLOCK y
en concreto del SNP rs1801260 en el metabolismo de la glucosa a través de la respuesta
a insulina, no existen evidencias que relacionen el efecto de la dieta en interaccidn con
este gen. Con todo lo explicado, la dieta constituye una diana terapéutica esencial para
favorecer el correcto funcionamiento de nuestro sistema circadiano y poder evitar el
desarrollo de obesidad, DM2 y SMet entre otras patologias. Este hecho nos llevé a
investigar la posible interaccion de alguno de estos genes CLOCK con los dos modelos

de dieta del estudio CORDIOPREV.

Nuestros resultados se sitdan en la misma linea que estos estudios y muestran
que la presencia de este SNP influye en el metabolismo de la glucosa y la resistencia a
la insulina y mas importante adn, constituye la primera evidencia de la interaccion del
SNP rs1800629 con la dieta para mejorar los parametros de control glucémico en
pacientes con SMet en prevencion secundaria. Esta interaccion gen-dieta no ha sido

descrita previamente lo que resalta su interés ya que la dieta y el ejercicio fisico son los
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pilares basicos sobre los que se debe de asentar el tratamiento para prevenir los
desordenes metabdlicos de pacientes con RCV elevado como los que componen la
poblacion del estudio CORDIOPREV. Ademas, estos hallazgos recalcan la influencia
de los ritmos circadianos en el metabolismo de la glucosa y especificamente en la
resistencia a la insulina. De hecho, la resistencia a la insulina se considera uno de los
principales factores de riesgo en el desarrollo del SMet y ademas contribuye de forma
negativa sobre el resto de componentes de estos pacientes (412). Los factores que
predisponen a la resistencia a la insulina son mdltiples variando entre factores
medioambientales y genéticos destacando la dieta como uno de los principales. Junto a
la interaccidon gen-dieta que acabamos de describir, nuestro trabajo de investigacion
encontr resultados significativos entre el consumo de la dieta BG y 2 SNPs del gen
CLOCK, en concreto el rs1801260 y el rs4580704. En primer lugar observamos como
el consumo de un patron de alimentacion saludable como es el BG, interacciona con el
SNP rs1801260 mejorando el metabolismo de la glucosa de estos individuos.
Especificamente, tras 12 meses de intervencion, los sujetos homocigotos para el alelo
mayoritario T (T/T) mostraron una mejora significativa en distintos parametros de
control glucémico en comparacién con los portadores del alelo C. Los individuos T/T
mostraron menores concentraciones plasmaticas de insulina, uyn HOMA-IR menor y un
aumento de la sensibilidad periférica a la insulina medida por el indice QUICKI. En
contraposicion, no se encontraron estos efectos en el grupo de intervencion DMed. El
SNP rs1801260 es uno de los méas estudiados dentro del gen CLOCK. Evidencias
previas muestran una relacion de este SNP con los niveles de insulina y la resistencia
periférica a la insulina en pacientes con SMet (319) lo que esta en concordancia con

nuestros resultados.
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Garaulet et al. (291) demostraron en humanos que la influencia del gen CLOCK
sobre la resistencia a la insulina puede ser modulada por la alimentacion y mas
concretamente por los AG que consumimos en la dieta. Junto a estos hallazgos, otras
evidencias han identificado algunas interacciones gen-dieta en el gen CLOCK en
pacientes con SMet. Nuestros hallazgos también muestran que aquellos sujetos que
consumen de forma crénica una dieta con un aporte reducido de SFA muestran
diferencias genotipicas en funcion del SNP rs1801260. De forma especifica, el consumo
de una dieta BG mejoro la resistencia a la insulina en los individuos homocigotos para
el alelo T en comparacién con los portadores del alelo minoritario C. Con respecto al
metabolismo lipidico, no se encontraron asociaciones con ninguno de los pardmetros
analizados a diferencia de trabajos previos (291, 333, 413). Otros trabajos también
muestran la relacion de este SNP con la actividad fisica (414) y la pérdida de peso
(415, 416), fundamentales en la prevencion de la obesidad y el tratamiento de las

alteraciones metabdlicas que acontecen en pacientes con SMet.

Los mecanismos que expliquen la influencia de los SNPs del gen CLOCK en la
resistencia a la insulina y como esta influencia puede ser modulada por la alimentacion,
no se han definido con exactitud en la actualidad (409). Una de las posibilidades esta en
la cronodisrupcion provocada por los cambios en los patrones dietéticos y habitos de
vida que se dan actualmente en la sociedad industrializada y que pueden afectar al
funcionamiento de los “relojes periféricos” (417, 418). Este es un aspecto que estamos
estudiando dentro del estudio CORDIOPREV, aunque ain no disponemos de datos.
Como ya mencionamos previamente, la ingesta de grasa en particular y la alimentacion
en general, constituyen uno de los sincronizadores externos mas importantes
(291, 332, 336) de los ritmos circadianos. Estos sincronizadores influyen de forma

directa sobre la proteina CLOCK modificando tanto su expresibn como su
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funcionalidad (419). Por otro lado, también se ha demostrado la existencia de dominios
PAS (420, 421) en la proteina CLOCK que actian como sensores de sefial sensibles a
estimulos como la hipoglucemia y el balance de oxidacién-reduccién (422) capaces de
modificar la expresion de este gen. Ademas, se sabe que el gen CLOCK regula la
transcripcion del Rev-Erba y otros receptores nucleares que participan en el
metabolismo de la glucosa y lipidico de manera que la dieta puede modificar estos
procesos fisioldgicos. La influencia de la proteina CLOCK sobre la resistencia a la
insulina puede derivar de su accion sobre el Rev-Erba ya que evidencias previas
muestran su papel sobre el metabolismo de la glucosa y como puede ser modulado por
la dieta (423, 424). La alteracion en la actividad circadiana de la insulina induce
alteraciones en todos aquellos tejidos que son sensibles a esta hormona favoreciéndose
un aumento de la resistencia a la insulina y el consiguiente desarrollo de obesidad y

DM2 tipicas de pacientes con SMet (425).

En relacion al analisis del tercer SNP del gen CLOCK que analizamos, el
rs4580704, la presencia de dicho SNP en los pacientes con SMet del estudio
CORDIOPREYV, se asocié con algunos parametros lipidicos en situacién basal. Los
individuos homocigotos para el alelo mayoritario C (C/C) presentaron unos niveles
plasmaticos basales de CT, apoB y c-LDL superiores a los portadores del alelo
minoritario G (G/G + C/G). Si anteriormente mencionabamos que el SNP rs1801260
era uno de los SNPs mas estudiados dentro del gen CLOCK, en el caso del SNP
rs4580704 ocurre totalmente lo contrario y son pocos los trabajos que abordan la
relacién de este SNP con el riesgo de SMet y menos adn relacionandolo con el
metabolismo lipidico. El ya mencionado trabajo de Garaulet et al. (291) relaciona a los
individuos C/C para el SNP rs4580704 con otros componentes del SMet como son la

resistencia a la insulina medida por el HOMA-IR, las cifras de TA (sistolica y
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diastdlica), el peso y el IMC junto con unos niveles de adiponectina estadisticamente
inferiores en estos sujetos. Aunque nuestro trabajo no encontr6 diferencias con respecto
a parametros antropomeétricos, los niveles de CT, apoB y c-LDL van en consonancia
con estos hallazgos previos al demostrar cdmo los pacientes con SMet portadores del
genotipo C/C para el SNP rs4580704 tienen un peor perfil cardiometabdlico y por tanto
un mayor riesgo de ECV. Estos resultados constituyen por tanto la primera evidencia de

la asociacion del SNP rs4580704 con el metabolismo lipidico.

Ademas de la asociacion descrita pudimos observar como el consumo a largo
plazo de la dieta BG indujo mayores niveles de c-HDL y por otro lado, un descenso en
los niveles de apoAl y PCR-us en los portadores del genotipo C/C para el SNP
rs4580704 en comparacién con los portadores del alelo minoritario G. No se observaron

otras interacciones gen-dieta.

Como ya es ampliamente conocido, los niveles de c-HDL se relacionan
inversamente con el desarrollo y la presencia de ECV (399). El c-HDL juega un papel
fundamental en el transporte reverso de colesterol. Principalmente interviene en la
retirada de particulas de colesterol no esterificado acumuladas en los macréfagos de la
pared vascular, esto implica, ademas de una reduccion en el desarrollo de células
espumosas y consecuentemente la formacion de la placa de ateroma, una reduccién en
la respuesta inflamatoria que se produce en la pared vascular debido a la presencia de
estos macrofagos cargados de particulas lipidicas (426). Ademas de participar en el
transporte reverso de colesterol favoreciendo su eliminacion via biliar a las heces,
también se le han atribuido propiedades antinflamatorias, antioxidantes y
vasodilatadoras (427). Por lo tanto, aquellas intervenciones destinadas a aumentar los
niveles de c-HDL en pacientes con SMet también contribuyen a reducir el potencial
RCV en estos pacientes. En nuestro estudio, los homocigotos C/C para el SNP
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rs4580704 presentaron mayores niveles de c-HDL tras 12 meses de intervencion
dietética, tanto en dieta BG como en DMed. Sin embargo los homocigotos C/C
aleatorizados al grupo de intervencion BG, presentaron niveles plasmaticos de c-HDL
superiores a los portadores del alelo minoritario G, que practicamente no modificaron su
niveles de c-HDL tras la intervencion. Junto a estos resultados, la intervencion dietética
con la dieta BG también influyo en los niveles de apoAl, con un mayor descenso en los
portadores de alelo minoritario G. El hecho de que los individuos homocigotos para el
alelo mayoritario C (C/C) aumentasen los niveles plasmaticos de c-HDL vy
disminuyesen los de apoAl podria estar en relacion con una modificacion en el tamafio
de las particulas de c-HDL. En esta linea seria interesante estudiar esta hipotesis en el
futuro. En el afio 2013 (428) se publicd un trabajo interesante, dentro de la cohorte
Women’s Health Study, sobre la relacion entre el fendmeno que acabamos de mencionar
y el tamafio de las particulas de c-HDL. Para ello los autores correlacionaron el ratio
c-HDL/apoA1l con el tamafio de las particulas de c-HDL obteniendo datos significativos
que avalaban este hecho. Estos resultados apuntan a la posibilidad de utilizar este
cociente como estimacion del tamafio de las particulas de c-HDL. En el andlisis de
nuestra poblacion observamos una interaccion significativa del SNP rs4580704 con la
dieta BG influyendo sobre este parametro. Tras la intervencion con la dieta BG el ratio
c-HDL/apoAl aument6 hasta hacerse significativamente superior en los individuos C/C.
Estos datos sugieren un efecto beneficioso de la dieta BG en los individuos portadores
del genotipo C/C al favorecer la sintesis de particulas de c-HDL de mayor tamafio

relacionadas con un menor riesgo de ECV (429-431).

La intervencion con la dieta BG durante 12 meses también indujo una reduccién
significativa en los niveles de PCR-us en los individuos C/C en comparacion con los

portadores del alelo minoritario G para el SNP rs4580704. Los mecanismos que
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expliquen dicha asociacion se desconocen en la actualidad. Sin embargo existen algunas
evidencias que demuestran el efecto de este modelo de dieta en la reduccion de
pardmetros inflamatorios, por ej la PCR-us, en pacientes diabéticos (432). Otros
trabajos publicados en los Gltimos afios también han mostrado un efecto positivo en la
reduccion del estatus proinflamatorio que se produce en situaciones con exceso de
adiposidad abdominal tal y como ocurre en pacientes con SMet (433, 434). En ellos se
muestra como el consumo de alimentos bajos en grasas favorecia la reduccion la
PCR-us junto con un aumento en los niveles plasmaticos de adiponectina, la cual ejerce
un efecto protector frente a las anormalidades metabdlicas que se producen en el SMet.
En nuestro caso, la dieta BG la interacciona con el SNP rs4580704 para reducir los
niveles de PCR-us en los sujetos C/C con una hipotética reduccion en el RCV de estos
individuos, a tenor de la multiples evidencias que relacionan los niveles de PCR-us con
el riesgo de ECV, tal y como hemos mencionado en esta discusion. Sin embargo este
aspecto tendra que explorarse en el futuro. Por tanto, los efectos previamente descritos
nos permiten sugerir por primera vez que los portadores del genotipo C/C del SNP

rs4580704 se benefician especialmente del consumo de un modelo de alimentacion BG.

Con todo lo indicado, debemos de ser cautos a la hora de generalizar nuestros
resultados siendo necesaria la replicacidon de estos resultados observados dentro de la
cohorte del estudio CORDIOPREV en otras poblaciones para confirmar nuestros
hallazgos. Otro aspecto que hace necesario tomar estos resultados con precaucion es la
posibilidad de epistasia de estos genes con otros que puedan influir en los resultados
encontrados. Los hallazgos obtenidos muestran que los pacientes con SMet pueden
beneficiarse de diferentes patrones dietéticos en funcidn de su mapa genético. En primer
lugar estéa el efecto beneficioso de la dieta DMed sobre el metabolismo de TG y estado

inflamatorio de los pacientes con SMet portadores del SNP rs1800629 de la region
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promotora del TNF-a. Por otro lado, estan las evidencias de la interaccion de la dieta
BG con los SNPs del gen CLOCK rs1801260 y rs4580704 para mejorar el metabolismo
de la insulina, el metabolismo lipidico y el estado proinflamatorio asociado al SMet lo
que muestra la importancia de la proteina CLOCK en la regulacion de estos procesos
fisiologicos que también se pueden ver afectados por la disrupcién en los ritmos

circadianos.

Otro aspecto analizado en esta tesis es el andlisis del postprandio en los
pacientes con SMet dentro del estudio CORDIOPREV en funcién de estos 5 SNPs.
Mencionado anteriormente, el estado postprandial aglutina todos aquellos procesos
metabolicos que se producen tras la ingesta de alimento. La modificacion de los hébitos
de vida en nuestra sociedad ha provocado que la respuesta inflamatoria y oxidativa
derivada del metabolismo de los nutrientes sea un continuo en nuestra fisiologia debido
a la superposiciéon de las diferentes comidas a lo largo del dia. El postprandio esta
modulado por multiples factores genéticos y ambientales entre los que la dieta juega un
papel fundamental. En este sentido, en los Gltimos afios en nuestro grupo hemos
trabajado en explorar la influencia de la dieta en el postprandio, asi como en el hecho de
que nuestro material genético atenla o potencia dicho estado. Por ello, a dia de hoy
existen una gran cantidad de genes candidatos que pueden ejercer dicha influencia tal y
como muestran algunas revisiones a este respecto (356, 435). La definicion de la
respuesta lipémica postprandial como un estado aterogénico se remonta a 1979 (436) en
donde se sugirio que los niveles de Qm generados durante el postprandio se relacionan
mas intensamente que otras particulas lipidicas con el proceso arteriosclerético. Los TG
constituyen uno de los principales marcadores de la respuesta lipémica postprandial y
sus niveles durante este periodo han sido ampliamente relacionados con el riesgo de

ECV (347-350). En nuestro estudio hemos analizado la respuesta postprandial tras una
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sobrecarga grasa y si estos SNPs modulan dicho proceso. De todos ellos se obtuvieron
interesantes resultados en el SNP rs1800629 de la region promotora del TNF-a. En
concreto, los individuos G/G portadores del SNP rs1800629 de la region promotora del
TNF-a mostraron mayores niveles de TG postprandiales comparados con los portadores
del alelo minoritario A, lo que permitio corroborar los resultados obtenidos en situacion
basal. Estos hallazgos ponen de relieve el concepto de flexibilidad fenotipica
previamente sefialado, sugiriendo que los individuos homocigotos G/G para este SNP
presentan una menor capacidad de adaptacion a la ingesta de alimento y en concreto a
una sobrecarga grasa. Con estos resultados y en base a las evidencias aportadas, el
hecho de que los individuos G/G tengan una mayor respuesta de TG postprandial podria
estar relacionado con un mayor riesgo de ECV en estos sujetos. Curiosamente, la
intervencion con la DMed durante 12 meses en los individuos G/G para el SNP
rs1800629 de la region promotora del TNF-o provoco un descenso significativo en los
niveles de TG plasméticos. Aunque al final de los 12 meses no se realizé una nueva
sobrecarga grasa para medir, entre otros, los niveles postprandiales de TG, seria
interesante valorar si el consumo de una dieta rica en MUFA puede mejorar la

capacidad de adaptacion de estos individuos durante el postprandio.

Con los hallazgos de este trabajo de investigacion ponemos en relieve el hecho
de que los pacientes con SMet pueden beneficiarse en diferente medida de una
intervencion nutricional en funcién de su mapa genético. Este trabajo presenta a nuestro
juicio una gran relevancia cientifica al tratarse de un estudio de intervencion nutricional
durante 12 meses realizado sobre medio millar de pacientes con SMet en prevencion
secundaria. No obstante, el estudio CORDIOPREYV pretende valorar estas evidencias y
otros efectos beneficiosos de la dieta sobre un total de 1.002 pacientes seguidos durante

5 afios, sin que exista hasta la fecha un trabajo de investigacion similar en su campo.
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Estas nuevas interacciones gen-dieta o gen-nutriente muestran, por un lado, el efecto
beneficioso de la DMed sobre los niveles de TG y el estado proinflamatorio en los
portadores del SNP rs1800629 de la region promotora del TNF-a. Por el contrario
hemos visto como un modelo dietético cardiosaludable diferente, el BG, produce
efectos beneficiosos similares en los portadores de distintos SNPs dentro del gen
CLOCK. En concreto, la dieta BG mejor6 los pardmetros de control glucémico en los
portadores del SNP rs1801260 asi como el perfil lipidico, en concreto los niveles de
c-HDL, el ratio c-HDL/apoAl, y los niveles de PCR-us de los individuos portadores del

SNP rs4580704.

Como hemos mencionado a los largo de este trabajo, existen numerosos trabajos
que apoyan la relacion de estos SNPs: TNF-a (rs1799964, rs1800629) y CLOCK
(rs1801260, rs3749474, rs4580704) con los distintos rasgos fenotipicos del SMet entre
los que destacan la obesidad, la dislipemia y la DM2 con el consecuente aumento del
riesgo de ECV en estos individuos. Dada la complejidad de las interacciones
genes-ambiente, los hallazgos de esta tesis abren el camino a una aproximacion
nutricional personalizada de los pacientes con SMet en funcidn de su mapa genético que

nos permita evitar la aparicion de las complicaciones derivadas de esta enfermedad.

A modo de resumen queremos sefialar que los procesos que acabamos de
describir son la muestra de que en la génesis de la ECV y otras enfermedades como la
obesidad y la DM2 influyen factores tanto genéticos como ambientales de manera que
modificaciones en el estilo de vida como la ingesta de alimento, el ejercicio fisico y la
parte del dia en la que la realicemos puede interaccionar positiva 0 negativamente con

nuestros genes en la aparicion de estas y otras patologias.
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Conclusiones

CONCLUSION PRINCIPAL:

El consumo durante 12 meses del modelo de dieta Mediterraneo, mostré una
interaccion significativa con el SNP rs1800629 de la region promotora del gen TNF-a
modificando los niveles plasméticos de PCR-us en pacientes con sindrome metabolico.
Asi, la dieta Mediterrdnea indujo un mayor descenso en los niveles de PCR-us en los
portadores del genotipo G/G comparado con los portadores del alelo minoritario A. La

dieta baja en grasa indujo un descenso de igual magnitud entre variantes alélicas.

CONCLUSIONES SECUNDARIAS:

12, El consumo a largo plazo de la dieta Mediterranea mostré una interaccion
gen-dieta con el SNP rs1800629 del gen TNF-a en pacientes con sindrome metabdlico.
Especificamente, los portadores del genotipo G/G presentaron mayores concentraciones
plasmaticas de TG que los portadores del alelo minoritario A. Al final del periodo de
seguimiento, la dieta Mediterranea indujo un mayor descenso de TG en los portadores
del genotipo G/G en comparacién con los portadores del alelo minoritario A. En el
grupo de dieta baja en grasa el descenso fue de igual magnitud entre variantes alélicas.
Del mismo modo, tras la sobrecarga oral grasa, los portadores G/G presentaron una
mayor respuesta postprandial de TG que los portadores de alelo minoritario A, en la

misma poblacion.

28, El consumo a largo plazo de los dos modelos dietéticos no mostré ninguna
interaccion gen-dieta con los SNPs de la regién promotora del gen TNF-a, (rs1799964,

rs1800629) para influir en el metabolismo de la glucosa.

32, Los homocigotos T/T del SNP rs1800629 del gen CLOCK tras consumir la

dieta baja en grasa presentaron un descenso en los niveles plasmaticos de insulina, un
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menor indice HOMA-IR, junto con un aumento en la sensibilidad a la insulina medida
por el indice QUICKI comparado con los portadores del alelo minoritario C. Para el
SNP rs4580704 del gen CLOCK, los homocigotos C/C, tras consumir la dieta baja en
grasa presentaron un aumento significativo en los niveles de c-HDL, un descenso en los
niveles plasmaticos de apoAl y consecuentemente un aumento en el ratio
c-HDL/apoAl, junto con un descenso de las concentraciones de PCR-us, comparado
con los portadores del alelo minoritario G. En el grupo de dieta Mediterranea no se

obtuvieron diferencias entre variantes alélicas tras 12 meses de intervencion.
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IX. ABREVIATURAS






AACE: American Association of Clinical Endocrinologists.

ABCAL: ATP binding cassette Al.

ACTH: corticotropina.

ADA: American Diabetes Association.
ADIPOQ: gen de la adiponectina.

ADIPOR: gen del receptor de la adiponectina.
AG: 4cidos grasos.

AGNE: acidos grasos libres no esterificados.
AG w-3 y w-6: &cidos grasos omega-3 y omega-6.
AHA: American Heart Association.

ANOVA: andlisis de la varianza.

ApoA1l: apolipoproteina Al.

ApoB: apolipoproteina B.

ApoC-l111: apolipoproteina C-111.

ApoE: apolipoproteina E.

ARA-I11: antagonistas de los receptores de angiotensina II.

Abreviaturas

ATP Il - NCEP: Adult Treatment Panel 111 - National Cholesterol Education

Program.

AUC: area bajo la curva.

BG: dieta baja en grasa.

BHC: dieta baja en hidratos de carbono.

BMAL-1: Brain and Muscle ARNT-like protein 1.
C3: fraccion 3 del complemento.

CAPN10: calpaina-10.

c-HDL.: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad.
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c-LDL: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad.

CLOCK: Circadian Locomotor Output Cycles Kaput.

cm: centimetros.

CORDIOPREV: CORonary Diet Intervention with Olive Oil and Cardiovascular
PREVention.

Cry 1y 2: cryptochrome 1y 2.

CT: colesterol total.

CV: cardiovascular.

c-VLDL.: colesterol unido a lipoproteinas de muy baja densidad.

dL: decilitros.

DM2: diabetes mellitus tipo 2.

DMed: dieta Mediterranea.

DORICA: Estudio sobre Dislipemia, Obesidad y Riesgo Cardiovascular.
DPP: Diabetes Prevention Program.

EASD: European Association for the Study of Diabetes.

ECV: enfermedad cardiovascular.

EGIR: Grupo Europeo para el estudio de la Resistencia a la Insulina.
eNOS: o6xido nitrico sintasa endotelial.

ENS: Encuesta Nacional de Salud.

FFQ: cuestionario de frecuencia de consumo.

GCKR: proteina reguladora de la glucoquinasa.

GCTC: glucocorticoides.

GOLDN: Genetics of Lipid Lowering Drugs and Diet Network.

Kg: kilogramo.

g: gramo.
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H: hombre.

HbA1c: hemoglobina glicosilada.

HC: hidratos de carbono.

HCC: hidratos de carbono complejos.

HOMA-f: homeostasis model assessment of -cell function.

HOMA-IR: homeostasis model assessment of insulin resistance.

h: horas.

HTA: hipertension arterial.

IAM: infarto agudo de miocardio.

IASO / IOTF: International Association for the Study of Obesity / International
Obesity Task Force.

IC: intervalo de confianza.

IDEA: International Day for the Evaluation of Abdominal Obesity.

IDF: International Diabetes Federation.

IECA: inhibidores enzima convertidora de angiotensina | en angiotensina II.
IL-6: interleuquina 6.

IMC: indice de masa corporal.

INSPIRE ME IAA: The INternational Study of Prediction of Intra-abdominal
adiposity and its RElationships with cardioMEtabolic risk/Intra-Abdominal
Adiposity.

Kg: kilogramo.

L: litros.

Lpa: lipoproteina (a).

LPL: lipoproteina lipasa.

LPS: lipopolisacarido.
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LRT: lipoproteinas ricas en triglicéridos.

LTA: linfotoxina-a.

M: mujer.

mg: miligramos.

mL: mililitros.

mmHg: milimetros de mercurio.

mU: miliunidades.

MUFA: acidos grasos monoinsaturados.

NEFAs: acidos grasos libres no esterificados.

ng: nanogramos.

NHANES I11: Third National Health and Nutrition Examination Survey.
NHLBI: National Heart, Lung, and Blood Institute.
NSQ: Nucleo supraquiasmatico.

ON: 6xido nitrico.

OR: odds ratio.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PA: presion arterial.

PAI: inhibidor del activador tisular del plasmindgeno.
PC: perimetro de cintura.

PCR-us: proteina C reactiva ultrasensible.

Per 1y 2: Period 1y 2.

pg/mL.: picogramos por mililitro.

PPAR: Peroxisome Proliferator-activated receptor.
PREDIMED: PREvencién con Dieta MEDiterranea.

PUFA: acidos grasos poliinsaturados.
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Qm: quilomicrones.

QUICKI: Quantitative Insulin Sensitivity Check Index.
RCV: riesgo cardiovascular.

Rev-Erba: Reverse Erythroblastosis Virus o.

RFA: reactantes de fase aguda.

Rora: Retinoid-related Orphan Receptor-a.

RR: riesgo relativo.

SFA: acidos grasos saturados.

SAOS: sindrome de apnea obstructiva del suefio.

SCA: sindrome coronario agudo.

SMet: sindrome metabdlico.

SNP: polimorfismo de nucle6tido simple.

SRAA: sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona.
TAD: tension arterial diastolica.

TAS: tension arterial sistolica.

TCF7L2: transcription factor 7-like 2.

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.

TNFR 1y 2: receptores del factor de necrosis tumoral tipo 1y 2.
TG: triglicéridos.

UKPDS: United Kingdom Prospective Diabetes Study.
Vf: volumen final.

WHI: Women’s Health Initiative.

pL: microlitros.
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Several polymorphic sites have been studied for their potential use as risk
markers for T2DM (type 2 diabetes mellitus) and MetS (metabolic syndrome). In
this regard, 7NF-alpha is a proinflammatory cytokine involve in the regulation of

Hypothesis and methods: our aim was to examine whether the chronic
consumption of a MedDiet (mediterranean diet) enriched in olive oil (35% fat: 22%
monounsaturated; 6% polyunsaturated; 7% saturated) compared with a low fat diet
(28% fat: 12% monounsaturated; 8% polyunsaturated; 8% saturated) interacts with
two candidate SNPs at the 7AF-a/pha gene promoter in order to improve
triglyceride metabolism and inflammation markers. Two polymorphisms
(rs1800629, rs1799964) at the 7NF-alpha gene, biochemical measurements,
dietary intervention and a fat load test were determined among 581 MetS patients
fromCordioPrev clinical trial (NCT00924937 ).

Results: At baseline, individuals carrying the G/G genotype at the rs1800629
polymorphism, displayed higher fasting (P=0,003) and postprandial (P=0.025) TG
(triglycerides), apoB (apo lipoprotein B) (A=0,01) and hsCRP (high sensitivity C-
reactive protein) (P=0,003) plasma concentrations than did carriers of the minor
A-allele (G/A = A/A). After 12 months of MedDiet intervention, we observed that
baseline differences between genotypes disappeared. Specifically, during the
consumption of this diet, the decrease in plasma TG and hsCRP concentrations
was more intense in G/G subjects compared with carriers of the minor A allele
(P=0,005 and P=0,034, respectively). No other gene-diet interactions were
observed in low fat group.

Conclusions: These results suggest that the rs1800629 at the 7TNF-alpha gene
interacts with MedDiet to influence TG metabolism and inflammation status in
MetS subjects. Understanding the role of diet in optimizing TG metabolism and
inflammation may be the best strategy for personalized treatment of MetS and
may facilitate the choice of more effective and specific measures for prevention.
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Introduction: Circadian Locomotor Output Cycles Kaput (CLOCK) gene has been
related with lifestyle-related diseases such as obesity, metabolic syndrome
(MetS), and cardiovascular diseases.

Hypothesis: We assessed wheter the chronic consumption of a Mediterranean
diet enriched in olive oil, compared with a Low fat diet, interacts with three
common single nucleotide polymorphisms (SNPs) at CLOCK locus (rs1801260,
rs3749474, and rs4580704) in order to improve glucose metabolism among MetS
patients.

Methods: Index related with glucose metabolism ((the homeostasis model
assessment of insulin resistance (HOMA-IR) and quantitative insulin sensitivity
check index (QUICKI)), insulin concentrations, and CLOCK SNPs were determined
in 581 MetS subjects from the CORDIOPREV clinical trial (NCT00924937 ). Gene-
diet interactions were analysed after one year of dietary treatment (Mediterranean
diet (38% fat, 22% MUFA) vs Low fat diet (<28% fat, 12% MUFA)).

Results: We found a gene-diet interaction between rs1801260 SNP and dietary
pattern for insulin concentrations (P=0.009), HOMA-IR (P=0.014) and QUICKI
(P=0.028). Specifically, after 12 months of Low fat intervention, homozygous for
the major allele (AA) displayed lower plasma insulin concentrations (P=0.032),
lower insulin resistance (HOMA-IR; P=0.027) and higher sensibility of insulin
(QUICKI index; P=0.024) compared with carriers of the minor allele G (AG=GG). No
other gene-diet interactions were found.

Conclusions: Chronic consumption of a healthy diet may play a contributing
role in triggering glucose metabolism by interacting with the rs1801260 SNP at
CLOCK gene locus in MetS patients. Due to the complex nature of gene-
environment interactions, dietary adjustment in subject with the MetS may require
a personalized approach.
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