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RESUMEN (en espaiiol)

Introduccion: Pese al desarrollo de tratamientos eficaces en la fase aguda del ictus isquémico,
hasta el 50% de los pacientes no alcanzan un buen pronéstico. Una vez establecido el infarto,
no existen terapias que promuevan la recuperacion del tejido dafiado.

Los habitos de vida saludables, como la actividad fisica (AF) y la dieta mediterranea (DMed), se
han asociado a una menor incidencia y mortalidad por enfermedades vasculares. Ademas de la
prevencion primaria, ambas podrian tener efectos neuroprotector y neurorreparador, gracias a
sus efectos antiinflamatorio y antitrombético, neovascularizacion, neurogénesis y optimizacion
de la funcién endotelial. Aunque las vias moleculares exactas son poco conocidas, se conocen
algunos intermediarios como las células progenitoras endoteliales (CPEs) y algunos
metabolitos circulantes, especialmente de la via de la colina (MVC), relacionados con
fendmenos inflamatorios, aterogénesis, resistencia insulinica (RI) y riesgo vascular.

Hipétesis: Un mayor grado de AF y una mayor adherencia a la DMed se asociaran a un menor
volumen de infarto y un mejor prondstico funcional y cognitivo por sus efectos neuroprotectores
y neurorreparadores que estarian mediados por una menor Rl, un adecuado balance en los
MVC, menor inflamacién y mayor liberacién de CPEs.

Métodos: Estudio clinico: Reclutamiento de pacientes con ictus isquémico por oclusién de
circulacién anterior y tratados con trombectomia mecanica en el Hospital Universitario Central
de Asturias. Evaluacion del grado de AF y adherencia a DMed mediante cuestionarios
validados. Andlisis de biomarcadores en sangre periférica: Rl (indice HOMA), CPEs y
marcadores inflamatorios mediante citometria de flujo (CF), adipocinas mediante ELISA y MVC
(betaina, colina y TMAO) mediante espectometria de masas.

Estudio animal: Estudio de intervencioén caso-control en modelo animal en rata. Se
establecieron cuatro grupos de intervencion y se indujo la isquemia cerebral por oclusién de la
arteria cerebral media. Se evalué el volumen final del infarto, la recuperacion funcional
mediante escalas validadas, las CPEs y marcadores inflamatorios mediante CF y se realizaron
analisis inmunohistoquimicos para cuantificar neurogénesis y vasculogénesis.

Resultados: En el estudio clinico, se incluyeron 70 pacientes, con una edad media de 74.7
afos (+/-10.7 DE). Aquellos con mayor adherencia a la DMed tenian mejor evolucion
neuroldgica precoz y mejor pronéstico funcional, comportandose como un factor independiente
de buen prondstico a 3 meses (OR 4.88, 95% IC [1.26-18.93], p 0.02). El sedentarismo se
asoci6 al deterioro cognitivo a 3 meses (OR 4.79, 95% IC [1.49-15.53], p 0.008). EI MCP-1 se
asocio con el desarrollo de deterioro cognitivo y la movilizacién de CPEs con un mejor
pronoéstico y menor volumen final del infarto. EI HOMA se correlacion6 con el volumen de
infarto.

En el modelo animal, se incluyeron un total de 10 animales por grupo. En todos los grupos,
especialmente en el de “dieta”, observamos una menor respuesta inflamatoria basal, mantenida
hasta la primera semana tras la isquemia, asi como una tendencia a menores volumenes de
infarto, mayor movilizacién de CPEs y una tendencia a una mejor recuperacion funcional. El
grupo “AF” es en el que se observé una mayor angiogénesis y neurogénesis a los 28 dias.
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Conclusiones:

En el modelo animal, la DMed parece tener un efecto neuroprotector a través de la modulacion
de la respuesta inflamatoria basal y en los primeros dias tras el ictus y una mayor movilizacién
de CPEs, resultando en unos menores volimenes de infarto y una tendencia a una mejor
recuperacion. En el estudio clinico, la DMed tiene efectos similares, condicionando una mejor
recuperacion y pronodstico, posiblemente por una menor Rl y una mayor movilizacién de CPEs.
Por su parte, la AF parece tener un efecto positivo en el desarrollo de deterioro cognitivo.

RESUMEN (en Inglés)

Introduction: Despite the development of effective treatments in the acute phase of ischemic
stroke, up to 50% of patients do not achieve a good prognosis. Once the infarction is
established, there are no therapies that promote the recovery of damaged tissue. Healthy
lifestyle habits, such as physical activity (PA) and the Mediterranean diet (MD), have been
associated with a lower incidence and mortality from vascular diseases. In addition to primary
prevention, both may have neuroprotective and neurorepair effects, thanks to their anti-
inflammatory and antithrombotic effects, neovascularization, neurogenesis, and optimization of
endothelial function. Although the exact molecular pathways are poorly understood, some
intermediaries such as endothelial progenitor cells (EPCs) and certain circulating metabolites,
especially from the choline pathway (MVC), related to inflammatory phenomena, atherogenesis,
insulin resistance (IR), and vascular risk are known.

Hypothesis: Higher levels of PA and greater adherence to MD will be associated with a smaller
infarct volume and a better functional and cognitive prognosis due to their neuroprotective and
neurorepair effects, which may be mediated by lower IR, a balanced MVC profile, reduced
inflammation, and increased release of EPCs.

Methods: Clinical study: Recruitment of patients with anterior circulation ischemic stroke treated
with mechanical thrombectomy at the Central University Hospital of Asturias. Evaluation of the
degree of PA and adherence to MD using validated questionnaires. Analysis of biomarkers in
peripheral blood: IR (HOMA index), EPCs, and inflammatory markers using flow cytometry (FC),
adipokines using ELISA, and MVC (betaine, choline, and TMAQ) using mass spectrometry.
Animal study: Case-control intervention study in a rat animal model. Four intervention groups
were established, and cerebral ischemia was induced by occlusion of the middle cerebral artery.
Final infarct volume, functional recovery using validated scales, EPCs and inflammatory
markers using FC were evaluated, and immunohistochemical analyses were performed to
quantify neurogenesis and vasculogenesis.

Results: In the clinical study, 70 patients were included, with a mean age of 74.7 years (+/-10.7
SD). Those with greater adherence to MD had better early neurological evolution and a better
functional prognosis, behaving as an independent factor of good prognosis at 3 months (OR
4.88, 95% CI [1.26-18.93], p 0.02). Sedentary behavior was associated with cognitive decline at
3 months (OR 4.79, 95% CI [1.49-15.53], p 0.008). MCP-1 was associated with the
development of cognitive decline, and the mobilization of EPCs was associated with a better
prognosis and a smaller infarct volume. HOMA correlated with infarct volume. In the animal
model, a total of 10 animals per group were included. In all groups, especially in the "diet"
group, a lower basal inflammatory response was observed, maintained up to the first week after
ischemia, as well as a tendency towards smaller infarct volumes, greater mobilization of EPCs,
and a trend towards better functional recovery. The "PA" group showed greater angiogenesis
and neurogenesis at 28 days.

Conclusions: In the animal model, MD appears to have a neuroprotective effect through
modulation of the basal inflammatory response in the early days after stroke and increased
mobilization of EPCs, resulting in smaller infarct volumes and a tendency towards better
recovery. In the clinical study, MD has similar effects, conditioning better recovery and
prognosis, possibly due to lower IR and increased mobilization of EPCs. On the other hand, PA
appears to have a positive effect on the development of cognitive decline.
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“Si he logrado ver mas lejos ha sido porque
he subido a hombros de gigantes”

Isaac Newton, adaptada a su vez de Juan De Salisbury

A todos mis gigantes.
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1.1. ICTUS ISQUEMICO Y HABITOS SALUDABLES

1.1.1. CONCEPTOS GENERALES: ICTUS ISQUEMICO, CASCADA
ISQUEMICA, NEUROPROTECCION Y NEURORREPARACION

| ELICTUS Y SU FISIOPATOLOGIA: LA CASCADA ISQUEMICA

Unictus se produce como consecuencia de un trastorno subito de la circulacion cere-

bral, que altera la funcionalidad de una determinada region del cerebro. El ictus se

divide en dos grandes subtipos: el hemorragico, cuando esta alteracion es conse-

cuencia de la rotura de una arteria, y el isquemico, por interrupcion de la circulacion

cerebral a consecuencia de la oclusion de un vaso. Es en este ultimo en el que se

centrara la presente tesis y en concreto, en el ictus isquemico por oclusion de gran

vaso cerebral.

Cuando se produce la oclusion arterial, la consecuente disminucion del flujo cere-
bral activa una serie de cambios moleculares, denominados cascada isquéemica, que
acaban produciendo muerte neuronal y pérdida de la viabilidad del tejido . Se trata de
un proceso complejo y dinamico que se inicia en el momento del insulto isquemico
y perdura en las horas y dias siguientes, en el que intervienen multiples vias y que
conlleva a la muerte celular a traves de dos mecanismos principales: la necrosis vy la

apoptosis 4 Los principales mecanismos detallados se muestran en la Figura 1.

Necrosis

Tras la isquemia, la reduccion del aporte de oxigeno y glucosa produce una dismi-
nucion del adenosin trifosfato (ATP) y un fallo energeético secundario. La disminucion
del ATP, necesario para el funcionamiento de las bombas de membrana intercambia-
doras de iones, condiciona una despolarizacion de la misma y una entrada masiva de
calcio en la célula y secundariamente, edema citotoxico y necrosis. Por otra parte, el
aumento de calcio intracelular produce la liberacion de neurotransmisores excitadores
(glutamato) que, al interaccionar con sus receptores AMPA y NMDA, intensifican aun

mas la entrada de calcio a la célula, perpetuando el mecanismo previamente descrito.

17
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Por otra parte, la hipoxia producira en la célula un cambio metabolico, pasando de un
metabolismo aerobio a uno anaerobio, con aumento de los niveles de acido lactico,
acidosis metabolica y finalmente, necrosis.
Yo/
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W weabatsme . $00, CEEEED

/i anaerobio metabolica

f 5 ™ VATP —, Fallobomba - /
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APOPTOSIS

Figura 1l: La cascada isquémica.

Resumen de las vias activadas en la cascada isquemica que conllevan a la muerte
neuronal de distintas formas: 1) apoptosis a través de la activacion de la via de las
caspasas, 2) necrosis por el fallo energético secundario a la disfuncion de las bombas
de membrana; 3) necroptosis o muerte caspasa-independiente, activada por algunos
receptos de membrana implicados en la apoptosis, como el factor de necrosis
tumoral, que en este caso conlleva a la muerte celular a traves de procesos caspa-
sa-independientes, entre los que esta la disfuncion mitocondrial y el estres oxidativo. A
diferencia de la apoptosis, en la necroptosis no se produciria fragmentacion del ADN.
FasL: ligando Fas; Bid. tBid. forma truncada de la proteina Bid (forma bioactiva);
AMPA, NMDA: receptores de glutamato ionotropicos.

Apoptosis

Por su parte, la apoptosis se activara por dos vias, intrinseca y extrinseca, en ambos
casos mediadas por caspasas. La via extrinseca se inicia con un estimulo externo (en
este caso, la isquemia) que promueve la union de ligandos a la superfamilia de los

receptores de membrana TNF (Fas y CD95 entre otros) y la activacion secundaria de

18
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la cascada de las caspasas y apoptosis. La via intrinseca, a diferencia de la anterior,
no esta mediada por receptores sino por proteinas intracelulares: como consecuencia
de la isquemia, la excitotoxicdad mediada por glutamato y el aumento del calcio
intracelular, se produce la activacion de las calpainas. Estas proteasas promueven el
cambio de la proteina Bid a su forma truncada o tBid, una proteina proapoptaotica. tBid
migra a la mitocondria donde interacciona con otras familias de proteinas proapopto-
ticas (Bcl-2, entre otras), conduciendo a una disfuncion mitocondrial y a la activacion

de la via de las caspasas a traves de la liberacion de citocromo C.

De forma anadida, con la isquemia se produce la activacion de vias inflamatorias y la
produccion de radicales libres de oxigeno y especies reactivas de oxigeno, como el
oxido nitrico (NO), que inducen estres oxidativo y apoptosis mediada por caspasas y

necroptosis 0 muerte celular caspasa-independiente.

Penumbra, core y oligohemia

El flujo sanguineo cerebral (FSC) normal se encuentra entre los 60 y 100 ml/100 g/min
mientrasqueenlazonahipoperfundida,descenderiapordebajodelos60 mL/100 g/min.
Dependiendo del FSC de cada region, en el tegjido isquemico encontramos
3 regiones bien diferenciadas en las que el proceso de muerte neuronal ocurrira de

forma distinta ® (Figura 2):

» Core: setrata del nucleo delinfarto o la zona donde la isquemia es maxima y el dano
irreversible. EL FSC esta gravemente disminuido, por debajo de 10 mL/100 g/min.

» Penumbra; es la region de tejido en riesgo y potencialmente salvable con tera-
pias de reperfusion. En este caso, el FSC estaria entre 10 y 22 ml/100 g/min y a
nivel molecular destaca la persistencia de la homeostasis idnica y potenciales
transmembrana, pero ausencia de los potenciales espontaneos o inducidos.

» Oligohemia: tejido hipoperfundido pero funcional, que tiende a recuperarse
espontaneamente. EL FSC en esa region es inferior a 60 mL/100 g/min y superior
a 22 ml/100 g/min.

19
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PENUMBRA

CORE

OLIGOHEMIA FSC (ml/100g/min)

Figura 2: Regiones del tejido isquémico segun flujo sanguineo cerebral (FSC).
Core (<10 ml/100 g/min de FSC), penumbra (entre 10 y 22 ml/100 g/min) y
oligohemia (entre 22 y 60 mL/100 g/min de FSC).

Las dos vias de muerte celular previamente descritas (necrosis y apoptosis) ocurren
de forma simultanea, siendo mas predominante la necrosis en el core del infarto vy la
apoptosis en la zona de penumbra, puesto que para que este proceso se lleve a cabo
es precisa cierta reserva energética celular. En el core del infarto, la deplecion ener-
gética es practicamente total e irreversible, predominando los fenomenos de necrosis.
En la penumbra, donde la deplecion energeética no es total ni irreversible, predominan
los fendmenos de apoptosis . Es esta zona de penumbra la que constituye por tanto la
principal diana de tratamiento del ictus agudo, a fin de evitar que el dano se perpetue
en el tiempo y termine convirtiendose, al igual que ocurre en el core del infarto, en un

dano cerebral irreversible.

| NEUROPROTECCION Y NEURORREPARACION EN EL ICTUS AGUDO

Se conoce como neuroproteccion a la preservacion estructural y/o funcional del tejido
neuronal danado y como neurorreparacion, a aquellos fenomenos que restauran el
adecuado funcionamiento y/o estructura cerebral tras la isquemia ©. En el caso del
ictus isquemico, se trata por tanto de los fenomenos que atenuan el dano que ejerce la

isquemia, actuando antes y/o en el momento delinsulto isquemico. Bajo este pretexto,
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se han ensayado hasta la fecha multiples estrategias terapeuticas que, a traves de
su accion sobre las distintas vias metabodlicas implicadas en el dano por la isguemia

(estrés oxidativo, excitotoxicidad, inflamacion..) intentaban atenuar el mismo ’.

El precondicionamiento a la isquemia seria un fenomeno neuroprotector, que actuaria
antes de laisquemia y aumentaria la tolerabilidad del tejido al efecto nocivo de la misma 8,
Se trata de un proceso adaptativo y mediado por diversos mecanismos, desde las vias
clasicas de la cascada isquemica como excitotoxicidad por glutamato o estres oxidativo,
hasta modificaciones geneticas. Bajo la hipotesis de que esta adaptacion a la isquemia
podria entrenarse o modificarse por mecanismos exogenos, a finales de los anos 80 el
grupo de Murry probo en perros a realizar oclusiones transitorias de las arterias corona-
rias antes de hacer una oclusion mas duradera y posiblemente letal. A diferencia de o
que cabria esperar por la gravedad de la oclusion, los animales desarrollaron cierta tole-
rancia a la misma mediante modificaciones adaptativas en el tejido cardiaco. Acunaron
en base a ello el término de ‘precondicionamiento isquémico’ ®. Posteriormente se
demostro tambien este mecanismo en el caso de la isquemia cerebral: en el ano 1990 vy
simulando el modelo utilizando por Murry, el grupo de Kitagawa indujo pequenas isque-
mias cerebrales en jerbos, observando que secundariamente a las mismas se retrasaba
la muerte neuronal °. Siguiendo esta observacion, se hipotetizd que en los pacientes
que habian tenido un accidente isquemico transitorio (AIT) y desarrollaban después un
ictus isquemico, la severidad de éste seria menor que en aquellos sin eventos cere-
brovasculares previos 1. Mas alla de este precondicionamiento inducido por isquemias,

se probaron otros mecanismos como la hipoxia, la privacion de glucosa o la hipotermia.

Otros de los fenomenos claves en estos procesos serian aquellos implicados directa-
mente en la reparacion del tejido afecto o neurorreparacion, entre los que destacan la
neovascularizacién y la neurogénesis ‘2. La neovascularizacion se refiere a la formacion
0 reparacion de los vasos sanguineos e incluye a su vez diversos procesos: la vasculoge-

nesis (formacion de nuevos vasos a traves de celulas progenitoras endoteliales o CPES),
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angiogenesis (formacion de nuevos vasos a partir de los ya existentes gracias a la multi-
plicacion de celulas endoteliales maduras) y arteriogenesis (formacion de arterias a partir
de vasos de menor calibre, fenomeno clave en la creacion de circulacion colateral).
La neurogenesis consiste en la formacion de nuevas neuronas, sinapsis y glia. De forma
muy resumida, ya que se explicara con detalle en el apartado de mecanismos molecu-
lares, ambos procesos (neovascularizacion y neurogenesis) se activan en respuesta a la
isquemia mediados por la liberacion de factores de crecimiento neuronal y vascular pero
tambien por la movilizacion de CPEs, conllevando a una mayor capacidad de regenera-

cion del tejido y por ende, a un mejor pronostico y menor volumen final del infarto.

1.1.2. HABITOS SALUDABLES EN LA PREVENCION DEL ICTUS
Elictus continla siendo en Espana la segunda causa de mortalidad global (la primera

en mujeres vy la tercera en hombres) y la primera causa de discapacidad 2,

Dado el elevado impacto socioeconomico de esta patologia, cobran especial rele-
vancia las estrategias de prevencion, entre las que se encuentran los habitos de vida
saludables. En el INTERSTROKE, un estudio internacional de casos y controles que
incluyo cerca de 30000 participantes, tomando como casos pacientes con un primer
ictus (tanto isquemico como hemorragico), se encontraron 10 factores modificables que
explicarian el 90% del riesgo de desarrollar un ictus, entre los que estan la dieta, el
consumo de alcohol vy la actividad fisica ademas de otros como el habito tabaquico, el
estres, la hipertension arterial, la diabetes, el ratio de apolipoproteina B/Al y el indice
cintura-cadera . A continuacion, se describirdn algunos de estos factores de riesgo

modificables en forma de habitos de vida.

TABAQUISMO
Multiples estudios han demostrado la relacion existente entre el consumo de tabaco
y el riesgo de desarrollar un ictus de cualquier tipo, especialmente isquemico. Asi, se

estima que los fumadores tienen el doble de riesgo de sufrir un ictus isquémico que
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los no fumadores y cerca del cuadruple en aquellos que fuman mas de 20 cigarrillos
al dia, tratandose por tanto de una asociacion dosis-dependiente . Los mecanismos
a traves de los cuales el tabaco conlleva un aumento del riesgo de ictus son multi-
ples, entre los que estan la reduccion del HDL, el efecto nocivo de la carboxihemog-
lobina o el aumento de la agregacion plaguetaria y niveles de fibrindgeno, habiendose
demostrado ademas una progresion de la ateroesclerosis y el dafio arterial temprano /.
En prevencion secundaria, se ha demostrado también una reduccion en el riesgo de
ictus recurrente al abandonar el habito tabaquico, pudiendo igualarse el riesgo a los no
fumadores a los 5 afios del cese de consumo €. Asi, tanto las guias Americanas como
espanolas, recomiendan el abandono del tabaco tanto en prevencion primaria como

secundaria del ictus (recomendacion clase 1, nivel de evidencia B) 1619

ALCOHOL

En cuanto al consumo de alcohol, los resultados de distintos estudios son controver-
tidos. Si bien parece claro que un consumo excesivo de alcohol se relaciona con el
riesgo de desarrollar un ictus, especialmente hemorragico, los resultados no estan tan
claros cuando se trata de un consumo moderado o leve. De esta forma, hay algunos
estudios que han demostrado un teorico efecto protector del alcohol, especialmente
del vino tinto, cuando éste se ingiere en baja cantidad 2% Las guias americanas
y espanolas de prevencion del ictus recomiendan evitar el consumo excesivo de
alcohol (recomendacion clase 1, nivel de evidencia B) . Lo que parece claro y se
evita actualmente desde todas las sociedades cientificas, es recomendar el consumo

moderado de alcohol como medida de prevencion.

ESTRES

Por mecanismos que aun no estan claros, pero se cree que probablemente secun-
dario a una activacion del sistema nervioso simpatico y del gje hipotalamo-hipofisario,
el estres psicosocial se ha relacionado en varios estudios con el riesgo de ictus, tanto

isquémico como hemorragico 222 Tal es asi que la guia espafiola de prevencién del
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ictus, recomienda evitar el estrés para minimizar el riesgo de ictus (grado de recomen-

dacion 2A, nivel de evidencia B) 16,

OBESIDAD

Son multiples los estudios que han relacionado la obesidad con el riesgo cardiovas-
cular global y el ictus en particular, estimandose que las personas con sobrepeso vy
obesidad tienen un riesgo de 22% y 64% de tener un ictus isquemico en comparacion
con personas en normopeso <. Segun la Encuesta Europea de Salud, en el ano 2020
en Espana el 16.5% de los hombres y el 155% de las mujeres padecian obesidad y un
44.9% de hombres y 30.6% de mujeres sobrepeso, estimandose un aumento en estos

porcentajes en los proximos anos.

Los mecanismos a traves de los cuales la obesidad condiciona un mayor riesgo de
sufrir un ictus y otros eventos vasculares son, entre otros, su asociacion con algunos
factores de riesgo vascular como la resistencia a la insulina, la diabetes, la hiperten-
sion, la dislipemia y el sedentarismo. Ademas, la obesidad proporciona un ambiente

proinflamatorio que se relaciona con la expresion de la aterosclerosis.

Aunque la obesidad es un factor de riesgo demostrado en la incidencia de ictus,
existen resultados discrepantes en cuanto a su efecto sobre el pronostico. EL término
‘paradoja de la obesidad” fue acunado en el ano 2011 y hace referencia a un mejor
pronostico y menores tasas de mortalidad en pacientes con sobrepeso y obesidad
frente a aquellos con normopeso e infrapeso, en contra de lo que cabria esperar 2,

aunque la evidencia disponible es escasa vy discutida <°.

Las distintas guias nacionales e internacionales de prevencion de ictus son unanimes
en cuanto sus recomendaciones a este respecto: tanto en prevencion primaria como
secundaria, se recomienda perder peso para mejorar el riesgo vascular en pacientes

con sobrepeso y obesos (grado de recomendacién 1, nivel de evidencia B) >16:1°.
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DIETA

Los patrones dieteticos de la poblacion son multiples y muy variados, aunque si parece
que algunos de los componentes de la misma estan relacionados con la salud vascular
en general y con la prevencion del ictus en particular. En concreto, se ha ahondado
especialmente en el posible efecto beneficioso de la dieta mediterranea, que sera
abordada con mas detalle en el siguiente apartado, dietas bajas en sal y algunos

componentes de la dieta en particular como las frutas, verduras, pescado o fibra.

En cuanto a la dieta mediterranea (DMed), puesto que los ensayos clinicos disponibles
son escasos, segun una reciente revision de la libreria Cochrane, la evidencia cientifica
es baja en cuanto a que este patron de dieta reduzca el riesgo de sufrir un primer ictus
O Una recurrencia, aungue si parece existir cierto efecto protector en la mayoria de
estudios realizados /. Ocurre lo mismo con la accion protectora de la DMed sobre el
control de algunos factores de riesgo vascular como la obesidad o el sindrome meta-
bolico: aunque si parece existir un efecto positivo, este parece escaso vy la evidencia,
nuevamente, es baja ¢/ En cuanto a la prevencién primaria, el PREDIMED (PREven-
cion con Dieta MEDiterranea) es hasta la fecha el principal ensayo clinico realizado
en este ambito. Se trato de un estudio realizado en Espana que incluyo un total de
7447 sujetos con riesgo vascular alto, aleatorizandolos a tres brazos de intervencion:
unos recibieron una dieta de control baja en grasas, otro grupo seguia un esquema
de dieta mediterranea suplementado con aceite de oliva y un tercero, dieta medi-
terranea suplementada con frutos secos, realizandose un seguimiento de 4.8 anos y
evaluandose la incidencia de eventos vasculares. En los resultados finales, si bien no
se demostro una reduccion significativa en la mortalidad global, mortalidad cardio-
vascular ni cardiopatia isquémica en los grupos que seguian dieta mediterranea, si
que se evidencio una reduccion en la incidencia de ictus tras el seguimiento a 4.8 anos
(HR 0.6, 95% Cl 0.45 - 0.80) °® En cuanto a la prevencion secundaria del ictus, no existen
hasta la fecha estudios realizados que respondan con solidez a la pregunta de si la

DMed disminuye el riesgo de sufrir un segundo evento cerebrovascular 2/
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Se conoce como dieta DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension) a un patron
dietetico con alimentos bajos en sodio y grasas saturadas vy ricos en productos de
origen vegetal, que demostrd ser Util no solo en el control de la tension arterial 2% 3°

sino también en la disminucion de eventos vasculares en general e ictus en particular %,

Las guias americanas recomiendan la DMed frente a otro tipo de dietas para prevenir
tanto un primer evento cerebrovascular (grado de recomendacion 2b, nivel de
evidencia B) como su recurrencia (grado de recomendacion 2, nivel de evidencia
B-R) > mientras que las guias nacionales la recomiendan para reducir el riesgo
de ictus con un grado de recomendacion 1, nivel de evidencia A6, Asimismo, la
guia americana de prevencion secundaria recomienda limitar el consumo de sal diario
(25 g/dia) en pacientes que hayan sufrido un ictus y tengan ademas hipertension, a fin de

reducir el riesgo de recurrencia (grado de recomendacion 2A, nivel de evidencia B-R) .

ACTIVIDAD FiSICA

El sedentarismo es uno de los factores de riesgo modificables mas frecuentemente
asociados a la enfermedad vascular. Son numerosos los estudios publicados hasta la
fecha en los que se ha relacionado la practica de actividad fisica regular con un menor

riesgo vascular en general, incluyendo el ictus %22,

En prevencion secundaria parece que la actividad fisica disminuye el riesgo de sufrir un
nuevo evento cerebrovascular. El ensayo clinico SAMMPRIS (Stenting and Aggressive
Medical Management for Preventing Recurrent Stroke in Intracranial Stenosis) comparo
la evolucion de pacientes con ictus isquemico por ateromatosis intracraneal aleato-
rizados a tratamiento medico agresivo con vy sin tratamiento endovascular en fase
aguda. Un subanalisis posterior del brazo de los aleatorizados a tratamiento medico
demostro que la practica de actividad fisica (mas de 30 minutos de actividad mode-
rada al menos 3 dias por semana) fue el predictor mas potente de buena evolucion

posterior, con menor incidencia de recurrencia isquémica 34
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Tanto las guias nacionales como internacionales de prevencion primaria del ictus
recomiendan la practica regular de actividad fisica (de intensidad moderada 150
minutos a la semana o actividad vigorosa 75 minutos a la semana, o una combinacion
de ambas) para disminuir el riesgo de sufrir un ictus (grado de recomendacion 1, nivel
de evidencia B) 16 En prevencion secundaria, también se recomienda la practica
de actividad fisica regular adaptada a las capacidades de los pacientes para dismi-

nuir la recurrencia isquémica (grado de recomendacion 1, nivel de evidencia C-LD) °,

De entre todos los factores de riesgo modificables y habitos saludables que tienen un
efecto beneficioso en la prevencion del ictus, se detallaran a continuacion los rela-
cionados con la dieta mediterranea vy la actividad fisica, como factores que ademas
podrian ejercer efectos neuroprotectores y neurorreparadores, y siendo ambos en los

que se basan los principales trabajos realizados en la presente tesis doctoral.

1.2. DIETA MEDITERRANEA
1.2.1. DEFINICION DE DIETA MEDITERRANEA. SISTEMAS DE VALORA-
CION DE ADHERENCIA A LA DIETA MEDITERRANEA

| DEFINICION DE DIETA MEDITERRANEA

Se conoce como dieta mediterranea (DMed) al patron de alimentacion que tradicio-
nalmente se ha seguido en los paises ubicados en torno al mar Mediterraneo, funda-
mentalmente Grecia y el sur de Italia (Figura 3). Aungue con siglos de antiguedad, las
primeras descripciones de la DMed en la literatura se remontan a la década de los 60,
momento en que, a consecuencia de la globalizacion, se asistio a un cambio en los
estilos de vida que produjo modificaciones en el modelo clasico de DMed, si bien las
caracteristicas basicas o comunes de la misma se han mantenido estables a lo largo
de los afios 3°. Actualmente y desde el afio 2010, la DMed esta considerada por la

UNESCO como parte del Patrimonio Cultural Inmaterial.
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La DMed es el resultado de un cruce de culturas propiciado por el comercio y la movi-
lidad que ofrecia el mar Mediterraneo. Esto, junto con una cultura agricola y un clima
favorable para la produccion y cultivo de algunas materias primas, hicieron que a lo
largo de los siglos se fuera conformando una dieta basada en productos vegetales
autoctonos, tales como los olivos o las vides. Gracias al comercio se incorporaron otros
productos como algunas frutas y legumbres, procedentes de paises orientales y que
se cree llegaron a la Cuenca Mediterranea de la mano de los arabes. Ademas del
clima y la flora de las regiones mediterraneas, la economia también actuoé como un
determinante historico fundamental en el desarrollo del modelo de DMed clasico ya
que se trataba en muchos casos de poblaciones con escaso poder adquisitivo en las
que el acceso a algunos alimentos de elevada cuantia econdmica, como las carnes
rojas, era muy limitado 6. Todos esto se fue integrando en la dieta hasta conformar la

DMed que ha llegado a nuestros dias ¥

Figura 3: Mapa de la cuenca mediterranea.



INTRODUCCION » 1

No se trata de un modelo unico de dieta, sino de un concepto que auna unas carac-
teristicas comunes en la alimentacion de estas regiones con algunas particularidades
propias de cada zona, como un mayor consumo de pasta en ltalia o de pescado en
Espana. Como elementos comunes, se trata de una dieta caracterizada por una elevada
ingesta de productos de origen vegetal (frutas, verduras, frutos secos, cereales no
procesados y legumbres), aceite de oliva como principal fuente de grasa, un consumo
moderado o alto de pescados y moluscos, un consumo moderado-bajo de huevos,
pollo y lacteos (principalmente queso y yogur), un consumo bajo de carnes rojas y un
consumo de alcohol, en forma de vino, en cantidades bajas-moderadas durante las
comidas (Figuras 4 y 5). Caracteristicas principales de esta dieta la componen tambien
la diversidad, la elevada densidad de nutrientes, el consumo de productos de proxi-

midad y estacionales y las formas clasicas de cocina y preparacion de los alimentos.

‘ o Vino: frecuencia semanal

Carne roja <2r, carnes procesadas <=1r

/ 0 Patatas <=3r

Carne blanca 2r »HP oY Pescados/mariscos >=2r
Legumbres >=2r ¢ Huevos 2-4r

ﬁ @ Derivados lacteos 2r

Y Frutos secos / semillas / aceitunas 1-2 r

[ O | Hierbas, especias, ajo, cebolla

4 Frutas 1-2 / Verduras >=2r (cocidas, crudas)
/") Pan / Pasta / Arroz/ Cuscus /
A Otros cereales 1-2 r (mejor integrales)

Figura 4: Piramide de alimentos de la Dieta Mediterranea.
Se representan los principales elementos de la dieta y su frecuencia de consumo
recomendada. La base esta representada por los alimentos que deberian incluirse
diariamente en cada comida y el vertice aquellos con una frecuencia recomendada
mas esporadica. Se incluirian también (no representados en la piramide) actividades
de tiempo libre y actividad fisica como habitos recomendados.
Adaptado de Fundacion Dieta Mediterrdanea.

Un concepto importante a la hora de definir la DMed es el hecho de recordar que
se trata de una dieta con alto contenido en grasas, ya que suponen entre el 30 - 45%
del total de los nutrientes ingeridos. La importancia radica no tanto en la cantidad

sino en el tipo de acidos grasos consumidos y su fuente de procedencia: en la DMed,
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los acidos grasos principales se obtienen del aceite, los frutos secos y el pescado
y se trata predominantemente de acidos grasos saludables, monoinsaturados (AGM)
y poliinsaturados (AGP), mientras que la cantidad de acidos grasos saturados (AGS),

perjudiciales, es en general baja °.

‘ Decalogo de la DMed

1 Utilizar el aceite de oliva como principal grasa de adicion
Consumo diario de alimentos de origen vegetal

a Vegetales: 2 0 mas raciones por comida

b Fruta: 10 2 raciones por comida

© Frutos secos: 1 racion al dia

d Legumbres
3 Consumo diario de pany cereales, principalmente en sus formas integrales

a 1 0 2 raciones por comida. Preferiblemente formas integrales sin procesar
4 Priorizar el consumo de alimentos frescos y de temporada, evitando procesados
5 Consumir frgcuentemente léc.teos, principalmente yogur y quesos

(2 raciones al dia, preferiblemente formas desnatadas)
6 EL consgmo de carnesrojasy procesac'ias debe li.mitarse.
Las carnes, preferiblemente blancas (ave o conejo, dos raciones a la semana)
7 Consumir pescado en abund_a'\ncia (2o més raciones/semana)
y huevos con moderacion (2 o 4 raciones/semana)
8 Evitar el consumo de dulces y pasteles. Priorizar el consumo de frutas como postre
9 Consumo moderado de vino tinto. Consumo entre 1.5-2 litros de agua al dia
10 Realizar actividad fisica diaria

Figura 5: Decalogo de la Dieta Mediterranea

| SISTEMAS DE VALORACION DE ADHERENCIA A LA DIETA MEDITERRANEA

Otro punto clave en el estudio de la DMed vy sus efectos sobre la salud ha sido el
desarrollo de escalas de puntuacion o cuestionarios validados que evaluan ya no solo
el tipo de alimento consumido sino la adherencia a la DMed clasica. Estas escalas
sirvieron de base para valorar la asociacion de la DMed con resultados tales como la

28

mortalidad global °, el riesgo vascular y eventos vasculares 28, la enfermedad coro-

naria, elictus, la diabetes mellitus o el sindrome metabdlico, entre otros 4044,

El primero de estos cuestionarios o escalas de puntuacion fue el propuesto por

Trichopulou y colaboradores en el ano 1995, conocido como Mediterranean Dietary
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Score (MDS) *° y modificado posteriormente 6. En éL, se valoraron 9 componentes de la
DMed vy la adherencia al consumo de los mismos, tomando como referencia de punto
de corte una media ajustada por sexo. En funcion de si el consumo de un individuo
en concreto estuviera por encima o por debajo de ese punto de corte, se sumaba o
restaba un punto, dependiendo del alimento en cuestion. De esta forma, se obtenia
una puntuacion total de entre O (adherencia a DMed minima) a 9 (adherencia maxima).
Puesto gue los puntos de corte se definieron utilizando como referencia la poblacion
griega, el cuestionario era poco aplicable a otras poblaciones por lo que con el tiempo
surgieron cuestionarios alternativos que valoraban puntos de corte predefinidos y no
basados en medias poblacionales, tales como las raciones recomendadas diarias
de consumo de un alimento concreto. Otros de los cuestionarios mas utilizados fue
el desarrollado por Panagiotakos y colaboradores /. En este caso, evaluaron 11 items
de la dieta y los puntuaron con una escala entre O -5 en funcion de la frecuencia de
consumo recomendada para cada alimento y la realizada por cada individuo, de tal
forma que las puntuaciones mas altas indicaban una mayor adherencia a la DMed (por
ejemplo, se asigno un 5 para aquellos que consumian >18 raciones de verduras al mes
y también 5 para aquellos que nunca consumian carne roja y derivados). Encontraron
que puntuaciones mas altas en el cuestionario estaban relacionadas con valores mas

bajos de tension arterial, colesterol total e indice de masa corporal (IMC).

En poblacion espanola se desarrollaron varios cuestionarios. Uno de ellos, utili-
zado en la cohorte espanola del estudio EPIC, se ided basandose en el tradicional
de Trichopoulou previamente descrito. En este caso, se evaluo el consumo en
gramos/dia de cada alimento y se asigno este consumo a uno de los tres terciles
posibles. A cada tercil se le asigno una puntuacion de O, 1 ¢ 2 puntos en funcion del
alimento. Encontraron gue una alta adherencia a la DMed segun este cuestionario se
relacionaba, en el seguimiento, con un 40% menos de riesgo de desarrollar un primer

evento cardiovascular %€
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¢Usa usted el aceite de oliva como principal grasa para cocinar?

No - 0 puntos | Si - 1 puntos

¢Cuanto aceite de oliva consume en total al dia (incluyendo el usado para freir, comidas fuera de casa,
ensaladas, etc.)? (1 racion = 1 cucharada sopera =10 mL)
" Recomendado: 1-2 raciones de aceite de oliva por cada comida principal (3-6 raciones al dia)

<4 cucharadas - 0 puntos 4 0 mas cucharadas - 1 puntos

¢Cuantas raciones de verdura u hortalizas consume al dia?
(las guarniciones o acompariantes =%z racion) (1 racion=150-200g -1 ensalada, 1 plato de verdura cocida, 2 zanahorias..)
* Recomendado: 2 6 mas al dia

Menos de 2 - 0 puntos | 2 0 mas (al menos una en ensalada o cruda) - 1 puntos

¢Cuantas piezas de fruta, incluyendo zumo natural, consume al dia?
(1 racion=120-200 g o 1 pieza mediiana o 1 taza de frutas pequenas (fresas, cerezas) o 2 rodajas de melon)
" Recomendado: 3 0o mas raciones al dia

Menos de 3 - 0 puntos | 30mas - 1 puntos

¢Cuantas raciones de carnes rojas, hamburguesas, salchichas o embutidos consume al dia? (racion: 100-150g)
"Recomendado: Menos de 2 raciones a la semana. Consumo ocasional o moderado

Una o mas - 0 puntos | Menos de una - 1 puntos

¢Cuantas raciones de mantequilla, margarina o nata consume al dia? (porcion individual habitual: 12g =1 racion)
"Recomendado: Menos de 2 raciones a la semana. Consumo ocasional o moderado

Una o mas - 0 puntos | Menos de una - 1 puntos

¢Cuantas bebidas carbonatadas y/o azucaradas consume al dia?
"Recomendadio: Menos de 2 bebidas a la semana. Consumo ocasional o moderado

Una o mas - 0 puntos | Menos de una - 1 puntos

¢Bebe usted vino? ;Cuanto consume a la semana? (1 Vaso=100 ml)
"Recomendado: consumo moderado.

Menos de 7 - 0 puntos | 7 0 mas - 1 puntos

¢Cuantas raciones de legumbres consume a la semana? (I plato o racion: 60-80 g)
"Recomendado: 2-4 raciones/semana

Menos de 3 - 0 puntos | 3 0mas - 1 puntos

¢Cuantas raciones de pescado-mariscos consume a la semana?
(1plato, pieza o racion: 100-150g de pescado o 4-5 piezas 0 200g de marisco)
"Recomendado: 3-4 raciones/semana

Menos de 3 - 0 puntos | 3 0mas - 1 puntos

¢Cuantas veces consume reposteria comercial (no casera) como galletas, flanes, dulce o pasteles a la semana?
"Recomendado: 3-4 raciones/semana

2 0mas - 0 puntos | Menos de 2 - 1 puntos

¢Cuantas veces consume frutos secos a la semana? (racion: 30 g=1 punado o racion individual)
"Recomendado: 3-7 raciones a la semana

Menos de 3 | 3 0mas - 1 puntos

¢Consume usted preferentemente carne de pollo, pavo o conejo en vez de ternera, cerdo, hamburguesas o salchichas?
(1 racion=100-125 g-1filete pequeno / 1 cuarto de pollo o conejo)
"Recomendado: 3-4 raciones/semana

No - 0 puntos | Si - 1 puntos

¢Cuantas veces a la semana consume los vegetales cocinados, la pasta, arroz u otros platos aderezados con
salsa de tomate, cebolla, ajo o puerro elaborada a fuego lento con aceite de oliva (Sofrito)?

Menos de 2 - 0 puntos | 2 0mas - 1 puntos

Tabla 1: Cuestionario MEDAS de adherencia a la Dieta Mediterranea
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Basandose en uno previo validado en poblacion espafiola “°, se desarrollo el cuestio-
nario de 14 items utilizado en el PREDIMED o cuestionario MEDAS (Mediterranean Diet
Adherence Screening) en el que se asigno una puntuacion de O 6 1 a cada uno de los
items, con una puntuacion final desde O (nula adherencia) a 14 (adherencia maxima)

(Tabla 1). Puntuaciones mayores de 10 indicaban una adherencia alta a la DMed <& %°

Mas alla de la evaluacion de la adherencia a la DMed, se desarrollaron cuestiona-
rios que no solo evaluaron la adherencia a la dieta sino a un estilo de vida saludable.
Uno de ellos es el MEDLIFE % que incluyod no sélo la evaluacion de items dietéticos,
sino tambien de actividad fisica o actividades sociales siguiendo la piramide de la

Mediterranean Diet Foundation.

De forma complementaria a los cuestionarios de adherencia a la DMed, existen los
cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos (FFQ). Se trata de cuestiona-
rios también utilizados en grandes estudios poblacionales °° y que, aunque son de
aplicacion mas compleja que los de adherencia a DMed al evaluar una larga lista de
alimentos de la dieta, tienen la ventaja de ofrecer datos mas precisos sobre las canti-

dades ingeridas.

1.2.2. PRINCIPALES COMPONENTES DE LA DMED CON INTERES BIOLOGICO
| ACIDOS GRASOS

INTRODUCCION

Los acidos grasos (AG) son moléculas organicas que se caracterizan por una composi-
cion molecular consistente en una cadena lineal hidrocarbonada en cuyo extremo final
existe un grupo carboxilo. La longitud es variable, dependiendo del numero de mole-
culas de carbono que contengan. En funcion de la existencia o no de dobles enlaces
entre sus grupos carbono, se clasifican en acidos grasos saturados (AGS; sin dobles
enlaces) y acidos grasos insaturados (con dobles enlaces). A su vez, estos ultimos

podran ser monoinsaturados (AGM) si solo tienen un doble enlace, o poliinsaturados
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(AGP) si tienen mas de uno. Estos dobles enlaces se encuentran habitualmente en
la naturaleza en configuracion cis, es decir, con los atomos de hidrogeno y la doble
cadena en el mismo lado; cuando esta configuracion se convierte en trans, general-
mente a traves de un proceso industrial, pasan a denominarse acidos grasos trans

(AGT), que constituirian el tercer grupo de acidos grasos principales.

En la prevencion de la enfermedad vascular, se sabe que la calidad y composicion de
los acidos grasos ingeridos es mas importante que la ingesta total de los mismos, por
las distintas propiedades que contienen >3, De esta forma, y siguiendo una clasificacion
muy somera, se consideran acidos grasos beneficiosos desde el punto de vista cardio-
vascular los AGM vy los AGP, mientras que los AGS v los AGT, serian perjudiciales >*
Parte de este efecto sobre la enfermedad cardiovascular esta determinada por la
influencia que los distintos acidos grasos tienen sobre el colesterol plasmatico. De esta
forma, se sabe que los AGS aumentan el colesterol LDL y los AGP y AGM Lo reducen
(especialmente los AGP), que los tres elevan sutilmente el HDL y que los AGT tienen
los peores efectos sobre las lipoproteinas. De esta forma, reducir la ingesta de AGS y
AGT es uno de los caballos de batalla de los sistemas publicos de salud ®

Con la literatura disponible hasta la fecha, tanto las guias de la Sociedad Europea de
Cardiologia (SEC) como de la American Heart Association (AHA), son claras en la reco-
mendacion de limitar el consumo de acidos grasos para disminuir el riesgo cardiovascular,
entendiendo que la limitacion debe hacerse fundamentalmente sobre los AGS. La AHA
recomienda que el consumo de AGS no supere el 5 - 6% del total de calorias diarias para
aquellos pacientes que requieran descender sus niveles de LDL-colesterol. El porcentaje

restante de calorias diarias deberia ser aportado por AGP>AGM>cereales>carbohidratos.

A continuacion, se detallaran los efectos beneficiosos de cada uno de los tipos de
acidos grasos comentados. Los principales AG mencionados en este apartado se

resumen en la Tabla 2.
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ACIDOS GRASOS MONOINSATURADOS (AGM)
Los AGM son AG insaturados con un doble enlace en su cadena. El acido oleico es
el mas habitual de los AGM, suponiendo >90% del total de los ingeridos con la dieta,

seguido del acido palmitoleico y el vaccinico.

Las fuentes de obtencion de los distintos AGM son multiples y dependen en gran
medida de los habitos dietéticos. En la DMed en particular, el principal aporte viene
del aceite de oliva, aungue también pueden encontrarse en frutos secos, semillas y
tambien en algunos productos de origen animal. En otras dietas, la fuente principal de

obtencion de AGM seran otros aceites, como el de colza o el de aguacate.

Aungue existen multiples publicaciones que apuntan al efecto beneficioso de los
AGM en la salud vascular, hay algunos trabajos que no confirman esta asociacion.
En el PREDIMED, el mayor consumo de AGM se relaciond con un menor riesgo
cardiovascular y menos eventos cardiovasculares y mortalidad global ®°, resultados
en consonancia con otras publicaciones de distintos grupos *°=*’. En contrapartida,
existen otros grupos que apuntan a un efecto neutral de los AGM sobre el perfil lipi-
dico y el riesgo cardiovascular global % °°. Aunque no esta claro, se cree que parte
de esta discrepancia viene determinada por las distintas fuentes de obtencion de
los AGM vy la heterogeneidad de los estudios. Tal como se describio previamente,
las fuentes de obtencion de AGM son multiples y estan muy determinadas por los
habitos dieteticos. En algunos alimentos coexisten con los AGS y otros nutrientes con
efecto deletéreo sobre la salud por lo que el resultado global observado podria no
deberse a un efecto intrinseco de los AGM sino mas bien a estos otros componentes.
Ilgualmente, muchos grupos coinciden en que parece dificil discernir si el efecto
beneficioso de los AGM descrito en distintos estudios dependen intrinsecamente de
éstos, o bien del tipo de dieta en global y los suplementos utilizados °°. En concreto,
el consumo del aceite de oliva, rico en AGM, y parte fundamental de la dieta medi-

terranea, es recomendado en la mayoria de las guias de prevencion, si bien posee
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otras caracteristicas organolépticas beneficiosas mas alla del contenido en AGM,

como la presencia de polifenoles.

Por tanto, no hay aun suficiente evidencia cientifica que apoye al consumo de AGM
para conseguir una reduccion de eventos clinicos cardiovasculares o muerte, por lo

1519 no establecen

que las que las principales guias internacionales de prevencion
recomendaciones en cuanto a su consumo con el fin de prevenir eventos vasculares,

pero si para conseguir mejorar el perfil lipidico ©*.

En cuanto a los mecanismos biologicos, son varios los que subyacen a los efectos
previamente descritos, entre los que estan la reduccion de la presion arterial, la opti-
mizacion del perfil lipidico y funcion endotelial y la disminucion de la resistencia peri-

férica a la insulina °+©2,

ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS (AGP)

A diferencia de los AGM, los AGP son acidos grasos insaturados con mas de un doble
enlace en su cadena. Dependiendo de la longitud de la misma, la cantidad de dobles
enlaces que contengan y su posicion, recibiran una nomenclatura u otra. Tradicio-
nalmente y por su mayor interes biologico, se han dividido en n-3 AGP y n-6 AGP
(omega 3y omega 6 respectivamente), indicando el numero que sigue la 'n” la cantidad
de dobles enlaces que contienen. Los n-3 mas frecuentes son el acido alfa-linolénico
(ALA, 183n-3), el acido eicosapentaenocico (EPA, 20:5n-3), el docosapentaenoico (DPA,
22:6n-3) y el docosahecaenoico (DHA, 22:6n-3). EL ALA, que a su vez se metaboliza en
EPA vy DHA, se encuentra en la naturaleza en los cloroplastos de los vegetales de hoja
verde y en las semillas de lino, colza, chia o nuez EL EPA y DHA se encuentran en la
naturaleza en el aceite de pescado, principalmente pescados grasos. Por su parte, el
n-6 mas frecuente de la dieta es el acido linoleico (LA, 18:2n-6), que junto con el ALA
constituyen los AGP mas habituales. ELLA se encuentra en las semillas de la mayoria de

las plantas, salvo en el coco y la palma. Se metaboliza en acido araquidonico (AA) que
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se encuentra en la naturaleza en animales herbivoros, productos lacteos y huevos. En
comparacion con una dieta occidental tipica, las fuentes de n-3 (tanto de origen animal

como vegetal), son superiores en la DMed mientras que las de n-6, son inferiores 6,

Merece la pena resenar que el DHA es uno de los lipidos mas abundantes en las
estructuras cerebrales lipidicas de los mamiferos y su obtencion, como describimos
previamente, puede hacerse por ingesta directa de los alimentos o bien por metabo-
lismo desde el ALA, aungue estos procesos metabolicos son lentos. Asimismo, existe
competicion entre los n-3 y n-6 por las enzimas encargadas del metabolismo de los
mismos, fundamentalmente la desaturasa de acidos grasos 1 (FADSD) y 2 (FADS?2). Estas
enzimas tienen preferencia por ALA aunque en una dieta con un consumo elevado de
LA (como una dieta occidental) y tambien de AGT podria interferir en el metabolismo

del ALA por la competicién en su metabolismo 2.

Aunque existe algun estudio que sugirio un efecto neutro de los AGP sobre la salud cardio-

vascular 6466

, en general, la evidencia disponible hasta la fecha apunta a un beneficio
global de estos acidos grasos debido principalmente a su capacidad de reduccion de
los triglicéridos, la tensién arterial y la inflamacion y una mejora en la funcion vascular °4,
relacionandose asi con una reduccion global de eventos cardiovasculares y muerte por
enfermedad cardiovascular 72, En el ensayo clinico REDUCE-IT, la utilizacién de etilo
de icosapento, un ester etilico del acido eicosapentaenoico (EPA), demostro frente a

placebo una disminucion de los eventos vasculares en una poblacion de 8179 pacientes

con niveles altos de triglicéridos a pesar de tratamiento con estatinas ’.

La AHA recomienda que un 5 -10% del consumo de calorias totales diarias provenga
de los n-6 "5 La European Stroke Organisation (ESO) concluye asi que los efectos
beneficios del pescado en el riesgo cardiovascular se atribuyen a los n-3 y estiman
que ingerir al menos una racion a la semana puede reducir un 15% el riesgo de desa-

rrollar cardiopatia isquémico 7°.
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Al igual que ocurre con los AGM, los AGP ejercen su efecto beneficioso a traves de
diversos mecanismos biologicos. Entre ellos, se ha descrito un efecto antitrombatico
de los AGP (especialmente con los n-3) y tambien una mejoria en el perfil lipidico,
inflamacion, tension arterial y funcion endotelial, mejorando de esta forma el perfil

ateroesclerotico y consecuentemente disminuyendo el riego vascular.

Ratio n-6/n-3

La proporcion entre acido grasos n-6 y n-3 haido modificandose a lo largo de la Historia.
Durante el Paleolitico, la ingesta de n-3 y n-6 estaba bastante equilibrada, con ratios
proximos a 1. Con el paso de los anos y debido al cambio en los habitos dietéticos, el
desarrollo de la industria y la agricultura y unos medios de produccion y obtencion de
alimentos distintos, la balanza se fue inclinando a favor de un mayor consumo de n-6,
secundario a un mayor consumo de cereales y aceites de origen vegetal procesados
en los que se redujo de forma industrial el contenido en n-3 (ALA) por sus propiedades
organolépticas /. Asi, en paises que siguen una dieta occidental tipica como Estados
Unidos o la India, se alcanzan ratios de omega 3/omega 6 superiores a 15 mientras
que en los paises con DMed, aunque tambiéen superiores a 1, los cocientes no son tan
elevados. Hasta el momento, hay escasa evidencia de que la ratio omega-3/omega-6
pueda influir directamente en el riesgo cardiovascular aungue si se han descrito rela-
ciones entre ratios elevados y obesidad ©3 y tasas inferiores de mortalidad al equilibrar
y reducir la ratio n-6/n-3 78

ACIDOS GRASOS TRANS (AGT)

Los AGT sonaquellosacidos grasosinsaturadosenlos que eldoble enlace se encuentra
en configuracion trans, en lugar de la configuracion cis habitual. Aungue existen acidos
grasos naturales en configuracion trans, €stos son los menos y se encuentran en la
carne de ciertos rumiantes (vaca y cordero fundamentalmente) y productos lacteos ’°.
La mayor parte de AGT de la dieta han obtenido la configuracion trans de forma

industrial, gracias a un proceso de hidroxigenacion artificial de los acidos grasos de
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origen vegetal. Estos AGT, a diferencia de los de origen animal &, tienen un efecto
perjudicial global sobre la salud aumentando el colesterol LDL, reduciendo el HDL y
favoreciendo el desarrollo de cardiopatia isquemica y mortalidad, por lo que se reco-

mienda que su consumo sea reducido al minimo 2.

La ESO y la AHA recomiendan limitar el consumo de AGT a <1% del total de calorias

diarias y que estos provengan de fuentes naturales y no procesadas " 7°.

ACIDOS GRASOS SATURADOS (AGS)

Se conoce por AGS a los acidos grasos sin dobles enlaces en su cadena. En los
ultimos 10 anos diversos estudios han sugerido que no importa tanto la cantidad de
AGS total ingerida sino el tipo y la fuente de la que provienen, que pueden ser artifi-
ciales (productos preparados y bolleria industrial) o naturales (carne, lacteos, aceites
vegetales de coco y palma). Esto se debe a que, aunque de forma global la ingesta
de AGS se asocia con mayor riesgo de muerte por enfermedades cardiovasculares,
algunos autores han puntualizado esta generalizacion, observando efectos distintos
segun su origen 238182 De esta forma, algunos AGS tales como el acido miristico,
laurico o estearico tienen efectos dispares sobre los lipidos circulantes o la inflamacion
y, por tanto, se comportan de diversa forma en cuanto a su efecto sobre los factores de
riesgo cardiovascular &. En el caso particular del acido estearico (STA 18:0), obtenido
fundamentalmente del coco y el chocolate negro, se ha probado un efecto neutral e

incluso favorable sobre el perfil lipidico al compararlo con otros AGS 82

Al igual que ocurrio con la ratio n-6/n-3, la fuente de obtencion de AGS fue variando
a lo largo del tiempo y paso de basarse en productos de origen animal a productos
procesados derivados del aceite de palma, mantequillas o del cacao. Por este hecho,
se recomienda en general un consumo bajo de AGS en la dieta y que el aporte de
acidos grasos venga determinado fundamentalmente por AGP y AGM, ya que esto

conllevaria a una reduccion del riesgo vascular >,
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Oleico ite (oli L )
AGM Palmitoleico Aceite (oliva, colza, ag‘uacate,
) frutos secos, semillas
Vaccinico

INSATURADOS n3lomega) | oo, chia. e

ALA, EPA, DPA, DHA aceites de pescados grasos

AGP
n-6 (omega 6) Carnes de animales herbivoros,
LA lacteos, huevos

Bolleria industrial, carne roja,

Miristico butid toauill
SATURADOS Laurico embutidos, mantequilla, queso,
o aceite de coco y palma
Estearico

Chocolate negro y coco (estearico)

Productos industriales, comida

TRANS ;
procesada, margarina

Tabla 2: Resumen de los principales grupos de acidos grasos
y fuentes alimentarias de obtencion.

AGM: acidos grasos monoinsaturados; AGP: acidos grasos poliinsaturados;
ALA: acido alfa-linolenico; EPA: acido eicosapentaenoico; DPA: acido docosapentaenoico;
DHA: acido docosahexaenoico; LA: acido linoleico.

| POLIFENOLES DEL VINO Y LA OLIVA

Los polifenoles son un gran grupo de compuestos moleculares de los vegetales que
se caracterizan por contar con uno 0 mas anillos fenolicos en su estructura, respon-
sable de sus propiedades organolepticas. En estos anillos es donde radica el interes
biologico fundamental de estos compuestos, ya que tienen propiedades antioxidantes
gracias a su capacidad de reducir especies reactivas de oxigeno. En la DMed, los
polifenoles se obtienen fundamentalmente de la fruta (manzana y pera, uva, olivas,
frutos rojos v citricos principalmente), verduras, legumbres, frutos secos y cereales 84
Recientemente se ha relacionado el consumo de polifenoles con una reduccion del

20% de la mortalidad por cualquier causa y del 40% por enfermedad vascular &

En el vino, la proporcion de polifenoles varia en funcion del tipo de vino y mecanismos
de produccion. El vino tinto se obtiene de la fermentacion del racimo, incluyendo la uva
con sus semillas y la piel. Difiere asi del vino blanco en que en este caso se produce
al fermentar el zumo de la uva, ya sin el resto de los componentes del racimo y el

fruto. Puesto que la mayor parte de los polifenoles de la uva se encuentran en la piel,
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es el vino tinto y no los de otra clase el que tiene mayor interes bioldgico por la mayor
composicion de polifenoles. Asi, una botella de vino tinto puede contener 1.8 g/L de
polifenoles, fundamentalmente flavonoides y en particular el resveratrol . Son multi-
ples los estudios que han descrito gue un consumo moderado de vino tinto tendria
un efecto beneficioso sobre la salud cardiovascular, aunque es mas correcto incidir
en que los perjuicios asociados al consumo de alcohol hacen que el mejor consumo
sea la abstinencia. Este tedrico beneficio del vino tinto se cree que dependeria, en
gran parte, del resveratrol y el resto de polifenoles a traves de la reduccion del LDL,
aumento del HDL, reduccion de la tension arterial (tanto sistolica como diastolica)
y disminucion de la actividad de enzimas proinflamatorias, interleucinas y especies

reactivas de oxigeno, implicadas todas ellas en el proceso de aterogénesis &

En el aceite de oliva, la cantidad de polifenoles varia entre los 50 y los 800 mg/kg
y el mas frecuente es la oleuropeina y sus productos de degradacion metabolica: el
hidroxitirosol y el tirosol & No obstante, los componentes varian segun el tipo de oliva
y los mecanismos de extraccion del aceite y maduracion, siendo el aceite de oliva
virgen extra (AOVE) el que mayor porcentaje de polifenoles contiene y por tanto, el
de mayor interés biologico. Los efectos beneficiosos del aceite de oliva en la salud se
atribuyen no solo a su composicion en acidos grasos, alta en AGM y baja en AGS, sino
también a los polifenoles que contiene, que se han relacionado con un mejor perfil lipi-
dico, disminucion de cifras de tension arterial y, al igual que todos los polifenoles, una
reduccion de las moléculas proinflamatorias e implicadas en el estres oxidativo, previ-
niendo asi la aterogénesis. En la misma linea, el hidroxitirosol se ha propuesto como
un compuesto prometedor en el ictus agudo, mejorando la recuperacion funcional en

modelos preclinicos de isquemia &

En consonancia con lo previo, una baja adherencia a la DMed se ha asociado con el

desarrollo de aterosclerosis en pacientes con riesgo vascular bajo &°.
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| METABOLITOS DE LA ViA DE LA COLINA

La microbiota se conforma por el conjunto de microorganismos de la flora habitual
de nuestro organismo, especialmente abundantes en el tracto digestivo. Los cambios
en su composicion o disbiosis se han relacionado con multiples patologias °. En el
caso concreto del sistema nervioso central (SNC), se ha descrito una comunicacion
bidireccional con esta microbiota, conocida como “eje microbiota intestino-cerebro”.
Este sistema de comunicacion se establece a traves de dos vias fundamentales, una
mediada por neuronas a traves del nervio vago y otra independiente de estas, a traves
de metabolitos liberados al torrente sanguineo. Debido a esta interconexion, se ha
estudiado la posible implicacion de este eje en distintas enfermedades que afectan
al SNC, fundamentalmente neurodegenerativas y autoinmunes !, aunque también se

ha estudiado su posible implicacion en la patogenia y prondstico del ictus %

Algunos metabolitos plasmaticos relacionados con la dieta cobraron interés en los
ultimos anos tras haberse probado su relacion con el desarrollo de algunas patolo-
gias, entre ellas las cardiovasculares. En el ano 2011, el grupo de Wang describio por
primera vez la relacion existente entre los metabolitos de la via de la colina, la micro-
biota intestinal y la salud cardiovascular en roedores. La fosfatidil-colina (o lecitina)
es un lipido que se obtiene de la dieta, fundamentalmente de la carne roja, huevos y
productos lacteos y constituye la principal fuente de colina en el ser humano. La colina
es necesaria, entre otras cosas, para la formacion de membranas celulares, la regu-
lacion del metabolismo de la homocisteina, asi como para determinadas funciones
cerebrales como la cognicion, siendo necesaria para la sintesis del neurotransmisor
acetilcolina. Ya en el organismo, la colina se oxida a betaina y ambas, por mediacion de
la microbiota intestinal, se transforman al gas TMA (trimetilamina) que posteriormente
se transforma en TMAO (n-oxido trimetilamina) por la accion de enzimas hepaticas,
con efectos proaterogénicos, tal y como se resume en la Figura 6 *>. Tras esta primera
observacion realizada en roedores, se demostro también en humanos el papel de

la microbiota intestinal en la produccion de TMAO vy su relacion con la aparicion de
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94.95 v con el ictus isquémico en particular %°.

eventos cardiovasculares en general
Desde entonces, son muchos los grupos que han evaluado algunos de estos meta-
bolitos y su implicacion en el riesgo cardiovascular: en el Jackson Heart Study descri-
bieron una relacion inversa entre la colina plasmatica y la incidencia de ictus ¥; en una
cohorte que combind pacientes de dos grandes estudios observacionales: el Nurses'
Health Study y el Health Professionals Follow-Up Study, encontraron que los niveles
de fosfatidilcolina se relacionaban con la mortalidad global y la mortalidad por enfer-
medad cardiovascular % De forma similar, en el estudio PREDIMED se analizaron en
los participantes algunos de los metabolitos de esta via (colina, betaina, TMAQO, fosfo-
colina y alfa-glicerofosfocolina), encontrando una relacion entre la colina, fosfocolina
y alfa-glicerofosfocolina con la incidencia de eventos cardiovasculares e ictus a los
48 anos de seguimiento. Aunque no demostraron asociacion entre eventos clinicos
cardiovasculares y los niveles de TMAO y betaina, si describieron una asociacion entre
los mayores niveles de este Ultimo metabolito vy la prevalencia de DM y sobrepeso %°.
En un estudio posterior, encontraron asociacion de los niveles altos de colina, betaina
y dimetilglicina con la fibrilacion auricular incidente y la insuficiencia cardiaca, ambos
factores asociados al riesgo de ictus. Sin embargo, no encontraron relacion entre los
niveles de estos metabolitos de la colina y los alimentos ricos en los mismos ingeridos
en la dieta, hipotetizando que probablemente existen vias metabdlicas intermedias

que pueden modificar estos niveles °°,

En cuanto a los mecanismos, se ha descrito que el efecto deletéreo de estos meta-
bolitos sobre la salud cardiovascular radica en una mayor activacion plaquetaria, un
mayor riesgo de trombosis y en la alteracion del metabolismo vy transporte de los
esteroles y la glucosa 192 En conclusion, se cree por tanto que a través de la dieta se
podria mejorar el perfil de estos metabolitos por una doble via, tanto por la ingesta de
la fosfatidilcolina como por la modificacion de la microbiota y una menor produccion

de TMAO secundaria.
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Figura 6: Metabolitos de la via de la colina.

A traves de la fosfatidil-colina obtenida de la dieta (carne roja, huevos, lacteos) se obtiene

la colina, que se convierte a betaina en el organismo. Por la accion de la microbiota intes-

tinal, la betaina y la colina, se convierten a trimetilamina (TMA), un gas que se oxida en el
higado convirtiendose en n-oxido de trimetilamina o TMAQO, con efectos aterogenicos.

1.2.3. IMPACTO GLOBAL DE LA DIETA MEDITERRANEA EN LA SALUD

Para conocer la primera evidencia de los beneficios de la DMed sobre la salud nos
tenemos que remontar a la decada de los 60, cuando el equipo de Ancel Keys desa-
rrolla el llamado Seven Countries Study. Se tratd de un estudio observacional que
siguid a mas de 10000 participantes de distintas areas geograficas que incluian
paises de la cuenca mediterranea, norte de Europa y Estados Unidos. Tras un segui-
miento de 30 anos, encontraron que los participantes que seguian una DMed tenian
menores tasas de enfermedad coronaria y mortalidad, que relacionaron con un menor
consumo de AGS 92, En los afios siguientes y hasta la actualidad, el nimero de publi-
caciones relacionadas con los efectos de la DMed sobre la salud fue aumentando de
forma progresiva, especialmente en el area de la salud vascular, tal y como se discu-

tira en el siguiente epigrafe. No obstante, tambien son multiples los estudios que han
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descrito beneficios en otras areas y patologias, tales como la Diabetes Mellitus (DM), la
obesidad, la cognicion o el cancer %4 asi como su efecto en la mortalidad, reduciendo
no solo la mortalidad por causas vasculares sino tambien la global y por otras enfer-

medades como el cancer 8510

Enelcasode la DM, el beneficio de la DMed parece claro, disminuyendo tanto el riesgo
de desarrollar DM (con reducciones de riesgo que varian entre el 19 y 40%), como
mejorando el perfil glucémico de pacientes con DM ya conocida 1°61°° De la misma
forma, en el caso del sindrome metabolico existe suficiente evidencia que apoya que
la DMed reduce no solo su incidencia, sino que consigue también un mejor control
y mayor probabilidad de resolucion del sindrome " En la obesidad, la DMed ha
demostrado conseguir un mejor control del peso y mayor péerdida ponderal, tambien

al compararla con dietas hipocaloricas %13

El cancer es otra de las areas de la salud en las que se ha investigado si la DMed
pudiera tener o no un efecto positivo. A diferencia de los anteriores, en este caso la
evidencia no es tan solida y existen pocos estudios que hayan evaluado este aspecto 15,
En ellos, se observo cierto efecto protector de la DMed frente al desarrollo de esta
enfermedad, pero los casos detectados de cancer fueron muy pocos, por lo que se
recomienda tomar este resultado con cautela. Los mayores beneficios parecen encon-

trarse en el cancer de mama y aparato digestivo 10411,

Son varios los metaanalisis y revisiones sistematicas que relacionaron la DMed con un
mejor perfil cognitivo y menor riesgo de desarrollar deterioro cognitivo y enfermedades
neurodegenerativas 729 Al compararla con otros tipos de dieta, la DMed es la que
mas evidencia tiene hasta la fecha en cuanto a su efecto positivo sobre la cognicion %
En el estudio PREDIMED, los pacientes aleatorizados a los grupos de DMed (suplemen-
tada con AOVE o con nueces) obtuvieron mejores puntuaciones en los test cognitivos

tras 6.5 afios de seguimiento que aquellos aleatorizados al grupo control 122,
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1.2.4. BENEFICIOS DE LA DIETA MEDITERRANEA SOBRE LA SALUD
VASCULAR Y EL ICTUS

De entre todos los beneficios evaluados de la DMed, es en su efecto positivo sobre la

salud vascular en el que se disponen de mas evidencias, revisadas en un metaanalisis

publicado en el afio 2019 */

Desde las primeras evidencias arrojadas por el Seven Countries Study, se publicaron
varios ensayos clinicos que intentaron responder a si la DMed tenia o no relevancia
en la prevencion de la enfermedad vascular. El primero de ellos fue el desarrollado
por Lorgeril y su equipo a principios de los 90 y conocido como Lyon Heart Study.
En él, se evaluo el efecto de la DMed en prevencion secundaria, comparandola con
una dieta estandar recomendada para pacientes con cardiopatia. Se incluyeron 605
pacientes con antecedentes de cardiopatia isquemica vy, tras un seguimiento de 48
meses, observaron una menor incidencia de nuevos eventos coronarios y mortalidad
global en el grupo aleatorizado a DMed "8 No fue hasta varios afios después que se
publicd un nuevo ensayo clinico en prevencion secundaria. Desarrollado en Espana y
conocido como CORDIOPREV, se incluyeron 1002 pacientes con enfermedad coro-
naria gue se aleatorizaron a dos grupos de estudio: uno seguiria una DMed y el otro una
dieta hipocalorica. Nuevamente y tras 7 anos de seguimiento, reportaron una menor
incidencia de eventos cardiovasculares mayores en los pacientes que recibian DMed,

especialmente en los hombres (16.2% de eventos frente a 22.8% en el otro grupo) %%,

En prevencion primaria, el principal ensayo clinico realizado fue el PREDIMED. De forma
resumida, se trato de un estudio realizado en poblacion espanola en el que se incluyeron
7447 pacientes sin enfermedad vascular definida, pero con riesgo vascular elevado.
Se les aleatorizo a tres grupos: un grupo control (con dieta baja en grasa), otro con
DMed suplementada con AOVE vy un tercer grupo con DMed suplementada con frutos
secos. Comparado con el grupo control y tras un seguimiento de 4.8 anos, se encontro

que los pacientes que recibian DMed experimentaron menos eventos vasculares
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(IAM, ictus y/o0 muerte cardiovascular) que los controles: un 30% menos en los que reci-
bieron DMed suplementada con AOVE (HR 0.69, 95& Cl 053 - 091 y un 28% en los que
recibian DMed con frutos secos (HR 072, 95% Cl, 054 - 095) 8 En concreto y de todos
los objetivos primarios evaluados, el ictus fue el Unico evento cuya incidencia se vio
significativamente reducida en los pacientes aleatorizados a DMed 28 Esta aparente
asociacion entre DMed y menor incidencia de ictus ya habia sido descrita con anterio-
ridad dentro del estudio Nurses' Health Study en mujeres de origen estadounidense 24,
Posteriormente, en las cohortes griegas e italianas del estudio prospectivo europeo de
cancer y nutricion (EPIC, por sus siglas en ingles), se encontro nuevamente una relacion
inversa entre la adherencia a la DMed vy la incidencia de ictus isquémico #1%° En un
metaanalisis publicado en el ano 2013 que evaluo la adherencia a la DMed y el riesgo de
ictus, se corroboro esta observacion, identificando ademas un mayor efecto protector

en prevencion secundaria de ictus en varones que en mujeres *°°,

En consonancia con lo observado en la cohorte griega del EPIC, se analizo la inci-
dencia deictus enla cohorte REGARDS (REasons for Geographic and Racial Differences
in Stroke), que tomo como muestra pacientes sanos de la “Stroke Belt” de Estados
Unidos, localizada en el sudeste del pais y conocida asi por la alta incidencia de ictus
en comparacion con el resto de estados. Tras un seguimiento de 6.5 anos analizaron la
incidencia de ictus (isquemicos y hemorragicos) y su asociacion con la adherencia a la
DMed (alta, moderada o baja), concluyendo que la incidencia de ictus isquemico, pero

no hemorragico, era mayor en aquellos con baja adherencia a la DMed '/,

En el ano 2015, un grupo de investigadores italianos publicaron los resultados de un
estudio observacional gue evaluaba la relacion entre la adherencia a la DMed vy la
etiologia del ictus segun la clasificacion TOAST, asi como su severidad medida por
la escala NIHSS. Observaron una asociacion entre la adherencia a DMed vy la seve-
ridad del ictus, asi como sobre los ictus de etiologia aterotrombadtica, no asi para los

ictus de otras causas. Hipotetizan que esta probable relacion observada sea debida
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al efecto beneficioso que la DMed ejerce sobre factores asociados con este tipo de
ictus, tales como el perfil lipidico, la resistencia a la insulina o efectos positivos sobre
los marcadores antiinflamatorios y sobre la funcion endotelial *°.

En un metaanalisis reciente, publicado en el ano 2019, nuevamente se confirma la
observacion previa del efecto positivo de la DMed sobre el riesgo de ictus. Concluyen
que por cada 4 puntos de incremento en la escala de adherencia MedDiet Score, el
riesgo de ictus se reduce un 16%. Analizando por separado ictus isquemicos y hemo-

rrdgicos, se observa una reduccion de la incidencia en ambos tipos *°°.

De la misma forma que se estudio la incidencia de ictus y su asociacion con la adhe-
rencia a la DMed, tambien se evaluo su relacion con lesiones isquemicas silentes en la
resonancia magneética cerebral. De esta forma, los pacientes con mayor adherencia a

130,131

la DMed presentaban menos lesiones isquemicas en la neuroimagen y tambien

menos leucoaraiosis, que relacionan fundamentalmente con el ratio AGM/AGP 32,

Un trabajo previo de nuestro grupo en colaboracion con la Red Norte de Patologia
Vascular Cerebral (NORDICTUS), evaluo la adherencia a la DMed en una cohorte de
pacientes con ictus isquémico de circulacion anterior con oclusion de gran vaso cere-
bral y sometidos a trombectomia mecanica. Se incluyeron 239 pacientes y se observo
que los que tenian mayor adherencia a la DMed tenian mejor perfil lipidico y que el
consumo de aceite de oliva como principal fuente de grasa se comportdé como un

factor independente asociado al buen prondstico funcional a los 3 meses 32

Finalmente, en una revision sistematica reciente se evaluaron 6 estudios que inclu-
yeron la DMed como parte de los programas de cuidados tras el ictus, observando
que este tipo de dieta ayudaba a optimizar la tension arterial, el peso y la cintura abdo-
minal tras un ictus, todos ellos reconocidos factores de riesgo en el desarrollo de esta

patologia 34
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RESUMEN DE LOS PRINCIPALES ENSAYOS CLINICOS RELEVANTES SOBRE

PREVENCION 1° Y 22 DE LA DMED Y LA SALUD VASCULAR QUE EVALUARON ENDPOINTS CLiNICOS

Prevencion primaria

DMed Vs. No intervencion

No EC incluidos en metaanalisis (pequefo tamafo, poco seguimiento)

DMed vs, Otras dietas

n = 7447, pacientes con alto riesgo vascular.
Dieta control: baja en grasas Parado precozmente por beneficio de
Evaluacion de adherencia: MEDAS DMed Fras 48anos de seOgU|m|ento‘
PREDIMED. Estruch, 2018 Endpoints primarios: Mortalidad total HR 1, 95% CI 0.81-1.24
Incidencia de mortalidad total y vascular, | Mortalidad CV:HR 081, 95% CI 0.50 - 132
IAM e ictus IAM: HR 0.79, 95% CI 057 - 110

Ictus: HR 0.60, 95% C1 0.45 - 0.80

Prevencion secundaria

n =605, antecedentes de IAM

Dieta control: recomendada habitual Muerta vascular e IAM no fatal, HR 0.28,
Lyon Heart Study en cardiopatas. 95% Cl015-0.82
Endpoints primarios: mortalidad, IAM Mortalidad total HR 0.44, 95% ClI
021-092

Dieta control: baja en grasas.
Endpoints primario: eventos cardiovascu-
CORDIOPREV, lares (IAM, ictus, arteriopatia periférica, Event di L (HR d
Delgado-Lista J. muerte por enf. Cardiovascular) ventos cardiovasculares e
Evaluacion adh 14 tos (MEDAS) los distintos modelos): 0.72 (95% ClI
vawacion adnerencia. 14-puntos 054-096)- 075 (067 - 0.99)
y adaptacion 9 -puntos

n=1002, con enfermedad coronaria
previa. Seguimiento 7 anos.

Dieta control: baja en grasas.

The AUSMED Heart Trial, | Endpoints primarios: eventos cardiacos. Pacientes con un evento coronario previo.
ltsiopoulos C. Evaluacion adherencia: 14-puntos No disponibles resultados.
(PREDIMED).

Tabla 3: Resumen de los principales ensayos clinicos relevantes sobre
prevencion 12 y 22 de la DMed y la salud vascular que evaluaron endpoints clinicos

1.2.5. MECANISMOS BIOLOGICOS IMPLICADOS EN LOS POTENCIALES
EFECTOS BENEFICIOSOS DE LA DIETA EN EL PRONOSTICO DEL ICTUS

| MECANISMOS BIOLOGICOS

EFECTO SOBRE LA INFLAMACION Y LA DISFUNCION ENDOTELIAL

Se sabe que la disfuncion endotelial y algunas moléculas y mediadores inflamato-

rios juegan un papel fundamental en el desarrollo y la progresion de la ateroscle-

rosis 1°°. La aterogénesis es un proceso dindmico y complejo, con participacion de

multiples moléculas, celulas y mediadores. De forma resumida, en el proceso de

aterogenesis la infiltracion de LDL colesterol en la intima de la arteria es uno de los

primeros procesos. Este LDL se oxida en la intima, lo cual conlleva a la liberacion

de fosfolipidos que a su vez activan células endoteliales. La activacion del endotelio
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produce la migracion y adhesion de distintos tipos celulares, entre los que estan las
plaquetas y los monocitos, que a su vez conllevan a una mayor activacion endo-
telial. Algunas de estas moléculas de adhesion endotelial son la molecula tipo 1
de adhesion vascular celular (VCAM-1) o la intercelular (ICAM-1). Los monocitos,
al adherirse y migrar, se diferencian en macrofagos que liberan radicales libres,
citoquinas proinflamatorias y proteasas, promoviendo asi un estado proinflamatorio
y la lesion del tejido. Las células activadas en la placa ateroesclerdtica inducen la
produccion de citoquinas proinflamatorias, fundamentalmente interferon - gamma,
IL-1y factor de necrosis tumoral (TNF), que a su vez producen interleucina-6. La IL-6,
por su parte, fomenta la produccion de reactantes de fase aguda como el fibrino-

geno o la proteina C reactiva 3¢

Enelano 2004, un grupo de investigadores italianos desarrollaron un ensayo clinico en
el que incluyeron a pacientes con sindrome metabdlico a los que aleatorizaron a dos
grupos de intervencion: uno siguio una DMed y el otro una dieta baja en grasas, reco-
mendada en pacientes con factores de riesgo vascular. Tras 2 anos de seguimiento,
los pacientes del grupo de DMed tenian un mejor perfil inflamatorio, con niveles mas
bajos de interleucinas 6 (IL-6), 7 (IL-7) y 18 (IL-18), asi como una menor resistencia insu-
linica y una mejor funcién endotelial °. En poblacion griega también se probo una
asociacion entre una mayor adherencia a la DMed y niveles inferiores de IL-6, proteina

C reactiva y TNF-alfa, entre otros ¥

Posteriormente, en el PREDIMED, encontraron que los pacientes que consumian
mayores cantidades de fruta y cereales tenian menores concentraciones de IL-6
y que los participantes que consumian mas frutos secos y aceite de oliva tenian
niveles mas bajos de las moleculas de adhesion VCAM-1, ICAM-1, de los ligandos
proinflamatorios CD49 y CD40 y también de IL-6 813 implicados en el recluta-

miento leucocitario y adhesion celular endotelial.
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Existe un subtipo particular de citoquinas producidas fundamentalmente en el tejido
adiposo y conocidas como adipoquinas, con un papel fundamental en el desarrollo
del estado inflamatorio asociado a la obesidad. Esta familia de moleculas tiene efectos
pro y antiinflamatorios a través de su interaccion con la produccion de IL.-6, TNF-alfa
o MCP-1 (proteina quimiotactica de monocitos), entre otros. La adiponectina es la mas
abundante de ellas, su concentracion plasmatica es inversa a la cantidad de tejido
adiposo (y, en concreto, a la grasa visceral) y, en lineas generales, parece tener un
efecto anti-aterogenico, disminuye la resistencia a la insulina y promueve la oxidacion
de los acidos grasos “© 'L Niveles bajos de adiponectina se han relacionado con la
disfuncion endotelial y un estado proinflamatorio **2. Por otra parte, se ha visto que
esta adipoquina disminuye la liberacion de citoquinas proinflamatorias relacionadas
con la obesidad y desarrollo de DM, como la IL-6, IL-8 y MCP-1 **3 En la enfermedad
vascular, se describio una relacion inversa entre los niveles de adiponectina y el desa-

144

rrollo de sindrome coronario agudo ~**, con un peor perfilmetabolico en pacientes con

ictus isquémico y con un mayor grosor intima - media carotideo 4146

, pero no clara-
mente con el riesgo de ictus per se . De forma contraria, la leptina y la resistina son
adipoquinas gue se han asociado a disfuncion endotelial, estados proinflamatorios y
aterosclerosis, entre otros ! En el caso del ictus, los niveles de leptina se relacionaron

148

en algun estudio previo con la incidencia de ictus en hombres "y tambien en mujeres

post-menopausicas, con independencia de la obesidad .

La DMed, a traves de las propiedades antioxidantes de algunos de sus compo-
nentes y la reduccion de la obesidad, podria mejorar el perfil de adipoguinas circu-
lantes, en concreto aumentando los niveles de adiponectina plasmatica y el ratio

adiponectina/leptina 1291t

EFECTO SOBRE LA RESISTENCIA A LA INSULINA (RI)
La RI se define como una menor sensibilidad de los tejidos periféricos a la insulina

circulante, lo cual conlleva una hiperinsulinemia compensadora. Esta, junto con la
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disfuncion de la celula beta pancreatica, son los procesos principales implicados en
la patogeénesis de la DM tipo 2 y estan intimamente relacionados con la obesidad.
Por otra parte, la Rl se ha asociado per se con un estado proinflamatorio y tambien
protrombaotico, mediante el incremento de moléculas como el PAI-1 (inhibidor del acti-
vador de plasminogeno - 1), condicionando asi una situacion de hipercoagulabilidad y

de disminucion de la fibrinolisis endogena.

La DMed se ha relacionado con una menor Rl y menor desarrollo de DM tipo 2 a
largo plazo °912 también al compararla con otros tipos de dieta, como las bajas en
grasas y carbohidratos 3 Los mecanismos que median en este proceso son multi-
ples y estan relacionados en gran parte con los efectos antiinflamatorios de la DMed
ya descritos con anterioridad. En el desarrollo de la Rl juegan un papel importante
citoquinas proinflamatorias, muchas de ellas segregadas en el tejido adiposo, como
la IL-6, TNF-alfa o resistina. Algunos componentes de la DMed, como los AGP o los
polifenoles, a traves de su efecto antiinflamatorio antagonizan el efecto deletéereo de
estas citoquinas y favorecen la sensibilidad a la insulina. Ademas, los AGP estimulan
la liberacion del peptido similar al glucagon (GLP-1), disminuyendo la hiperglucemia

postprandial *°.

EFECTO SOBRE EL PERFIL LIPiDICO
La adherencia a la DMed se ha relacionado con un mejor perfil lipidico, con niveles

mas altos de HDL-colesterol y menores de triglicéridos *4.

Por otra parte, se sabe que las particulas de LDL-colesterol son heterogeneas vy
tienen distintos tamanos, lo cual condiciona en parte sus efectos biologicos. De esta
forma, las particulas de menor tamano serian las mas aterogénicas ya que, entre
otras cosas, pasan mas tiempo en circulacion al retirarse con mayor dificultad del
torrente sanguineo, tienen mayor facilidad para adherirse al endotelio y penetrar

en la intima de las arterias y son mas susceptibles a los procesos de oxidacion 155
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Este perfil mas o menos aterogenico de las moleculas de LDL puede modificarse por
la dietay, en concreto, por la DMed, habiéndose demostrado una disminucion del LDL

total y las particulas de menor tamafio con este patron dietético °67°8

EFECTO EN CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES CIRCULANTES (CPEs)

Las CPEs son una subpoblacion de celulas inmaduras CD34+ derivadas de la medula
0sea, con capacidad de proliferacion y diferenciacion en celulas endoteliales maduras
y son las precursoras fundamentales en el proceso de vasculogenesis y manteni-
miento del endotelio *°. Originalmente, se creia que la vasculogénesis solo tenia lugar
en la fase embrionaria del desarrollo del SNC hasta que Asahara y colaboradores
aislaron CPEs en sangre periféerica de adultos, concluyendo que podian jugar un papel
importante en la neovascularizacion . Las fuentes de origen de las CPEs son multi-
ples e incluyen no solo la medula 6sea, como se creia en un inicio, sino las paredes
vasculares de todos los érganos L En condiciones normales, las CPEs en sangre son
casi indetectables, existiendo multiples factores que inducen su liberacion al torrente
sanguineo %2, entre los que destacan la hipoxia, la dieta, el ejercicio fisico y patolo-
gias como el ictus agudo y el IAM, principalmente. Su liberacion tambien puede ser
promovida por otras moléculas, como el VEGF, que estimula su liberacion, prolifera-
cion, migracion y reclutamiento, y el BDNF. Por el contrario, los FRV y la edad se han

asociado a niveles bajos de CPEs en sangre 13,

Estas celulas progenitoras tienen un papel clave en la optimizacion de la funcion
endotelial, favoreciendo la reendotelizacion, inhibiendo la hiperplasia de la neointima
y permitiendo asi obtener una superficie vascular lisa y antitrombatica 4 Ademas, las
CPEs estan implicadas en la neovasculogénesis de tejidos sometidos a la isquemia 1°°,
En un estudio, se observo que pacientes con estenosis carotidea o de la arteria cere-
bral media y niveles altos de CPEs tenian mayor grado de vasculogenesis que aque-

llos con niveles bajos 1°.
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Puesto que las CPEs estan intimamente relacionadas con los factores de riesgo
vascular clasicos, se cree que podrian ser un marcador biologico de riesgo vascular
acumulado. En un estudio observacional de WWerner y colaboradores, encontraron que
los niveles basales de CPEs en sangre periféerica se comportaron como predictores

independientes de mortalidad por causa vascular y de un primer evento vascular ©’.

Tal como se hizo referencia previamente, algunos autores han probado que la DMed
induce la liberacion de CPEs. En un estudio, se comparo la movilizacion de CPEs entre
3 grupos de pacientes que se aleatorizaron a dietas distintas: una dieta baja en grasas
y rica en carbohidratos, otra rica en AGS y un tercer grupo con una DMed, encontrando
niveles superiores de CPEs circulantes en los que seguian esta ultima 188 Esta misma
observacion la realizo otro grupo al comparar la DMed con una dieta ovo-lacto-vege-
tariana °°. En pacientes ancianos también se ha demostrado que la DMed favorece la
movilizacion de CPEs. Asi, en un estudio se demostro que los pacientes nonagenarios
con buena adherencia a la DMed, y especialmente con alto consumo de AOVE, fruta
y vegetales, tenian mayor numero de CPEs circulantes que aquellos con baja adhe-

rencia, lo cual podria ademas contribuir a mantener una mejor funcién endotelial 7.

Por todo lo anterior, es logico pensar que las CPEs pueden estar implicadas en un mejor
pronostico en el ictus isquemico. El grupo de Sobrino y colaboradores describid que
en el ictus agudo existe una primera fase (<24 h) en que existe una liberacion de CPEs
al torrente sanguineo y una segunda fase subaguda de induccion de la capacidad de
neovascularizacion de las CPEs (capacidad de formar colonias) 1. Este mismo grupo
mostro que los pacientes con un ictus agudo y mayores niveles de unidades forma-
doras de colonias de CPEs en sangre periférica tenian menor volumen final del infarto
y mejor prondstico funcional tras el ictus /2. Esta observacion se repitio en estudios
posteriores, encontrando que un nivel elevado de CPEs circulantes es un marcador
independiente de menor volumen final del infarto, menor gravedad inicial y mejor

prondstico funcional al alta 7377°
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| MODELOS ANIMALES

Como ya se reseno previamente, los polifenoles del aceite de oliva son los responsables
de parte del efecto neuroprotector y neurorreparador atribuido a la DMed. En modelos
animales y estudios in vitro se evidencio que este efecto podria explicarse por meca-
nismos antiinflamatorios, antioxidantes y antiapoptoticos relacionados con los polife-
noles /6177 De esta forma, en un estudio de cultivo celular en el que se sometio a las
celulas del tejido cerebral a estrés oxidativo, se observo que tres componentes (grupos
catecol) de los polifenoles del AOVE tenian capacidad de inhibir la peroxidacion lipidica,
reducir el dafio por hipoxia y disminuir la muerte celular 8. Partiendo de este efecto
neuroprotector y neurorreparador de los polifenoles, el grupo de Montaner y colabora-
dores evaluo el efecto de la Salicornia ramosissima, una planta halofita que crece cerca
del litoral o de lagunas saladas y que sintetiza gran cantidad de polifenoles en respuesta
al estres del entorno. Observaron que la administracion de extractos de polifenoles de
esta planta a la mosca Drosophila melanogaster atenuaba el dano inducido por hipoxia.
Probaron el extracto de la Salicornia tambien en ratas, observando una reduccion del
volumen final del infarto en aquellos animales que recibieron este compuesto antes de
la induccion de la isquemia cerebral 7°, En un modelo de isquemia cerebral en rata, se
probo que la administracion simultanea del polifenol EGCG vy el fibrinolitico endovenoso

(rt-PA) en ventana extendida, condicionaba menores dafios post-isquemia &°

Tal como se describe con anterioridad, otros de los compuestos fundamentales que
median los efectos neuroprotectores y neurorreparadores de la DMed son los acidos
grasos insaturados (AGP y AGM). En un modelo de isquemia transitorio, nuevamente
el grupo de Montaner probo que las ratas que se alimentaban con una dieta enrique-
cida con EPA, DHA y antioxidante tenian una mejor recuperacion funcional con mayor
recuperacion del deficit motor, mejor flujo sanguineo cerebral y menos inflamacion en
el tejido dafiado 'L, En otro estudio, las ratas que recibieron DHA antes de la isquemia
cerebral tenian menor volumen de infarto y edema y menor inflamacion, con menos

expresion de IL-6 y una disminucion de la actividad de la caspasa-3 182 De forma similar,
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las ratas que recibian una dieta rica en AGM y/o0 AGP antes de la isquemia cerebral
tenian mejor recuperacion funcional que aquellas que recibian dietas bajas en grasas

o dietas ricas en AGS ©1

Otros experimentos en modelos animales de isquemia en roedor probaron que la
expresion de la apolipoproteina E4 (apoE4) estaba asociada a un mayor dano neuronal
tras la isquemia y peor recuperacion funcional y que esta expresion de apoE era mayor

en los animales que seguian una dieta rica en grasas, simulando una "dieta occidental” ',

1.3. ACTIVIDAD FiSICA
1.3.1. SISTEMAS DE EVALUACION DEL GRADO DE ACTIVIDAD FISICA
Tal y como se describio previamente, la actividad fisica (AF) es uno de los principales
factores de riesgo modificables con un gran impacto sobre la salud, mas aun en una
sociedad con unas altas tasas de sedentarismo, en aumento en los ultimos anos. No
solo la practica de actividad fisica sino tambien su intensidad, se han relacionado con
el desarrollo de enfermedades vasculares. Cobra asi interés intentar determinar vy
homogeneizar los grados de AF realizada. Para ello, se dispone de mecanismos de
evaluacion objetivos, capaces de dar una informacion veraz y directa de la AF realizada
a traves de dispositivos de registro de actividad tales como podoémetros o actimetros,
4

aunqgue su coste hace dificil su utilizacion en los grandes estudios poblacionales 184

Por ello, se han desarrollado distintos cuestionarios y escalas de evaluacion de AF.

La intensidad de la AF se puede cuantificar en equivalentes metabolicos o METs, de
tal forma que 1 MET corresponderia a 35 ml O2/kg/min, que seria el consumo minimo

del organismo en una situacion basal o de reposo.

The Physical Activity Scale for the Elderly (PASE)
Desarrollada en la década de los 90, se cred con el objetivo de cuantificar el grado de AF

en pacientes de edad avanzada ®°. Validada inicialmente al comparar los resultados del
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cuestionario con el estado de salud de los participantes y algunas variables fisiologicas,

como el equilibrio o el balance muscular, corroborandose en estudios posteriores .

Se trata de un cuestionario sencillo y de rapida aplicacion, que puede ser cumplimen-
tado por el participante o guiado por un entrevistador. En él, se evaldan 12 items que
incluyen actividades ludicas, recreativas u ocupacionales y se determina la frecuencia
de surealizacion en la ultima semana, expresada en horas por dia. El calculo es sencillo

a traveés de una tabla de conversion que permite estimar la puntuacion total.

El rango de puntuacion del PASE oscila entre los O y mas de 400 puntos. Se reco-
mienda expresar los resultados como variable continua, pero en base a los resul-
tados de estudios poblacionales se han determinado puntuaciones medias ajus-
tadas por edad y sexo que permiten categorizar el nivel de AF en baja (<40 puntos),

moderada (40 - 165) y alta (>165).

Version reducida del cuestionario de actividad fisica en el tiempo libre de
Minnesota (VREM)

El cuestionario original de evaluacion de actividad fisica en el tiempo libre de
Minnesota se publico en los anos 70, desarrollado inicialmente para ser aplicado
en hombres americanos de mediana edad &’ y validado posteriormente en pobla-
cion espafiola #8189 Para facilitar su aplicacion, se cred afios después su version
reducida o VREM, simplificando los mas de 50 items iniciales en los 6 finales que
conforman el cuestionario, con una buena correlacion con su version extendida vy

también validado en poblacion espafiola *°°.

En este caso, se incluyen unicamente actividades del tiempo libre excluyendose ague-
llas propias de la actividad laboral pero si se interroga acerca del tiempo empleado en
ira comprar o a limpiar la casa, entre otras. En total, se evaluan 6 items y se pregunta

acerca de su realizacion en el ultimo ano, determinando los dias al mes, minutos al dia
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y meses al ano que se ha realizado. El resultado total se expresa en METS-min/14 dias
y segun los resultados obtenidos se clasifica el grado de AF en muy activos (>5000
METS-min/14 dias), activos (3000 - 4999 METS-min/14 dias), moderadamente activos
(1250 - 2999 METS-min/14 dias) y sedentarios (<1250 METS-min/14 dias).

The International Physical Activity Questionnaire (IPAQ)

De forma similar al VREM, en el IPAQ el grado de AF se expresa en METs-min/semana
y permite clasificar a los sujetos en tres grupos segun su nivel de AF (baja, moderada o
alta). Tras una exhaustiva evaluacion de validez, se publico finalmente en el ano 2003

y se dispone de dos versiones (larga y corta), aptas para su aplicacion .,

1.3.2. IMPACTO GLOBAL DE LA ACTIVIDAD FISICA SOBRE LA SALUD

Existe hasta la fecha suficiente evidencia que apoya que la practica regular de AF
redunda en un mejor estado de salud, reduce la mortalidad global y se asocia a un
menor riesgo de desarrollar multiples enfermedades, muchas de ellas de gran preva-
lencia e impacto en la sociedad, como el cancer o las enfermedades vasculares 33
De esta forma, mas alla de las recomendaciones de las guias internacionales de preven-
cion primaria y secundaria de algunas enfermedades, la OMS recomienda la practica
regular de AF durante al menos 150 - 300 minutos semanales, si se trata de actividad
aerobica de intensidad moderada, o 75 - 150 minutos semanales si es actividad aerobica
vigorosa. Estiman que con el cambio de la sociedad hacia una mas activa fisicamente,
podrian evitarse entre 4y 5 millones de muertes al afio 1% Mulltiples estudios estiman que
la practica regular de AF comporta una reduccion global del riesgo relativo de muerte
prematura por cualquier causa de un 25 - 30% 33 Este beneficio se mantiene en ambos
sexos evaluados de forma independiente. De esta forma, algunos autores apuntan a que
los hombres activos presentan una disminucion del riesgo relativo de muerte de hasta
un 50% respecto a los sedentarios '*2. Por su parte, en mujeres se ha observado que el
sedentarismo junto con el sobrepeso son causantes del 31% de muertes prematuras,

59% de muertes por enfermedad cardiovascular y 21% de muertes por cancer 14
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lgualmente se ha demostrado que existe una relacion dosis-dependiente en el bene-
ficio de la AF sobre la salud global. En una revision sistematica publicada en el ano
2016 se evaluo si la cantidad de AF realizada tenia impacto en la reduccion de 5 enfer-
medades distintas (cancer de colon, mama, DM, IAM e ictus). Concluyeron que, mas
alla de que todos los que realizaban AF de forma regular veian reducido el riesgo
de sufrir estas patologias, el beneficio era mayor en aquellos que realizaban mas AF

(fundamentalmente con mas de 3000 - 4000 METs/min/semana) 1°.

Mas alla de los efectos que la AF tiene sobre la salud vascular y el ictus, que se discu-
tiran en el siguiente epigrafe, se han descrito beneficios claros sobre multiples enfer-

medades cronicas.

En una revision sistematica se observo que los sujetos activos presentan una reduc-
cion de entre el 10 - 20% del riesgo de padecer un cancer (incluyendo colon, mama,
gastrico, renal, vejiga y endometrio) y una reduccion del 40 - 50% de la mortalidad
asociada a estos tipos de cancer ¥, En las enfermedades osteoarticulares se han
descrito también importantes beneficios asociados a la AF, disminuyendo el riesgo
de osteoporosis en las mujeres postmenopausicas y favoreciendo el mantenimiento
de una correcta mineralizacion ¢sea a lo largo de los afios 19198 En una revision siste-
matica, se observo que los pacientes con Enfermedad de Parkinson que realizaban
gjercicio fisico mejoraban sus sintomas motores y obtenian puntuaciones mas altas en
cuestionarios de calidad de vida '°°. Se ha observado también que la AF se asocia con

120

menor riesgo de demencia vascular y previene el deterioro cognitivo =, ademas de

mejorar los sintomas cognitivos en pacientes con Enfermedad de Alzheimer 2°°.

La practica habitual de AF se ha asociado también a un mejor bienestar mental 2%},
reduciendo el nivel de estres y el riesgo de desarrollar una depresion. En un estudio, se
estimo que la practica de gjercicio fisico durante una hora a la semana podria prevenir

un 12% de depresiones futuras 22,
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1.3.3. ACTIVIDAD FISICA, SALUD VASCULARE ICTUS

| ACTIVIDADFiSICA,ENFERMEDAD VASCULARY FACTORES DE RIESGO VASCULAR
En la literatura existe un amplio numero de revisiones sistematicas y metaanalisis que
han analizado el impacto beneficioso de la AF en patologia cardiovascular 195203204
de tal forma que las principales guias americanas de prevencion en enfermedad
cardiovascular, consideran el sedentarismo como un factor de riesgo independiente

ya desde el afio 1992 2°°,

Multiples estudios prospectivos han evidenciado que la practica regular de AF dismi-
nuye la incidencia de enfermedades cardiovasculares en torno al 40% tanto en mujeres
como en hombres, independientemente de la presencia de enfermedades y factores
de riesgo vascular ©°°72%8 Aunque la mayor parte de la evidencia disponible proviene
de estudios realizados en poblacion de edad media, el efecto positivo de la AF parece
mantenerse también en poblaciones mas envejecidas. En un estudio que incluyo
pacientes con edad media de 66 anos, los pacientes mas activos reducian en un 38%
la incidencia de enfermedad coronaria °°°. En otro estudio que incluyd pacientes de
hasta 90 anos, se observo que los pacientes que caminaban mas de 16 km al dia
disminuian la incidencia y mortalidad por enfermedad vascular en casi la mitad, espe-

cialmente si sufrian DM 21°,

Una vez establecida la enfermedad cardiovascular, incluso a baja intensidad vy

ell.212 y reduce el tamafio de las placas de

frecuencia, la AF enlentece su progresion
ateroma '3 No obstante, publicaciones recientes resaltan la importancia que tiene la
intensidad de la AF practicada en la reduccion de la incidencia de eventos cardiovas-

culares 2¥

Parte de los beneficios de la AF en la salud vascular se explican por el control de los
factores de riesgo clasicos, como la obesidad, la DM y la HTA. Se ha observado que

la reduccion de peso a traves de la dieta y la AF disminuye la incidencia de DM tipo
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2 en sujetos con alto riesgo de padecerla en un 40 - 60% en 3 - 4 afios °°. Ademas,
en paciente ya diabeticos, la AF asociada al tratamiento medico habitual mejora la
homeostasis de la glucosa % . En relacion a la tensién arterial, se ha descrito que
los individuos inactivos o sedentarios tienen un riesgo 30 - 40% mayor de padecer
HTA a lo largo de 6 -10 anos, comparado con los individuos que practican AF de
forma regular ¥ En un metaanalisis, se observé que la practica regular de AF (de
intensidad moderada o vigorosa, 3 -5 veces por semana) reducia la presion arterial

sistolica (-34 mmHg; 95% Cl [-4.5 a -2.3)) y diastolica (-2.4 mmHg; 95% Cl [-3.2 a -16]) #1°.

| ACTIVIDAD FiSICA E ICTUS

RELACION DE LA ACTIVIDAD FiSICA CON LA PREVENCION DEL ICTUS

En el estudio INTERSTROKE, al que ya se hizo referencia con anterioridad en la
presente tesis, se identificaron 10 factores de riesgo modificables asociados con apro-
ximadamente el 90% de los ictus. Entre ellos, la practica regular de AF (que definieron
como la realizacion de gjercicio de intensidad moderada o vigorosa durante al menos
4 horas a la semana) se asocio con una reduccion en la incidencia de ictus de cual-
quier tipo (OR 041, IC 95% [0.35 - 048)) 1 Resultados similares en cuanto al beneficio
de la AF en la prevencion primaria del ictus ya se habian publicado con anterioridad.
En un metaanalisis de 18 estudios de cohortes y 5 casos-controles, Lee y colabo-
radores encontraron que los sujetos activos (moderadamente o muy activos), tenian
menor riesgo de sufrir un ictus (20% y 27% menos que los pacientes poco activos,
respectivamente) y también menor mortalidad 3. La reduccion del riesgo se observo

en ambos sexos y tanto para ictus isquémicos como hemorragicos.

Ladificultad a la hora de evaluar el grado de AF y qué considerar AF, dada la gran varia-
bilidad existente entre los distintos trabajos publicados, sumado a que los pacientes
que han sufrido un ictus presentan en muchas ocasiones limitaciones fisicas que les
impiden realizar ejercicio, dificultan la evaluacion de este habito en la prevencion

secundaria de la enfermedad cerebrovascular.
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Se estima que después de un ictus, hasta el 78% de los pacientes son sedentarios #°°,
Aunque hasta ahora no hay evidencia clara gue relacione la AF directa e independien-
temente con el riesgo de sufrir un segundo ictus °°!, si parece claro que las interven-
ciones de ejercicio fisico afectan positivamente a la discapacidad 2% y mejoran los
factores de riesgo vascular clasicos asociados con la recurrencia isquémica 223224,
En el estudio BUST-Stroke (Breaking Up Sitting Time After Stroke), encontraron que, en
pacientes que habian sufrido un ictus, compaginar la sedestacion con 3 minutos de acti-
vidad fisica ligera durante 30 minutos descendia la tension arterial sistolica 3.5 mmHg
comparado con los pacientes que permanecian 8 horas seguidas sentados 2°°,
Entre los pacientes con ictus aterotrombatico aleatorizados al brazo de tratamiento
médico del estudio SAMMPRIS 34, se diagnosticaron 32 ictus isquémicos tras 3 afios
de seguimiento. Los investigadores encontraron que la AF fue el Unico factor asociado
a menor recurrencia de ictus durante el seguimiento. Los pacientes que no alcanzaron

las recomendaciones de AF sugeridas tenian mayor riesgo de recurrencia gue aque-

llos que si las alcanzaron (OR 6.7, 1C 95% [2.5 - 18.1)).

RELACION DE LA ACTIVIDAD FiSICA PREVIA CON LA GRAVEDAD Y PRONOSTICO DEL ICTUS
Enelano 2006, el grupo de Deplangue evaluo la relacion que tenian algunas practicas
y caracteristicas basales previas al ictus con su severidad y prondstico. Entre ellas,
incluyeron la practica de AF recreativa, gue evaluaron mediante una entrevista estruc-
turada teniendo en cuenta la frecuencia semanal vy la intensidad. Encontraron que el
grado de AF era un factor independiente asociado a una menor gravedad del ictus
en fase aguda (escala NIHSS O -5 al ingreso) y a mejor pronostico funcional a corto
plazo (escala MRS O - 1 o Indice Barthel 95 - 100 a los 8 dias) con independencia de la
edad vy los factores de riesgo vascular clasicos. En su publicacion, apuntan a un efecto
dosis-dependiente, encontrando los mayores beneficios en los que practicaban entre
2y 5 hdeAF ala semana, mientras que la practica inferior a 2 h o mayor de 5 h no se
asocio a mejor pronostico. En la evaluacion de la intensidad, observaron que el mayor

efecto protector lo conferia la AF de intensidad moderada 226,
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Posteriormente, en el ano 2008, Krarup y colaboradores evaluaron el grado de AF
previo al ictus medido por la escala PASE con su gravedad inicial y pronostico a largo
plazo. En este caso, incluyeron unicamente pacientes con ictus isquemico que habian
sido incluidos en el estudio ExStroke Pilot Trial, en el que se evaluaba si el estimulo
verbal, vigoroso vy repetido a realizar AF después de un ictus aumentaba el nivel de
gjercicio. Los resultados mostraron que la puntuacion en la escala PASE fue uno de los
predictores mas importantes de una menor gravedad inicial (OR 153, IC 95% [1.25 - 1.861])

y de mejor pronostico funcional a largo plazo (OR 064, IC 95% 052 - 0.79)) 2.

Este efecto beneficioso de la AF en la gravedad y pronostico del ictus se corroboro
en estudios posteriores. En el ano 2014, Ricciardiy colaboradores publicaron los resul-
tados de un estudio observacional y prospectivo en el que incluyeron un total de 159
pacientes con un ictus isquémico por oclusion de gran vaso de circulacion anterior.
El grado de AF previo se evaluo mediante la escala IPAQ y los pacientes se catego-
rizaron en tres grupos segun los METs obtenidos. Encontraron que los pacientes con
mayor grado de AF previo alictus tenian mejor pronostico funcional, mayores tasas de
recanalizacion precoz tras la fibrinolisis intravenosa y volumenes de infarto final mas
pequenos. Ademas, encontraron que el mayor nivel de AF previo al ictus se asocio
de forma independiente a una menor gravedad inicial y a una mayor probabilidad de

mejoria neurolégica dramatica precoz 28

Por su parte, el grupo noruego de Ursin evaluo el efecto de los paseos que reali-
zaban los pacientes antes del ictus sobre su recuperacion funcional. Interrogaron a
los pacientes incluidos acerca de sus habitos al caminar, el tiempo de los paseos vy su
intensidad a traves del cuestionario Walking Habits. En los resultados, encontraron que
los pacientes que daban paseos cortos (menos de 30 minutos) tenian peor situacion
funcional tras el ictus, con mayores dificultades en la marcha y mayor inestabilidad,

tanto en fase aguda como después de un afio de seguimiento 22°.
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En poblacion asiatica, el grupo de Wen vy colaboradores publicaron resultados simi-
lares a lo previamente descrito. En su trabajo, concluyeron que la practica de AF previa
alictus (al menos 30 minutos al dia, 3 veces por semana) estaba relacionada con ictus
mas leves, menos complicaciones, menor mortalidad y mejor pronostico funcional a

1, 3y 6 meses de seguimiento 2=°.

Tambien se ha descrito un aparente efecto neuroprotector de la actividad fisica que
parece influir en la severidad del ictus. Asi, en el ano 2018 se publicaron los resul-
tados del estudio PAPSIGOT, desarrollado en Suecia. En €l, se evaluo el grado de
AF previa en pacientes que habian sufrido un ictus (tanto isquémico como hemo-
rragico), a traves de la escala Saltin-Grimby's 4-level Physical Activity (SGPALS) y
su relacion con la gravedad del ictus, medida por la escala NIHSS. Encontraron
que aquellos pacientes que practicaban algun tipo de AF antes delictus, con inde-
pendencia de su intensidad y duracion, tenian ictus mas leves (OR 2.30 95% ClI
[1.64 - 3.22)) 231 Observaciones similares se obtuvieron en estudios posteriores,
demostrando que los pacientes fisicamente activos tenian ictus mas leves y con

idad 232,233

menor mortal ., menor dependencia 24 y mejor percepcion de calidad

de vida 23°,

1.3.4. MECANISMOS BIOLOGICOS IMPLICADOS EN LOS POTENCIALES
EFECTOS BENEFICIOSOS DE LA ACTIVIDAD FISICA EN EL PRONOS-
TICO DEL ICTUS

| MECANISMOS BIOLOGICOS

Como ya se ha hecho referencia con anterioridad en la presente tesis, la practica

habitual de AF induce una serie de cambios fisiologicos en el organismo que modi-

fican y ayudan a controlar los factores de riesgo vascular 19236 De esta forma,

la practica regular de la AF reduce el IMC vy previene el sobrepeso, mejora la

homeostasis de la glucosa y disminuye la resistencia insulinica, mejora el perfil lipi-

dico y optimiza las cifras de presion arterial. Pero, mas alla de este efecto sobre los
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factores de riesgo, los beneficios de la AF sobre el pronostico del ictus se explican
por una serie de mecanismos biolégicos 2%, algunos de los cuales se explicaran a

continuacion.

MANTENIMIENTO DE LA BARRERA HEMATOENCEFALICA (BHE)

La disrupcion de la BHE que acontece despues de un ictus favorece el paso de
moléculas que median el dano cerebral por isquemia y reperfusion y contribuyen
asi a la formacion de edema cerebral. La AF promueve la integridad de la BHE,
ya que, por un lado, mantiene el grosor de la BHE al disminuir las enzimas proteoli-
ticas activadas por la isquemia que destruyen la lamina basal, como la metalopro-
teasa-9 (MMP-9) 238 y por otro, aumenta la regeneracién de astrocitos, ofreciendo

mayor estabilidad a la BHE 2%°,

EFECTO ANTIIFLAMATORIO Y ANTITROMBOTICO

La AF gjerce sus efectos antiinflamatorio y antitrombotico a traves de la reduccion de
la resistencia insulinica y disminuyendo la capacidad de migracion, adhesion e infil-
tracion de los leucocitos en el area de isquemia vy tras la reperfusion del tejido, lo que

condiciona un menor dano neuronal 24°.

NEOVASCULARIZACION, NEUROGENESIS Y OPTIMIZACION DE LA FUNCION ENDOTELIAL.
La formacion y remodelacion de nuevos vasos o neovascularizacion engloba diversos
procesos: cuando estos vasos se forman a partir de la migracion y diferenciacion de
celulas progenitoras endoteliales circulantes (CPEs), incorporadas vy atraidas el tejido
danado a traves de diversos estimulos, se habla de vasculogenesis. En la angioge-
nesis, estos nuevos vasos se forman a partir de los ya existentes, gracias a la migracion
y multiplicacion de celulas endoteliales ya maduras. Finalmente, en la arteriogénesis,
fenomeno clave en la creacion de colaterales, vasos preexistentes de menor calibre

aumentan su didmetro, generalmente en repuesta a cambios de presién arterial #4
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La AF previa al ictus favorece la neovascularizacion del tejido a traves de diversos
mecanismos, en los que esta implicado el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF). Este, favorece la formacion de neovasos no solo de forma directa sino también
a traves de la vasodilatacion inducida por la oxido nitrico sintentasa endotelial (eNOs) y
las CPEs %2, La mayor biodisponibilidad de éxido nitrico (NO) estimula la movilizacién
de CPEs de la medula 0sea, bazo y sangre, € incrementa a su vez la expresion del

VEGF 243, 244.

La neurogenesis consiste en la formacion de nuevas neuronas, sinapsis y glia y tiene
lugar fundamentalmente a nivel subventricular y subgranular del giro dentado del hipo-
campo. La AF parece estimular la neurogenesis mediante el incremento de la expresion
y de los niveles de ciertos factores de crecimiento neurogenicos (BDNF, NGF) y tambien
VEGF 2% Ademas, a través de la neovascularizacion y el secundario aumento de flujo
sanguineo en el area adyacente a la isquemia, se facilita el transporte de glucosa vy
oxigeno a las neuronas, haciendolas asi mas resistentes a la isquemia y disminuyendo
su probabilidad de muerte #°. La AF atentia también la apoptosis neuronal secundaria
a la isquemia mediante la estimulacion de factores antiapoptoticos y disminucion de

proapoptdticos, asegurando una mayor supervivencia neuronal 24°,

Células progenitoras endoteliales

Tal como se hizo referencia previamente y al igual que ocurre con la DMed, la
AF induce la liberacion de CPEs circulantes, en este caso gracias al aumento de
VEGF vy a la expresion de eNOS, optimizando también su capacidad de migra-
cion, de formar colonias y de disminuir su grado de apoptosis, favoreciendo asi la

vasculogénesis 246248

Factores de crecimiento neuronal y vascular
Los factores de crecimiento (FC) son sustancias generalmente proteicas, segregadas

por distintas celulas y tejidos, que estimulan el crecimiento, la migracion, diferenciacion
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y mantenimiento de la supervivencia celular. En el caso de los FC neuronales y endo-
teliales, intervienen tanto en la neurogenesis como en la neovascularizacion, procesos

intimamente relacionados y codependientes 24324,

En algunos modelos experimentales se demostro que las ratas sometidas a programas
de egjercicio presentaban niveles mas elevados de algunos factores de crecimiento

que las sedentarias 24+ 246

, observacion que también se realizd posteriormente en
algun estudio clinico: en una revision de Knaepen y colaboradores se concluyo que
distintos grados de AF aumentaban los niveles de BDNF (factor neurotrofico derivado
del cerebro), y que estos niveles disminuian al interrumpir la actividad °°°. En otros, se

observaron niveles mas elevados de VEGF en sujetos activos frente a sedentarios 2%

Como ya se comento previamente, los FC establecen una compleja red de interaccion
mutua y con otras células vy tejidos que estimula la neurogenesis y neovascularizacion

en el tejido cerebral isquémico #°#2%3 En el

ictus isquemico, el papel del VEGF ha sido
ampliamente estudiado. Este FC actla de forma directa e indirecta en la neovasculari-
zacion y neurogenesis a traves de la estimulacion de la eNOS y tambien promoviendo
la maduracion vy liberacion de las CPEs. Tras el ictus, se detectan niveles mas elevados
de VEGF y de su receptor en el area isquemica, donde modula la maduracion, estabi-
lizacion y remodelacién de los vasos, incrementando asi la densidad vascular local 2>
pero tambien promoviendo la liberacion de BDNF desde las células endoteliales, dismi-
nuyendo la apoptosis e incrementando la proliferacion y diferenciacion de las células

neuronales tras el ictus 2°°,

En modelos experimentales, el VEGF se ha relacionado con menor volumen de infarto
y mejor prondstico funcional tras el ictus 2°°. EL BDNF es un FC nervioso que actua en
la remodelacion cerebral de forma directa e indirecta a traves de la estimulacion y
reclutamiento de otros FC, promoviendo la supervivencia neuronal y disminuyendo

su muerte tras la isquemia, asi como interviniendo en procesos de sinaptogénesis
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y plasticidad axonal implicados en la recuperacién funcional del tejido dafado 2%/,
A nivel experimental, se ha demostrado una asociacion positiva entre el BDNF vy el

menor volumen de infarto y mejor recuperacion funcional 28

En pacientes con ictus isquémico, el grupo de Sobrino y colaboradores relacionaron
niveles basales de VEGF mas elevados con mayores tasas de recanalizacion arterial
precoz °*°. Posteriormente, en un estudio observacional y publicado por el grupo de
Lopez-Cancio, se encontrd que los pacientes con ictus agudo y con mayores niveles
de AF antes del evento isquemico tenian niveles mas elevados de VEGF, y que este
factor de crecimiento se comportaba como un predictor independiente de buen

pronostico y menor volumen final del infarto 269,

| MODELOS ANIMALES
Hasta la fecha, se han publicado multiples trabajos que evaluan el impacto de la AF
en el ictus isquemico vy los posibles mecanismos implicados a traves de distintos

249,261

modelos de isquemia en animales algunos ya descritos en el epigrafe anterior

de la presente tesis.

Alguno de estos trabajos mas relevantes es el publicado por el grupo de Gertz vy
colaboradores, en el que compararon la evolucion de dos grupos de ratas (activas
y sedentarias) a las que se practico una oclusion transitoria de la ACM. La AF fue la
realizada voluntariamente por el animal sobre una rueda. Observaron que el grupo
de ratas activas tenia volumenes de infarto un 38% inferiores al otro grupo y mejores
puntuaciones en las escalas de valoracién funcional %2, De forma similar, el grupo
de Guo encontro gue las ratas activas (en este caso, con un entrenamiento disenado
sobre treadmill) tenian menos deficits a las 24 horas del ictus y también volumenes de
infarto inferiores 2. Ademas, la AF parece también disminuir el dafio por reperfusion
en animales gracias a una aceleracion del metabolismo de glucosa, manteniendo asi

un adecuado aporte energético 263,
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Aunque, de forma global, la mayoria de los estudios muestran beneficios de la AF
a traves de diversas vias, cabe resenar que existe gran variabilidad en los entrena-
mientos disenados, desde el entrenamiento en treadmill o en rueda, hasta los tiempos
por egjercicio, la duracion antes de la isquemia vy el tiempo determinado por sesion.
Por este motivo, mas alla del efecto global de la AF, algun trabajo evaluo tambien si
disminuyendo la intensidad o duracion de la AF este beneficio neto se mantenia. Asi,
en un trabajo publicado por Pianta en el ano 2019, observaron que incluso las ratas
que practicaban AF durante cortos periodos de tiempo tenian mejor pronostico que
las sedentarias, con mejor recuperacion funcional, menos celulas apoptoticas en la

region peri-infarto y mayores concentraciones de factores pro-angiogénicos 2%

1.4. CONCLUSIONES DE LA INTRODUCCION

Los habitos de vida saludables, entre los que se encuentran la adherencia a una dieta
mediterranea y la practica regular de actividad fisica, aportan beneficios en la salud y
en especial en la prevencion de enfermedades vasculares, entre las que se encuentra
el ictus. Ambos factores parecen tener un efecto positivo no solo en la prevencion de
un primer evento vascular, si no en mejorar el pronostico de los pacientes después
de haber sufrido un ictus. A traves de multiples mecanismos biologicos y moleculares
(resumidos en la Figura 7), muchos de ellos interconectados y otros no tan conocidos,
ambos habitos de vida parecen gjercen un efecto neuroprotector y neurorreparador,

favoreciendo la tolerancia a la isquemia.

No obstante, existe gran variabilidad en los métodos de evaluacion de ambos habitos
en los estudios tanto clinicos como preclinicos, lo cual dificulta en muchos casos la
reproducibilidad y extrapolacion de resultados. Por otra parte, aunque ambos factores
podrian compartir vias y mecanismos a traves de los cuales ejercer su efecto neuro-
protector y neurorreparador, existen escasos trabajos que hayan evaluado esta
posible interaccion cuando ambas practicas se realizan antes de un ictus, asi como su

influencia en el pronostico del mismo.

69



1 «INTRODUCCION

En este sentido, seria interesante evaluar los potenciales efectos neuroprotectores y

neurorreparadores de los habitos de vida saludables, en concreto del grado de AF y

DMed previos al ictus, en el pronostico de esta patologia, ahondando en los poten-

ciales mecanismos fisiopatologicos implicados en la tolerancia a la isquemia.

HTA

DM (y glucemia en pacientes con DM)
IMC

Cardiopatia isquémica

Sindrome metabdlico

1 HDL
lLbL | RESISTENCIA INSULINICA
lTG

LINFLAMACION

1 Moléculas adhesion endotelial (VCAM1, ICAM1)
1 Citoquinas proinflamatorias (IFNy, TNF, IL1, IL6, IL7, IL18)
Mejora perfil adipoquinas circulantes (fadiponectina)

1 CPEs ‘

MEJORA LA FUNCION ENDOTELIAL
1 ANGIOGENESIS

Figura 7: Resumen de los principales mecanismos biologicos asociados
a la dieta mediterranea y la practica de actividad fisica que resultan

en un efeto beneficioso para la salud.

70









HIPOTESIS







HIPOTESIS» 2

» Enun modelo animal de isquemia cerebral evaluando las intervenciones previas
al insulto isquemico “Dieta Mediterranea” y "Actividad Fisica’, hipotetizamos que
los animales de los grupos de intervencion presentaran menor volumen final del
infarto y mejor recuperacion funcional que los animales de los grupos control, y

que ambas intervenciones podrian tener efectos sinérgicos.

» Enungrupo de pacientes con ictus isquemico por oclusion de circulacion anterior,
postulamos que tanto la realizacion de un mayor grado de actividad fisica como
una mayor adherencia a la dieta mediterranea previos al ictus, se asociaran a una
menor gravedad inicial del ictus, un menor volumen final del infarto, una mayor
probabilidad de mejoria neurologica precoz y un mejor pronostico funcional y

cognitivo a largo plazo.

» Hipotetizamos que los efectos beneficiosos (neuroprotectores y neurorrepara-
dores) que egjercerian la practica regular de actividad fisica y la adherencia a la
dieta mediterranea sobre el pronostico del ictus estarian mediados, al menos en
parte, por una menor resistencia insulinica, un adecuado balance en los metabo-
litos de la via de la colina, un menor estado inflamatorio, asi como por una mayor
liberacion de células progenitoras endoteliales.
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1. Estudiar en un modelo animal de isquemia cerebral los efectos de las interven-
ciones previas a la induccion de isquemia “dieta estilo mediterraneo” y “actividad
fisica” en el pronostico radiologico y funcional de los animales incluidos, y estu-
diar las vias metabdlicas implicadas.

2. Estudiar, en una muestra de pacientes con ictus isquemico por oclusion de circu-
lacion anterior y tratados con trombectomia mecanica, la relacion entre el grado
de actividad fisica y el de adherencia a la dieta mediterranea previos al ictus con
la gravedad inicial, el volumen final del infarto, la mejoria neurologica precoz vy la

recuperacion funcional y cognitiva a los tres meses tras el ictus.

3. Estudiar potenciales biomarcadores y vias metabolicas implicados en los efectos
neuroprotectores y neurorreparadores de la actividad fisica y dieta mediterranea
en elictus: indice de resistencia insulinica, metabolitos de la via de la colina, celulas

progenitoras endoteliales circulantes, adipoquinas y citoquinas inflamatorias.
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4.1. MODELO ANIMAL

| DISENO EXPERIMENTAL

El objetivo del modelo animal fue determinar el efecto de las intervenciones
‘actividad fisica" y “dieta estilo mediterraneo’, iniciadas con anterioridad a la induccion
de isquemia cerebral, en el volumen de la lesion isquémica, test funcionales, inmuno-
modulacion, movilizacion de celulas progenitoras endoteliales (CPESs) y procesos de

angiogenesis, neurogenesis y sinaptogenesis en el parénguima cerebral.

Para alcanzar este objetivo, se siguio el siguiente protocolo (Figura 8):

l Muestras sangre

%
y
i T2 D Test funcionales
- -

owi [ - 1
i
/‘-E Dia+3 Dia+7 Dia+14 Dia+28
Cerebro
' Acomodacion (1semana) Iﬂl' 'HI' <
& M1 e o S
| I | | | | | | >
g | 1 1 T 1/tMekog 1 T T { pertusien > '
5 55 | |
- > = Dieta y/o AF (4 semanas) Dieta y/o AF (3 semanas)

Rata Sprage-Dawley (SD)

Figura 8: Cronograma del modelo experimental.

DWI. secuencias de difusion de RM; IHC: inmunohistoquimica

Se definieron 5 grupos experimentales: un grupo sham (n =5), en el que se simulo la
cirugia pero sin realizarse oclusion de ACM vy por tanto, sin inducir isquemia cerebral,
y cuatro grupos de intervencion con 10 ratas en cada grupo, como se muestra en la
tabla, en funcion de sirecibieron la intervencion “actividad fisica” y/o “dieta estilo medi-

terraneo” previa a la induccion de la isquemia:;

INTERVENCIONES Dieta normal Dieta estilo mediterraneo
Sin Actividad fisica GRUPO “CONTROL" GRUPO “DIETA”
(n=10) (h=10)

GRUPO “ACTIVIDAD FISICA” GRUPO “DIETA+ACTIVIDAD FISICA”

Con Actividad fisica (n=10) (h=10)
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| MANEJO ANIMAL

Los protocolos de experimentacion fueron aprobados por el Comité de Etica de Expe-
rimentacion Animal del Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela,
de acuerdo con la legislacion de la Unidon Europea (86/609/CEE, 2003/65/CE and
2010/63/EU) y las directrices de las guias ARRIVE.

Se utilizaron machos adultos de ratas Sprague-Dawley de entre 300 y 350 g apro-
ximados en el momento de la operacion. Las ratas dispusieron de agua y alimento
ad libitum en todo momento y se mantuvieron en ciclos diurnos/nocturnos alternos

cada 12 horas con una temperatura media de 22+/- 1°C y una humedad del 60 +/- 5%.

Para los procedimientos quirdrgicos y la realizacion de estudios de neuroimagen, los
animales fueron anestesiados mediante sevofluorano inhalado, en una mezcla de
oxido nitroso y oxigeno al 70/30. Se utilizd una inhalacion del 6% para la induccion y
del 3 -4% para el mantenimiento de la anestesia. La temperatura rectal se mantuvo
durante los procedimientos en 37 +/- 0.5°C gracias a la utilizacion de una placa cale-

factora (Neos Biotec, Pamplona, Espana).

Tanto en la primera semana de adaptacion en el laboratorio como en la primera
semana tras la cirugia todas las ratas recibieron la misma dieta (Teklad Global 19%
Protein Extruded Rodent Diet, Ref: 2018, ENVIGO) y no realizaron sesiones de entre-
namiento de actividad fisica. Las ratas del grupo sham recibieron este tipo de dieta

durante todo el seguimiento y no realizaron sesiones de entrenamiento.

| INTERVENCION “ACTIVIDAD FiSICA”

Los animales de los grupos sometidos a la intervencion “actividad fisica’, tras la primera
semana de adaptacion al laboratorio, comenzaron con sesiones de entrenamiento de
actividad fisica diaria en un rotarod, cinco dias a la semana, hasta la cirugia. Una semana

tras ésta, se reinicio la actividad fisica, aunque a menor intensidad y se mantuvo hasta el
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final del seguimiento, segun se describe a continuacion. La primera semana de entre-
namiento consistio en una adaptacion al rotarod, con sesiones de 5 minutos de dura-
cion a una velocidad de 5 revoluciones por minuto (rpm) que equivale a casi 1 m/min.
Las siguientes semanas se realizaron las sesiones de entrenamiento disenadas, consis-
tentes en 5 minutos de aceleracion desde 5 a 20 rpm seguidas de 20 minutos a 20 rpm
(4 m/min). Para definir estas velocidades, se estimo el 60% del VO, de los animales,
que equivaldria al ejercicio fisico sano en humanos. La segunda semana tras la cirugia
los animales reiniciaron los entrenamientos con sesiones consistentes en 5 minutos de

aceleracion de 5 a 10 rpm (2 m/min) seguidas de 20 minutos a 10 rpm.

Las sesiones de los animales que no recibieron la intervencion “actividad fisica”, consis-
tieron en colocar al roedor sobre el rotarod parado durante 2 minutos, tras lo cual los

animales eran devueltos a su jaula.

| INTERVENCION “DIETA ESTILO MEDITERRANEO”

Las ratas de los grupos de intervencion “dieta” y "dieta+AF" se alimentaron con una
dieta "estilo mediterraneo” basada en el aceite de oliva y la anchoa como fuente de
acidos grasos (85% oliva, 15% anchoa), (Ref: U8978 Version O1 AIN93, SAFE, France).
Asimismo, estos grupos recibieron un suplemento de polifenoles en forma de
200 mg/kg/dia de hidroxitirosol disuelto en agua (de extractos de aceites de frutas,

20% HT, nutexa, n°® batch: 21001-012)
Por su parte, las ratas de los grupos “control” y “actividad fisica” fueron alimentadas con
una dieta estandar de control basada en mantequilla como fuente de acidos grasos,

semejante a una dieta occidental (Ref: U8978 Version 017 AINO3, SAFE, France).

Todos los grupos de animales recibieron estas dietas durante las 5 semanas previas a la

cirugia y las reiniciaron una semana despues de la misma hasta el final del seguimiento.
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| MODELO DE ISQUEMIA
El modelo de isquemia empleado fue el de oclusion transitoria de la arteria cere-
bral media (tMCAQ), considerado uno de los mejores modelos animales que imitan

el ictus isquémico en humanos y utilizado en multiples estudios 0> (

Figura 9).
Brevemente, a traves de un microscopio quirurgico se disecciona el tejido conectivo
de la arteria carotida comun, externa e interna mediante una incision en el cuello del
animal. La carotida externa y la rama ptérigopalatina de la cardtida interna se separan
y ligan mediante sutura de seda 6-0. A traves de la cardtida externa y hacia la carotida
comun se inserta un monofilamento de silicona revestido de goma (403512PK5Re;
Doccol Corporation, USA) que se va avanzando a traves de la cardtida interna a 20
mm de la bifurcacion, para ocluir el origen de la ACM. En el tedrico territorio de la
ACM, sobre la superficie craneal y a 4 mm laterales del bregma, se coloca un un
laser Doppler de 1 mm de diametro conectado a un medidor de flujo (PeriFlux 5000,
Perimed AB, Stockholm, Sweden) obteniendo asi un registro continuo del flujo de la
ACM durante la oclusion. Una vez se consigue la oclusion, comprobada mediante la
reduccion de la senal de Doppler, los animales se transfieren cuidadosamente a la
resonancia magnetica (RM) para comprobar la correcta oclusion de la arteria y el terri-
torio isquemico mediante los mapas de difusion (DWI/ADC) y angioRM, definiendo
asi la lesion isquémica en tiempo O (TO). Tras la realizacion de la neuroimagen, los
animales se devuelven a la mesa quirdrgica y se coloca nuevamente el Doppler. Tras
75 minutos de oclusion, se retira el filamento y las suturas de tal forma que la rama
ptérigopalatina se reperfunde mientras que la carotida externa (utilizada para intro-
ducir la sutura) persiste ligada para evitar sangrados. Tal como se describio previa-
mente ¢, este modelo de isquemia transitoria combinando la DWI/ADC y angioRM

con Doppler constituye un modelo adecuado de inclusion, reduce la variabilidad

intergrupos y garantiza la reproducibilidad en los volumenes de infarto.

Se utilizaron los siguientes criterios de exclusion: 1) reduccion del flujo arterial inferior al

70% del basal; 2) malformaciones arteriales detectadas en angioRM; 3) lesion isquéemica
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TO menor del 25% o mayor del 45% del hemisferio afecto y 4) ausencia de reperfusion
o reperfusion prolongada tras la retirada del filamento (mas de 10 minutos transcu-
rridos tras la retirada hasta alcanzar al menos el 50% del flujo basal). Todos los animales
excluidos durante el procedimiento o fallecidos antes de los 3 dias siguientes fueron

reemplazados para alcanzar el numero total de animales indicado para cada grupo.

ACA q \ qf \

ACC ——— >

Figura 9: Modelo de isquemia mediante oclusion intraluminal de la ACM (tMCAO)

Se representa el avance del filamento (en color blanco) a traves de la luz
de la arteria, hasta alcanzar el inicio de la ACM y conseguir asi su oclusion.
ACA,; arteria cerebral anterior; ACM: arteria cerebral media; APP: arteria pterigopalatina;
ACI arteria carotida interna; ACE: arteria carotida externa; ACC: arteria carotida comun.

| RESONANCIA MAGNETICA

Los estudios de RM se llevaron a cabo en un sistema de RM de iman horizontal de
94 teslas, Biospec 94/20USR, (Bruker BioSpin, Alemania) con una bobina de gradiente
con blindaje activo de 20 cm de ancho (440 mT/m). La transmision de radiofrecuencia
se logro con un resonador de volumen de jaula de pajaros; la senal se detecto utili-
zando una bobina de superficie de cuatro elementos, colocada sobre la cabeza del
animal, que se fijo con una barra de dientes, tapones para los oidos y cinta adhesiva.

Las bobinas de transmision y recepcion se desacoplaron activamente entre si.
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Se realizaron exploraciones localizadores de eco gradiente al principio de cada sesion
para posicionar con precision al animal dentro del orificio del iman. Durante la oclusion
se utilizo la angioRM para identificar el poligono de Willis y evaluar la oclusion efectiva
de la ACM. Las imagenes axiales de angioRM del cerebro de rata son una pila de 58
cortes donde se mapea todo el cerebro. Los parametros para la secuencia TOF-MRA
3D Flash fueron: campo de vision (FOV) 30.72 x 30.72 x 14 mm?, matriz de imagen
256 x 256 x 58, tiempo de repeticion 15 ms, 2 medias y tiempo de eco 2.5 ms. Tambien
se adquirieron mapas de ADC utilizando secuencias de imagenes ecoplanares de
spin-eco con los siguientes parametros de adquisicion: FOV 24 x 16 mm?, matriz de
imagen 96 x 64, 14 cortes consecutivos de 1 mm de espesor, tiempo de repeticion 4 s,
4 promedios, tiempo de eco 2691 ms, ancho de banda espectral 200,000 Hz vy
7 valores de difusion b: O; 300; 600; 900; 1200; 1600 y 2000.

En los seguimientos siguientes las ratas se exploraron con imagenes ponderadas
en T2 utilizando una secuencia RARE (factor n=4) con los siguientes parametros
de adquisicion: FOV 19.2 x 19.2 mm?, matriz de imagen 192 x 192, 14 cortes conse-
cutivos de 1 mm de espesor, tiempo de repeticion = 3 s, tiempo de eco efectivo = 45
ms. Se adquirieron imagenes ponderadas en T2 a los 3, 7, 14 y 28 dias despues de
la tMCAQO. Todas las imagenes se procesaron y los mapas se construyeron con
ImageJ (Rasband WS, ImageJ, US National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA,
http://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-2009).

Los volumenes de difusion se determinaron mediante seleccion manual a partir
de los mapas de DWI y los volumenes de las lesiones isquemicas a partir de los
mapas de T2 mediante seleccion manual. Con el fin de evitar la posible sobres-
timacion del volumen de la isquemia debida al edema, se utilizo la siguiente
formula para estimar el edema (%), ajustando el volumen de lesion en funcion del

mismo 27°:
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Volumen hemisferio ipsilateral - Volumen hemisferio contraleteral
Edema (%) =100 x

Volumen hemisferio contraleteral

El volumen final ajustado por edema se expreso de forma absoluta en milimetros cubicos.

| TEST FUNCIONALES
En todos los animales se realizo una bateria de pruebas funcionales durante el ciclo de

oscuridad, antes de la tMCAQ vy los dias 3, 7, 14 y 28 despues de la misma.

Se realizod la prueba del cilindro para evaluar la funcion motora y las pruebas de Bederson

y Wahl para evaluar el déficit sensitivomotor.

Atraveés de la prueba del cilindro se evalua la asimetria en el uso de las extremidades ante-
riores durante el comportamiento exploratorio del animal. Para ello, las ratas se colocan
en un cilindro transparente de 20 cm de diametro y se graban durante 10 minutos. En
este tiempo, los roedores exploran el cilindro tocando la pared con sus extremidades
delanteras. Durante el visionado de los videos, se cuentan las colocaciones de los miem-
bros anteriores ipsilaterales y contralaterales a la lesion. Con estos datos, se calcula el
indice de asimetria de la siguiente forma: n° de veces que toca el cilindro con la pata
derecha durante la ascension por el n°® de veces que o toca con cada una de las dos
patas. Las ratas sanas tienen un indice proximo a 0.5 y tiende a O y 1 en los animales que

usan preferentemente la pata izquierda o la derecha, respectivamente 2%,

Por su parte, las pruebas de Bederson y Wahl son escalas validadas con varios items para
evaluar los déficits sensoriomotores. Estas pruebas se basan en la presencia o ausencia
de una actividad refleja o espontanea del animal 2’%%’3 En la Tabla 4 se enumeran los
items evaluados en cada escala. De forma resumida, en el test de Bederson se otorgan
puntuaciones de O cuando el roedor realiza movimientos normalesy de 1 - 3 cuando existe

algun deficit, por lo que, a menor puntuacion total en el test, menores deficits presenta
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el animal. En el test de Wahl ocurre al contrario, ya que las puntuaciones proximas a O

reflejan deficits mas graves y las proximas a 8 serian las consideradas normales.

BEDERSON TEST

Movimiento espontaneo -1 | 2-3

(o]

Movimiento circular espontaneo

Flexion espontanea de la extremidad anterior contralateral

Movimiento circular en suspension

Reflejo extensor en suspension

o|lo|o|o|©O

Deteccion de esquinas
Total -1

WAHL TEST

Deteccion de esquinas

- IS T I I

(=)

Con la extremidad anterior

Con la extremidad posterior

Colocacion visual

Flexion espontanea de la extremidad anterior contralateral

Flexion espontanea de la extremidad posterior contralateral

Movimiento circular espontaneo

Reflejo extensor en suspension

Torsion toracica en suspension

Total

N R N S I N I I
©o|o|o|o|lo|o|O0|O|0O

Tabla 4: Test funcionales (Bederson y Wahl)

| CITOMETRIA DE FLUJO Y ANALISIS DE LAS LINEAS HEMATOPOYETICAS

Se extrajeron muestras de sangre de la vena de la cola antes de la tMCAO (muestra
basal), alalh,ylosdias 3,7 14y 28 dias despues de la tMCAQO. Las muestras se reco-
gieron en tubos de K2EDTA (BD Microtainer, EE.UU.). La tincion celular por inmunofluo-
rescencia se realizd con los anticuerpos fluorescentes conjugados anti-CD34 (ref.
sc-7324, Santa Cruz Biotechnology), anti-ckit (ref. sc-19619, Santa Cruz Biotechnology),
anti-KDR (ref. bs-10412R, Bioss) y anti-CD43 (ref.: 202814, Biolegend). La fluorescencia
celular se midio inmediatamente después de la tincion mediante citometria de flujo

con BD FACS Aria Il (BD, Bioscience, Franklin Lakes, NJ, EE.UU).

Se analizaron los niveles de celulas progenitoras circulantes (CPC), identificadas como
CD34 positivas (CD34+); células progenitoras hematopoyeticas (CPH) identificadas como
CD34 y CD43 positivas (CD34+/ CD43+); y celulas progenitoras endoteliales (CPES),
identificadas como CD34, ckit y KDR positivas (CD34+/ckit+/KDR+). Los numeros de cada

linaje celular se calcularon utilizando el software FACSDiva (BD Biosciences, EEUU.).
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| EFECTO INMUNOMODULADOR Y DANO OXIDATIVO DEL ADN

Se extrajeron muestras de sangre de la vena de la cola antes de la tMCAO (muestra
basal), alh, ylos dias 3, 7 14 y 28 dias despues de la tMCAO. Las muestras se reco-
gieron en tubos de K2EDTA (BD Microtainer, EEUU.) y se centrifugaron a 1000 g

durante 7 minutos, almacenando el suero a -80 °C hasta su analisis.

Los niveles séricos de citocinas/quimiocinas se determinaron utilizando el kit Milliplex
MAP Rat Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel (Cat. RECYTMAG-65K, EMD Milli-
pore, Darmstadt, Alemania). Las 27 citocinas/quimiocinas incluidas en este kit son las
siguientes: G-CSF, GM-CSF, VEGF, eotaxina, leptina, MIP-1a, MIP-2, IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4,
IL-5, IL=6, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17, IL-18, IFNy, IP-10, TNFa, EGF, MCP-1, GRO/KC, LIX,

RANTES y Fractalkina. En la Tabla 5 se agrupan segun sus efectos pro o antiinflamatorios.

Del mismo modo, la medicion del dano oxidativo del ADN en suero se realizo mediante
un kit ELISA (ensayo de 8-hidroxi-deoxiguanosina, 8-OHJG) (Cat. STA-320; Cell Biolabs,
San Diego, CA, EE.UU.).

Citocinas/quimiocinas proinflamatorias

TNFa, IFNy, IL-18, IL-1a, IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, IL-18, G-CSF, GM-CSF,
MIP-1a, MIP-2a, Leptina, RANTES, Eotaxina, MCP-1, GRO-KC, LIX, VEGF

Citocinas/quimiocinas antiinflamatorias

IL-4, IL-10, IL-11, IL-13, EGF, Fractalkina

Tabla 5: Citoquinas analizadas clasificadas por su funcion predominante,
pro o anti-inflamatoria.

| PROCESAMIENTO DE LOS TEJIDOS

A los 14 dias, tres animales de cada grupo y a los 28 dias todos los restantes, fueron
sacrificados mediante una sobredosis de anestesia y, a continuacion, perfundidos
transcardialmente con una solucion helada de PBS seguida de paraformaldehido
(PFA) al 4%. Por ultimo, se diseccionaron los cerebros y los tejidos se fijaron durante la

noche a 4 ‘C en la misma solucion fijadora.
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El procesamiento de los tejidos se realizd como se ha descrito previamente 24

Brevemente, se incubaron en sacarosa al 30% para su crioproteccion. Los cerebros se
embebieron en compuesto OCT y se congelaron. Posteriomrente, se seccionaron trans-
versalmente con un criostato a un grosor de 20 pm. Para la inmunohistoquimica, las
secciones se lavaron primero con Triton-PBS al 0.2% vy el protocolo de recuperacion de
antigenos se llevo a cabo con citrato de sodio (pH 6.0) a 99 °C durante 20 min. A conti-
nuacion, las secciones se bloquearon y permeabilizaron (04% de Triton, 5% de sueros
de la misma especie que los anticuerpos secundarios, 1x PBS) durante 1 h a temperatura
ambiente. La incubacion en la solucion de anticuerpos primarios (veanse las concentra-
ciones mas adelante) se realizd a 4 °C durante toda la noche. Se lavaron las secciones
y, @ continuacion, se procedio a la tincion con anticuerpos secundarios durante 2 h a
temperatura ambiente (soluciones de anticuerpos a 1:500). A continuacion, las secciones
se lavaron de nuevo, se incubaron con Hoechst 33342 durante 10 min y se montaron con

Aqua-Poly/Mount (Polysciences).

Se utilizaron los siguientes anticuerpos: conejo anti-Kic7 (150, Abcam) como marcador
de la proliferacion celular, conejo anti-DCX (1500, Sigma-Aldrich) como marcador de
la migracion neuronal, cobaya anti-NeuN (1:200, Sigma-Aldrich) como marcador de
neuronas maduras, conejo anti-CD31 (1:50, Cell Signaling Technology) como marcador
de células endoteliales y conejo anti-VGLUTL (1100, Cell Signaling Technology) como

marcador de la transmision glutaminergica.

| ENSAYO TIPO TUNEL

Se utilizo el kit Tdt-mediated dUTP Nick End Labelling (TUNEL) (Roche, Mannheim,
Alemania) para detectar ntcleos apoptoticos como se ha descrito previamente /%276,
Brevemente, las secciones se pretrataron con MetOH a -20 °C durante 15 miny, a conti-
nuacion, con tampon citrato 0.01 M pH 6.0 durante 30 min a 90 “C. Tras lavados con PBS,

cada portaobjetos se incubo con una mezcla de 5 pl de solucion enzimatica (desoxinu-

cleotidil transferasa terminal) y 45 L de solucion de marcaje (nucledtidos marcados con
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rojo TMR) durante 90 min a 37 °C. A continuacion, las secciones se enjuagaron en PBS,

se dejaron secar durante 30 min a 37 ‘C y se montaron con Aqua-Poly/Mount.

| OBTENCION DE IMAGENES DEL TEJIDO CEREBRAL

Se fotografiaron secciones de tejido tenidas utilizando un microscopio invertido (Leica
CTRB000). Se fotografiaron tres secciones de cortes coronales de cerebro de cada
animal. Las fotomicrografias se tomaron con aumentos de 5x (areas DCX+ o CD31+) y
20x (estudios de TUNEL, neurogéenesis, angiogenesis, sinapsis y microglia) sin cambiar
la ganancia del amplificador ni la compensacion para evitar la introduccion de variabi-

lidad experimental. Todas las imagenes se procesaron con el software ImageJ.

Tras las cuantificaciones, el contraste y el brillo se ajustaron minimamente en las
figuras, de manera uniforme en todos los paneles de cada experimento, con Adobe

Photoshop CS4 (Adobe Systems).

| CUANTIFICACIONES DE INMUNOFLUORESCENCIA

Para cuantificar la intensidad de cada senal de inmunofluorescencia (IF), se determino
la intensidad fluorescente media (o valor gris medio) utilizando el sofware ImageJ.
El experimentador fue ciego durante las cuantificaciones. Todos los valores se some-
tieron a normalizacion interna con respecto a las mismas areas contralaterales y luego

se normalizaron con respecto a los valores de control.

En la region peri-infarto, se evalud por un lado la sinaptogenesis mediante la IF de
vGLUT1 y por otro la apoptosis, determinando el numero de neuronas TUNEL+
(NeuN+/TUNEL#. Por su parte, la neurogenesis y angiogénesis se estudiaron en la
zona subventricular (ZSV), mediante la determinacion de las céelulas Ki67+ dentro del

area DCX+ en el caso de la neurogénesis y en el area CD31+ para la angiogenesis.
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4.2. ESTUDIO CLINICO

Se diseno un estudio observacional prospectivo de pacientes consecutivos con los
siguientes criterios de inclusion: 1. Ictus isquemico de circulacion anterior con oclusion
arterial de arteria cardtida interna terminal y/ arteria cerebral media (segmentos M1 o M2);
2. Escala Rankin modificada previa alictus O - 1 (pacientes con independencia funcional);
3. Ausencia de deterioro cognitivo previo al ictus; 4. Realizacion de trombectomia meca-
nica en fase aguda. 5. Ingreso inicial en la Unidad de Ictus; 6. Firma de consentimiento

informado.

Se excluyeron los pacientes con imposibilidad de administracion de escalas de dieta
y ejercicio (p.gj, pacientes afasicos sin familiares de primer grado o gue viven solos, o
aquellos que ingresaron inicialmente en Unidad de Cuidados Intensivos). Tampoco se
incluyeron los pacientes que se trasladaron precozmente a sus centros de referencia

al no poder completar los procedimientos del estudio.

El presente proyecto fue sometido al Comité de Etica de Investigacion con Medi-
camentos del Principado de Asturias (aprobacion 014/2020) y fue financiado por el
Instituto de Salud Carlos Il (Proyecto FIS (PI18/01096): Estudio Dieta Mediterranea Y
Actividad Fisica Como Precondicionantes A La Isquemia Cerebral En El Ictus Por Oclu-
sion De Gran Vaso Intracraneal, IP Elena Lopez-Cancio). Inicialmente el proyecto se
planted como multicentrico (3 centros) pero debido a la coincidencia de la pandemia
por COVID durante el periodo de reclutamiento, el estudio se realizd unicamente en

nuestro hospital (Hospital Universitario Central de Asturias).
Todos los pacientes fueron tratados segun los protocolos internos, que estan en
consonancia con las guias nacionales e internacionales. Se cred una base de datos

prospectiva para la inclusion de las variables de interes y el posterior analisis.

En la Figura 10 se resumen los procedimientos realizados en el estudio.
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Escalas dieta / AF
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Figura 10: Resumen de los principales procedimientos realizados en el estudio clinico.

| RECOGIDA DE VARIABLES CLINICAS, RADIOLOGICAS Y ANALITICAS

Alingreso en la Unidad de Ictus se realizo la recogida de variables clinicas, analiticas y
radiologicas habituales, que se incluyen en el registro de reperfusion de nuestro centro
y que incluyen entre otras: edad, sexo, escala Rankin modificada (mRS) previa al ictus,
habitos toxicos, antecedente de factores de riesgo vascular clasicos (hipertension arte-
rial, diabetes, dislipemia, hiperuricemia), antecedente de enfermedades vasculares
previas (cardiopatia isquemica, vasculopatia periferica, ictus), antecedente de insufi-
ciencia renal y de hiperuricemia. En cuanto a los tratamientos preventivos previos se

recogio la toma de antiagregacion (y tipo), anticoagulacion (y tipo) y de estatinas.

En la analitica habitual realizada en urgencias y en la analitica tras el ingreso se reco-
gieron las variables urea, creatinina, perfil lipidico (colesterol total, HDL, LDL, triglice-
ridos), glucemia en ayunas, insulinemia basal, hemoglobina glicosilada, prealbuminay

proteina C reactiva.
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A todos los pacientes se le realizd un TAC cerebral multimodal previo al tratamiento
endovascular incluyendo secuencias de TAC simple, TAC perfusion y angioTAC, reco-
giendose las variables de ASPECTS basal, volumen del core, volumen de la hipoper-
fusion y de la penumbra (mediante el software RAPID), lugar de la oclusion arterial y
grado de colaterales. Se registro el uso de fibrinolitico endovenoso previo a la trombec-
tomia, asi como las variables en relacion a dicho procedimiento endovascular (puncion
femoral, recanalizacion arterial final segun la escala TICI, uso de stent) y el lugar de
ingreso inmediato del paciente. A las 24 h+/-12 h tras la trombectomia se realizd un TAC
cerebral de control para evaluar la existencia de transformacion hemorragica y para

medir el volumen final del infarto (segun la formula AxBx C / 2).

Se evaluo clinicamente al paciente con la escala NIHSS al ingreso, y cada 24 h o antes
si existia empeoramiento clinico. Asimismo, se recogieron todos los tiempos de inter-
vencion (tiempo desde el inicio del ictus a la llegada al hospital, tiempo a la neuroi-

magen, tiempo hasta la puncion femoral, tiempo hasta la recanalizacion)

A todos los pacientes se les extrajo tras el ingreso una muestra de plasma, suero
y sangre total que se almaceno en el biobanco del ISPA (Instituto de Investigacion
Biosanitaria del Principado de Asturias) para los analisis de los metabolitos indicados
mas adelante (metabolitos de la via de la colina, citoquinas inflamatorias, resistina,
adiponectina y leptina). Ademas, a las 24 h-48 h delingreso y a los 7 dias del ingreso (o
antes si se producia el alta), se extrajo una muestra de plasma para la determinacion
de las celulas progenitoras endoteliales circulantes (CPEs) en la Unidad de Citometria

de Flujo del ISPA.

| EVALUACION DEL ESTADO NUTRICIONAL
En todos los pacientes se registro el peso vy altura al ingreso para el calculo del IMC

[con la formula (peso/altura en m3)] y se realizo la medicion de la cintura abdominal.
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En la valoracion del estado nutricional se utilizaron las escalas Mini Nutritional Assess-
ment (MNA) vy la escala Malnutrition Universe Screening Tool (MUST). La escala MNA
tiene una puntuacion minima de O puntos y maxima de 14 y se agrupa a los sujetos en
tres grupos segun los resultados obtenidos: malnutricion confirmada (O - 7 puntos), en
riesgo de malnutricion (8 - 11 puntos) y estado nutricional normal (12 - 14 puntos). Por su
parte, la escala MUST abarca una puntuacion de entre O hasta 6 puntos; al igual que la
MNA, clasifica a los sujetos en 3 categorias segun el resultado obtenido: riesgo bajo de
malnutricion (O puntos), riesgo medio de malnutricion (1 punto), riesgo alto de malnu-
tricion (2 © mas puntos). Se cred una tercera variable unificando aquellos pacientes en

riesgo de malnutricion o con malnutricion confirmada en alguna de estas escalas.

Ambas escalas se recogen en el Anexo 1.

| EVALUACION DEL SINDROME METABOLICO

Para la definicion de sindrome metabolico se utilizaron los criterios de la NCEP ATP Il
Los pacientes tenian que cumplir 3 de los 5 criterios propuestos: perimetro de cintura
abdominal superior o igual a 102 cm en hombres u 88 en mujeres, hipertension arterial
(>130/85 mmHg), trigliceridos elevados (>= 150 mg/dl), descenso del HDL-colesterol
(<= 40 mg/dl en hombres o0 50 en mujeres) y glucemia basal alterada (>= 100 mg/dl) o

toma de medicacion para la DM/,

| EVALUACION DE LA DIETA

Para la evaluacion de la dieta, se utilizo el cuestionario de adherencia a la Dieta Medi-
terranea de 14 items utilizado en PREDIMED o MEDAS-14 %8, previamente descrita en
la presente tesis. El cuestionario se administro al propio paciente o al familiar convi-
viente en referencia a la dieta habitual en los ultimos 6 meses. Para facilitar la interpre-
tacion de los datos, categorizamos los resultados del cuestionario de 14-items en dos
grupos tomando como referencia la mediana de nuestra cohorte: baja adherencia si

<9 puntos y alta adherencia para >=9 puntos.
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Para enriquecer la informacion sobre la dieta, se anadieron preguntas acerca de
la frecuencia de consumo de alimento en cada una de los items, con 9 posibles
respuestas (Anexo 2), similar a las opciones de respuesta disponibles en los cuestiona-
rios de frecuencias de consumo de alimentos (FFQ) aplicados en los grandes estudios
epidemiologicos poblacionales (52,279). Tal como se recomienda, la frecuencia de
consumo de alimentos se convirtio a ‘consumo diario” (raciones por dia) y ‘gramos/dia’,
multiplicando el numero de raciones diario por los gramos de cada racion (tomando
como referencia los gramos por racion utilizados en el PREDIMED) *2. En el caso de las
bebidas, se utilizdo como medida de referencia los centimetros cubicos (cc) diarios y

también los gramos de alcohol, para el caso del vino.

Se aplico tambien un recordatorio dietéetico de 24 horas en que se recogieron todos los
alimentos y bebidas ingeridas por el paciente en el dia previo al ingreso (o dia habitual
en su defecto), como una medida de la ingesta habitual del paciente. Este recorda-
torio fue realizado por el paciente o por la persona conviviente y hacia referencia a la
dieta realizada en el dia previo al ingreso o dieta habitual (en caso de haber sido dia
especial). A partir de esos datos, se obtuvo la composicion de macronutrientes de
la dieta (hidratos de carbono, proteinas vy lipidos) y micronutrientes (ver en el apar-
tado de resultados la tabla con los principales micronutrientes analizados) utilizando
la calculadora nutricional IENVA (www.ienva.es). En el caso de los macronutrientes se
convirtieron los gramos a kilocalorias ingeridas segun la formula habitual (factor de
conversion X4 para hidratos de carbono y proteinas; X9 para lipidos). Una vez pasado a
Kcal se calculo el porcentaje de macronutrientes que suponian respecto al consumo

calorico diario habitual.

| ACTIVIDAD FiSICA
En la evaluacion de la actividad fisica, se utilizaron las escalas PASE y VREM previa-

mente descritas y recogidas en el Anexo 3.
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El resultado del PASE se expresdé como la puntuacion total obtenida en la escala
(variable continua) y tambiéen se establecieron 3 grupos segun la puntuacion total y
en base a las medias establecidas segun las puntuaciones de estudios poblacionales:

actividad baja (< 40 puntos), moderada (40 - 165) y alta (> 165).

El VREM se dicotomizo en dos grupos segun los resultados obtenidos: sedentarios
0 moderadamente activos (VREM <2999 METS-min/14 dias) y activos o muy activos
(VREM >3000 METS-min/14 dias). Puesto que estos valores estan estandarizados y
permiten una categorizacion sencilla de los pacientes, fueron estas las variables utili-
zadas para los analisis principales. Asimismo, se anadio una variable de sedentarismo,

correspondiente a aquellos con una puntuacion VREM <1250.

| DETERMINACION DE BIOMARCADORES CIRCULANTES
iNDICE HOMA
La Rl se determino con el Homeostatic Model Assessment of Insulin Resistance (HOMA-

IR), descrita por Matthew en 1985 [glucemia (mg/dl) x insulina (mUl/mLl) / 405] 220,

METABOLITOS DE LA ViA DE LA COLINA
La determinacion de los metabolitos de la via de la colina (colina, betaina y TMAQO) se
realizo mediante espectometria de masas en la Universidad de Oviedo. Se resume a

continuacion el metodo utilizado.

INSTRUMENTACION

Las separaciones cromatograficas se realizaron con un sistema Agilent 1290 Infinity |l
2D-HPLC. Las mediciones se llevaron a cabo utilizando un espectrometro de masas Agilent
6460 de triple cuadrupolo equipado con una fuente de electrospray con una corriente de
chorro. Se utilizo el software OpenlLab CDS Chemstation y MassHunter Acquisition (Agilent
Technologies) para controlar el sistema de 2D-HPLC vy el triple cuadrupolo, respectiva-

mente. La primera dimension incorporaba una bomba binaria 1290 Infinity conectada a un
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automuestreador, un compartimento de columna con termostato y un detector de longitud
de onda variable 1260 Infinity. Un 2-pos/4-port duo valve se utilizd para conectar las dos
dimensionesy se acoplo a valvulas selectoras que incluyen seis bucles de muestreo de 80
pl Todas las soluciones y mezclas se prepararon gravimetricamente utilizando una balanza
analitica modelo MS205DU (Mettler Toledo, Zurich, Suiza). Se utilizd una microcentrifuga
Micro Star 17 (VWR International, Radnor, EEUU.) para la centrifugacion de las muestras
de plasma y un mezclador vortex FB 15024 (Fisher Scientific, Hampton, NH, EEUU.) para la
homogeneizacion de las muestras vy las soluciones de trabajo. El agua ultrapura se obtuvo
de un sistema de purificacion de agua Purelab Flex 3 (Elga Labwater, Lane End, Reino
Unido). Se utilizo un concentrador centrifugo de vacio de ADN miVac (Genevac, Suffolk,
Reino Unido) para eliminar los disolventes. Para el calculo de las concentraciones de meta-

bolitos se utilizaron los programas IDMS Microsoft Excel© e IsoPatrm©.

REACTIVOS Y MATERIALES

El clorhidrato de betaina, el cloruro de colina y el oxido N dihidratado de trimetilamina
se adquirieron en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). Los analogos marcados, el
bromuro de colina (metil-13C) se adquirido en Sigma-Aldrich mientras que la betaina
D11 e hidrato de trimetilamina-13C3 N-oxido en Toronto Research Chemicals (Toronto,
Canada). El acetonitrilo y el metanol (Optima ™ LC-MS Grade) se adquirio en Fisher
Scientific (Waltham, MA, EE.UU.). El formiato de amonio, de Fluka (Waltham, MA, EE.UU.).

El acido formico (98%) y el acido trifluoroacetico (99%) se adquirieron en Sigma-Aldrich.

Las muestras de suero se mezclaron, se alicuotaron y se almacenaron a -80 “C hasta
que se realizaron los analisis para todos los procedimientos experimentales de desa-

rrollo y validacion.

ANALISIS DE MUESTRAS DE SUERO POR 2D-LC-MS/MS
Una cantidad de 0.065 g de una solucion con los tres analogos marcados isotopica-

mente con 2, 25y 1 ug g- 1 de betaina, colina y TMAO respectivamente, se anadio a
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0.2 g de muestra de suero en un tubo Eppendorf de 15 mL. Las cantidades de muestra
y estandares marcados se controlaron gravimeétricamente con una balanza analitica.
A continuacion, la mezcla resultante se mezclo en un agitador durante 1 minuto para
una homogeneizacion completa y se anadieron 300 pl de metanol para la precipita-
cion de proteinas. Despues, la solucion se centrifugo a 13,000 rpm durante 10 minutos
y el sobrenadante se transfirio a un Eppendorf y se evaporo. A continuacion, la muestra
se reconstituyo con la fase movil (agua 0.1% TFA) y se filtro a traves de un filtro de jeringa
de fluoruro de polivinilideno (13 mm de diametro, 0.2 um de tamano de poro) antes de
la inyeccion en el 2D- LC-MS/MS. La columna 1D fue una ZORBAX Eclipse Plus C18 de
resolucion rapida HD (30 x 50 mm, 1.8 um, Agilent Technologies) mantenida a 35 °C.
Las fases moviles Ay B fueron TFA al 01% en agua y acetonitrilo. Se inyecto un volumen
de muestra de 10 ply el caudal se fijo en 0.4 mL min -1. Antes de la inyeccion, la aguja
se sometio a un ciclo de lavado durante 12 s con una mezcla de 2525:25:25 acetoni-
trilo/metanol/agua/isopropanol. El método cromatografico de la primera dimension
mantuvo la composicion inicial de la fase movil 1%B durante 2 min. A continuacion, se
aplico un gradiente lineal al 90%B hasta 4 minutos y se mantuvo durante 3 minutos y
el gradiente se redujo hasta el 2%B durante 1 min. Por ultimo, se aplico la composicion
inicial de la fase movil y se equilibro con la columna durante 4 min hasta completar
las separaciones 2D. Teniendo en cuenta la coelucion y el bajo tiempo de retencion
de los metabolitos en la columna C18, se almacenod una fraccion de 80 ul de la fase
movil de la primera dimension en el bucle de muestreo a los 0.84 min para transfe-
rirla a la segunda dimension. La separacion cromatografica se llevo a cabo utilizando
una columna Zorbax 300-SCX (21 x 50 mm, 5 um) suministrada por Agilent Techno-
logies y tambien se mantuvo a 35 °C. Las fases moviles A 'y B fueron acido formico al
0.1 acido formico y 20% de metanol en agua y 0.1% de acido formico, 20% de metanol y
15 mM de formiato de amonio en agua, respectivamente. El gradiente comenzo a 2%B
durante 1 min y luego la composicion de la fase movil se incremento linealmente a
70%B en 4 minutos, manteniendose constante durante 1 minuto. Finalmente, se alcanzo

la composicion original de %B en 1 minuto y se mantuvo constante durante 4 minutos.
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Se aplico un tiempo de postanalisis de 2 minutos para equilibrar la columna. El tiempo
total de ejecucion fue de 14 minutos. El analisis 2D-LC-MS/MS se realizo utilizando ioni-
zacion por electrospray de iones positivos en el modo de monitorizacion de reacciones
multiples (MRM). El voltaje ionico se fijo en -2500 V. La temperatura del gas de secado
se mantuvo a 250 °C. El caudal de gas de secado se fijo en 7 L/min, y la presion del
nebulizador se fijo en 25 psi. Se selecciono el ion molecular protonado [M+H+] como ion
precursor para todos los compuestos. Las transiciones MRM adquiridas para el analogo
natural y etiquetado fueron para la betaina 118 58, 1199 59, 129 -» 66, 130 =» 67, para
la colina, las transiciones MRM fueron 104 =9 60, 105-» 61, 106 %62 y TMAO 7658,
77959, 78 » 60, 79 = 61. El fragmentador se fijo en 110.70 y 60V. La energia de colision

optimizada se fijo en 3018 y 20V, para betaina colinay TMAO, respectivamente.

ADIPOCINAS
Se evaluaron los niveles de adiponectina, leptina y resistina. Las tres determinaciones
se realizaron en el laboratorio de Bioguimica del Hospital Universitario Central de

Asturias mediante metodos comerciales.

Los niveles sericos de Leptina, Resistina y Adiponectina se determinaron mediante
kits comerciales de analisis cuantitativo de inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA)
obtenidos de BioVendor R&D (Karasek, Republica Checa. Leptina: RD191001100; Resis-
tina: RD191016100; Adiponectina: RD195023100), siguiendo las instrucciones de la casa

comercial en un sistema automatizado Triturus (Crifols; Barcelona, Espana).

CITOQUINAS INFLAMATORIAS

Las muestras de sangre recogidas al ingreso en tubos de gel se centrifugaron a 3,600
rom durante 10 minutos y el suero se conservo a -80 ‘C para su posterior analisis.
Las concentraciones de interferon (IFN)-a2, IFN-y, IL-1B, IL-6, proteina quimioatrayente
de monocitos 1 (MCP-1), factor de necrosis tumoral (TNF)-a, IL.-8, IL-10, IL-12p70, IL-17A,

IL-18, IL-23 e IL-33 en suero se midieron en todas las muestras mediante un ensayo de
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citometria de flujo multiplexado (LegendPLEX human inflammation panel 1 "13-plex’,
BioLegend, EE.UU.). Brevemente, justo antes del ensayo, todas las muestras se descon-
gelaron a temperatura ambiente, se centrifugaron durante 5 minutos a 2500 RPM vy se
diluyeron 2 veces. Se realizo un ensayo LEGENDplex de acuerdo con el procedimiento
del fabricante. Las muestras se adquirieron en un citometro de flujo FACS ARIA llu (BD,
Franklin Lakes, NJ, EEUU) aplicando un laser de 488 nm con filtro 536/40 (BP) para el
fluorocromo PE y un laser de 638 nm con filtro 675/20 (BP) para el fluorocromo APC.
La concentracion de cada factor de crecimiento/citoquina se determind mediante una

curva estandar generada durante la realizacion del ensayo.

CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES CIRCULANTES (CPES)

La determinacion de las CPEs se realizo en la Unidad de Citometria de Flujo del Instituto
de Investigacion Biosanitaria del Principado de Asturias (ISPA) segun metodos descritos
previamente 2!, Las muestras de sangre, tal como se describio previamente, se obtu-
vieron al ingreso y al septimo dia o al alta, si este fue antes de cumplirse los 7 dias. Las
muestras fueron procesadas en las 1 - 2 horas siguientes a la recogida por un unico investi-
gador que no tenia conocimiento de los resultados clinicos o radiologicos de los pacientes.
En resumen, se analizo la expresion de antigenos de superficie especificos de las CPEs
circulantes mediante citometria de flujo directa. Las células se marcaron con anti-CD45
conjugado con PE- Cy/ (Biolegend, San Diego, EEUU)), anti-CD34 conjugado con FITC
(BD, Franklin Lakes, NJ, EEUU.), anti-KDR conjugado con PE y anti-CD133 conjugado con
APC (Immunostep, Salamanca, Espana). Antes de lisar los eritrocitos con solucion de lisis
FACS (BD) y sin lavar las muestras se analizaron en un citometro FACSAria llu (BD, Franklin

Lakes, NJ, EEUU.).

Se consideraron CPEs las células con triple tincion CD133+/CD34+/KDR+ en la frac-
cion de celulas mononucleares. El recuento de celulas se expreso siempre por 1076
eventos. Se determino el “incremento” de CPEs cuando los niveles a los 7 dias fueron

superiores a los niveles basales.
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| EVALUACION COGNITIVA

Para la evaluacion cognitiva durante el ingreso y a los 3 meses, se utilizo un test de
MOCA o en su defecto un test del informador en su version reducida (IQCODE) si el
primero no se pudo aplicar (limitaciones motoras o trastorno del lenguaje, imposibi-
lidad para desplazarse presencialmente a la consulta, situacion clinica). Ambas escalas

se recogen en el Anexo 4.

Se consideraron como patologicos a tres meses aquellos con puntuacion MOCA
<26 puntos. En aquellos en los que no fue posible realizar un MOCA, se consideraron

alteradas puntuaciones en el IQCODE >33 782

| EVALUACION DEL PRONOSTICO FUNCIONAL

La evaluacion del pronostico funcional a los 3 meses del ictus se realizo mediante
la escala Rankin modificada (MRS, Anexo 5), que comprende 6 valores, desde el O
(ningun tipo de secuela ni afectacion funcional) hasta el 6 (fallecimiento). La evaluacion

se hizo de forma presencial siempre que fue posible.

| DEFINICION DE VARIABLES PRONOSTICAS PRINCIPALES

La gravedad inicial del ictus se evaludé mediante la escala NIHSS previo a la trombec-
tomia, que se describe en el Anexo 6. EL volumen inicial de la lesion y la hipoperfu-
sion se calcularon usando el volumen (ml) del core del infarto y de la hipoperfu-
sion determinados por el software RAPID (CBF<30% y Tmax 6 s respectivamente).

La penumbra se calculd como la resta entre los anteriores volumenes (ml).

Para la estimacion del grado de colateralidad se utilizd la escala automatizada
del software Brainomix que categoriza en 4 posibles grupos segun las mismas:
0%, 0 -50%, 50 -90% y >90%. Para simplificar los analisis, se agruparon en dos varia-

bles que llamamos "malas colaterales” si eran <50% o "buenas colaterales” si eran >50%.



MATERIAL Y METODOS » 4

Para determinar la recanalizacion exitosa, se utilizo el conocido como “efecto primer
pase” (FPE) que equivale a la recanalizacion completa (TICI 3), tras un solo pase del

dispositivo extractor.

La mejoria neurologica precoz se determind como la reduccion de 4 puntos o0 mas en
la escala NIH a las 24 horas respecto a la basal y la mejoria dramatica precoz, como la

disminucion de 10 puntos 0 mas o una puntuacion de O -1

El volumen del infarto se calculo en el TC de control tras la trombectomia, realizado
en las 24 +/- 12 horas siguientes al tratamiento, mediante la formula AxBxC/2 y con
los resultados expresados en centimetros cubicos. En este TC se evalud también la
presencia o no de transformacion hemorragica vy el tipo. La transformacion hemorra-
gica se considero “sintomatica’ cuando se tratdé de un hematoma parenquimatoso con
empeoramiento de 4 o mas puntos en la escala NIHSS o empeoramiento funcional

significativo (segun definicion de Heidelberg) 283

Se valoro el pronostico funcional mediante la escala de Rankin modificada (MRS) a los
3 meses. Los pacientes fueron categorizados a "buen pronostico funcional” cuando el
MRS fue de O -2y a "pronostico funcional excelente” cuando alcanzaron valores O o1

en la mRS a los 3 meses.

Finalmente, se clasifico a los pacientes con deterioro cognitivo a los 3 meses en funcion

de los resultados de los test administrados (MOCA < 26 o IQCODE >3.3).
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4.3. ANALISIS ESTADISTICO

| MODELO ANIMAL

El tamano de la muestra se calculo con el programa informatico EPIDAT (http://www.
sergas.es/Saude-publica/EPIDAT-4-2), sobre la base de a=005 y una potencia de
B=0.8. El analisis estadistico se realizd con Prism 8 (GraphPad software, La Jolla, CA).
Los datos se presentaron como media + E.SM. La normalidad de los datos se deter-
mind mediante dos pruebas diferentes en funcion de los nimeros n: la prueba
omnibus de D'Agostino-Pearson cuando los numeros n eran iguales o superiores a 10,
y la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk cuando los numeros n eran inferiores a 10.
Los datos con comparaciones multiples se analizaron mediante ANOVA unidireccional
o la prueba de Kruskal-Wallis cuando procedia, y pruebas post hoc de comparaciones
multiples de Dunn. Los datos de peso se analizaron mediante ANOVA de medidas
repetidas de dos vias con prueba post hoc de Dunnett. El analisis de correlacion se
evaluo con la prueba del coeficiente de correlacion de Spearman. EL nivel de signifi-
cacion se fijo en 0.05. En las figuras, los valores de significacion se representaron con

distintos numeros de asteriscos: 'p < 0.05; "p < 001, ""p < 0.00L;, ""p < 0.0001L

| ESTUDIO CLIiNICO
Se creo una base de datos prospectiva con la informacion clinica, radiologica, de labora-
torio y resultados de las escalas de todos los pacientes. El analisis estadistico se realizo

con el paquete estadistico SPSS version 240 (SPSS Inc. Chicago IL USA) para I0S.

Los resultados se representaron mediante el valor absoluto y porcentgje para las
variables categoricas y como la media y desviacion estandar (DE) para las variables
continuas de distribucion normal o con la mediana y rango intercuartilico para las que
no seguian una distribucion normal. La comparacion bivariada entre grupos se utilizo
el test Chi-cuadrado para variables categoricas, t-Student para variables cuantitativas
de distribucion normal y U-Mann-Whitney para variables cuantitativas que no seguian

una distribucion normal. Para establecer la correlacion entre variables cuantitativas,
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se utilizo el coeficiente de correlacion de Pearson (1) para las variables que seguian una

distribucion normal o el de Spearman (sp), para las que no seguian una distribucion normal.

Los analisis multivariados se realizaron teniendo en cuenta las variables habituales
asociadas con los factores pronosticos estudiados y con las que se asociaron de forma
significativa en los analisis univariados. Los resultados se expresaron como odds ratio

ajustadas con los correspondientes intervalos de confilanza del 95%.
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5.1. MODELO ANIMAL

Los resultados principales del modelo animal desarrollado en esta tesis han sido publi-
cados en una revista del primer decil durante la elaboracion de la misma, siendo la
doctoranda co-primera autora: Romaus-Sanjurjo D, Castanon-Apilanez M, et al. Neuro-
protection Afforded by an Enriched Mediterranean-like Diet Is Modified by Exercise in a
Rat Male Model of Cerebral Ischemia. Antioxidants (Basel). 2024 Jan 2313(2):138. doi:
10.3390/antiox13020138. PMID: 38397735, PMCID: PMC10885962.

5.1.1. ANIMALES INCLUIDOS

Se incluyeron un total de 72 ratas SD en el estudio, de las cuales 27 fueron excluidas
(13 por complicaciones asociadas a la cirugia, 8 por una reduccion de flujo en ACM
inferior al 70% respecto al basal, 4 por volumenes de infarto en DWI inferiores al 25% vy

2 por lesiones muy extensas en DW/I, >45%). El porcentaje de exclusion fue del 38.03%.

Por tanto, se incluyeron finalmente un total de 45 ratas que se aleatorizaron a los
siguientes grupos: SHAM (n = 5); grupo “control” (dieta normal y sin actividad fisica),
n = 10; grupo “dieta’ (dieta "estilo mediterraneo” y sin actividad fisica), n = 10; grupo “acti-
vidad fisica" (actividad fisica y con dieta normal), n = 10; grupo ‘actividad fisica/dieta’

(sometidas aambas intervenciones, dieta "estilo mediterraneo”y actividad fisica), n = 10.

No se encontraron diferencias significativas en la evolucion del peso de los animales,
aunque el grupo “dieta’ fue el que menor ganancia ponderal experimento durante el
seguimiento, tal como se observa en la Figura 11. En todos los grupos, se produjo una
perdida ponderal posterior a la tMCAO que fue recuperandose en los seguimientos

posteriores.

111



5 ¢RESULTADOS

112

e GRUPO2 = GRUPO3 GRUPO4 = GRUPOS5

500 —

450 —

400 —

350 —

300 —

250 —

200 —

150 —

100 —

50 —

T T T T T T T T T T T
SEMANA1 SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4 SEMANA5 SEMANA 6 SEMANA7 SEMANA 8 SEMANA 9 SEMANA10 SEMANA 11

Figura 11: Evolucion del peso de los animales incluidos.

Grupo 2. control; grupo 3: dieta; grupo 4: actividad fisica; grupo 5: actividad fisica + dieta.
El peso (eje ordenadas) se expresa en gramos.

5.1.2. EFECTO DE LA DIETA ESTILO MEDITERRANEO Y ACTIVIDAD FISICA
SOBRE EL VOLUMEN FINAL DEL INFARTO
Elanalisis y la cuantificacion de las imagenes de RM mostraron que las ratas de todos
los grupos partieron de un volumen de infarto inicial similar (medido en secuencia DWI
de la RM). En el tercer dia, el grupo "dieta” es el unico que experimenta una reduccion
respecto al grupo control, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa. A
partir del septimo dia se observo una tendencia a una mayor reduccion en el volumen
de infarto en todas las intervenciones respecto al control, especialmente en el grupo
‘dieta” a los 14 dias (p = 0.17) (Figura 12). En el caso del grupo ‘“actividad fisica’, a los
3 dias observamos volumenes similares al ‘control’, disminuyendo en los seguimientos
posteriores. Finalmente, no observamos un efecto sinérgico entre ambas interven-

ciones “actividad fisica/dieta” en la reduccion del volumen del infarto.
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Figura 12: Volumen del infarto en los distintos grupos de intervencion.

En la primera parte de la imagen (superior), se representan cortes de RM en los distintos
momentos de evaluacion mostrando la evolucion de la lesion isquemica visible en la
neuroimagen (la primera columna muestra la secuencia de DW/I para medicion del
volumen inicial o basal de la lesion tras la oclusion de ACM y el resto de columnas
muestran las secuencias potenciadas en T2 a los 3, 7, 14 y 28 dias).

En la segunda parte de la imagen (inferior, F): Volumen del infarto en ml de cada grupo
y en cada punto temporal. Se observa una reduccion no significativa del volumen
en todas las condiciones, comparados con el control, en los sucesivos seguimientos
(mediasDE). Se representan los grupos CTRL: control; Diet: "dieta” (mediterranea);
PA:'actividad fisica”, PA/DIET. "actividad fisica/dieta’.

En conjunto, concluimos que todas las intervenciones parecen tener un efecto positivo
sobre el volumen del infarto respecto al grupo control, especialmente la dieta estilo

mediterraneo.
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51.3. EFECTO DE LA DIETA ESTILO MEDITERRANEO Y ACTIVIDAD FISICA
EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA SISTEMICA

Para determinar los efectos de la actividad fisica y de la dieta estilo mediterraneo en la

respuesta inflamatoria, se analizaron las muestras de plasma recogidas antes (medi-

cion basal) y despues de la isquemia en diferentes puntos temporales (1 hora, 3 dias,

7 dias, 14 dias y 28 dias) (Figura 13 y Anexo 7).

Comparacion de citocinas/quimiocinas entre el grupo dieta y el grupo control

Taly como se observa en latabla delAnexo 7 vy la Figura 13, en la determinacion basal
(previa a la isquemia) los niveles de 14 citocinas/quimiocinas inflamatorias resultaron
significativamente masbajosenelgrupo “dieta”en comparacion con elgrupo “‘control”:
factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) (p = 0. 0075), eotaxina (citocina
quimiotactica de eosinofilos) (p = 0.0043), proteinainflamatoria de macrofagos (MIP)-1a
(p=0.006), MIP-2 (p=0.0314), interleucina (IL)-1a (p = 0. 0055), IL-1B (p = 0.0115), IL.-4
(p = 0.0064), IL-5 (p <0.000D), IL-6 (p = 0.0075), IL-12p70 (p = 0. 0002), IL-13 (p - 0.0158),
IL-17 (p = 0.0023), IL-18 (p = 0.0086) e interferon gamma (IFNy) (p = 0.0091). De estas
citocinas/quimiocinas, en el grupo “dieta’, el G-CSF vy las interleucinas 1a, 4, 5, 12p70
y 13 se mantuvieron con niveles mas bajos que el grupo control en todos los puntos
temporales, siendo las diferencias estadisticamente significativas no solo a nivel
basal, sino tambien una hora post-isquemia y a los 3 dias post-isquemia. Los niveles
de INFy fueron mas bajos en el grupo “dieta” que en el grupo “control” en todos los
puntos temporales, siendo estas diferencias estadisticamente significativas a la hora,
a los 3 dias y también tardiamente, a los 28 dias post-isquemia. En cuanto al factor
estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF) v la IL-2, los niveles
fueron significativamente mas bajos en el grupo "dieta” solo tardiamente, a los 28

dias post isquemia.

Por tanto, parece que los animales alimentados con dieta “estilo mediterraneo” previo

al insulto isquemico presentaban a nivel basal un estado menos inflamatorio que
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las ratas control, manteniendo a la baja muchas interleucinas en la fase inicial de la
isquemia y hasta 7 dias después. En cuanto a la respuesta inflamatoria tardia a los 28

dias, se observaron niveles mas bajos de IFNy, IL-2 y GM-CSF (Anexo 7 y Tabla 6).

Comparacion de citocinas/quimiocinas entre el grupo actividad fisica y el grupo control
En el momento basal (previo a la isquemia), en el grupo de “actividad fisica" se observo
que 6 mediadores inflamatorios presentaban niveles significativamente inferiores
a los del grupo control: IL-1a (p = 0.0156), IL-1B (p = 0.0494), IL-5 (p = 0.0085), IL-12p70
(p=00098), IL-17 (p - 0.0362) e IFNy (p = 0.0457) (Figura 13 y Anexo 7). De estas inter-
leucinas, la IL-1a permanecio mas baja que en el grupo “‘control” en todos los puntos
temporales, siendo esta diferencia estadisticamente significativa de nuevo a los 28
dias post-isquemia. La IL-1g tuvo un comportamiento diferente, siendo sus niveles
superiores a los del grupo control a partir de la primera hora y hasta los 28 dias post
isquemia, cuando los niveles volvieron a ser inferiores al grupo control (diferencias no
significativas). La IL-5 y la IL-12p70 permanecieron con niveles inferiores en el grupo de
‘actividad fisica" respecto al ‘control” en todos los puntos temporales, siendo tambien
significativa esta diferencia a los 3 dias post isquemia. La IL-17 permanecio con niveles
mas bajos en el grupo de actividad fisica hasta los 7 dias, siendo tambien significa-
tiva esta diferencia a los 3 dias post isquemia, y a partir del septimo dia se aseme-
jaron al grupo control. Finalmente, el IFNy permanecio con niveles mas bajos en todos
los puntos temporales, siendo la diferencia estadisticamente significativa respecto al

grupo control de nuevo a los 28 dias post-isquemia.

Ademas, en el grupo de “actividad fisica’, la IL-2 mostro niveles inferiores previo a la
isquemia (NS) y posteriormente de forma significativa a los 7 y a los 28 dias. De forma
similar, se observaron niveles inferiores de MIP-la en el grupo de “actividad fisica’
respecto al “control’, siendo estas diferencias estadisticamente significativas a los 3,
7'y 28 dias post-isquemia. Por ultimo, el GM-CSF se mantuvo en niveles inferiores al

grupo control, siendo la diferencia significativa solo a los 28 dias.
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Comparacion de citocinas/quimiocinas entre el grupo actividad fisica+dietay el grupo control
Finalmente, respecto al grupo control, en el grupo de “actividad fisica+dieta” se obser-
varon niveles significativamente menores de 3 citocinas/quimiocinas en el momento
basal y una hora post-isquemia: MIP-la (p=00035), IL-5 (p=00002) e IL-12p70
(p=00022) (Figura 13, Anexo 8). La MIP-la permanecio con niveles significativamente
mas bajos respecto al control en todos los puntos temporales, excepto a los 28 dias
(tendencia). La IL-5 permanecio con niveles significativamente mas bajos que en el

grupo control a la hora 'y a los 28 dias post-isquemia.

Ademas, la IL-18, si bien no mostro diferencias significativas a nivel basal (previo a la
isquemia) ni en las primeras fases, si fue significativamente inferior que en el grupo
‘control” a los 7 vy a los 28 dias. De forma similar, los niveles de IFNy y GM-CSF fueron

significativamente inferiores a los 28 dias post-isquemia.

BASAL | 1HORA | 3piAs |  7DiAs 14 DiAS 28 DiAS
G-CSF,
eotaxina
: G-CSF, MIP2,
DIETA estilo Mib1ayMIR2, R G C Skl SIS e vy s, GM-CSF, IL2,
itorrs IL1a, IL1b, 6. Iizp70, | e e S o~
L HIEETIED L4, IL5, L6, IFNg, MCP1 13 "37 ' 9
IL12p70, IL13, '
IL17, IL18, IFNg
MIP1a,
) IL1a. IL1b, IL5, MIP1a, IL4, IL5, GM-CSF,
ACTIVIDADFISICA | 1L12p70, 1L17, IL12p70, IL17, MIP1a, IL2 leptina, MIP2,
IFNg LIX IL1a, IL4, IL5,
IL17,IL18, IFNg
Ll . WIlPE (1L Wl (1L MIPla MlTETéILZI MIPla G|T1-§ |S|51h|4|122'
ACTIVIDAD FiSICA IL12p70 IL12570 o LT T e

Tabla 6: Resumen de los hallazgos principales en los niveles de citoquinas circulantes.

Se representan las que experimentan una reduccion estadisticamente significativa en
cada grupo de intervencion respecto al grupo control y en cada punto temporal.

En resumen, las citocinas/quimiocinas MIP-1a, IL-5 y IL-12p70 se vieron reguladas a la
baja en los tres grupos de intervencion (“dieta’, “actividad fisica" y "actividad fisica+dieta”)
respecto al grupo control, especialmente en las primeras fases post-isquemia (hasta
el septimo dia). En la fase tardia (28 dias), se vieron reducidos los niveles de GM-CSF e

IFNy en los tres grupos de intervencion frente al grupo control. En la Tabla 6 se resumen
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las citocinas en las que se observo una reduccion significativa respecto al control en los

distintos puntos temporales.

En la Figura 14 se representan los resultados del 8-OHdG como marcador de estrés
oxidativo (dano oxidativo del ADN). Se puede observar como el grupo control tiene en
el momento basal (previo a la isquemia) niveles mas altos de este metabolito que en
los grupos de intervencion, aunque las diferencias no fueron estadisticamente signifi-
cativas. En los grupos “dieta” y “actividad fisica” el estrés oxidativo permanecio inferior
que en el grupo control a los 3y 7 dias, y por su parte, el grupo “actividad fisica+dieta’
presento niveles mas altos de 8-OHdG a los 7 y 28 dias, y este aumento fue estadisti-

camente significativo en comparacion con el grupo dieta (p = 0.0199).

15
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Figura 14: Estrés oxidativo: Concentraciones de 8-OHdG
en los distintos momentos evaluados.

Se representan las concentraciones plasmaticas en forma de media +/- ESM.
“p=0.0199. Se incluyeron para el andlisis 6 ratas por cada grupo.

En resumen, las ratas alimentadas con ‘dieta estilo mediterraneo” mostraron,
respecto al grupo control, los niveles mas bajos de citocinas/quimiocinas inflama-
torias antes de la isquemia (14 de 27 citoquinas) y mantuvieron a la baja la respuesta
inflamatoria aguda fundamentalmente en las fases iniciales post isquemia, hasta
7 dias despues de la lesion. Las ratas del grupo de “actividad fisica" presentaron
tambien, aunque en menor medida, una respuesta inflamatoria menor a nivel basal
(6 de las 27 citocinas), al igual que las del grupo ‘actividad fisica+dieta” (3 de 27

citocinas). En cuanto a la respuesta inflamatoria tardia a los 28 dias, se observaron
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niveles significativamente mas bajos de IFNy y de GM-CSF en todos los grupos de

intervencion, comparados con el grupo control.

En cuanto al estrés oxidativo, se observo gue las tres intervenciones condicionaron un
ambiente menos oxidativo previo a la isquemia, comparadas con el grupo control, y
que en el grupo dieta este ambiente oxidativo fue menor hasta los 7 dias post isquemia,
si bien estas diferencias no fueron significativas. Llamativamente, el grupo de “"acti-
vidad fisica+dieta” presento a partir de los 7 dias unos niveles de 8-OHAG superiores al

grupo control, y significativamente superiores al grupo dieta.

5.1.4. EFECTO DE LA DIETA ESTILO MEDITERRANEO Y ACTIVIDAD FISICA
EN LA MOVILIZACION DE CELULAS PROGENITORAS

Analizamos los niveles de celulas progenitoras circulantes (CPC), identificadas como

CD34 positivas (CD34+); celulas progenitoras hematopoyeéticas (CPH), etiquetadas

como CD34 y CDA43 positivas (CD34+/ CD43+); y celulas progenitoras endoteliales

(CPEs), positivas a CD34, ckit y KDR, mediante citometria de flujo.

En la Figura 15 se representa la evolucion el numero de celulas progenitoras CD34+ Tal y
COMO se representa, si bien parece observarse un repunte en el numero de CPCs y CPHs
una hora tras laisquemia en el grupo “dieta’, a los 3 dias en el grupo “actividad fisica+dieta”

y alos 7 dias en el ‘control”, ninguna diferencia fue significativa entre los distintos grupos.

En cuanto a las CPEs, encontramos que el grupo “dieta” tenia un numero significativa-
mente menor de estas celulas respecto al grupo control en el momento pre-isquemia
(p=0.0291) (Figura 15A) y fue el Unico grupo que experimento un incremento significa-
tivo en el nUmero de estas células respecto a los valores basales (mayor movilizacion)
una hora tras la isquemia (p = 0.012) (Figura 15B). Este incremento se mantuvo en los
seguimientos posteriores (especialmente a los 7 y a los 28 dias), si bien las diferencias

no fueron estadisticamente significativas respecto al grupo control.
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Figura 15: (A) Evolucion del numero de células progenitoras CD34+ en cada momento
de evaluacion: celulas progenitoras circulantes (CPC), celulas progenitoras hematopo-
yeticas (HPC) y células progenitoras endoteliales (EPC) (contaje de 250000 celulas en
cada una). Los datos representados en cada momento de evaluacion son compara-
tivas vs. el grupo “control”. Se representan los datos como media +/- ESM.
(B) Valores normalizados respecto a la cifra basal. Comparativas realizadas frente al
grupo “‘control”. * p <0.05. Se incluyeron un total de 10 ratas por cada grupo hasta el dia
14y 7 de cada grupo a los 28 dias.

5.1.5. EFECTO DE LA DIETA ESTILO MEDITERRANEO Y LA ACTIVIDAD
FISICA EN LA RECUPERACION FUNCIONAL
En el analisis de los test funcionales, cuyos resultados se resumen en la Figura 16,
observamos que el grupo “dieta’ es el que obtiene puntuaciones mas bajas (y por
tanto, mejores) en el test de Bederson en todos los seguimientos, especialmente a los
3 dias, donde la diferencia respecto al control esta proxima a la significacion estadis-
tica (p = 0.054). Los otros dos grupos de intervencion, “actividad fisica” y "actividad fisica
+ dieta’, obtuvieron resultados similares a los controles. En el test de Wahl, aunque
sin haber encontrado diferencias significativas, si que se observo que el grupo “dieta’
fue el que mejor puntuacion obtuvo a los 3 dias, aungue en seguimientos posteriores

tendieron a igualarse todos los grupos.
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En la prueba del cilindro, observamos que los grupos “actividad fisica" y "actividad
fisica+dieta” tenian las peores puntuaciones tanto en el uso de la extremidad afecta
como en el indice de lateralidad desde los 3 hasta los 14 dias de seguimiento, aunque
estas diferencias no fueron significativas (Figura 16C y 16D). El grupo “dieta” obtuvo
puntuaciones similares al grupo control hasta 28 dias despues de la lesion, donde

mejoro los resultados, al igual que el grupo “actividad fisica” (Figura 16C y 16D).

En resumen, se observdo que el grupo alimentado con dieta “estilo mediterraneo’
mostro una tendencia a una mejor recuperacion funcional en los primeros dias tras el
ictus, algo que no se observo en el grupo que combind la dieta “estilo mediterraneo”

con actividad fisica.
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Figura 16: (A) Puntuaciones en el test de Bederson; (B) Puntuaciones en el test de Wah!;
(C) Puntuaciones en el test del cilindro (porcentaje de utilizacion de la extremidad afecta
respecto al total), (D) Puntuaciones en el test del cilindro (indice de lateralidad).

Los analisis en cada punto representado se realizaron vs. el grupo “control”.

Se muestran los datos como medias +- ESM. Se incluyeron un total de 10 ratas por cada
grupo hasta los 14 dias y 7 por grupo a los 28 dias.
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5.1.6. EFECTO DE LA DIETA ESTILO MEDITERRANEO Y ACTIVIDAD FISICA
EN LOS ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICOS
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Figura 17: Imagenes del marcaje TUNEL (A-D), NeuN (A’-D’) y vVGLUTL (A""-D"") en la
region periinfarto de los distintos grupos. (E) Cuantificacion del porcentaje de celulas
NeuN+ con el marcaje TUNEL, * p = 0.0149. (F) Cuantificacion de la inmunorreactividad
de vGLUTL, " p=0.0153 (grupo dieta), ”* p = 0.0376 (grupo “actividad fisica").
Escala de las barras: 100 micorm. Los datos se representan como medias +- ESM.
Se incluyeron para los analisis un total de 3 ratas sham y 5 de cada
uno de los otros grupos.
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TRANSMISION GLUTAMATERGICA Y MUERTE NEURONAL

En el analisis del TUNEL en células NeuN+ en las capas corticales V/VI, se detecto
menos muerte neuronal apoptotica en todos los grupos de intervencion frente a
los controles, aunque esta diferencia solo fue significativa en el grupo de “actividad
fisica+dieta” (p - 0.0149) (Figura 17A-C", E). Ademas, observamos una mayor inmu-
norreactividad de vGLUTI en las capas corticales V y VI de la region periinfarto en
los grupos de intervencion frente a los grupos control y sham a los 28 dias, aunque
estas diferencias solo fueron estadisticamente significativas al compararlos con el
grupo sham (Grupo Dieta: p = 0.0153; Grupo AF: p = 0.0376; Grupo AF+Dieta: p = 0.0030)
(Figura 17D-D"", F).

En conjunto, todas las condiciones experimentales fueron capaces de aumentar el
numero de neuronas piramidales glutamatérgicas corticales cerca de la lesion, y esto

fue especialmente notable en el grupo “actividad fisica+dieta”.

VASCULOGENESIS/ANGIOGENESIS Y NEUROGENESIS

Para el analisis de la angiogénesis se utilizo la medicion del numero de vasos CD31+/
Kie7+ y area CD31+ en la zona subventricular. Nuestros resultados, representados en
la Figura 18, mostraron que, a los 28 dias, el grupo "actividad fisica” incremento nota-
blemente el numero de vasos CD31+/Ki6/+ en la zona subventricular (ZSV), no solo
comparado con los grupos sham y control (p = 0.0071 y p = 00446, respectivamente)
sino tambien comparado con el grupo “dieta’ (p = 0.0018). Ademas, estos resultados
concordaron con las mayores areas CD31+ observadas en todos los grupos de inter-
vencion en comparacion con los controles. En definitiva, nuestros resultados pueden
sugerir la existencia de una mayor reparacion vascular en el grupo ‘actividad fisica"

después de la tMCAO.
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Figura 18: Andlisis inmunohistoquimicos: angiogénesis/vasculogénesis.

(A-D) Expresion de Ki67, CD31, fusionado de ambos y area CD31+, como marcadores
de vasculogénesis en la region subventricular; (E) % de células CD31+/Ki67+ (F) valores
normalizados de inmunofluorescencia del area CD31+.

Escalas de las barras: 400 microm. En las barras se representan las medias + ESM.
Se incluyeron un total de 3 ratas sham y 5 de cada grupo de intervencion. ** p = 0.0071
("actividad fisica" vs. sham), "p = 0.0446 (‘actividad fisica" vs. “control”), " p = 0.0018
("factividad fisica" vs. "dieta’).
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Figura 19: Andlisis inmunohistoquimicos: neurogénesis.

(A-D) Expresion de Ki67, DCX, fusionado de ambos y area DCX+ como marcadores de
neurogenesis en la zona subventricular. (E) Cuantificacion del porcentaje de células
DCX+/Ki67+ respecto al total de celulas DCX+, * p = 0.0468 (“actividad fisica” vs. sham),

" p=00013 ("actividad fisica" vs. “control"). (F) Cuantificacion de la inmunorreactividad

delarea DCX+, ™ p=0.0055 (“‘control” vs sham), ™" p<0.0001 (‘actividad fisica" vs. sham),

"p=00239 (“actividad fisica" vs. "dieta"), * p = 0.0083 (‘actividad fisica" vs. ‘actividad
fisica+dieta"). Escala de las barras: 100 microm. Se representan las medianas + ESM.
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Con respecto a la neurogeénesis en la ZSV (celulas DCX+/Ki67+), solo se observaron
niveles superiores en el grupo “actividad fisica” tanto frente al grupo sham como frente
a los controles (p = 0.0468 y p - 00013, respectivamente) (Figura 19). Respecto al area
DCX+, el grupo “actividad fisica" fue en el que se observaron los mejores resultados
respecto al resto de condiciones (Vs sham: p < 0.0001; Vs “dieta”. p - 00239, Vs "acti-
vidad fisica+dieta” p = 0.0083).

En resumen, las ratas que realizaron gjercicio fisico experimentaron mas angiogenesis
y neurogenesis a los 28 dias posteriores a la lesion y no se encontraron efectos siner-

gicos en el grupo "actividad fisica+dieta”.
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5.2. ESTUDIO CLINICO

5.2.1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

5.211. Descripcion general de la muestra

Seincluyeron pacientes en el estudio entre el 11/1/2021y el 14/6/2022. Cabe remarcar
que durante el periodo de reclutamiento se declararon tres picos de incidencia (‘olas’)
de la pandemia COVID (enero 2021, julio 2021, enero 2022) que interfirieron parcial-
mente en el desarrollo del protocolo del proyecto, bien por cambios organizativos
de las diferentes unidades relacionadas con el mismo (lugar de ingreso inicial del
paciente, horarios de biobanco, unidad de citometria de flujo) o bien por limitacion

horaria de las visitas a familiares que dificultaron la firma del consentimiento informado

y/0 la administracion de las escalas del estudio.

Durante el periodo de reclutamiento, un total de 359 pacientes con ictus isquéemico
fueron sometidos a trombectomia mecanica en nuestro centro, de los cuales 60
pacientes presentaban oclusion distinta de TICA, M1 o M2, y 87 pacientes presen-
taban una escala Rankin modificada >1 previo al ictus (criterios principales de exclu-
sion). Ademas, 20 fueron excluidos por ingreso inicial en unidad de cuidados inten-

sivos y no en Unidad de Ictus.

De los 192 pacientes restantes, 55 se excluyeron por ser trasladados a sus hospi-
tales de referencia de forma precoz antes de completar todos los procedimientos del
estudio, 22 por mala evolucion precoz y 35 por ausencia de familiares convivientes del
paciente para responder los cuestionarios. Finalmente, 10 pacientes no se incluyeron

por falta de personal disponible clinico o de laboratorio (periodo vacacional).

Por tanto, finalmente se incluyeron 70 pacientes con todos los procedimientos del

estudio realizados segun el protocolo (Figura 20).
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Figura 20: Periodo de reclutamiento y pacientes incluidos.

Se representan de forma esquematica los motivos de exclusion en el estudio y el
numero total de pacientes incluidos.

DESCRIPCION GENERAL DE LA MUESTRA (PACIENTES INCLUIDOS)

I. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y FACTORES DE RIESGO

El 60% de los pacientes incluidos fueron hombres y el 40% restante mujeres, con
edades medias de 74.21 y 7543 anos respectivamente. La mayoria de los pacientes
tenian una escala Rankin modificada (MRS basal) de O (771%), lo que implica una inde-

pendencia funcional completa previa al ictus.

En cuanto a los factores de riesgo vascular clasicos, un 50% tenian antecedentes de
tabaquismo (15.7% tabaguismo activo y 34.3% exfumadores), 62.9% eran hipertensos,
32.9% diabéticos y un 571% presentaban dislipemia. La fibrilacion auricular (FA) estaba
presente en el 65.7% de los casos (de estos, 56.5% tenian una FA conocida antes del
ictus y 435% se diagnosticaron durante o tras el ictus). Finalmente, un 25.7% habian
tenido ya alguna manifestacion clinica de aterosclerosis (cardiopatia isquemica, arte-

riopatia periférica y/o ictus previo).
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Il. PERFIL ANTROPOMETRICO DE LOS PACIENTES Y ESTADO NUTRICIONAL

En cuanto a los parametros antropomeétricos de los pacientes, la mediana de IMC fue
de 276 [25.2 - 30.1]. Segun la puntuacion en esta escala, un 24.3% de los pacientes se
encontraban en el rango de normopeso, un 48.6% el de sobrepeso y un 271% en el de
obesidad. La cintura abdominal fue 877 cm [80.6 - 9751 en mujeres y 97 cm [92 - 1006]
en hombres. Se determind que un 486% (n=34) presentaban sindrome metabolico

(22.9% cumplian 3 criterios, 18.6% cumplian 4 y 71% cumplian 5).

Segun las escalas utilizadas de desnutricion, un 14.3% (n=10) cumplian criterios de

riesgo de desnutricion o desnutricion confirmada por alguna de las escalas aplicadas.

Las principales caracteristicas de la muestra se resumen en la Figura 21.

‘ EDAD MEDIA (GLOBAL): .
74.7 £ 10.7 DE

Tabaquismo activo - 11 (15.7%)

Hipertension - 44 (62.9%)

Diabetes - 23 (32.9%)

Dislipemia - 40 (57.1%)

Fibrilacién Auricular - 46 (65.7%)
N=42(60%) N=28 (40%)

H 0,
Edad media: 74.21:10.43 DE Aterosclerosis - 18 (25.7%) Edad media: 75.43:11.29 DE

©

Sindrome metabdlico: 48.6% IMC - 27.6 [25.2 - 30.1]

22.9%

18.6%
. . 25%
Cmtgra abdominal 48%

Mujeres: 87.7 cm

71% Hombres: 97 cm

Riesgo de desnutriciéon/
T T T desnutricion confirmada
3 4 5 (MNA/MUST): 14.3%
Criterios Criterios Criterios Normopeso Sobrepeso (@ Obesidad

Figura 21: Caracteristicas basales principales de los pacientes incluidos.

Las variables dicotomicas se expresan como un porcentaje y las continuas,
como la media +/- DE o0 mediana y rango intercuartilico.
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Ill. CARACTERISTICAS DEL ICTUS

El 40% de los ictus fueron de cronologia indeterminada, de los cuales un 571% fueron
ictus del despertar. La arteria mas frecuentemente ocluida fue el segmento M1 de la
cerebral media (62.9%), seguida del segmento M2 (314%) y carodtida interna terminal
distal o TICA (157%). Unicamente 10 pacientes (14.3%) presentaron una oclusion en

tandem (oclusion o estenosis grave concomitante de carotida interna a nivel cervical).

La mediana de puntuacion en la escala NIHSS al ingreso fue de 14 [10 -18]. En cuanto a la
etiologia delictus, las causas cardioembolicas (por FA previa o diagnosticada a raiz del ictus)
fueron las predominantes (70% del total). Un 10% fueron ictus aterotrombaticos (en su gran
mayoria por ateromatosis extracraneal), un 43% de causa inhabitual y un 157% de origen

indeterminado (fundamentalmente de mecanismo embolico y fuente desconocida-ESUS).

Las caracteristicas previas se resumen en la Figura 22.

| 4 & / CLASIFICACION ETIOLOGICA TOAST

Aterotrombéticos - 10%
» Extracraneal - 85.7%
» Intracraneal - 14.3%

ACM-M2- 31.4% Cardioembélicos - 70%
ACM-M1- 52.9% Inhabituales 2 4.3%
~ Indeterminados - 15.7%
TICA->15.7% » ESUS->909%

» 2 causas = 9.1%

Figura 22: Puntos de oclusion y etiologia segun la clasificacion TOAST

TICA, segmento terminal de la arteria carotida interna; ACM-M1, segmento proximal de
la arteria cerebral media; ACM-M2, segmento distal de la arteria cerebral media;
ESUS, ictus embolico de fuente indeterminada (Embolic Stroke of Undetermined Source)

IV. CARACTERISTICAS DE LA NEUROIMAGEN Y TRATAMIENTO RECIBIDO
En todos los casos se realizd una TC craneal simple, TC de perfusion y angioTC en la
fase aguda del ictus. La mediana de la escala ASPECTS fue de 8 [7 -9l En cuanto a

los volumenes estimados por el software RAPID, la mediana del volumen del core del
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infarto fue de 14 cc [0 - 38] y la del mismatch de 81 cc [51 - 115]. Al evaluar la colatera-

lidad, encontramos que la mayoria (771% del total) tenian buenas colaterales (>50%).

La mayor parte de los pacientes incluidos (81.4%) recibieron tratamiento endovascular
primario, sin administracion de fibrinolitico endovenoso previo. El resultado angiogra-
fico fue bueno en la mayoria de los casos, con una recanalizacion exitosa (TICI 2b-3)
en el 971% de los casos, un 386% de ellos con efecto primer pase (‘FPE" o recanaliza-
cion exitosa TICI 3 tras un solo pase del dispositivo). SOlo un paciente requirio intubacion

orotraqueal durante el procedimiento.

En cuanto a los tiempos, la mediana de llegada al hospital desde el inicio de los
sintomas fue de 89 minutos [64.7 -124.2], el puerta-imagen se situo en 30 minutos
[24 - 42 5]y el puerta-ingle en 82.7 (95 - 112]. En cuanto al tiempo de duracion del trata-

miento endovascular, la mediana fue de 22 minutos [14 - 41.51.

V. VARIABLES PRONOSTICAS PRINCIPALES

Los resultados de las variables prondsticas principales de la muestra se recogen en la
Tabla 7 La mediana de NIH a las 24 horas fue de 3 [1- 8l y al alta de 1[0 - 3]. Un gran
porcentaje de los pacientes (88.6%), presentd mejoria neurologica precoz a las 24 h
(entendida como mejoria de al menos 4 puntos en la escala NIH a las 24 h) y un 62.9%
mejoria neurologica dramatica precoz (entendida como mejoria en la escala NIH de

10 0 mas puntos, o bien NIH O -1 a las 24 h).

La mediana del volumen del infarto medido en el TC de control a las 24 h fue de
78ml [1.3-252] Un 315% presentaron transformacion hemorragica de algun tipo

(fundamentalmente hemorragia subaracnoidea), pero ninguna de ellas fue sintomatica.

El porcentaje de buen prondstico funcional (MRS O - 2) a los 3 meses fue del 71.4%

y el de pronostico funcional excelente (MRS O -1), del 50%. La mortalidad a 3
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meses fue del 71% (n = 5 pacientes, 2 de los cuales fallecieron durante el ingreso

hospitalario).

VARIABLES PRONOSTICAS PRINCIPALES (n=70)

NIHSS 24 horas, Me [rango 1Q] 3[1-8]
NIHSS al alta, Me [rango 1Q] 1[0-3]
Mejoria NRL precoz (%) 62 (88.6)
Mejoria NRL dramatica precoz (%) 44(62.9)
\“I,Ioelliziggleé;?:;to en TC 24 horas, 78013-25.2]
Transformacion hemorragica (%)
IH1 6(8.6)
IH2: 3(4.3)
PH1: 2(2.9)
PH2: 1(1.4)
Remota/HSA: 10 (14.3)
Mortalidad intrahospitalaria (%) 2(2.9)
Mortalidad a 3 meses (%) 5(7.1)
Deterioro cognitivo a 3 meses (%) 24(36.9)
mRS 0-2 a 3 meses (%) 50 (71.4)
mRS excelente (0-1) a 3 meses (%) 35 (50)

Tabla 7: Variables prondsticas principales.

Se representan las variables dicotomicas como porcentaje
y las continuas como mediana y rango intercuartilico.
La mayoria de los pacientes (61.4%) habian cursado estudios primarios, un 21.4% estudios
secundarios y un 15.7% estudios superiores. Un paciente del total de incluidos era anal-
fabeto. La puntuacion basal (durante el ingreso) en el MOCA fue de 24 [205 - 27] y de 27
[24.25 - 28.75] a 3 meses (en 26 pacientes no se pudo realizar el MOCA a los 3 meses por
su situacion clinica o por imposibilidad para hacer una visita presencial, en cuyo caso se
aplico el IQCODE o test del informador). A los 3 meses, el 36.9% cumplian por uno u otro
cuestionario criterios de deterioro cognitivo. Al comparar los resultados a los 3 meses
con los basales, encontramos que un 431% de los pacientes mejoraron los resultados de
los test, un 30.7% empeoraron y un 26.1% se mantuvieron estables. En aquellos pacientes
con deterioro cognitivo a los 3 meses segun la definicion empleada, los dominios del
MOCA mas afectados fueron el recuerdo diferido, con una mediana de puntuacion de

110 -275] sobre 5 puntos totales, seguido de la atencion, con una mediana de 4.5 [4 - 5]
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sobre 6 puntos totales en ese apartado. La puntuacion en el resto de los dominios fue de
4[25-5] en el dominio visuoespacial (maximo 5 puntos); de 3 en identificacion (maximo
3 puntos); de 2 [2 - 3] en lenguaje (maximo de 3 puntos); 1 [1- 2] en abstraccion (maximo

2 puntos) y de 6 [5 - 6] en orientacion (maximo de 6 puntos).

5.21.2. Descripcion variables de dieta
ADHERENCIA A LA DIETA MEDITERRANEA
El 52.9% de los pacientes tenian una buena adherencia a la DMed segun la escala

MEDAS-14, con una mediana [rango intercuartilicol de 9 [7 - 101.

El porcentaje de respuestas positivas en cada uno de los 14 items se recogen en la
Tabla 8 Cabe destacar que, dentro de cada item, el porcentaje de adherencia fue bajo
en el consumo recomendado de frutas (34.3%), pescado/marisco (37%) y frutos secos
(28.6%). Sin embargo, el consumo de aceite de oliva como fuente principal de grasa fue
mayoritario (95.77%) y tambien fue alto el consumo recomendado de legumbres (64.3%) y
el consumo preferente de carne "blanca’ de ave/conejo (714%). En la columna derecha
de la tabla 8 se representan también las frecuencias de consumo alimentos, traducidas

a raciones por dia y gramos por dia, de cada alimento principal de la encuesta.

Se realizd una pregunta especifica sobre la frecuencia de consumo de huevos al no
estar este alimento incluido en el cuestionario de adherencia a la dieta mediterranea.
Un 607% de los pacientes consumian 3 0 mas huevos a la semana, con una mediana de

consumo semanal de 3 [2 - 4].

Respecto al consumo de vino, entendido en la escala de adherencia a la dieta medite-
rranea como tomar al menos 1 vaso de vino tinto al dia, solo se cumplio en el 21.4% de

pacientes, siendo todos ellos varones.
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CUESTIONARIO DE ADHERENCIA A LA DMED

che %de Mediana de consumo
Cuestionario 14-item P respuestas | (FFQ) - consumo diario
+1 punto e :
positivas (raciones y g)
1. ¢Usausted el aceite de oliva como principal grasa para cocinar? ST 95.7
2. ;Cuanto aceite de oliva consume en total al dia? 4 omas 65.7 4rac/dia [2-4]
cucharadas ' 60 g/dia [30-60]
3. ;Cuantas raciones de verdura u hortalizas consume al dia? (las 2 o mas (al
guarniciones y acompafamientos contabilizan como % racion) menos una en 457 1rac/dia[0.5-2]
ensaladas o : 200 g/dia[100-400
crudas)
4. ;Cuantas piezas de fruta (incluyendo zumo natural) consume al dia? . 2rac/dia[1-3]
3 omas 34.3 .
300 g/dia [150-450]
5. ¢Cuantas raciones de carnes rojas, hamburguesas, salchichas o 0.28rac/dia[0.07-0.43]
, p Menos de 1 85.7 p
embutidos consume al dia? 35.7 g/dia[8.93-53.57]
. ¢Cud i i i ia? ia[0-0.
6. ;Cuantasraciones de mantequilla, margarina o nata consume al dia Menos de 1 i 0 rac/c{|a [0-0.09]
0g/dia[0-1.07]
7. ¢Cua i / | dia? /di: -0.07
¢Cuantas bebidas carbonatadas y/o azucaradas consume al dia Menos de 1 803 Orac/dia[0-0.07]
0cc[0-14.28]
; ino? ;Cua ? 4
8. ;Bebevino? ;Cuanto consume ala semana? 7 o mas Orac/dia[0-0.32]
vasos/ 21.4 0cc/dia[0-39.14]
semana ce/diatd-33.
9. ;Cuantasraciones de legumbres consume a la semana? . 0.43rac/dia[0.28-0.57]
3omas 64.3 -
85.7 g/dia[57.14-114.28]
10. ;Cuantas raciones de pescado o marisco consume a la semana? 30mas 77 0.28rac/dia[0.14-0.43]
' 35.71g/dia[17.8-53.6]
11. ;Cuantas veces consume reposteria comercial (no casera) como M de 2 86 0.14rac/dia[0-1.25]
galletas, flanes, dulces o pasteles ala semana? enosde ’ 7 g/dia[0-62.5]
12. ;Cuantas veces consume frutos secos a la semana? B 0.07 rac/dia[0-0.43]
3 0mas 286 ’
2.1 g/dia[0-12.9]
13. ;Consume preferentemente carne de pollo, pavo o conejo en vez de of 14 0.28rac/dia[0.12-0.43]
ternera, cerdo, hamburguesas o salchichas? ' ' 3571 g/dia[15.6-53.6]
14. ;Cuantas vecesalasemanaconsume los vegetales cocinados, la
pasta, el arroz u otros platos aderezados con una salsa de tomate, ajo, 2omas 61.4 0.28rac/dia[0.07-0.28]
cebolla o puerro elaborada a fuego lento con aceite de oliva (sofrito)?

Tabla 8: Cuestionario de adherencia a la DMed.

% de respuestas positivas y frecuencia de consumo (mediana, [RIC]) de cada item.

RELACION ENTRE ADHERENCIA A DIETA MEDITERRANEA Y VARIABLES BASALES

En una comparativa entre pacientes con baja y alta adherencia a la dieta mediterranea

segun la escala MEDAS-14 (Anexo 8), no se identificaron diferencias significativas en las

caracteristicas basales principales (edad, sexo) nien la prevalencia de los principales factores

de riesgo vascular, con la salvedad de la diabetes, significativamente mas prevalente entre

los pacientes con baja adherencia a la dieta mediterranea (485% de DM en pacientes con

baja adherencia versus 189% en aquellos con alta adherencia, p 0.009). El porcentaje de

pacientes con diagnostico de sindrome metabolico y de obesidad fue similar en ambos



RESULTADOS» 5

grupos de adherencia a la dieta mediterranea, asi como el porcentaje de pacientes en
riesgo de desnutricion. En las variables analiticas habituales, se detectaron glucemias
basales e insulinemias inferiores en el grupo de alta adherencia a la dieta mediterranea, asi
como niveles significativamente mas bajos de HbAl En el grupo de alta adherencia a dieta
mediterranea los niveles de colesterol HDL fueron superiores (tendencia a la significacion),

y No se encontraron diferencias en los niveles de colesterol total o trigliceridos.

En cuanto al tipo de ictus, variables de neuroimagen y etiologia del ictus, se observo
que las oclusiones en tandem y por ende los ictus de etiologia aterotrombaotica, fueron
significativamente mas frecuentes en pacientes con baja adherencia a la dieta medi-
terranea (24.2% frente a 54% en el caso de las oclusiones en tandem, p 0.038;y 18.2%

frente a 2.7% en la etiologia aterotrombatica, p 0.046).

FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS
Se analizaron las raciones y gramos diarios de los principales alimentos con interes
biologico de la DMed. Las frecuencias de consumo de cada alimento del cuestionario

MEDAS en funcion de la adherencia a la DMed se recogen en el Anexo 9.

Los pacientes en el grupo de alta adherencia a la dieta mediterranea consumian mas
gramos de acete de oliva, de verdura, frutos secos, vino tinto, carne de ave (pollo) y
sofritos, asicomo menos gramos de reposteria comercial. No se observaron diferencias

en los gramos de fruta ni legumbres consumidos entre ambos grupos de adherencia.

Valorando las caracteristicas clinicas y antropomeétricas de los pacientes, encon-
tramos que el consumo de AOVE (g/dia) fue significativamente inferior en pacientes
diabéticos frente a no diabéticos (Me 30 g/dia [30 - 601 Vs 60 g/dia [45 - 601, p <0.01)
y en pacientes con ictus de etiologia aterotrombotica (30 g/dia [75-60] Vs 60 g/
dia [30 - 60] en pacientes con otras etiologias, p 0.06). El consumo de aceite de

oliva (gramos/dia) se correlaciono negativamente con los niveles de HbAlc (r--0.28,
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p=003), y de forma contraria, el consumo de reposteria comercial se correlaciono
positivamente con los niveles de HbAL (r 0.29, p = 0.02). Los pacientes con obesidad,
aunque sin alcanzar la significacion, consumian menos fruta y verdura que aquellos
en normopeso. Asi, la cintura abdominal fue significativamente menor en los que mas

gramos de fruta consumian (r-0.27, 0.03).

Un 271% de los pacientes declaro beber algun tipo de alcohol a diario, fundamental-
mente vino, con una media semanal de consumo de unidades de bebida estandar

(UBE) de 821 en varones y 0.73 en mujeres.

RECORDATORIO DIETA 24 HORAS (DIiA PREVIO AL ICTUS).

La media de ingesta calorica del dia previo al ictus o dia habitual fue de 1446.5 kcal/dia
(+- B637), con un 374% proveniente de hidratos de carbono, un 44.8% de lipidos y un
174% de proteinas. La media de consumo de AGS fue de 2197 + 11.10 gramos, de AGM
de 3323 +1441gy de AGP de 1025 +751 g.

En el grupo de alta adherencia a la dieta mediterranea, se identifico un mayor consumo
de AGM y EPA y menor de AGS en comparacion con el de baja adherencia, aunque sin
alcanzar la significacion estadistica. En cuanto al perfil lipidico, se observaron niveles
mas altos de HDL entre los pacientes que mas gramos/dia consumian de AGM (r: 0.45,

p<0.01), de acido oleico (r: 047, p <0.01) y de EPA (r: 0.34, p <O.0D.

5.2.1.3. Descripcion variables de gjercicio fisico
RESULTADOS EN LAS ESCALAS
La puntuacion en ambos cuestionarios de actividad fisica aplicados (VREM y PASE) se

correlaciono de forma significativa (r 0.65, <0.01).

En el VREM la mediana de puntuacion se situd en los 42349 METS-min/14 dias
[2253 - 7952]. Segun las categorias de la escala VREM, un 38.6% de los pacientes serian
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sedentarios 0 poco activos y un 61.4% activos o muy activos. Los sedentarios, incluidos
dentro del primer grupo, supondrian un 14.3% del total. Dentro de las actividades reco-
gidas en la escala VREM, los pacientes activos o muy activos realizaban (respecto a los
menos activos) con mas frecuencia actividades relacionadas con la limpieza del hogar
(84.4% vs 48.1%), caminar (79.1% vs 55.6%) y trabajos en el huerto (32.6% vs 111%). No se
encontraron diferencias en la actividad relacionada con ir a comprar ni en subir esca-
leras. Segun los resultados del VREM, el 271% realizaban algun tipo de deporte (o baile)
y solo un paciente practicaba dos deportes. En el global de pacientes, las actividades
que mas gasto energetico supusieron y que ademas fueron las mas frecuentemente

practicadas fueron caminar, limpiar la casa e ir a comprar a pie.

El rango de puntuacion en la escala PASE fue O-127 puntos, con una mediana de
805 [42-1215]. Analizando los resultados del PASE, encontramos que la mayor parte de
los pacientes encuestados (85.7%) caminaban como actividad fisica habitual, practica que
ademas realizaban con frecuencia (un 6867% reconocian realizarla ‘casi siempre”). EL deporte
‘ligero” lo practico un 157% de la muestra, el moderado un 86% y solo un paciente reali-
zaba lo considerado como deporte extenuante, mientras que un 57% realizo algun tipo de
deporte de fuerza. La mayoria de los pacientes (771%) realizaron trabajo domestico ligero la
semana previa alictus, un 54.3% trabajo pesado y un 10% realizo alguna reparacion domestica.

En cuanto al trabajo en exterior, un 27% realizaron trabajos de jardineria o trabajo en el huerto.

RELACION ENTRE ACTIVIDAD FiSICA Y VARIABLES BASALES
Las caracteristicas basales principales de los pacientes, categorizados segun el grado
de actividad fisica evaluado por la escala VREM en sedentarios/poco activos y activos/

muy activos, se resumen en el Anexo 10.

En resumen, ambos grupos de actividad fisica previa al ictus (sedentarios/poco activos
versus activos/muy activos) fueron bastante similares con la salvedad del estado

nutricional, ya que habia mayor porcentaje de pacientes con desnutricion o en riesgo
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de desnutricion en el grupo de sedentarios (25.9% vs. 7%, p 0.03). Tal como se recoge
en la tabla del Anexo 10, aunque no significativo, si se identificod una tendencia a un
mayor consumo de alcohol en el grupo de sedentarios/poco activos y tambien mayor
porcentaje de pacientes con antecedente de HTA y DM. Los niveles de HDL-colesterol
fueron superiores en aquellos con mayor grado de actividad fisica (495 mg/dl Vs. 38

mg/dL p 0.07).

No se encontraron diferencias en las caracteristicas de imagen (oclusion de arteria
principal, ASPECTS, oclusion en tandem) ni en la etiologia TOAST entre ambos

grupos de actividad fisica.

En una comparativa entre los pacientes sedentarios (VREM <1250) y el resto de grupos,
encontramos gue entre los sedentarios habia mayor porcentaje de DM (60% vs. 28.3%,
p 0.006), de obesidad (60% vs. 21.7%, p 002) y también de sindrome metabolico (70% vs.
482%, p 018).

Finalmente, la alta adherencia a la dieta mediterranea fue superior en el grupo de
pacientes activos/muy activos respecto a poco activos/sedentarios si bien esta dife-

rencia no fue estadisticamente significativa (568.1% vs 44.4%, p = 0.19)

5.2.1.4. Biomarcadores CIRCULANTES y variables basales
iNDICE DE RESISTENCIA INSULINICA HOMA
En 8 pacientes no pudo determinarse la insulinemia debido a la hemolisis de la

muestra.

La mediana del HOMA fue de 3.9 [197 - 6.63]. Otra medicion indirecta de la resis-
tenciainsulinica es elindice trigliceridos y glucosa (TyG) segun la formula Ln(TGImg/
dL] x glucosalmg/dL]/2). Ambos indices de resistencia insulinica (HOMA vy TyG) se

encontraron directamente correlacionados en nuestra muestra (r = 0.39, p<0.01).
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Se hallé una correlacion positiva entre el indice HOMA y la cintura abdominal (r= 0.27,
p 0.048)y el IMC (r=0.24, p 0057). De esta forma, el indice fue significativamente supe-
rior entre los pacientes obesos (4.87 Vs. 352, p 0.049) y en los diabeticos (6.56 Vs. 3.35,
p 0.004). No se encontraron diferencias significativas entre el indice HOMA y el resto de

variables basales ni caracteristicas del ictus.

En cuanto a la dieta, la mediana del indice HOMA fue superior en el grupo de pacientes
con baja adherencia a la dieta mediterranea (4.66 [203-709) Vs. 35 [1.96 - 508)),
aunque las diferencias no fueron significativas. De entre los componentes de la dieta,
se observo una correlacion negativa entre el indice HOMA vy el consumo de aceite
de oliva (-0.37 p 0.003). En referencia al recordatorio de la dieta de 24 h previa, el
indice HOMA se correlaciono negativamente con el consumo de AGM (-0.38, 0.006) y
AGP (-0.36, p 0.009), y en concreto, con el consumo de acido oleico (- 0.39, p 0.004),
linoleico (-0.33, p 0.017) y de DHA (-0.29, p 0.034).

Respecto a las variables de actividad fisica, se observo una tendencia a una mayor
resistencia insulinica en el grupo de sedentarios (medianas de HOMA 724 [2.28 - 9.30]
en sedentarios Vs. 354 [1.96 - 6] en no sedentarios, p 0.09). No se encontraron diferen-
cias en el resto de las categorias de actividad fisica ni con las puntuaciones globales

de las dos escalas aplicadas (VREM y PASE).

METABOLITOS DE LA ViA DE LA COLINA
La mediana de betaina en la muestra fue de 35 PPM [27-44], de colina 1.89 PPM
[1.63-237]y de TMAO de 0.21 PPM [0.12 - 0.34].

Respecto a las variables clinicas, los niveles de betaina fueron significativamente
superiores en pacientes hipertensos (36 [3 - 48] PPM vs. 32 [2.6 - 411, p 0.024), obesos
(42 [35-4.8] PPM vs. 33 [27-43] p 0022) e hiperuricemicos (5 [3-8] PPM vs. 35
[28-43], p 0.04) y tambien en aquellos con fibrilacion auricular (39 [2.8 - 4.7] PPM vs,
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311[27-39] p 0.047), mientras que en diabéticos fueron inferiores (29 [2.5 - 3.6] PPM
vs. 4131-471 p 0002). Por su parte, el TMAO fue superior en pacientes con sindrome
metabolico (0.25 PPM vs, 019, p 0.05) y no se encontraron asociaciones de los niveles

de colina con las caracteristicas basales.

Respecto a las variables de dieta, los valores de TMAO fueron significativamente infe-
riores en el grupo de pacientes con alta adherencia a la DMed (0.19 [0.11 - 0.28] PPM vs
0.25 1018 - 043], p<0.05), no observandose diferencias en los niveles de betaina ni de
colina. Los niveles de TMAO estaban correlacionados negativamente con el consumo

de verduras (r= -0.26, p 0.03) y de legumbres (r = -0.24, p 0.04).

En cuanto a las variables de actividad fisica, se encontraron diferencias con el TMAQ, siendo
los niveles mas bajos en los que realizaban mas actividad fisica (0.29 [0.22 - 0.76] PPM en el
grupo de sedentarios Vs, 0.20 [011-0.33] PPM en el resto, p 004), sin hallarse diferencias
con el resto de metabolitos ni con el resto de categorias de las escalas o puntuaciones

totales de las mismas.

ADIPOQUINAS
La mediana (RIC) de resistina, leptina y adiponectina fue de 86 ng/mlL (6.7 - 11.8], 13 ng/ml
[73-33ly 11.3 microg/mL 75 - 14.6], respectivamente.

La resistina fue significativamente mayor en los pacientes obesos (105 [757 - 13.6] ng/
ml vs. 82 1609 -10.97], p 0.05) y se correlaciond negativamente con el consumo de
AGM (-0.34, p 0.008) y acido oleico (-0.31, p 0.017). Los sedentarios tambien tenian
niveles de resistina superiores (10.75 [10.16 - 18.15] ng/ml Vs. 803 [6.51 - 11.5], p<O.01).

La adiponectina fue significativamente menor en los pacientes con ictus de origen
aterotrombotico (4.76 [3.76 - 121 microg/ml Vs. 11.35 [8.86 - 14.7] microg/ml, p 0.02). Se

observaron correlaciones positivas entre los niveles de adiponectina y el consumo de
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AGM (r = 0.35, p 0.005), AGP (r=0.29, p 0.025), acido oleico (r = 0.38, p 0.003), linoleico
(r=0.26, p 0.049), EPA (r= 038, p 0.003) y DHA (r=0.27, p 0.036).

La leptina fue significativamente superior en obesos (271 [13 - 501 ng/ml en obesos vs
116 16.25 - 1641 ng/ml en el resto, p 0.001), mientras que sus niveles fueron similares
en los diferentes grupos de adherencia a dieta mediterranea, sin encontrarse corre-
laciones significativas con los gramos de consumo de los diferentes alimentos ni con
los valores analiticos de perfil lipidico y glicémico. Asimismo, no se encontro relacion

entre los niveles de leptina y el grado de actividad fisica previo al ictus.

CITOQUINAS INFLAMATORIAS
Los niveles de MCP-1 fueron significativamente mas altos en los pacientes con ateros-

clerosis clinica (60653 pg/ml [192.72 - 814] Vs. 2554 pg/ml [3796 - 551.12], p 0.04).

En cuanto a las variables de dieta, el consumo de AOVE se correlaciono negativa-
mente con los niveles de MCP-1 (r-=-034, p 0.004), IL-8 (r=-0.25, p 0039) e IL-18
(r=-019, p 0.10).

Respecto al grado de actividad fisica, Unicamente se encontraron diferencias con la
IL-18, que fue significativamente inferior en el grupo de sedentarios (3179 [59.59 - 505.76]
vs. 653.27 [346.31 - 1324781, p <0.01), si bien no se encontro correlacion entre los valores

de las distintas citoquinas y la puntuacion en la escala VREM/PASE.

CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES CIRCULANTES

Se obtuvo muestra para analisis de las CPE basales en 68 de los 70 pacientes.
La mediana (RIC) de CPEs basales fue de 30/millon de eventos [10 - 9771 y se corre-
lacionaron negativamente con la edad (=-0.28, p 0.02) y con la gravedad del ictus
medida por NIH basal (r--0.23, p 0.06). Los niveles de CPEs basales fueron superiores

en hombres (51 [10 - 133] mill/eventos Vs. 17 [10 - 45] mill/eventos en mujeres, p 0.06) y

141



5 ¢RESULTADOS

142

en obesos (71 [17 - 231 mill/eventos Vs. 26 [9 - 75.5] mill/eventos, p 0.03). No se encon-
traron diferencias entre los niveles basales de CPEs circulantes y el resto de caracteris-

ticas basales, antropomeétricas ni en las caracteristicas del ictus.

Respecto a la adherencia a la dieta mediterranea, no se observaron diferencias signifi-
cativas en el numero de CPEs basales, si bien el numero de CPEs basal se correlaciono
negativamente con el consumo de AOVE (r=-0.27, p 0.027). No se encontraron correla-
ciones significativas entre la puntuacion en las escalas de actividad fisica VREM/PASE

y el numero basal de CPEs.

Para el analisis del incremento o movilizacion de las CPEs, se excluyeron los pacientes
que no tenian muestra de control (n=17). El incremento de CPEs se observo en el
66% de los pacientes, con una mediana de movilizacion de 355 millones/eventos
(14.7 - 93.2], sin encontrarse diferencias en relacion a edad, sexo o factores de riesgo
vascular. En relacion a la dieta, no se observaron diferencias significativas en la movili-
zacion de CPEs entre los diferentes grados de adherencia a la dieta mediterranea, sin
embargo, los pacientes en los que se observo movilizacion de CPEs consumian mas
AOVE (@) (60 g/dia [30-60] Vs, 375 g/dia [30 - 60l p 0.04) y presentaban un indice
HOMA inferior (2.89 [1.89 - 512] vs 6.01 [2.92 - 11.69], p - 0.027). No se identificaron dife-

rencias entre la movilizacion de CPEs y el grado de AF previo al ictus.

5.2.15. Resumen analisis descriptivo de la muestra

DIETA MEDITERRANEA Y VARIABLES BASALES

El analisis descriptivo de la muestra revela que algo mas de la mitad de los pacientes
presentaba una alta adherencia a la dieta mediterranea, y que este hecho se asocio
a menor prevalencia de diabetes y menores valores de glucemia basal, HbAl y resis-
tencia insulinica, asi como a menor prevalencia de ictus de origen aterotrombotico.
De entre los componentes de la dieta mediterranea, el consumo de aceite de oliva

fue el que se asocid a menor prevalencia de diabetes, menor resistencia insulinica y
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menos aterotrombosis. En el analisis de metabolitos de la via de la colina, los niveles
de TMAO fueron significativamente mas bajos en los pacientes con alta adherencia
a la dieta mediterranea, estando inversamente relacionados con el consumo de
verduras y de legumbres. Respecto a las adipocinas, los niveles de resistina estaban
inversamente relacionados y los de adiponectina directamente relacionados con el
consumo de acidos grasos monoinsaturados y en concreto, de acido oleico. Ademas,
el consumo de aceite de oliva se asocio a niveles mas bajos de dos citoquinas infla-
matorias (MCP-1 e I1-8). Finalmente, en el analisis de las CPEs se observo se observo un

mayor consumo de AOVE entre los que experimentaron movilizacion de CPEs.

ACTIVIDAD FiSICA Y VARIABLES BASALES

Un 14% de los pacientes incluidos en la muestra se categorizaron en el grupo de seden-
tarios, y este hecho se asocio a mayor prevalencia de diabetes y una tendencia a una
mayor resistencia insulinica. En el analisis de los metabolitos de la via de la colina, los
niveles de TMAO fueron significativamente mas bajos en los pacientes mas activos fisi-
camente. Respecto a las adipocinas, los niveles de resistina fueron significativamente

superiores en los pacientes sedentarios.

52.2. FACTORESASOCIADOS A LAS VARIABLES PRONOSTICAS PRINCIPALES
5.2.21. Caracteristicas basales y prondstico

Las variables basales relacionadas con el pronostico de los pacientes son conocidas
y similares a las publicadas en otras cohortes. Asi, los pacientes que experimentaron
mejoria neurologica precoz, mejoria dramatica precoz y los que tuvieron mejor pronos-
tico funcional a los 3 meses (MRS O - 2 y mRS excelente), eran significativamente mas
jovenes. La glucemia basal fue inferior en los pacientes que experimentaron mejoria
NRL precoz y en los gue tuvieron buen pronostico funcional (mRS O-2) a 3 meses.
Los pacientes hipertensos tuvieron peor pronostico funcional (MRS O -2 a 3 meses) y
los diabéticos, menos probabilidad de mejoria NRL precoz. La NIH basal fue superior

en pacientes con peor pronostico funcional. Ademas, la puntuacion en esta escala se
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correlaciono positivamente con el volumen final del infarto (r = 0.37, p 0.002). Por tanto,
para gjustar los diferentes modelos de analisis multivariantes en relacion al pronostico,

se utilizaron las variables edad, glucemia basal, DM y/o NIH basal.

Los pacientes con deterioro cognitivo en el seguimiento tambien tuvieron ictus mas
graves, con una puntuacion en la escala NIH basal superior, y tambien mayores volu-
menes finales de infarto. Por tanto, para ajustar los diferentes modelos de analisis multi-
variantes en relacion al pronostico cognitivo, se utilizaron las variables NIH y volumen

final del infarto.

5.2.2.2.Dieta previa al ictus y prondstico

En la Tabla 9 se resumen las principales variables pronosticas en los distintos grupos de
adherencia a la dieta mediterranea (baja vs. alta adherencia). La gravedad basal del ictus
segun la escala NIH fue similar en ambos grupos de adherencia, al igual que el volumen

inicial de la lesion (core delinfarto en la secuencia RAPID) y el grado de buena colateralidad.

Global Baja adherencia Alta adherencia

(n=70) (n=33) [GEEY)]
NIH alingreso 14[10-18] 13[10-17] 14[10-18] 0.48
Core (ml) 14[0-38] 7[0-36.5] 15[2-36] 0.33
Mismatch (ml) 91[51-115] 81[51-118] 775[50.7-111.2] 0.66
Buena colateralidad (%) 54(73.1) 27(81.8) 27(77.7) 063
FPE 27(38.6) 13(39.4) 14(37.8) 0.89
Mejoria NRL precoz (%) 62 (88.6) 26(78.8) 36(97.3) 0.03
Mejoria NRL dramatica (%) 44(62.9) 18 (54.5) 26(70.3) 017
Vol final del infarto 7.8[1.3-25.2] 79[1.5-23.9] 6.2[1.2-25.6] 0.75
Deterioro cognitivoa3m 24(36.9) 11(36.7) 13(37.) 0.97
mRS0-2a3 m (%) 50(71.4) 20(60.6) 30(81.8) 0.06
mRS excelente (0-1) a3 m (%) 35(50) 16 (48.5) 19(51.4) 0.4

Tabla 9: Variables pronosticas principales y adherencia a la DMed.

Las variables dicotomicas se representan como porcentaje y las continuas,
como mediana y rango intercuartilico. Nivel de significacion p <0.05.

Respecto al pronostico a las 24 h, los pacientes con alta adherencia a la DMed tuvieron

mas frecuentemente mejoria NRL precoz (97.3% Vs. 788%, p 0.03). De los diferentes
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items de la escala MEDAS, los pacientes que desarrollaron mejoria neurologica
precoz consumian menos reposteria comercial (Me, RIC) (7 g/dia [0 - 501 Vs, 100 g/dia
[625-100], p 000L. En el analisis multivariado ajustado por edad, sexo y glucemia
basal, la buena adherencia a la DMed se comportd como un predictor independiente de
mejoria NRL precoz con una OR de 1198 (95% IC [1.1-130.32], p 0.04) y el menor consumo
de gramos de reposteria comercial con una OR de 0.97 (95% IC [0.94 - 0.99], p O.01).

En cuanto al prondstico funcional a los 3 meses, aquellos que alcanzaron buen
pronostico (MRS O - 2) tenian mayor adherencia a la DMed (81.8% de pacientes con
alta adherencia Vs. 60.6%, p 0.06) y consumian menos reposteria comercial (7 g/dia
[0 -50] Vs. 100 g/dia [9-100], p 0038). El consumo de verduras, por su parte, fue
significativamente superior en los que alcanzaron un pronostico funcional excelente
0 MRS 0 -1 400 g/dia [100 - 4001 Vs, 200 g/dia [100 - 400], p 0.034). En los analisis
multivariados ajustado por edad, sexo, diabetes y NIH basal, la buena adherencia a la
DMed se comporto como un predictor independiente de buen pronostico funcional
(MRS O -2)alos 3 meses conuna OR de 4.88 (95% IC [1.26 - 18.93], p 0.02) y el consumo
de gramos de reposteria comercial con una OR de 099 (95% IC [0.97 - 0.99], p 0.03).
Ademas, el mayor consumo en gramos de verduras se asocio de forma independiente
a un pronostico funcional excelente (MRS O -1) a los 3 meses con una OR de 1004,

(95% 1C [1.O0O0 - 10071, p O.03).

Finalmente, en cuanto al prondstico cognitivo, no se encontraron diferencias entre
pacientes con baja y alta adherencia a la dieta mediterranea ni tampoco en funcion
del consumo de alimentos concretos ni en los valores de macro y micronutrientes

obtenidos del recordatorio de 24 h.

5.2.2.3.Actividad fisica previa al ictus y pronostico
En la Tabla 10 se resumen las principales variables pronosticas entre los dos grupos

principales de actividad fisica (sedentarios/moderadamente activos versus activos/muy
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activos) segun los resultados del VREM. No se encontraron diferencias en la gravedad
basal del ictus medida por la escala NIH, ni tampoco en el volumen inicial del infarto
(core) o el grado de colaterales. En cuanto a las variables pronosticas a las 24 h, se
observo una tendencia a mayor probabilidad de mejoria neurologica precoz en el grupo

de pacientes activos, sin observarse diferencias en el pronostico funcional a los 3 meses.

Global Sedentar_ios/ I-\ctivo_s/
(n=70) poco activos muy activos
(LEPY)] (n=43)
NIH al ingreso 14[10-18] 14.5[9.75-18] 13[10-17.5] 0.69
Core (ml) 14[0-38] 9.5[0-33.5] 15[3.5-38.5] 0.58
Mismatch (ml) 91[51-115] 115[58- 145] 101 [58-146.5] 091
Buena colateralidad (%) 54(73.1) 20 (74.1) 34(82.9) 0.37
FPE 27(38.6) 11(40.7) 16(37.2) 0.77
Mejoria NRL precoz (%) 62 (88.6) 22 (81.5) 40(93) 0.14
Mejoria NRL dramatica (%) 44 (62.9) 16 (59.3) 28(65.1) 0.62
Vol final del infarto 7.8[1.3-25.2] 7.9[1.5-24.9] 6.2[1.2-31.5] 0.85
Deterioro cognitivo a 3m 24(36.9) 15(57.7) 9(23.1) <0.01
mRS0-2a3m (%) 50 (71.4) 18(66.7) 32 (74.4) 0.48
mRS excelente (0-1)a 3 m (%) 35(50) 13(48.1) 22(51.2) 0.81

Tabla 10: Variables prondsticas principales y grado de AF.

Las variables dicotomicas se representan como porcentaje y las continuas, como
mediana y rango intercuartilico. Nivel de significacion p <0.05.

Respecto al pronostico cognitivo, los pacientes con menor grado de AF previo al ictus
tenian mas probabilidad de ser diagnosticados de deterioro cognitivo a los 3 meses de
seguimiento (577% entre los sedentarios/poco activos Vs, 231% en el grupo de activos,
p <0.01). En una comparativa entre los sedentarios (<1250 METs) y el resto de grupos
(poco activos, activos 0 muy activos), encontramos que el 70% de los sedentarios tenian
una puntuacion en los tests compatible con deterioro cognitivo a los 3 meses de segui-
miento, mientras que este porcentaje era del 30.9% en el resto (p 0.024). Evaluando
las puntuaciones globales de la escala VREM, éstas fueron significativamente infe-
riores en el grupo con deterioro cognitivo a los 3 meses (2666.36 METS-min/14 dias
90892 - 6210.18] Vs. 541006 METS-min/14 dias [289857 -850552], p 0.01). En el
analisis multivariado, el nivel de AF previo al ictus categorizado como sedentario/poco

activo se comporto como un factor independiente de mal prondstico cognitivo con una
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OR de 4.79, (95 % IC [1.49 - 1553], p 0.008), con independencia de la edad, NIH basal y

volumen final del infarto.

5.2.2.4.Biomarcadores circulantes y pronodstico

Respecto a la resistencia insulinica, los pacientes con mejoria neurolégica precoz
y mejoria neurologica dramatica precoz presentaban indices HOMA significativa-
mente inferiores (Me, RIC): para la mejoria NRL precoz, 12 [7-1971 Vs. 19 [13 - 2345], p
0.03, y para la mejoria NRL dramatica precoz, las medianas fueron 3 [1.89 - 6.24) Vs.
475 [356-831l, p 0024. El indice HOMA se correlaciond positivamente con el
volumen del infarto a las 24 h (r 0.67, p <0.01).

En cuanto a las adipocinas analizadas, los pacientes con buen pronostico funcional (MRS
O - 2) tenian unos niveles de resistina significativamente menores (796 ng/ml 16.07 - 11.15]
Vs, 945 ng/mlLI8.07 - 14.35], p 0.04), con tendencia a la significacion en el caso de pronos-
tico funcional excelente (MRS O - 1) (778 ng/mL [6.04 - 10.8] Vs. 909 [759 - 14.17], p 0.059).

No se encontraron diferencias entre los distintos metabolitos de la via de la colina

analizados y las variables pronosticas principales.

De entre todas las citoquinas inflamatorias analizadas, se observaron niveles mas altos
de MCP-1 en aquellos pacientes que desarrollaron deterioro cognitivo a los 3 meses

(54214 pg/ml 118196 - 686.48] Vs, 178 pg/mL [0 - 62858], p 0.058).

La movilizacion de CPEs se asocio significativamente con la mejoria neurologica
dramatica precoz (84.6% vs 52.6%, p 0.019) y con el pronostico funcional exce-
lente (MRS O-1) a los 3 meses (81.8% Vs. 60.87%, p 0.12). En cuanto al volumen
final del infarto, observamos una tendencia a una correlacion negativa entre las
CPEs basales y el volumen final (r--0.23, p 0.06) y encontramos asimismo que los

pacientes con volumenes mayores (Q4) experimentaban menos movilizacion de
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CPEs que aquellos con los volumenes mas pequenos de la muestra (Q1), aunque

estas diferencias no fueron significativas.

5.2.25.Sinergismo entre adherencia a la dieta mediterranea y actividad fisica
Analizamos a traveés de una nueva variable el posible efecto sinérgico de la adhe-
rencia a la DMed y la AF vy su relacion con algunos de los principales biomarcadores
circulantes y variables pronosticas, creando 4 grupos posibles en funcion de lo previo,

similares a los grupos de comparacion del modelo animal;

1. Sedentarios/poco activos + Baja adherencia a dieta mediterranea (n = 15)
2. Sedentarios/poco activos + Alta adherencia a dieta mediterranea (n = 12)
3. Activos/muy activos + Baja adherencia a dieta mediterranea (n - 18)

4. Activos/muy activos + Alta adherencia a dieta mediterranea (n = 25)

Los pacientes con alta adherencia a la dieta mediterranea presentaron volumenes de
infarto inferiores que aquellos con baja adherencia. Los mayores volumenes de infarto
se observaron en los pacientes con baja adherencia a la dieta mediterranea, y que

ademas eran sedentarios o poco activos (Figura 23).
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Figura 23: Volumenes de infarto en ml (media)
en cada grupo segun actividad fisica y adherencia a DMed
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Respecto a la mejoria NRL precoz a las 24 h (Figuras 24 y 25), ésta fue menos frecuente
en el grupo de sedentarios/poco activos y con baja adherencia a la dieta mediterranea
que en el resto de grupos. De forma similar, el peor pronostico funcional a los 3 meses
se observa en los pacientes sedentarios y que ademas tienen una baja adherencia a
la dieta mediterranea (Figura 26), y es mejor en los que tienen adherencia a la dieta

mediterranea (sean mas o menos activos fisicamente).
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MEJORIA NRL PRECOZ

Figura 24: Porcentaje de pacientes que experimentan mejoria NRL precoz (mejoria de 4
o mas puntos en NIH) en los distintos grupos segun actividad fisica y adherencia a DMed.
"p-=-0027 " p-0012
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Figura 25: Porcentaje de pacientes que experimentan mejoria NRL dramatica precoz
(mejoria de 10 0 mas puntos en NIH o bien NIH O) en los distintos grupos
segun actividad fisica y adherencia a DMed
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MRS 0-2 A LOS 3 MESES

Figura 26: Porcentaje de pacientes de cada grupo y buena evolucion
a3 meses (MRS O - 2). en los distintos grupos segun actividad fisica y adherencia a DMed
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SIN DETERIORO COGNITIVO A 3 MESES

Figura 27: Porcentaje de pacientes sin deterioro cognitivo a los 3 meses de evolucion
en los distintos grupos segun actividad fisica y adherencia a DMed
"p-0023, " p-0008, " p-0057

Finalmente, teniendo en cuenta el pronodstico cognitivo (Figura 27), los grupos con
mayor grado de actividad fisica fueron los que mejor evolucion cognitiva presentaron,

con menos desarrollo de deterioro cognitivo a los 3 meses de seguimiento.

No se observaron efectos sinergicos entre la adherencia a la dieta mediterranea vy la

actividad fisica en las variables pronosticas evaluadas.
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5.2.2.6.Resumen de los factores asociados al pronostico
En la Tabla 11 se resumen los factores clinicos y biomarcadores asociados a las varia-

bles pronosticas en nuestra muestra, y en la Figura 28 se resumen las principales vias

de interrelacion entre dichos factores.

Mejoria NRL precoz N;ij:n:";t'i“czl' mRS0-2a3 meses | mRS0-1a3 meses Meno:r:lft:;r:en LU Deterioro cognitivo
< Edad < Edad < Edad < Edad < NIH basal > NIH basal
< DM/glucemia <HOMA <HTA <resistina <HOMA >MCP-1
vl > Movilizacion <NIH basal >consumo verduras > movilizacion >Volumen infarto

> Adherenciaa CPEs CPEs
DMed > Adherenciaala > Sedentarismo
DMed
< Consumo .
reposteria <Glucemia
comercial <Resistina

> Consumo EPA

<HOMA

< Glucemia

Tabla 11: Variables asociadas al prondstico.

Se representan en naranja las variables clinicas, en azul las radiologicas, en verde las
relacionadas con la dieta, en rojo con la actividad fisica y en morado los biomarcadores.
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Figura 28: Resumen de los factores asociados a las
principales variables pronosticas en nuestro estudio
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6.1. SINTESIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

En la presente tesis se ha estudiado desde un punto de vista traslacional (modelo animal)
y clinico la asociacion de dos importantes habitos de vida (dieta estilo mediterraneo y acti-
vidad fisica) como predictores del pronostico tras un ictus isquémico por oclusion de gran
vaso intracraneal. Los hallazgos, de forma global, parecen indicar que la dieta medite-
rranea, y en concreto el consumo de algunos componentes de la misma, como el aceite
de oliva, podrian ejercer una influencia positiva en reducir el volumen final del infarto y el
pronostico funcional, gracias, entre otros, a diferentes mediadores como podrian ser un
menor estado inflamatorio (hallazgos especialmente destacados en el modelo animal),
una menor resistencia insulinica y una mayor movilizacion de CPEs. En cuanto a la acti-
vidad fisica, en el estudio clinico se ha observado la asociacion de una menor actividad
fisica previa al ictus con un peor pronostico cognitivo a largo plazo, observandose en el

modelo animal una mayor angiogenesis y neurogenesis en el grupo de ratas activas.

El modelo animal es un estudio de intervencion randomizado y el estudio clinico un
analisis observacional, y conjuntamente podemos extraer conclusiones muy intere-
santes acerca de los potenciales mecanismos biologicos implicados en la neuropro-
teccion gjercida por la dieta y la actividad fisica. A continuacion, se discutiran los prin-
cipales hallazgos de esta tesis y su implicacion en la busqueda de estrategias que

puedan condicionar una mejora pronostica en los pacientes que sufren un ictus.

6.1.1. MODELO ANIMAL

A través de los resultados obtenidos en nuestro estudio y previamente descritos en
otros, reforzamos con nuevos datos la evidencia ya existente acerca del posible efecto
neuroprotector de la dieta mediterranea frente al dano isquemico cerebral, asocian-
dose a un menor volumen del infarto y mejor recuperacion funcional. Contrario a
nuestra hipotesis de partida, no observamos un efecto sinergico cuando se aplicaron
conjuntamente las intervenciones "dieta estilo mediterraneo” y "actividad fisica" en los

animales incluidos.
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En nuestro estudio, las ratas que siguieron una “dieta estilo mediterraneo’, la cual incluyo
elaceite de oliva 'y la anchoa como fuente principal de acidos grasos, asi como un suple-
mento de hidroxitirosol, presentaron niveles inferiores de 14 citoquinas inflamatorias
circulantes a nivel basal (pre-isquemia) comparadas con el grupo control. Ademas, estos
niveles de citoquinas inflamatorias se mantuvieron a la baja en la fase aguda del segui-
miento (a la hora y a los 3 dias). Este mejor perfil de citoquinas basales no solo apoya el
efecto antiinflamatorio de muchos de los componentes de la dieta mediterranea, sino
que también refuerza el tedrico efecto proinflamatorio de la dieta ‘tipo occidental” 284,
ya que esta fue la dieta control utilizada en el estudio. Por otra parte, tambien encon-
tramos que las ratas del grupo “actividad fisica” tenian un mejor perfil de citoquinas infla-
matorias que las ratas del grupo “‘control’. Puesto que ambos grupos (‘control” y “actividad

"

fisica”) recibieron el mismo tipo de dieta (‘tipo occidental’), concluimos que la actividad

fisica atenuaria el efecto deletéreo de ésta, como ya ha sido descrito previamente “2°

En cuanto al estres oxidativo, se observo que las tres intervenciones condicionaron
un ambiente menos oxidativo previo a la isquemia, comparadas con el grupo control,
y que en el grupo de “dieta estilo mediterraneo” este efecto fue mas prolongado vy
se mantuvo hasta los 7 dias post isquemia, reforzando la evidencia sobre su accion
antioxidante. De forma inesperada, encontramos que el grupo de ratas con ambas
intervenciones ‘actividad fisica+dieta” presentd niveles de dano oxidativo del ADN
superiores al grupo control a partir de los 7 dias, y significativamente superiores al
grupo dieta. En linea con estos resultados, un trabajo reciente mostro que una dosis
de hidroxitirosol de 300 mg/kg/dia administrada a animales que realizaban ejercicio
fisico parecia desencadenar un efecto deletéreo, cambiando la forma antioxidante

del hidroxitirosol a una pro-oxidante °8, ha

llazgos que ya se habian sugerido previa-
mente in vitro °%’. De esta forma, nuestros resultados apoyarian las observaciones de
estos trabajos y apuntarian asi a un posible efecto pro-oxidante de 200 mg/kg/dia de
hidroxitirosol al combinarlo con la actividad fisica, aunque consideramos que se nece-

sitan estudios futuros para dilucidar los mecanismos que subyacen a este proceso.
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Por otra parte, encontramos un aumento agudo de los niveles de CPEs post-isquemia
en el grupo “dieta estilo mediterraneo’, que ademas fue el grupo que presentaba unos
niveles basales mas bajos de estas células. Varios trabajos previos tambien evaluaron
el efecto de la dieta mediterranea en los niveles de CPEs tras inducir distintas lesiones,
aungue no directamente tras la isquemia, y en general encontraron un efecto posi-

170.288.289 |5 cual estaria

tivo de la dieta mediterranea sobre la movilizacion de CPEs
en linea con nuestra observacion. Recientemente, un estudio in vitro apunto a que
concentraciones bajas de hidroxitirosol podrian estimular la migracion de células
endoteliales?°. Por su parte, estudios clinicos previos han demostrado que las células
progenitoras CD34+, incluidas las CPEs, estan relacionadas con una buena recupera-

275,276,291

cion funcional tras un ictus , lo gque coincide con los resultados de nuestro

estudio. Por lo tanto, es concebible que la dieta mediterranea en general, el hidroxi-
tirosol en particular, 0 ambos, podrian actuar sobre las células progenitoras CD34+,
principalmente las CPEs, permitiendoles llegar al lugar de la lesion. Desde ahi, libera-
rian diferentes factores que promoverian la angiogenesis y un mayor reclutamiento de

CPEs, restaurando asi el endotelio dafiado v facilitando la creacion de neovasos °%.

Como ya se ha descrito previamente, los polifenoles en general tienen propiedades

176-178,180, 293,294 Entre ell

antiapoptoticas y antioxidantes 0S se encuentra el hidroxitirosol,

88, 295. El

componente del AOVE, al que se han asociado efectos neuroprotectores ejer-

cicio fisico, por su parte, se ha relacionado con una mayor supervivencia neuronal tras una
lesion 2997298 En el analisis de la muerte neuronal y transmision glutamatérgica en nuestro
estudio, todas las condiciones experimentales fueron capaces de aumentar el numero de
neuronas piramidales corticales cerca de la lesion, y esto fue especialmente notable en el
grupo “actividad fisica+dieta’. Ademas, las ratas en el grupo de "actividad fisica” experimen-

taron mas angiogenesis y neurogenesis a los 28 dias posteriores a la lesion.

Existen estudios previos en modelos de isquemia en roedor en los que se probo que

299,300

la administracion de compuestos de aceite de oliva antes de la lesion o de

157



6 ¢« DISCUSION

158

hidroxitirosol después #8-29°

conllevaba a un menor volumen de infarto y una mejor recu-
peracion funcional. Siguiendo esta linea, encontramos resultados similares al observar
que las ratas del grupo “dieta estilo mediterraneo” experimentaron una mejor recupera-
cion a corto plazo (3 'y 7 dias) que creemos podria explicarse por los efectos antiinflama-
torios y antioxidantes observados en el experimento, asi como a la mayor movilizacion
de CPEs y menor muerte neuronal. Ademas, observamos una tendencia a una mejor
recuperacion funcional precoz tambien en los otros grupos de intervencion (‘actividad

fisica"y “dieta+actividad fisica") que hipotetizamos pueda estar influida por los efectos en

la angiogenesis y neurogenesis observados en estos grupos de ratas activas.

6.2.2. ESTUDIO CLINICO

A traves del estudio clinico observacional obtuvimos datos que refuerzan la evidencia
ya disponible acerca del potencial efecto beneficioso de seguir una dieta mediterranea
en la recuperacion funcional a corto y largo plazo tras el ictus isquémico. Por otro lado,
en el presente estudio no se determino un papel tan determinante de la actividad
fisica previa al ictus en el pronostico funcional de los pacientes, si bien se observo su
asociacion con un mejor pronostico cognitivo. Aungue no observamos efectos siner-
gicos en la practica de actividad fisica y adherencia a la dieta mediterranea en los
principales resultados pronosticos, los pacientes sedentarios y que ademas tenian una
baja adherencia a la dieta mediterranea presentaron una tendencia a peor evolucion
(mayor volumen de infarto, menor probabilidad de mejoria neurologica precoz y de

independencia funcional a los 3 meses del ictus).

La dieta mediterranea puede gjercer su efecto beneficioso en el ictus a traves de las
propiedades de algunos de sus componentes, entre los que se encuentran los AGP
y entre ellos, el EPA. En modelos animales, la utilizacion de este compuesto antes
del ictus, bien solo o en combinacion con otros AGP, propicio un mejor pronostico
funcional 8191 En humanos, se ha probado que la utilizacion de un derivado de este

AGP, el icosapento de etilo, en pacientes con riesgo vascular y niveles elevados de
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triglicéridos, disminuye los eventos vasculares, incluido el ictus 3. Los mecanismos
ultimos a traves de los cuales ejercen este beneficio no estan claros, pero se ha apun-
tado a una reduccion del estado proinflamatorio secundario al ictus que conduciria
a una mejor recuperacion y menores volumenes de infarto y tambiéen a una reduc-
cion de la aterosclerosis y fenomenos protrombaticos, reduciendo asi la incidencia
de un primer evento vascular *°%. En nuestra muestra de pacientes, la baja adherencia
a la dieta mediterranea se asocio a mayor probabilidad de sufrir un ictus de origen
aterotrombatico, algo ya observado en estudios previos ?132 Asi, y en base a los
resultados obtenidos en nuestro estudio, aportamos nueva evidencia acerca de que el
posible efecto beneficioso de la dieta mediterranea en el pronostico tras elictus venga
en parte determinado por las funciones de los AGP y AGM, cuyo consumo es mas
frecuente en pacientes con alta adherencia a este tipo de dieta. Los niveles bajos de
colesterol HDL, mas alla de su implicacion en el desarrollo de la enfermedad ateros-
clerdtica y de los eventos clinicos asociados, tambien se han asociado con un peor
prondstico y peor recuperacion tras haber sufrido un ictus *°°, en parte por sus efectos
antiinflamatorios. En nuestro estudio, encontramos una correlacion positiva entre el
consumo de EPA vy los niveles de colesterol HDL, y observamos que el consumo de
aceite de oliva se asocio a niveles mas bajos de dos citoquinas inflamatorias (MCP-1 e
IL-8). Es posible que la interrelacion entre estos factores fomente una mejor recupe-
racion funcional a traves de mecanismos antiinflamatorios, aunque se necesitan mas

estudios que aclaren los mecanismos ultimos que subyacen a esta asociacion y efecto.

Respecto a las adipocinas, en nuestros pacientes los niveles de adiponectina estaban
directamente relacionados con el consumo de AGM, AGP (EPA y DHA), acido oleico
y linoleico. La adiponectina, citocina mayoritaria secretada por los adipocitos y con
funciones antiinflamatorias y anti-aterogenicas, esta intimamente relacionada con
algunos componentes clasicos de la dieta mediterranea. En la misma linea, encon-
tramos niveles significativamente inferiores de adiponectina entre los pacientes con

ictus aterotrombotico. De forma similar, aportamos nueva evidencia que apoya la
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relacion entre este patron de dieta y la resistina, adipocina con efectos en este caso
inflamatorios y relacionada inversamente en nuestro estudio con la ingesta de AGM y
acido oleico. Los niveles de resistina fueron ademas significativamente superiores en
los pacientes sedentarios. A diferencia de lo habitualmente descrito, no encontramos
relacion entre las concentraciones de adipocinas y la grasa abdominal (medida indi-
rectamente a traves de la cintura abdominal), si bien la leptina fue significativamente
mas alta en obesos. Esto quizas pueda explicarse por los diferentes componentes del
tejido adiposo, siendo la funcion secretora principal la del tejido adiposo blanco. En los
ultimos anos, ha cobrado interes la funcion endocrina del tejido adiposo blanco, que es
el mayoritario en los seres humanos y se distribuye fundamentalmente a nivel visceral
y subcutaneo. La disfuncion de este tejido, clasicamente descrita en la obesidad, se
ha asociado con una secrecion de adipocinas que favorece un estado proinflamatorio.
Hipotetizamos asi que la dieta mediterranea influye no solo en la cantidad de tejido
adiposo sino, y quizas mas importante aun, en su composicion y funcion, siendo esto
determinante en favorecer un perfil de adipocinas balanceado hacia un estado menos
inflamatorio. Esta orientacion iria en la linea de investigaciones recientes que apuntan
a la existencia de distintos fenotipos dentro de la obesidad y el sobrepeso, no todos
ellos con efectos tan deletereos sobre la salud, con una tendencia a desvincular la
obesidad aislada de los estados inflamatorios, situando la disfuncion del tejido adiposo

asociado a la obesidad el principal actor 3%

En un trabajo previo de nuestro grupo se encontro un mayor porcentaje de pacientes
diabéticos en el grupo con mayor adherencia a la dieta mediterranea, hipotetizando
que esto podria deberse a que los pacientes diagnosticados de esta patologia seguian
unos mejores habitos dietéticos como parte de su tratamiento 23 Por el contrario, en
este caso observamos que la adherencia a la dieta mediterranea, y especialmente el
consumo de aceite de oliva, se asociaron a menor prevalencia de diabetes y menores
valores de glucemia basal, HbAly resistencia insulinica. La resistencia insulinica (RI) es

sobradamente conocida como el paso previo al desarrollo de DMy un factor de riesgo
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independiente en el desarrollo del ictus isquémico. Mas alla de esto, la Rl influiria de
forma deletérea en la evolucion tras el ictus empeorando su pronostico. Aunque no
del todo conocido, se cree que parte de este efecto podria estar relacionado con
la hiperglucemia asociada que, entre otros, se ha relacionado con el desarrollo de
edema cerebral y volumenes mayores de infarto 3°439° Nuestros datos apuntan a que
una menor RI determinada por el indice HOMA se relaciona con un mejor pronostico
funcional y tambien con un menor volumen final del infarto, pero no encontramos en
cambio asociacion entre la glucemia basal y este ultimo. Es por eso que hipotetizamos
que en el efecto que gjerce la Rl intervengan probablemente varios factores mas alla
de la hiperglucemia de forma aislada y que, de esta forma, la Rl actuaria como un
factor de riesgo también en pacientes no diabéticos, posiblemente porque la insulina
tenga cierto efecto neuroprotector intrinseco que se atenle en situaciones de resis-

tencia a esta hormona, tal y como ya se apunté previamente %4,

Otro de los posibles mecanismos implicados, la movilizacion de CPEs, se relaciono
en nuestro estudio con una mejor evolucion clinica a corto plazo (mejoria NRL drama-
tica precoz), sin observar en cambio efecto sobre las variables prondsticas a 3 meses.
Ademas, en el analisis de las CPEs se observo una relacion positiva entre la moviliza-
cion de las mismas y el consumo de aceite de oliva, y una relacion inversa con la RI.
Es por eso que consideramos que esta movilizacion de CPEs esta mas condicionada
por unos componentes concretos de la DMed y no tanto por una buena o mala adhe-
rencia en si, cobrando mayor importancia la identificacion de los elementos ultimos
que pueden llevar a mejorar o incrementar la movilizacion de estas células. Publica-
ciones recientes apuntan a que el efecto positivo de las CPEs en el pronostico delictus
va mas alla de la fase aguda y subaguda, hallazgos que tambien se han encontrado
en el caso de la cardiopatia isquémica 30639 Es sabido que hay distintos subtipos
de CPEs, con origenes tambien diversos (medula 6sea y bazo fundamentalmente).
Se ha senalado que, tanto en estudios experimentales como clinicos, la utilizacion

de unas u otras podria conllevar distintos efectos 2°8. En el caso particular del ictus,
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no se ha investigado exactamente el efecto de los distintos subtipos a corto y largo
plazo pero creemos interesante considerar el subtipo concreto de estas células a la
hora de evaluar las distintas variables pronosticas e intentar clarificar asi los meca-

nismos ultimos que subyacen a la funcion de cada una de ellas.

En el analisis de los metabolitos de la via de la colina, observamos que los pacientes
que tenian una buena adherencia a la dieta mediterranea y aquellos que realizaban
mas actividad fisica previa al ictus, presentaban una menor concentracion de TMAO,
molécula asociada a eventos cardiovasculares en otros estudios %+ %6, Sin embargo, no
se encontraron diferencias entre los distintos metabolitos de la via de la colina anali-

zados y las variables prondsticas principales en nuestros pacientes.

En cuanto a los hallazgos en relacion a la actividad fisica previa al ictus, el mas desta-
cado es que el sedentarismo se asocio de forma independiente al desarrollo de
deterioro cognitivo a los tres meses post-ictus, algo que ya se ha publicado con
anterioridad 3°°. Consideramos que aportar mas evidencia a esta observacion es
algo importante ya que, aunque la actividad fisica se repite frecuentemente como
factor que puede influir en el desarrollo de deterioro cognitivo ©?”31° hasta la fecha,
no han sido muchos los trabajos publicados que hayan evaluado la posible asocia-
cion entre el nivel de AF previo alictus y el desarrollo de deterioro cognitivo poste-
rior 3993 Aunque no pudimos esclarecer los mecanismos biologicos directamente
relacionados, probablemente coexistan multiples, entre los que se encuentren un
efecto neuroprotector, un mejor control de los factores de riesgo vascular y posi-
blemente, y no menos importante, un mejor estado animico, muy relacionado con
un mal pronostico cognitivo después de esta patologia 3'°. Aunque no evaluamos
directamente la situacion emocional de los pacientes incluidos, cabe resenar que en
las escalas de AF aplicadas se evaluan actividades de ocio y tiempo libre mas alla
de las puramente deportivas. De esta forma, los pacientes sedentarios no lo eran

unicamente por no realizar un deporte con regularidad, sino que también realizaban
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menos actividades ludicas. Es probable que estos pacientes mas inactivos sufrieran
también de forma mas significativa las secuelas neuropsicologicas del ictus y que
esto conllevase a una peor puntuacion en los test cognitivos practicados. Retroce-
diendo a lo observado en el modelo animal y la relacion entre la AF y los fenomenos
de neurogenesis y angiogeénesis, no valorados en el estudio clinico, hipotetizamos
que ambos procesos podrian influir en el desarrollo de deterioro cognitivo posterior
y en esa mejor evolucion cognitiva observada en los pacientes mas activos, tal y
como va se describié previamente en modelos animales 33 Aunque no pudimos
establecer una relacion directa entre la AF vy las citoguinas inflamatorias estudiadas,
si observamos niveles mas elevados de MCP-1 entre los pacientes con deterioro
cognitivo en el seguimiento. EL MCP-1 es una citoquina proinflamatoria que se ha
asociado con algunos de los cambios anatomopatologicos descritos en la enfer-
medad de Alzheimer %, pero también se ha descrito su asociacion con el ictus,
encontrando niveles mas elevados en pacientes con esta patologia frente a controles
sanos, posiblemente actuando en procesos de aterogénesis *!°. De hecho, en nuestra
muestra encontramos niveles significativamente mas elevados de MCP-1 entre los
pacientes con aterosclerosis clinica, lo cual iria a favor de esta teoria. Asimismo,
como se ha comentado previamente, los pacientes sedentarios presentaban niveles
significativamente mas altos de resistina, molecula que se ha relacionado con el

deterioro cognitvo en un metanalisis reciente 2.

6.3.3. CONCLUSIONES DE AMBOS ESTUDIOS

En conjunto, nuestros hallazgos indican que la dieta mediterranea regula a la baja las
citoquinas inflamatorias basales (previas a la isquemia) y atenla la respuesta inmuni-
taria aguda posterior a la lesion isquémica cerebral, lo que se traduciria en un menor
volumen del infarto y una recuperacion funcional mas rapida en el modelo animal.
En el estudio clinico, realizamos una observacion similar en terminos genericos, ya
que los pacientes que seguian una buena adherencia a la dieta mediterranea alcan-

zaban una mejor recuperacion funcional precoz y tambien a los 3 meses tras el ictus,
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posiblemente en parte por mecanismos antiinflamatorios asociados a algunos de sus
componentes, una menor resistencia insulinica y una mayor movilizacion de CPEs.
Nuestro estudio proporciona la primera demostracion in vivo de que el consumo
regular de una dieta estilo mediterraneo suplementada con hidroxitirosol puede
modular positivamente el sistema inmunitario, apoyando la hipotesis de que la infla-
macion tiene un papel clave en la fisiopatologia del dano isquemico. Por otra parte,
observamos una mayor angiogenesis y neurogenesis asociada a la actividad fisica en
el modelo animal y un mejor pronostico cognitivo en los pacientes activos fisicamente
en el modelo clinico. Finalmente, no pudimos demostrar un sinergismo entre la acti-

vidad fisica y la dieta mediterranea en la mejoria de las variables pronosticas.

Seran necesarios futuros estudios para determinar los mecanismos moleculares
exactos que subyacen al efecto beneficioso de la dieta mediterranea en conjunto, o

de sus componentes en particular, como tras el dano isquémico cerebral.

6.2. LIMITACIONES

Nuestro estudio presenta las que consideramos importantes limitaciones a destacar.
En primer lugar, en el estudio clinico, la inclusion total de pacientes fue inferior al tamano
muestral calculado (n=150). Este hecho obedece a varias razones. En primer lugar, el
estudio fue disenado para un reclutamiento multicéntrico pero este periodo coincidio
con la pandemia por el virus SARS-CoV 2, lo cual dificulto la inclusion de pacientes en
general y la coordinacion con otros hospitales en particular. En segundo lugar, muchos
de los pacientes tratados no pudieron ser incluidos porgue, por motivos asistenciales, los
pacientes fueron trasladados precozmente a sus hospitales de origen. En otras ocasiones,
encontramos la dificultad de la cumplimentacion de la informacion vy las escalas, ya que
las entrevistas se realizaron de forma retrospectiva y en muchas ocasiones, los pacientes
no estaban capacitados para responder por la afectacion clinica secundaria al ictus y no
disponian de un contacto o familiar apto para aportar la informacion necesaria, por lo

que muchos de estos pacientes no pudieron ser incluidos. Esta limitacion esta también
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relacionada con otra importante, y es que los pacientes incluidos en general tuvieron
una muy buena evolucion clinica, lo cual dificulto la evaluacion de algunos factores de
mal pronaostico, tales como la mortalidad. Por otra parte, el modelo clinico siguio un
diseno observacional y los pacientes se incluyeron despues de haber sufrido el ictus.
Todas las escalas se aplicaron de forma retrospectiva por lo que el sesgo de memoria
a la hora de responder y completar las mismas puede haber influido en los resultados.
Parece importante resenar tambien que, a la hora de realizar la evaluacion cognitiva, no
disponiamos de un test cognitivo previo al ictus, simplemente la exclusion de pacientes
con diagnostico de deterioro cognitivo o demencia previos. Por ultimo, la insulinemia
se determind en la muestra extraida a los pacientes tras el ingreso, el dia siguiente a
la trombectomia mecanica. Puesto que los pacientes en ese momento permanecen
en dieta absoluta, se puede administrar insulina intravenosa para ajustar los niveles de
glucemia en caso de que sea necesario. Esta insulina exdogena es indiferenciable de la
endogena por los metodos utilizados en nuestro centro para su determinacion, por o
que los valores obtenidos en algunos casos pudieran estar sobreestimados y, por ende,
el indice HOMA calculado. No obstante, es importante resenar que los pacientes con
altos requerimientos de insulina exdogena eran pacientes con DM con mal control, por lo

que creemos que la resistencia insulinica seria real, con gran seguridad.

En cuanto al modelo animal, hay que destacar que todas las ratas utilizadas fueron
machos. Otra limitacion es el control sobre el grado de actividad fisica que realizaban
los roedores. Aunque ideamos un protocolo y entrenamiento especifico para los
grupos que realizaban AF, el nivel de actividad y movimiento que mantuvieron los
animales fuera del tiempo de entrenamiento no fue algo controlable y posiblemente

existiesen diferencias no cuantificables entre unos y otros animales.

6.3. DIRECCIONES FUTURAS
Elictus es una patologia con una alta prevalencia e incidencia, que se preve en ascenso

en los proximos anos, y una de las principales causas de mortalidad y discapacidad en
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el adulto. Los tratamientos en fase aguda disponibles hoy en dia no pueden aplicarse
a todos los casos, siendo un pequeno porcentaje de pacientes los que pueden bene-
ficiarse de ellos. Sumado a esto, se sabe que una vez establecido el infarto cerebral no
existen hasta la fecha terapias que promuevan de forma significativa la recuperacion
del tejido danado. Con todo ello, la busqueda de vias moleculares, mecanismos vy
terapias con efecto neuroprotector y neurorreparador han sido y contindian siendo un
campo de investigacion en desarrollo. Con este estudio aportamos nueva evidencia
acerca del posible efecto neuroprotector de la dieta mediterranea y la actividad fisica.
No obstante, puesto que muchos de los mecanismos continuan siendo una incognita,
la investigacion a este respecto es de gran importancia a fin de intentar esclarecer
las vias y moléculas que subyacen a este efecto beneficioso. Consideramos que, de
esta forma, aproximarse a una terapia neurorreparadora y neuroprotectora en el ictus

agudo seria mas plausible.

Mas alla de esto, la prevencion primaria continua siendo fundamental en el desarrollo
de esta patologia. Dadas sus importantes implicaciones en los pacientes que la sufren
y tambien en sus familiares, junto con su alta incidencia, hacen de suma importancia el
desarrollo de campanas de prevencion solidas, en las que se conciencie seriamente a
la poblacion acerca de la importancia de los habitos de vida saludables. La educacion
sanitaria ha de jugar un papel fundamental, con mensajes claros y accesibles a toda la
poblacion. Los sanitarios debemos ser participes tambien de esto y asesorar y motivar
a los pacientes no solo en la adherencia al tratamiento farmacologico sino tambien en
adoptar conductas beneficiosas para su salud. Las conclusiones de la presente tesis
ayudan a reforzar el mensaje de que la dieta mediterranea y la practica de actividad
fisica no solo ayudan a disminuir la probabilidad de sufrir un ictus, sino que favorecen

que la recuperacion tras la isquemia sea mas favorable, una vez acontecida esta.
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1. En el modelo animal, la dieta estilo mediterraneo enriquecida con hidroxitirosol
parece ejercer un efecto neuroprotector a traves de una modulacion sobre la
respuesta inflamatoria sistémica basal y en los primeros dias tras el ictus, resul-
tando todo ello en unos menores volumenes de infarto y una tendencia a una

mejor recuperacion funcional a corto plazo.

2. En el estudio clinico incluyendo pacientes con ictus isquemico de circulacion
anterior, una mayor adherencia a la dieta mediterranea se asocio de forma inde-
pendiente con la mejoria neurologica precoz y el mejor pronostico funcional a
3 meses. El sedentarismo, se asocio de forma independiente con el desarrollo de

deterioro cognitivo a los tres meses tras el ictus.

3. Una menor resistencia insulinica determinada por el indice HOMA, una mayor
movilizacion de CPEs y un perfil mas favorable de adipocinas (niveles mas altos
de adiponectina y mas bajos de resistina) podrian estar relacionados con el
pronostico funcional favorable en pacientes con alta adherencia a la dieta medi-
terranea y con mayor consumo de acidos grasos saludables. Tanto la adherencia
a la dieta mediterranea como la practica de actividad fisica se asociaron a niveles
mas bajos del metabolito de la via de la colina TMAO.
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ANEXOS» 9

ANEXO 1: ESCALAS DE DESNUTRICION (MUST Y MNA)
| MININUTRITIONAL ASSESSMENT - SHORT FORM (MNA - SF)

A. ;Ha disminuido la ingesta de alimentos en los ultimos 3 meses debido a la pérdida de apetito,
¢!
problemas digestivos o dificultades para masticar o tragar?

- ¢Ha comido menos de lo normal en los ultimos 3 meses?

- Si es asi, ¢es por falta de apetito o tiene problemas para masticar o tragar?

- En ese caso, ¢ha comido mucho menos que antes o s6lo un poco menos?

Ha comido mucho menos

O puntos 1 punto 2 puntos

Ha comido menos | Ha comido igual |

B. ¢:HA PERDIDO PESO DE FORMA INVOLUNTARIA EN LOS ULTIMOS 3 MESES?

- ¢Ha perdido peso sin proponérselo en los ultimos 3 meses?
- ¢Le queda la ropa mas suelta en la cintura?
- ¢Cuanto peso cree que ha perdido? ;Mas o menos de 3 kg?

Pérdida de peso >3 kg
O puntos

No lo sabe Pérdida de peso 1-3 kg Sin pérdida de peso
1 punto 2 puntos 3 puntos

C. ¢(MOVILIDAD?

- ¢Es usted capaz de salir de la cama, levantarse de una silla o silla de ruedas sin la ayuda de otra persona?
- ¢Es usted capaz de salir de la cama o levantarse de una silla, pero incapaz de salir de casa?
- ¢Es usted capaz de salir de su casa?

Es capaz de levantarse de cama
o silla, pero no sale a la calle
1 punto

Sale a la calle
2 puntos

En cama o silla de ruedas
O puntos

D. ¢HA SUFRIDO EL PACIENTE ESTRES PSICOLOGICO O ENFERMEDAD AGUDA EN LOS ULTIMOS 3 MESES?

- ¢Se ha sentido estresado recientemente?
- ¢Se ha encontrado usted gravemente enfermo recientemente?

Si - O puntos No - 1 punto

E. ;PROBLEMAS NEUROPSICOLOGICOS?

- ¢(Tiene usted demencia?
- ¢Ha sentido una tristeza profunda o prolongada?

Demencia o depresion graves Demencia leve Sin problemas psicolégicos
O puntos 1 punto 2 puntos
F1.;IMC?
IMC = peso (kg) / talla? (cm)
<19-Opuntos |  19-20-1punto |  21-22-2puntos | 230mas- 3 puntos |

F2. ;PERIMETRO DE PANTORRILLA? (SOLO S| NO ESE POSIBLE OBTENER EL IMC)

<31 - O puntos | 310 mas - 1 punto |

PUNTUACION TOTAL: __/ 14
12- 14 PUNTOS | ESTADO NUTRICIONAL NORMAL

8 -11PUNTOS RIESGO DE DESNUTRICION
0 -7PUNTOS DESNUTRICION
| ESCALA MUST
A.IMC
IMC=peso (kg) / talla? (cm)
>20 - O puntos | 185 - 20 - 1 punto | <185 - 2 puntos |

B. PERDIDA INVOLUNTARIA DE PESO EN LOS ULTIMOS 3 - 6 MESES (si es voluntaria: O puntos)

<5 kg - O puntos | 5-10 kg - 1 punto | >10 kg - 2 puntos |

C. PACIENTE CON ENFERMEDAD GRAVE Y QUE HA ESTADO O ES PROBABLE QUE ESTE SIN APORTE
NUTRICIONAL POR MAS DE 5 DIAS

No - O puntos Si - 1 punto |
PUNTUACION TOTAL: __
O PUNTOS RIESGO BAJO
1PUNTOS RIESGO MEDIO
2 0mas PUNTOS RIESGO ALTO

199



9 ¢ ANEXOS

ANEXO 2: ESCALA MEDAS-14 ADAPTADA

¢Usa usted el aceite de oliva como principal grasa para cocinar?

No - 0 puntos

Si - 1 puntos

¢Cuanto aceite de oliva consume en total al dia (incluyendo el usado para freir, comidas fuera de casa,
ensaladas, etc.)? (1 racion - 1 cucharada sopera =10 mL)

<4 cucharadas - 0 puntos |

4 o mas cucharadas - 1 puntos

Indique aproximadamente cuantas cucharadas (al dia):

Por término medio, ¢cual diria que es su frecuencia de consumo para este alimento?

Nuncao

Al mes

Alasemana

Al dia

casi nunca

1-3 1

5-6

2-4 |

¢Cuantas raciones de verdura u hortalizas consume al dia?

(las guarniciones o acompariantes =4z racion) (1 racion =150-200g=1 ensalada, 1 plato de verdura cocida, 2 zanahorias..)

Menos de 2 - 0 puntos 2 o mas (al menos una en ensalada o cruda) - 1 puntos

Indique aproximadamente cuantas (al dia):

Por término medio, ;cual diria que es su frecuencia de consumo para este alimento?

Nunca o Almes Ala semana Al dia
casinunca [ 1.3 1 | 2-4 ] s5-6 | 2-3 4-6 6+
¢Cuantas piezas de fruta, incluyendo zumo natural, consume al dia?
(1racion=120-200 g o 1 pieza mediana o 1 taza de frutas pequefias (fresas, cerezas) o 2 rodajas de melon)
Menos de 3 - 0 puntos 3 0 mas - 1 puntos
Indique aproximadamente cuantas (al dia):
Por término medio, ;cual diria que es su frecuencia de consumo para este alimento?
Nunca o Al mes Ala semana Aldia
casinunca [ 1_3 1 | 2-4 ] s5-8 2-3 4-6 6+
¢Cudntas raciones de rojas, g lchichas o embutidos consume al dia? (racion: 100-
150g)

Una o mas - 0 puntos

Menos de una - 1 puntos

Indique aproximadamente cuantas (a la semana):

Por término medio, ¢cual diria que es su frecuencia de consumo para este alimento?

Nunca o Al mes Alasemana Aldia
casinunca | 1_3 1 2-4 | 5-6 2-3 4-6 6+
¢Cuantas raciones de juilla, garina o nata consume al dia? (porcion individual habitual: 12g=1 racion)

Una o mas - 0 puntos

Menos de una - 1 puntos

Indique aproximadamente cuantas (a la semana):

Por término medio, ;cual diria que es su frecuencia de consumo para este alimento?

Nunca o Al mes Ala semana Aldia
casinunca [ 1.3 1 2-4 | s5-6 2-3 4-6 6+
¢Cuantas bebid. rb lasy/o consume al dia?
Una o mas - 0 puntos Menos de una - 1 puntos
Indique aproximadamente cuantas (a la semana):
Por término medio, ;cual diria que es su frecuencia de consumo para este alimento?
Nunca o Al mes Ala semana Al dia
casinunca [ 1_3 1 2-4 | 5-6 2-3 | 4-6 6+
¢Bebe usted vino? ;Cuanto consume a la semana? (1 Vaso=100 ml)
Menos de 7 - 0 puntos 7 o mas - 1 puntos
Indique aproximadamente cuantos vasos (a la semana):
Por término medio, ¢cual diria que es su frecuencia de consumo para este alimento?
Nunca o Al mes Ala semana Aldia
casi nunca 1-3 1 2-4 5-6 2-3 4-6 6+

200




¢Cudntas raciones de L

consume a la semana? (1 plato o racion: 60-80 g)

ANEXOS» 9

Menos de 3 - 0 puntos

3 0 mas - 1 puntos

Indique aproximadamente cuantas (a la semana):

Por término medio, ¢cual diria que es su frecuencia de consumo para este alimento?

Nuncao
casi nunca

Almes

Alasemana

Al dia

1-3 1

| 2-4 | 5-6 1

2-3 4-6 6+

¢Cuantas raciones de pescado-mariscos consume a la semana?
(1 plato, pieza o racion: 100-150g de pescado o 4-5 piezas 0 200g de marisco)

Menos de 3 - 0 puntos

3 0 mas - 1 puntos

Indique aproximadamente cuantas (a la semana):

Por término medio, scual diria que es su frecuencia de consumo para este alimento?

Nuncao
casi nunca

Almes

Ala semana

Aldia

1-3 1

5-6 1

2-4

2-3 4-6 6+

¢Cuantas veces consume reposteria comercial (no casera) como galletas, flanes, dulce o pasteles a la

semana?

2 0 mas - 0 puntos

Menos de 2 - 1 puntos

Indique aproximadamente cuantas raciones (a la semana):

Por término medio, ¢cual diria que es su frecuencia de consumo para este alimento?

Nuncao
casi nunca

Almes

Alasemana

Al dia

1-3 1

2-4 | 5-8 1

2-3 4-6 6+

¢Cuantas veces consume frutos secos a la semana? (racion: 30 g=1 puniado o racion individual)

Menos de 3 - 0 puntos

3 0 mas - 1 puntos

Indique aproximadamente cuantas raciones (a la semana):

Por término medio, ¢cual diria que es su frecuencia de consumo para este alimento?

Nuncao
casi nunca

Almes

Alasemana

Al dia

1-3 1

| 2-4 | 5-6 1

2-3 4-6 6+

¢Consume usted preferentemente carne de pollo, pavo o conejo en vez de ternera, cerdo, hamburguesas o

salchichas?

(1 racion=100-125 g-1 filete pequeno / 1 cuarto de pollo o conejo)

No - 0 puntos

Si - 1 puntos

Indique aproximadamente cuantas raciones (a la semana):

Por término medio, scual diria que es su frecuencia de consumo para este alimento?

Nuncao
casi nunca

Almes

Ala semana

Aldia

1-3 1

2-4

5-6

1 2-3

4-6

6+

¢Cuantas veces a la semana consume los vegetales cocinados, la pasta, arroz u otros platos aderezados

con salsa de tomate, cebolla, ajo o puerro elaborada a fuego lento con aceite de oliva (Sofrito)?

Menos de 2 - 0 puntos

2 0 mas - 1 puntos

Indique aproximadamente cuantas raciones (a la semana):

Por término medio, ¢cual diria que es su frecuencia de consumo para este alimento?

Nunca o Almes Alasemana Al dia
casi nunca 1-3 1 2-4 5-6 1 2-3 4-6 6+
PUNTUACION TOTAL: __
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9 ¢ ANEXOS

ANEXO 3: ESCALAS DE AF
| ESCALA PASE

1. SENTADO

En los ultimos 7 dias, ;con qué ia ha i ivi tales como leer, ver la television o
hacer manualidadi

NUNCA. Ir a la pregunta niimero 2

CASI NUNCA (1-2 dias)

DE VEZ EN CUANDO (3-4 dias)

w (N |= o

CON FRECUENCIA (5-7 dias)

1a. ;Qué actividades ha

1b. Por término medio, ;cuantas horas al dia ha i adichas

MENOS DE 1 HORA

MAS DE 1 HORA PERO MENOS DE 2 HORAS

DE 2 A4 HORAS

Bw N |[e

MAS DE 4 HORAS

2. CAMINAR

En los ultimos 7 dias, ;con qué frecuencia ha salido de casa a caminar? Por ejemplo, pasear por diversion,
sacar al perro, o ir andando al trabajo

NUNCA. Ir a la pregunta niimero 3

CASI NUNCA (1-2 dias)

DE VEZ EN CUANDO (3-4 dias)

w (N |[» o

CON FRECUENCIA (5-7 dias)

2a. Por término medio, ¢(cuanto tiempo camina al dia?

MENOS DE 1 HORA

MAS DE 1 HORA PERO MENOS DE 2 HORAS

DE 2 A4 HORAS

Alw N [e

MAS DE 4 HORAS

3. DEPORTE LIGERO

En los ultimos 7 dias, ¢con qué ia ha realizad ividad ivas de i idad leve, como jugar
a la petanca o al golf, ir de pesca u otras actividades similares?

NUNCA. Ir a la pregunta nimero 4

CASI NUNCA (1-2 dias)

DE VEZ EN CUANDO (3-4 dias)

w (N |[»|o

CON FRECUENCIA (5-7 dias)

3a. (Qué actividades ha

3b. Por término medio, ;cuantas horas dedica a estas actividades recreativas de esfuerzo leve?

MENOS DE 1 HORA

MAS DE 1 HORA PERO MENOS DE 2 HORAS

DE 2 A4 HORAS

Slw (N |[e

MAS DE 4 HORAS

4. DEPORTE MODERADO

En los ultimos 7 dias, ¢con qué ia ha i ivi ivas de i como
Jjugar un partido de tenis de dobles, practicar bailes de salén, cazar, patinar sobre hielo, jugar al béisbol u otras
actividades similares?

NUNCA. Ir a la pregunta niumero 5

CASI NUNCA (1-2 dias)

DE VEZ EN CUANDO (3-4 dias)

w|N (= o

CON FRECUENCIA (5-7 dias)

4a. ;Qué actividades ha realizado?

4b. Por término medio, ;cuantas horas dedica a estas activi ivas de i

MENOS DE 1 HORA

MAS DE 1 HORA PERO MENOS DE 2 HORAS

DE 2 A4 HORAS

slw|n e

MAS DE 4 HORAS
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5. DEPORTE EXTENUANTE
En los ultimos 7 dias, ;con qué ia ha

degrani i como

correr, nadar, montar en bicicleta, jugar un partido de tenis indivi P icar bailes obicos, esquiar u

otras actividades similares?

NUNCA. Ir a la pregunta numero 6

CASI NUNCA (1-2 dias)

DE VEZ EN CUANDO (3-4 dias)

CON FRECUENCIA (5-7 dias)

wn | |o

5a. ;Qué actividades ha realizado?

5b. Por término medio, S horas dedica a estas de gran

MENOS DE 1 HORA

MAS DE 1 HORA PERO MENOS DE 2 HORAS

DE 2 A4 HORAS

MAS DE 4 HORAS

Alw N |-

6. DEPORTE FUERZA MUSCULAR

En los ultimos 7 dias, ¢con qué fi ia ha
i i como pesas o hacer flexiones?

fisicas para eltonoyla

NUNCA. Ir a la pregunta nimero 7

CASI NUNCA (1-2 dias)

DE VEZ EN CUANDO (3-4 dias)

CON FRECUENCIA (5-7 dias)

w[n e |o

6a. ;Qué actividades ha realizado?

6b. Por término medio, ¢cuantas horas dedica a actividades para at eltonoyla

MENOS DE 1 HORA

MAS DE 1 HORA PERO MENOS DE 2 HORAS

DE 2 A4 HORAS

MAS DE 4 HORAS

Alw (N |

7. TRABAJO DOMESTICO LIGERO
En los ultimos 7 dias, ¢ha realizado tareas ésticas de i i leve, como sacar el polvo o lavar los

platos?

NO

si

N e

8. TRABAJO DOMESTICO PESADO

En los ultimos 7 dias, ¢ha realizado tareas icasdeii
fregar el suelo, limpiar los cristales o recoger la lefia?

como pasar la aspiradora,

NO

si

1
[ 2

9. En los ultimos 7 dias, ¢ha realizado alguna de las siguientes actividades? Si o NO para cada apartado.

9a. REPARACIONES DOMESTICAS NO

Tareas en el hogar como pintar, o hacer rey iones de electricidad, etc. Si

9b. CUIDADO DE EXTERIORES No

Tareas en el patio o el jardin, como retirar la nieve, recoger las hojas, cortar lefia. si

NO

9c. JARDINERIA -
si

NO

9d. CUIDADO DE OTRA PERSONA como un nifio, el conyuge u otro adulto

si

N e N[RN[R N e

10. TRABAJO

una actividad lao

En los ultimos 7 dias, ¢cha

NO. (Ya ha acabado el cuestionario)

si

10a. (Cuantas horas a la semana dedica a dicha actividad?

L]

10b. ¢Cual de las siguientes of
trabajo remunerado o voluntario?

con mayor itud el tipo de actividad fisica que realiza en su

con leves imi de los brazos (Por ejemplo, tareas adi
cadena de montaje, como conductor de autobus, etc.)

de relojero, en una

Sentado o de pie con peq
herramientas ligeras, etc.)

paseos (Por ejemplo: cajero, adi operario de inaria o

Andando a la vez que manipula material de peso inferior a 25 kilos (Por ejemplo: cartero, camarero,
obrero de la construccion, operario de maquinaria o herramientas pesadas, etc.)

Andando a la vez que manipula material de peso superior a 25 kilos. (Por ejemplo: lefiador, albadil,
trabajador de una granja, etc.)

PUNTUACION PASE TOTAL: __

ANEXOS» 9
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9 ¢ ANEXOS

| ESCALA VREM

¢Qué actividad fisica ha realizado durante su tiempo libre en el ULTIMO MES/SEMANA O MES/
SEMANA HABITUAL?
Ir a comprar a pie: Tipo de deporte/baile 1:
MIN/SEM
MIN/DIA DIAS/MES MESES/ANO

Limpiar la casa:
MIN/SEM Tipo de deporte/baile 2:

. MIN/DIA DIAS/MES MESES/ANO
Caminar:

MIN/DIiA DIAS/MES MESES/ANO

Tipo de deporte/baile 3:

Trabajar en el huerto:

. . . MIN/DIA DIAS/MES MESES/ANO
MIN/DIA DIAS/MES MESES/ANO

Total METS/14 dias:
Subir escaleras:

MIN/DIA DIAS/MES MESES/ANO
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ANEXOS» 9

ANEXO 4: ESCALAS DE EVALUACION COGNITIVA
| MmocA

+ Si nivel de educacion <12 afios: ANADIR 1 PUNTO AL TOTAL

« Si tiene algun tipo de limitacion funcional (paresia, trastorno del lenguaje..) que impida la realizacion de algun item en concreto, no se
puntuara 0" sino que ese item se restara de la puntuacion total (que ya no sera sobre 30, por tanto).

« Punto de corte para deterioro cognitivo: 24 - 25

VISUOESPACIAL / EJECUTIVA . Dibujar un reloj (Once y diez)

Cocgﬂgroel (3 puntos)

@

Final

@

®
@C"""e"“’ ®

[ ] [ 1] [ ] [ ] [ 1 |_/5

Contorno Nimeros Agujas

IDENTIFICACION

_/3
Lea la lista de palabras, el
m ﬁac'er&te de[t,e Eepetlrlas ROSTRO SEDA IGLESIA CLAVEL ROJO sin
Rggflerg:sgl:: ;Srmnutos Ter intento puntos
més tarde. 2° intento
ATENCION Lea la serie de nimeros (1 ndmero/seg.) El paciente debe repetirla. [ ] 21854
El paciente debe repetirla a la inversa. [ ] 742 _ /2

Lea la serie de letras. El paciente debe dar un golpecito con la mano cada vez que se diga la letra A. No se asignan puntos si > 2 errores.
[ ] FBACMNAAJKLBAFAKDEAAAJAMOFAAB |_ /1

Restar de 7 en 7 empezando desde 100. [ 193 [ 186 [ 179 [172 []6s
4 0 5 sustracciones correctas: 3 puntos, 2 0 3 correctas: 2 puntos, 1 correcta: 1 punto, 0 correctas: 0 puntos. _/ 3

LENGUAJE Repetir: El gato se esconde bajo el sofa cuando los perros entran en la sala. [ ] Espero que 6l le entregue el mensaje una vez que ella se lo pida.[ ] /2

Fluidez del lenguaje. Decir el mayor nimero posible de palabras que comiencen por la letra "P" en 1 min. [ ] (N> 11 palabras) § /1

ABSTRACCION Similitud entre p. ¢j. manzana-naranja = fruta [ ]  tren-bicicleta [ ] reloj-regla _/2

LWL INIISHD]N  Debe acordarse de las palabras | ROSTRO SEDA IGLESIA CLAVEL ROJO Puntos por /5
SIN PISTAS [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] recuerdos |~
SIN PISTAS
Optativo Pista de categoria Ginicamente
Pista eleccion miiltiple
; Dia del - Dia de | i

ORIENTACION [ 1 Ie(]fet?hg;es [ 1] Mes [ 1] Afio [ 1] sfm:n: [ 1 ‘g [ ]Localidad _ /6
© Z. Nasreddine MD Versién 07 noviembre 2004 Normal > 26 / 30 TOTAL /30
www_mocqtest_org Afiadir 1 punto si tiene < 12 afios de estudius)
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9 ¢ ANEXOS

| 1QCODE (VERSION ABREVIADA)

Responda a cada item en base a la puntuacion siguiente. En los ultimos anos, el paciente..

1.| Recordar cosas sobre familiares y amigos (aniversarios,

cumpleanos, direcciones..) ®@®®®
2.| Recordar acontecimientos sucedidos recientemente @ @ @ @ @
3.| Recordar conversaciones unos dias mas tarde D@6
4. | Recordar su direccion y numero de teléfono @@@@@

5.| Recordar el diay mes actual @ @ @ @ @

6. | Recordar en donde se guardan habitualmente las cosas @@@@@
7.| Saber en donde se encuentra una cosa que se dejo

descolocada ®@®®®
8. | Saber como funcionan los aparatos domésticos de la casa @@@@@
9. | Aprendera manejar un aparatonuevo (lavadora, maquina de

afeitar, etc) ®®®®®

10. | Aprender cosas nuevas en general @ @ @ @ @

11. | Entender una historia en un libro o en la television. @@@@@

12.| Tomar decisiones en cuestiones cotidianas. @@@@@

13.| Manejar dinero para la compra. @@@@@

14. | Manejar los asuntos financieros (pension, bancos). @@@@@

15. | Resolver problemas aritméticos cotidianos (tiempos,
cantidades, distancias...) ®®®®®

16. | Utilizar la inteligencia para comprender lo que sucede a su
alrededor y su explicacion ®®®®®

@ - Ha mejorado mucho Puntuacion total
(2) - Ha mejorado poco

(3 - No ha cambiado apenas

(#) - Ha empeorado un poco

(8) - Ha empeorado mucho
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ANEXO 5: ESCALA DE RANKIN MODIFICADA (MRS)

6: FALLECIDO

5: PACIENTE ENCAMADO y/0 CON ATENCION CONSTANTE

ANEXOS» 9

Pregunta clave: ¢El paciente esta encamado y/o requiere atencion constante?

Responda Si cuando: El paciente pasa la mayor parte del dia en la cama (o
sillon). EL paciente esta institucionalizado. Cuando el paciente es trasladado a

Si (MRS =5)

unasilla de ruedas, es incapaz de desplazarse autobnomamente con ella. No
puede permanecer solo en casa sin supervision mas de una hora. Si esta solo, es
incapaz de pedir ayuda telefonica o por teleasistencia.

No

4: ASISTENCIA PARA CAMINAR

Pregunta clave: ¢Es esencial la asistencia de otra persona para caminar?

El paciente es incapaz de desplazarse autbnomamente, lo que significa que

siempre necesita a otra persona presente, para brindar ayuda fisica y/o

supervision.

- Siel paciente necesita ayuda para trasladarse a unasilla de ruedas, pero
una vez en la misma, puede desplazarse autonomamente, responda SI

Si (MRS =4)

- Sielpaciente puede trasladarse a la silla de ruedas sin ayuda o supervision y
desplazarse autonomamente con ella, responda NO

- Siel paciente requiere baston o andador, pero no necesita a otra persona
presente durante la deambulacién, responda NO

supervision durante una semana.

No

3: ASISTENCIA PARA EL DESEMPENO DE TAREAS PERSONALES

Cuestion clave: Aunque fuera estrictamente necesario, el paciente NO podria vivir solo sin

Otras preguntas dirigidas para el mRS 3: ¢(Es absolutamente necesaria
asistencia verbal o fisica o supervisién de otra persona para...

- ¢Preparar una comida sencilla (desayuno o entremés)? responda Si

- ¢Encargarse de su ropa, recoger la mesa y realizar otros quehaceres
domesticos basicos? responda Sl

Si (MRS =3)

- ¢Encargarse de los gastos de la casa? responda Si
- ¢Usar sucoche o el transporte publico (lamar a un taxi, coger un autobus)?
responda SI

Comprar un solo articulo (p.ej el pan)?, responda Si

No

2: TAREAS Y ACTIVIDADES DE RUTINA

El paciente presenta algun sintoma/s a consecuencia del ictus aunque no
interfiere en sus actividadesprevias (dificultad en leer/escribir/hablar, fallos

. . . . . . Si (mMRS=2

1. Trabajo: Elictus ha reducido de forma sustancial la capacidad del paciente H(m )
para trabajar/estudiar o ha tenido que dejar de hacerlo. No

2. Responsabilidades familiares: Elictus ha afectado de forma sustancial la SHMRS=2)
capacidad del paciente para hacerse cargo de su familia No

3. Actividades sociales y ocio: El ictus ha disminuido la frecuencia de las Si (mRS=2)
actividades de ocio dentro o fuera de casa a menos de la mitad (hobbies,
deportes, salir al cine, salir a comer o a tomar un café, bricolaje, tejer, pintar..) No

1: SINTOMAS COMO CONSECUENCIA DEL ICTUS

Si (mRS=1)

menores de memoria, falta de concentracion, enlentecimiento de movimientos o
falta de coordinacion, disfagia, alteracion sensitiva etc)

No

0: PACIENTE ASINTOMATICO
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9 ¢ ANEXOS

ANEXO 6: ESCALA NIHSS

1A. Nivel de consciencia

0 | Normal: ojos abiertos espontaneamente
1 | Estupor:abre ojos a la voz o al dolor
2 | Coma superficial: abre ojos al dolor, respuesta no refleja (localiza)
3 | Coma profundo: no abre ojos, respuesta ausente o refleja (decorticacion, descerebracion)
1B. Nivel de conciencia - orientacién (Mes actual / Edad)
O | Ambas correctas

1 | Unacorrecta

2 | Ninguna correcta
1C. Nivel de conciencia - érdenes (abrir y cerrar ojos / apretar mano)
Obedece ambas

1 | Obedeceuna

2 | Noobedece ninguna

2. Mirada horizontal

0 | Normal. Seguimiento voluntario
1 | Paresia parcial: desviacion ocular que corrige
2 | Paresiatotal, version ocular forzada
3. Campos visuales (confrontacion por cuadrantes)
O | Normal
1 | Cuadrantanopsia
2 | Hemianopsia
3 | Ceguera
4. Paralisis facial
0 | Ninguna
1 | Minima
2 | Parcial(inferior, tipo central)
3 | Total(superior e inferior, tipo periférico)
5. Fuerza en miembros superiores (5A: derecho; 5B: izquierdo)
O | Normal
1 | Caelentamente antes de 10 segundos
2 | Esfuerzo contra gravedad
3 | Movimiento a favor de gravedad
4 | Ausencia de movimiento
6. Fuerza en miembros inferiores (6A: derecho; 6B: izquierdo)
0O | Normal
1 | Caelentamente antes de 5 segundos
2 | Esfuerzo contra gravedad
3 | Movimiento a favor de gravedad
4 | Ausencia de movimiento
7. Ataxia de extremidades
0 | No hay ataxia o no es demostrable

1 | Ataxia en una extremidad

2 | Ataxiaendos extremidades

8. Sensibilidad

O | Normal
1 | Déficit leve
2 | Déficit total, bilateral o coma

9. Lenguaje
O | Normal
1 | Afasialeve
2 | Afasiagrave
3 | Afasia total, mutismo o coma

10. Disartria
0O | Nodisartria o no valorable

1 | Disartria leve

2 | Disartria grave

11. Negligencia/extincion
Normal

1 | Extincion sensitiva en una modalidad (visual o tactil)

2 | Extincion sensitiva en mas de una modalidad o heminegligencia (visual y tactil o negligencia espacial, anosognosia, asomatognosia)
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TABLA CITOQUINAS/QUIMIOCINAS

ANEXO 7
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ANEXOS» 9

ANEXO 8: CARACTERISTICAS BASALES EN FUNCION DE LA
ADHERENCIA A LA DIETA MEDITERRANEA

I. Variables clinicas y analiticas

Global
(n=70)

Baja adherencia

(n=33)

Alta adherencia

(n=37)

Edad (media +- DE) 747 +-107 749+-125 739+-84 056
Sexo, mujer (%) 28 (20) 14424 14(37.8) 069
Tabaquismo, activo y exfumador (%) 33(486) 19 (576) 14 (40) 0.34
Alcohol (%) 5(71) 1) 4(108) 0.36
Dislipemia (%) 40 (571 21(636) 19 (51.4) 030
HTA (%) 44 (62.9) 20 (60.6) 24 (64.9) 071
DM (%) 23(329) 16 (485) 7(189) <001
FA, previay dx tras el ictus (%) 46 (65.7) 21(637) 25(535) 0.94
Aterosclerosis: Cl, AP o ictus previo (%) 18 (257) 11(333) 7 (18.9) 017
Hiperuricemia (%) 7(10D 3(94) 4(10.8) 058
Sd metabdlico (%) 34 (48.6) 16 (48.5) 18 (48.6) 081
IMC, Me [rango IQ] 276 [25.2-3011 26.6[24.7-289] 278 [24.2-30.6] 017
Obesidad (%) 19 (27.1) 6(182) 13(35.1) ol
Cintura abdominal, Me [rango 1Q] 101193 -112] 979 187-1071 99[937-111.2] 011
Desnutricion/riesgo (%) 10 (14.3) 6(18.2) 4(10.8) 049
Glucemia basal (mg/dl), Me [rango 1Q] 1091[997-1232] 111195-131] 1051965-112.2] 0.07
Insulinemia (microU/ml), Me [rango 1Q] 141187-218] 19[9-23] 135[96-175] 019
HbAlc, Me [rango Q] 6 [6-61 61[6-71 6 [5-61 003
Colesterol LDL (mg/dl), Me [rango IQ] 84 [62-112] 84 [65-96] 9951(635-1237] 045
Colesterol HDL (mg/dl), Me [rango I1Q] 44 [35-56] 42[32-52] 49[39-595] 0.07
Triglicéridos (mg/dl), Me [rango 1Q] 95[755-133] 98 [80-132] 915 [74-1385] 0.85
Il. Caracteristicas del ictus y neuroimagen
ASPECTS, Me [rango Q] 817-9 81[7-91 7516-91 035
Oclusion arterial principal (%) 073

TICA 11(157) 5(15.2) 6(16.2)

M1 37(529) 19 (576) 18 (48.6)

M2 22(314) 9(273) 13351
Tandem extracraneal (%) 10 (14.2) 8(24.2) 20564 0.04
TOAST 019

Aterotrombético 7 (10) 6(18.2) 127) 004

Cardioembélico 49 (70) 21(63.6) 28(757)

Inhabitual 3@43) 113) 2054

Indeterminado 11(157) 5(152) 6(16.2)
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9 ¢ ANEXOS

ANEXO 9: FRECUENCIAS DE CONSUMO DE ALIMENTOS (G/DIiA) EN
FUNCION DE LA ADHERENCIA A LA DIETA MEDITERRANEA

Global Baja adherencia | Altaadherencia

(n=70) (n=33) (n=37)
AOVE (g/dia) 60 [30-60] 301[30-601 60 [60-60] <001
Verdura (g/dia) 200 [100-400] 200 [100-400] 400 [100-4001 002
Fruta (g/dia) 300 [150-4501 300 [150-4501 300 [150-450] 078
Carnes rojas (g/dia) 35.71[89-536] 357189-625] 3571178-536] 067
Mantequilla (g/dia) 0[0-11 010-13] 0[0-13] 047
Bebidas carbonatadas 0[0-143] 01[0-14.2] 0l[0-71] 068
Vino 0[0-321] 0[0-35] 0[0-100] 005
Legumbres 857 [571-114.3] 8571571-8571 8571571-114.3] 012
Pescado 3571178-536] 3571178-536] 357126.8-5361 0.36
Reposteria comercial 71[0-625] 50 [35-1001 0[0-145] <001
Frutos secos 21[0-128] 0l0-21] 86 [1-30] <001
Carne pollo, pavo, conejo 3571156-536] 178189-357] 3571178-5361 <001
Sofritos (rac/dia) 0.3[01-03] 0110-03] 0.3[0.2-061 <001
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ACTIVIDAD FiSICA PREVIA AL ICTUS

I. Variables clinicas y analiticas

Sedentarios/

Poco activos
(n=27)

Activos/
Muy activos
(n=43)

ANEXOS» 9

ANEXO 10: CARACTERISTICAS BASALES EN FUNCION DEL GRADO DE

Edad (media +- DE) 747 +-107 767 +/-91 735+/-115 047
Sexo, mujer (%) 28 (20) 8(296) 20 (46.5) 0.16
Tabaquismo, activo y exfumador (%) 33(486) 14 (53.8) 19(4418) 016
Alcohol (%) 5(71) 4(14.8) 1(23) 0.07
Dislipemia (%) 40 (5671 16 (59.3) 24 (55.8) 077
HTA (%) 44 (62.9) 20 (741) 24 (55.8) 071
DM (%) 23(329) 12 (44.4) 11(25.6) 0.10
FA, previay dx tras elictus (%) 46 (657) 18 (66.7) 28 (65.1) 0.87
Aterosclerosis: Cl, AP o ictus previo (%) 18 (257) 8(29.6) 10 (233 055
Hiperuricemia (%) 7(101) 311D 4(95) 057
Sd metabélico (%) 34(486) 14 (53.8) 20 (50) 076
IMC, Me [rango I1Q] 276 [252-3011 275[24.2-30.5] 274 1245-296] 066
Obesidad (%) 19 (271) 8(29.6) 11(25.6) 071
Cintura abdominal, Me [rango 1Q] 10193 -112] 100 [925-112.5] 981[92-1067] 048
Desnutricion/riesgo (%) 10(14.3) 7(259) 37 0.03
Glucemia basal (mg/dl), Me [rango IQ] 109 199.7-1232] 107[98-115.5] 109 [975-131] 055
Insulinemia (microU/ml), Me [rango 1Q] 141187-218] 19[9-23] 1351[96-175] 071
HbA1lc, Me [rango Q] 66-6] 615-6l 616-65] 087
Colesterol LDL (mg/dl), Me [rango Q] 84[62-112] 80[59-955] 875166.2-113] 078
Colesterol HDL (mg/dl), Me [rango 1Q] 44 [35-56] 38[31-485] 495[39.2-612] 0.06
Triglicéridos (mg/dl), Me [rango IQ] 95[755-133] 83[72-127] 103 [81.2-139.5] 012
Il. Caracteristicas del ictus y neuroimagen
ASPECTS, Me [rango 1Q] 8(7-9 81[7-9] 8[7-9 1
Oclusion arterial principal (%) 039

TICA 11(157) 311D 8(18.6)

M1 37(52.9) 17 (63) 20 (46.5)

M2 22 (314) 7(259) 15(34.9)
Tandem extracraneal (%) 10 (14.2) 311D 7(16.3) 041
TOAST 040

Aterotrombético 7 (10) 4(14.8) 3@

Cardioembélico 49 (70) 19 (704) 30(69.8)

Inhabitual 343) (] 343)

Indeterminado 11(157) 4(57) 7(10)

213








