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El projecte de la tesi doctoral que us presento s’ha realitzat a la Unitat de
Medicina Vascular i Metabolisme i a la Unitat de Recerca en Lipids i
Arteriosclerosi, del Servei de Medicina Interna de I'Hospital Universitari Sant Joan
de Reus. La Unitat de Recerca en Lipids i Arteriosclerosi (URLA) pertany al
departament de Medicina i Cirurgia de la Facultat de Medicina i Ciéncies de la
Salut de la Universitat Rovira i Virgili. La tesi doctoral ha estat dirigida pel Prof.

Lluis Masana, la Dra. Nuria Plana i el Dr. Raimon Ferré.

Un dels objectius de la medicina, a més de curar les malalties, és prevenir
I'aparicié d'aquestes, alleugerar el patiment i perllongar la vida. L'enfoc clinic de
la Unitat es centra en prevenir, diagnosticar i tractar les malalties que
predisposen a l|'arteriosclerosi, mentre que en la vessant basica, les linies de
recerca estan dirigides a estudiar els mecanismes de desenvolupament de
I'arteriosclerosi, relacionar la predisposicid genéetica amb el fenotip clinic i
investigar en I'ambit epidemiologic amb la finalitat d’utilitzar aquest coneixement
per poder-ne fer la transferencia a l'activitat clinica. Actualment, les malalties
cardiovasculars son la primera causa de mortalitat a Catalunya aixi com a la
resta del mon; per tant, unitats especifiqgues en aquest ambit sé6n de gran

importancia per a la societat.

Els estudis epidemioldgics han revelat que l|arteriosclerosi és una malaltia
progressiva i multifactorial, resultat de diversos factors ambientals i genétics. En
el nostre projecte hem intentat contribuir, des del punt de vista preventiu i
terapéutic, a la lluita del que s’ha considerat I'epidémia més important del segle
XXI. Des d'un punt de vista cientific, aquesta tesi pretén aportar noves dades

sobre la importancia de la prevencido de l'arteriosclerosi i el tractament dels

19
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factors de risc, aportant noves evidéncies sobre |'efecte dels canvis terapeutics
de l'estil de vida i la funcid endotelial de petita arteria, el primer pas en el
desenvolupament de la lesié de les artéries. Els resultats de I'estudi ens podrien
ajudar a entendre millor la relacié de la disfuncié endotelial, els moduladors
ambientals i els biomarcadors vasculars, aixi com esdevenir una eina util per a la

prevencio de la malaltia cardiovascular.

La tesi esta dividida en diferents apartats. La Introduccié, que proporciona un
ampli punt de vista sobre l'arteriosclerosi i on es recullen aspectes
epidemiologics, fisiopatologia, factors de risc cardiovascular i eines per a avaluar
I’arteriosclerosi subclinica que seran d’utilitat per poder entendre el curs del
treball. Un apartat important de la introduccié esta focalitzat en l'efecte que
tenen els canvis terapeutics de l'estil de vida sobre el risc cardiovascular,
I'arteriosclerosi i la disfuncié endotelial. A continuacié, la Radé de la Tesi, Hipotesi
i els Objectius que justifiquen el desenvolupament dels estudis. Tot seguit, els
Materials i els Metodes utilitzats per dur a terme tots els experiments i
valoracions. Els resultats s’han descrit en tres manuscrits dels quals dos han
estat recentment publicats en revistes d’ambit internacional i d’impacte
reconegut en el camp de la nutricié, malaltia vascular i I'arteriosclerosi. L'altre es
troba sotmes a revisido editorial en una revista internacional. Després, la
Discussio, les Conclusions finals de la tesi i les Perspectives Futures. Finalment,
les Referéncies de tota la bibliografia consultada.

En els laboratoris de la URLA es treballa segons el sistema de la norma de

qualitat ISO 9001 garantint els resultats obtinguts en aquesta tesi.

20
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2.1 MALALTIA CARDIOVASCULAR I ARTERIOSCLEROSI

2.1.1 Definicié i epidemiologia

En el concepte de la malaltia cardiovascular s’inclouen les malalties arterials del
cor, la malaltia cerebrovascular i les vasculars perifériques. La malaltia
cardiovascular deguda a |'arteriosclerosi inclou la malaltia isquémica coronaria,
I'accident vascular cerebral o ictus, I'aneurisma d’aorta abdominal i la malaltia
vascular periferica. La malaltia cardiovascular és la principal causa mundial de
morbimortalitat. L'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) estima que I'any 2008,
17.3 milions de persones van morir com a conseqiéncia de les malalties
cardiovasculars. La tendéncia de les darreres décades en la que aquesta malaltia
afectava majoritariament als paisos desenvolupats s'ha trencat, observant
actualment que fins el 80% de les morts d'origen cardiovascular tenen lloc en
paisos pobres o paisos en vies de desenvolupament. Es calcula que I'any 2030
fins a 23.6 milions de persones, un 36% més respecte el 2008, moriran com a
conseqiiéncia de la malaltia cardiovascular *. Concretament, a Espanya, 125.000
morts anuals es deuen a l'aterosclerosi, 5 milions de persones ingressen a
I'hospital a causa de la malaltia i més de 560.000 pacients sén donats d'alta de
I'hospital amb el diagnostic de malaltia cardiovascular 2. La interaccié entre
I’envelliment de la poblacid i un estil de vida, cada vegada menys saludable amb
el conseqlient augment significatiu del pes corporal, sén els principals
desencadenants d’aquest augment progressiu de la malaltia cardiovascular que

s’ha convertit en I'epidemia del segle XXI.
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2.1.2 Factors de risc cardiovascular i malaltia cardiovascular

Els factors de risc cardiovasculars sén els determinants que, d’acord amb els
estudis epidemiologics, condicionen una major probabilitat o risc de tenir una
malaltia cardiovascular, i que es relacionen amb un increment de la mortalitat
per aquesta causa. Els factors de risc cardiovascular es diferencien entre els no
modificables (edat, génere i condicionants geneétics) i els modificables. S’han
descrit molts factors de risc cardiovascular modificables, pero els que confereixen
un risc més elevat degut a la seva aterogenitat son: la diabetis, la hipertensio
arterial, la dislipemia, I'obesitat abdominal, el tabac, el sedentarisme i el mal

3. El control dels factors de risc cardiovascular es tradueix en

habit alimentari
una disminucié significativa dels events cardiovasculars. Resultats de metanalisis
recents conclouen que la disminucié de les concentracions de colesterol LDL, en
1 mmol/L (38.6mg/dl), es relaciona amb una disminucié del risc relatiu de
mortalitat cardiovascular del 28%, i d'un 26.6% en patir algun event
cardiovascular *. Per altra banda, el control de la pressié arterial, sobretot de la
pressié arterial sistolica, es relaciona amb una disminucié significativa dels
events cardiovasculars, especialment l'ictus i l'infart de miocardi. Les dades
actuals mostren que la reduccié6 de 5mmHg en la pressié arterial pot disminuir el
risc d’ictus fins un 34% i de malaltia isquémica coronaria fins un 21% °. En la
poblacié diabética, el tractament hipolipemiant i hipotensor s’ha relacionat amb
una clara reduccid del risc relatiu de morts cardiovasculars i events
cardiovasculars majors. S’ha observat que la disminucié d’1mmol/L de colesterol
LDL en poblacié diabética redueix la mortalitat cardiovascular en un 13% i els
events vasculars majors en un 21% °. Estudis de seguiment a gran escala

observen que l'adopcido d’un estil de vida saludable (basat en [|'abstinéncia

tabaquica, l'activitat fisica, I’'alimentacié i el control ponderal) podria relacionar-
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se amb una disminucié del 69% de morts per infart de miocardi en homes i en
un 81% en dones després d’un seguiment de 14 anys ’. La pérdua de pes és una
eina efectiva per a la disminucié del risc cardiovascular i la taxa de mortalitat
cardiovascular. L'Ultim informe de I'OMS destaca que 2.8 milions de persones
moren cada any com a conseqiiéncia de ser obesos o tenir sobrepés !. Dades
recents mostren que seguir una patré de consum considerat com dieta
Mediterrania explica fins un 30% en la prevencid de les malalties cardiovasculars
prematures 8. Estudis prospectius mostren una forta relacié entre el tabaquisme i
la malaltia isquémica coronaria: s’ha observat que I'habit tabaquic condiciona un
increment entre el 30 i el 35% de tenir un event cardiovascular prematur °.
Referent a l'activitat fisica, les evidéncies cientifiques mostren que el risc de
malaltia cardiovascular entre les persones sedentaries comparat amb els no

sedentaris és almenys dues vegades major  °,

Degut a aquestes evidéncies,
I’American Heart Association (AHA) ha desenvolupat el concepte de prevencio
primordial per definir un estat optim de salut cardiovascular. Aquest estat es
fonamenta en 7 punts basics per a la prevencidé de la malaltia cardiovascular, 4
habits relacionats amb un estil de vida saludable (realitzar exercici moderat de
forma habitual, una alimentacié saludable, abséncia de tabaquisme i un index de
massa corporal (IMC) inferior a 25kg/m?) i el control de 3 factors de risc

cardiovascular com sén la pressid arterial, el colesterol i els nivells de glucosa *

(Figura 1).
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T PUNTS BASICS DE L'AMERICAN HEART ASSOCIATION PER LA
PREVENCIO CARDIOVASCULAR
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Controla els

Practica : Menja de i Controls |3 Pressio
Activitat nivell de forma i Arterial
Fisica Colesterol Saludable

Adequa el Pes Dizminueix el sucre Deixar de

Corporal ; dela sang Fumar

Figura 1. Els 7 punts basics per la prevencié cardiovascular. AHA 2012. Disponible a
http://mylifecheck.heart.org

2.1.2.1 Obesitat, Sindrome Metabolica, Diabetis Tipus 2 i Malaltia Cardiovascular
L'obesitat és la malaltia metabdlica amb més prevalenca en els paisos
desenvolupats i continua augmentant de manera progressiva. Dades de la OMS
situen la prevalenca de sobrepés per sobre del 34% a nivell mundial *. En paisos
com els Estats Units o paisos de I'est d’'Europa aquesta prevalenca es situa per
sobre del 65%. El percentatge d’obesos es troba a nivell mundial en el 10% dels
homes i el 14% de les dones, amb un clar increment des de I'any 1980 quan es

!, Aquest augment és d’especial

situava al 5% en homes i 8% en dones
importancia en les persones més joves on la prevalenca d’obesitat continua a
I'alca. Dades de l'informe de la Sociedad Espafiola para el Estudio De la Obesidad

(SEEDO) situen la prevalenca d’obesitat a I'estat espanyol en un 15.5%, 13.2%

dels homes i 17,5% de les dones 2. L'obesitat es defineix quan l'index de massa
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corporal (la relacié entre el pes i la talla de l'individu) és igual o superior a
30kg/m?. El criteri d’obesitat abdominal ens ddéna una major informacié de la
localitzacié del greix; aixi, segons NCEP/ATP III (National Cholesterol Education
Program / Adult Treatment Panel III) s’estableix el diagnostic d’obesitat
abdominal quan el perimetre abdominal és superior a 102cm en els homes i
88cm en les dones. L'obesitat, i especialment |'obesitat abdominal, comporta un
risc especial associat a mortalitat cardiovascular ja que condiciona una alteracio
metabolica important degut a una disfuncié progressiva del teixit adipds. El teixit
adipds és I'0rgan d’emmagatzematge i mobilitzacié del greix de l'organisme i el
seu interes ha augmentat per la seva funcié com a organ endocri, ja que té la
capacitat d’alliberar una gran quantitat de molécules, adipoquines, com la
Interleuquina 6 (IL-6), moléecules proinflamatories, com el factor de necrosi
tumoral alfa (TNF-a), i mediadors bioactius com I'adiponectina i la leptina, que
influeixen no només en I'homeodstasi del greix corporal, sin6 també en Ia
resisténcia a la insulina, la diabetis, la inflamacié i el procés arteriosclerotic 3. El
patré de produccié de les adipoquines canvia en l'obesitat i la diabetis, on
s’‘observa una disminucié de les molécules que exerceixen efectes protectors,
com l'adiponectina, i augmenten aquelles que tenen accions proinflamatories,
com la leptina, el TNF-a o la IL-6, que promouen l'expressid de biomarcadors
endotelials (E-selectina, VCAM1, ICAM1) els quals afavoreixen el dany vascular i

la disfuncié endotelial (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismes que relacionen |'obesitat amb la malaltia cardiovascular. Van Gaal L et al.
Mechanisms linking obesity with cardiovascular disease. Nature 2006 '*. Reproduida amb el permis
de l'autor i de la revista.

Dades de I'estudi epidemiologic diabet@s, dissenyat per identificar la prevalencga
de diabetis a Espanya, mostren que, a |'estat espanyol, aquesta és del 13.8%
ajustat per edat i genere. S’observa que almenys un 30% de la poblacié té
alguna alteracié en el metabolisme de la glucosa, definit com glucemia basal

15 En l'estudi

alterada o intolerancia al test de sobrecarrega oral de la glucosa
s’ha observat que fins el 80% dels diabétics tenen obesitat abdominal, per tant el
paper del greix abdominal en la diabetis sembla ser fonamental. A més de
I'alteracid proinflamatoria que exerceix el greix visceral sobre I|'endoteli,
I'augment de mediadors de la inflamacié condueix a un estat de resistencia a la
insulina degut a la interaccié entre molécules inflamatories com la proteina C-
reactiva (PCR) o el TNF-a i el receptor de la insulina. Es coneix que l‘estat de

resisténcia a la insulina produeix una profunda alteracié del metabolisme

energetic, repercutint en el perfil lipoproteic. Els pacients amb obesitat
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abdominal o diabetis tipus 2 presenten freqientment hipertrigliceridemia,
disminucié de colesterol HDL i increment de les particules petites i denses de
colesterol LDL, a més d'increment d’apoliproteina B, augment dels acids grassos

16, Aquest entramat metabodlic es

lliures circulants i hiperlipémia postprandial
coneix com a sindrome metabolica i va ser descrit per Reaven a finals de la
década dels 90 '’. Existeix la controvérsia sobre si aquest conjunt d’alteracions
metaboliques donen un especial risc cardiovascular, ja que per si soles aquestes
alteracions ja eren suficientment aterogenes. Avui en dia, amb el coneixement
de gran part de les bases fisiopatologiques d’aquesta alteracié metabodlica i el
successiu desajust fisiologic que s’‘ocasiona en la sindrome metabodlica, es
justifica la importancia del diagnostic d’aquesta entitat patologica per identificar

18 Existeixen diverses definicions

al pacient amb elevat risc cardiovascular
internacionals que han estat proposades per I'OMS, I'EUA National Cholesterol
Education Program (NCEP/ATPIII) I'any 2001 i la Federacié Internacional de
Diabetis (IDF) el 2005, entre d'altres, classificades en la Taula 1. Totes aquestes
definicions comparteixen els components essencials: alteracions del metabolisme
de la glucosa, obesitat, hipertensid i dislipemia. Tot i aixi, difereixen en el
concepte de la mesura de I'obesitat abdominal, ja que és un element obligatori
segons la IDF, pero no en I'ATPIII. Aquest fet a portar a terme a |'elaboraci6 d'un
document conscens sobre I'harmonitzacié dels criteris diagnostics del sindrome
métabolic *°. Aquest document destaca que la obesitat abdominal no ha de ser

un element obligatori pel diagnostic del sindrome metabdlic, perd que és una

eina util de cribatge de la malaltia.

29



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTE DELS CANVIS TERAPEUTICS DE L'ESTIL DE VIDA SOBRE LA FUNCIO ENDOTELIAL AVALUADA PER TONOMETRIA ARTERIAL PERIFERICA

Jordi Merino Ribas

Dipodsit Legal: T.lSﬁ?fﬁ%Foduccié

Taula 1. Definicions de la sindrome metabolica segons els diferents organismes.

Organitzacié Mundial de la Salut NCEP / ATPIII

Diabetis o alteraci6 de la glucosa
en deju o defecte en la tolerancia
ala
glucosa o resisténcia a la insulina

Tres 0 més dels seglients

D mé | Uents criteris: .
os 0 més dels segiients criteris criteris:

Federacié Internacional de
Diabetes

Obesitat central definida
Homes =94cm;
Dones =80 cm en europeus

Dos o0 més dels seglients
criteris:

Relacié cintura-cadera:
H>0.90; D>0.85 i/o IMC >30
kg/m?

Perimetre abdominal (cm):
H>102; D >88

Pressio Arterial (mmHg):
>130/85 o tractament
hipotensor

TG (mg/dl):
=150 o tractament
hipolipemiant

Pressio Arterial (mmHg):
>140/90 o tractament hipotensor

TG (mg/dl) 2150 o tractament
hipolipemiant
i/o

HDL (mg/dl) H<35 D<40 HDL (mg/dl):

H<40; D<50

Microalbuminuria:
relacié de I'excrecié en l'orina
d’albimina (mg/ml) =20
o relacio albumina/creatinina
(mg/g) 230

Glucosa plasmatica en deju

(mg/dl)
>110

Perimetre abdominal (cm):
H>102; D >88

Pressio Arterial (mmHg):
>130/85 o tractament
hipotensor

TG (mg/dl):
=150 o tractament
hipolipemiant

HDL (mg/dl):
H<40; D<50

Glucosa plasmatica en deju
(mg/dl)
>100

Abreviacions: ATP, Adult Treatment Panel; IMC, index de massa corporal; HDL,
lipoproteina d’alta densitat; NCEP, National Cholesterol Education Program; TG,

triglicérids.

2.1.2.2 Menopausa

L'OMS defineix la menopausa com la desaparicié permanent de la menstruacio
després de 12 mesos consecutius d’amenorrea sense causa patologica justificada
20, La menopausa podria definir-se fisioldgicament com una pérdua de la
resposta ovarica a l'estimulacié de les gonadotropines, fet que provoca una
caiguda plasmatica dels nivells d’estrogens %', Estudis a gran escala han observat
que el risc cardiovascular de les dones post menopausiques és equivalent o
superior al dels homes de la mateixa edat. Dades del Framingham Heart Study

van associar la menopausa amb un increment del risc de malaltia coronaria a 10
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anys de 4.1 vegades superior en comparacido a les dones de la mateixa edat
sense menopausa 2. Dades del Nurse’s Health Study van descriure un risc relatiu
de malaltia coronaria d’1.7 en dones post menopausiques. Tot i aixi, quan
aquesta observacid es va ajustar per l'edat i I'habit tabaquic, el risc relatiu va
deixar de ser estadisticament significatiu?®. Per tant, el fet sumatori de diferents
factors de risc cardiovascular pot multiplicar de forma exponencial el risc
cardiovascular de la dona post menopausica. Estudis clinics mostren que el risc
relacionat amb la menopausa és basicament degut a la sobtada interrupcié en la
secrecié d’estrogens, els quals tenen efectes beneficiosos indirectes sobre el
perfil lipidic, el control glucémic i efectes directes sobre el funcionament de la
paret arterial. S’ha observat que els estrogens tenen accions importants en
I'alliberament d’oxid nitric, actuen com a calci-antagonistes i tenen un efecte
antiploriferatiu de les cél-lules musculars llises **. La menopausa fregiientment
s'associa a hipertensié degut a I'efecte del’augment de pes i sobretot del greix
abdominal, resisténcia a la insulina, retencié de sodi, augment de la viscositat
sanguinia i increment de la proliferacid de les cel-lules musculars llises que
determina un augmentde la resisténcia periférica *° Degut a la desaparicié en la
secrecié d’estrogens/androgens s’afavoreix el diposit abdominal de greixos amb

%6 aquest fet és de gran rellevancia clinica i

augment del greix visceral
condiciona un augment del risc cardiovascular, especialment en aquelles dones
que no realitzen activitat fisica. Estudis clinics d’intervencié concloeun que la
practica d’activitat fisica habitual d’intensitat moderada o alta es relacionen amb
una millora significativa del control dels factors de risc cardiovascular,
especialment en la hipertensié arterial, la diabetis, la dislipemia o |'obesitat

27,28

abdominal Dades recents evidencien que la practica habitual d’activitat

fisica moderada en aquest col.lectiu de risc cardiovascular augmentat es
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relaciona amb una menor progressié del gruix intima mitja carotidi després de 4
anys de seguiment. Altres marcadors d’arteriosclerosi subclinica com la
inflamacid ?° i la disfuncié endotelial, avaluada mitjancant técniques cliniques de
vasodilataci6 o biomarcadors plasmatics, milloren després d’una intervencié
sobre I'activitat fisica en dones post menopausiques obeses 332, Tot i aquest clar
efecte beneficiés de I'activitat fisica sobre el risc cardiovascular global i els
marcadors d’arteriosclerosi subclinica, alguns tipus d’activitat fisica s’han
relacionat amb un increment de la inflamacio i estrés oxidatiu a curt termini, fet
gue comporta controversia en l|'efecte d’alguns tipus l'activitat fisica sobre la

millora de la funcié endotelial 3334,

2.1.3 Patogenia de I'arteriosclerosi
L'arteriosclerosi és el procés progressiu d’acumulacié de lipids, components del
sistema immunitari i elements de fibrosi a la paret de l'artéria que provoca

35

progressivament l'oclusié de la llum del vas Estudis clinics mostren que

['arteriosclerosi és una malaltia multifactorial essent el resultat de diferents

3, 3536 'arteriosclerosi es considera un procés

factors genetics i ambientals
dinamic i gradual de disfuncié de l'endoteli i de progressié de les cél-lules
musculars llises (Figura 3a). Estudis patologics revelen |'aparicido d’una serie de
canvis en els vasos durant |'aterogenesi i mostren el paper fonamental de les
cel-lules inflamatories, particularment de monocits/macrofags en la progressié

3,36 Estudis in vitro suggereixen diverses possibles vies d’iniciacio i

del procés
progressié de la malaltia. Tot i aixi, la principal evidéncia és el paper clau que
desenvolupa I'endoteli, permetent i induint Il'acumulacié de particules de

colesterol LDL en |'espai subendotelial, el reclutament de monocits, la inflamacié
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i la formaci6 de cél-lules escumoses. La formacié de cel-lules escumoses té lloc a
partir de l'entrada de colesterol LDL de l'espai subendotelial al macrofag,
principalment pels receptors scavengers *’. Aquestes cél-lules, en disposar-se en
forma de capes estratificades a l'intima arterial, formen I'anomenada estria
grassa (Figura 3b). Les estries grasses no sén clinicament significatives, perod sén
les precursores de les lesions més avancades que es caracteritzen per
I'acumulacié de lipids i restes necrotiques. Si el procés de proliferacié continua,
I'estria grassa pot evolucionar cap a una lesi6 més avancada o placa d’ateroma,
gue conté major riquesa lipidica i restes cel-lulars (Figura 3c). A més, les plaques
poden arribar a ser cada vegada més complexes, amb calcificacio, ulceracid a la
superficie luminal, i preséncia de lesions hemorragiques que hi creixen. Encara
que les lesions avancades poden produir simptomes d’isquémia com a resultat
d’'una progressiva oclusi6 de la llum vascular, la complicacid clinica més
important és la ruptura de la placa ateromatosa i la formacié d'un trombe,
donant lloc a la malaltia vascular coronaria o accident cerebrovascular (Figura

4d) 3, 36, 38.
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Figura 3. Estadis en el desenvolupament de la lesi6 arteriosclerotica. Libby P et al. Progress and

challenges in translating the biology of atherosclerosis. Nature 2011 36, Reproduida amb permis de
I'autor i de la revista.

2.1.4 Disfuncié endotelial i arteriosclerosi

2.1.4.1 Patogénia

L'endoteli vascular és una monocapa de céel-lules que recobreix la llum del vas.
La integritat de les cél-lules, i per tant de la paret vascular, és un element critic
per preservar |'hnomeostasi vascular que inclou la regulacié de la permeabilitat
vascular i transport de molécules, que contribueixen al manteniment del to
vascular regulant el balang de molécules vasodilatores i vasoconstrictores i
proporcionen una superficie no adherent pels leucocits circulants *°. El procés de

disfuncié endotelial involucra cél-lules endotelials de la paret vascular, monocits,
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limfocits, citoquines proinflamatories, chemoquines, factors de creixement i
espécies reactives de Il'oxigen altament influenciades per I'ambient 3¢,
L'activacié i la disfuncid endotelial, que apareixen en el primer estadi de
I’'aterogénesi, es caracteritzen per I'augment de la permeabilitat vascular a les
lipoproteines, augment del reclutament de leucocits, reduccié de la produccié
d’dxid nitric i desequilibri de factors protrombotics i antitrombotics *°. Entre els
agents que actuen sobre l'efecte de reclutament de monocits, trobem les
molécules d’adhesié (selectines i integrines) i les substancies quimioatraients
(proteina quimiotactica de monocits, MCP-1) expressades a la superficie
endotelial. Com es mostra a la Figura 4, les selectines (E- i P-selectina)
promouen una unioé transitoria dels monocits a I'endoteli anomenada “rolling”, de
manera que augmenta el temps de contacte que permet la unié amb les
integrines (VCAM1 i ICAM1). L'augment de permeabilitat vascular déna lloc a la
captacio del subendoteli de particules LDL circulants, les quals interaccionen amb

els proteoglicans de la matriu subendotelial, afavorin la retencié i els processos

de modificacid proteolitics i oxidatius, passant a ser altament aterogéniques *'.

Chemoquines

MCP-1
Selectines;
Leucocits e-selectina

3 activacio

1 captura /\,
2 rolling \ 4 arrest

Molécules adhesio

VCAMA, ICAMA

Llum arterial

=D

Flux sanguini

_ o]

Céllules endotelials

5 adhesio forta

6 migracio

g o & £

Figura 4. Adhesid dels leucocits i migracié. Adaptat de Wallboys C et al. El paper dels determinats
sanguinis en la transmigracié de leucocits. F1000 Prime Reports 2011 4°

2.1.4.2 Relacio entre disfuncié endotelial i arteriosclerosi
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Estudis clinics i de laboratori mostren que les alteracions en la funcié endotelial
precedeixen el desenvolupament de canvis morfoldgics que contribueixen a la
progressié i el desenvolupament de I|'arteriosclerosi. Treballs experimentals
pioners durant la década dels 80, utilitzant cél-lules aillades de paret arterial, van
demostrar que l'estimulacié d’aquestes cel-lules amb acetilcolina donava lloc a

42 Es va

una vasodilatacid, que es relaciona amb la presencia d’'un endoteli sa
demostrar que aquesta resposta estava provocada per I'0xid nitric (NO). Altres
treballs en humans a finals de la decada dels 80 i principis dels 90 van demostrar
que la infusié introcoronaria d’acetilcolina, en pacients sotmesos a implantacions
de catéters cardiacs, va provocava una vasodilatacié reflexa endoteli-depenent
atribuible a l'alliberacié d’dxid nitric per part de I'endoteli ** **. Actualment es
coneix que la sintesi d’oxid nitric juga un paper clau en la preservacié de
I’'hnomeostasi vascular. Tot i aixi, altres factors com els determinats
hemodinamics, les propietats de les proteines de la paret arterial, els estimuls
endocrins o l'estimul del sistema nervids simpatic, juguen un paper clau en la
preservacid de la funcionalitat de I’endoteli vascular en un territori arterial o
altre. Aixi, s’ha descrit que en arteries grans, o també anomenades artéries de
conduccié (diametre > 2.5cm), la vasodilatacié arterial esta influenciada per les
caracteristiques de les proteines elastiques de la lamina elastica arterial interna i
pels determinants hemodinanics *>**’. En artéries mitjanes, o també anomenades
arteries musculars (diametre entre 10mm i 0.3mm), la vasodilatacié esta
principalment associada a les caracteristiques del flux sanguini, I'estimul del
sistema nervids simpatic i per la capacitat d’alliberacié d’oxid nitric per les
cel.lules endotelials. En artéries petites, o també anomenades artéries de
ressisténcia (diametre entre 300 i 10 um, la vasodilataci6 esta modulada per

I'efecte del sistema nervidos simpatic, estimuls endocrins i per la capacitat
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d’alliberar oxid nitric per part de I’endoteli >*8. Un mecanisme que sembla com
en tot el territori arterial i que s’ha descrit com a desencadenant de la disfuncid
endotelial és la incapacitat per reparar el dany endotelial per part de les cel-lules
endotelials. Quan es produeix una injuria de manera continuada sobre I'endoteli,
els mecanismes reparadors d’aquest dany fracassen i aix0 condueix a un major
nombre de cel-lules endotelials disfuncionants, les quals es caracteritzen per un
fenotip pro-inflamatori, pro-oxidatiu i pro-aterogenic. Aquest fenomen condueix a
I'acimul i formacié de plaques d’ateroma en arees de baixa tensié de flux, una
condicié que promou la continua acumulacié local de lipids, de mediadors de la
inflamacié, de marcadors de |'estrés oxidatiu, el trencament de la matriu cel-lular

i la progressié de la placa 9.

2.2 AVALUACIO DE L'ARTERIOSCLEROSI SUBCLINICA

2.2.1 Concepte i justificacié
L'avaluacié clinica de Il'arteriosclerosi és una eina que ajuda a estratificar el risc
cardiovascular de manera independent de la presencia dels factors de risc

50-52 | "avaluacid del risc cardiovascular es basa en calculs

cardiovascular classics
sobre la preséncia de factors de risc classics, principalment I'edat, el génere, el
tabaquisme, la diabetis, la pressié arterial i els nivells de colesterol, i fa
referéncia a la probabilitat de tenir un event cardiovascular major en els proxims
10 anys de vida, quan s'utilitzen les equacions de prediccié del risc de

53

Framingham °°, o de mortalitat als 10 anys quan s’utilitzen les equacions de

prediccié europees del Score %,
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Figura 5. Taules d’avaluacié del risc de patir un event cardiovascular mortal en els proxims 10 anys
per a la poblacié Europea. SCORE.

Degut a que el cribatge poblacional no es relaciona directament amb el risc
individual, les tecniques d’imatge i funcionalitat de les artéries ens haurien

d’ajudar a una millor prediccié del risc cardiovascular global individual >>-°¢,

2.2.2 Gruix intima-mitja carotidi

2.2.2.1 Definicio

La determinacié per ultrasons del gruix intima-mitja carotidi (GIMc) es basa en la
determinacié de la distancia entre la interfase llum-endoteli vascular i mitja-
adventicia. El GIMc es considera un indicador de I'edat arterial, i alguns estudis

han demostrat que I'addicié d’aquesta variable a I'equaci6 de Framingham
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millora la prediccié del risc !, La deteccié del GIMc per ecografia és un métode
fiable, reproduible i no invasiu per l'avaluacid de |arteriosclerosi subclinica.
Estudis clinics han demostrat que la determinacié del GIMc es relaciona de forma
potent amb altres técniques d'imatge que es poden utilitzar per l'avaluacié de
I'arteriosclerosi subclinica, com sén la ressonancia magnética nuclear o la
determinacié de calci coronari. A la practica clinica habitual esta recomanada
com eina de cribatge d’arteriosclerosi subclinica en aquells individus amb risc
cardiovascular moderat °!. El GIMc es relaciona amb la preséncia de factors de
risc associats com el tabaquisme, la hipertensid, la hipercolesterolémia o la

diabetes, entre d’altres °2.
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Figura 6. Avaluacio de I'arteriosclerosi subclinica mitjangant la determinacié del GIMc.

2.2.2.2 GIMc i canvis terapeéutics sobre I'estil de vida

L'evidéncia que els canvis terapéutics de l'estil de vida influencien sobre el GIMc
és forga robusta. Recentment s’han publicat diferents estudis observacionals i de
seguiment que vinculen el tabaquisme, l'activitat fisica i I’'alimentacié amb el

GIMc *”®l, Sha observat que el tabac podria ser el factor ambiental més
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relacionat amb el GIMc, ja que s6n molts els estudis d’intervencidé que relacionen
I’habit tabaquic amb un deteriorament progressiu de la disfuncié endotelial i

engruiximent del complex intima-mitja >°°*

. Estudis recents mostren com alguns
tipus de greixos, en concret el consum de greixos monoinsaturats, presents en
I'oli d’oliva, el consum d’aliments rics en greixos omega-3 o el patré de consum
mediterrani pot tenir un paper beneficids en la progressié del GIMc %% 6% 63,
L'efecte beneficios que s’atribueix a aquests nutrients o a aquest patrdé de
consum es deu a la capacitat per interferir en les vies d’inflamacié i oxidacid
relacionades amb l'augment del dany vascular i progressié del diposit lipidic
subendotelial quan es comparan amb el consum de greixos saturats °2. Altres
factors ambientals, com el consum d’enol o lI'augment en el nivell d’activitat
fisica, també es relacionen de forma directe i beneficiosa amb aquest parametre

| 576455 E| nostre grup ha observat préviament que

de risc cardiovascular globa
una intervencié global intensiva sobre els factors ambientals com el tabac,
I'activitat fisica i I’'alimentacié es relaciona amb una menor progressiéo del GIMc

després d’'un any de seguiment en comparacié a una intervencié convencional

sobre aquests factors >°.

2.2.3 Avaluacio de la funcié endotelial

La funcié endotelial és la capacitat que té l’endoteli arterial per preservar la
homeostasi de la paret vascular. La principal funcié de l’endoteli vascular és
mantenir del té vascular, fet que permet mantenir una pressidé intravascular que

36, L'avaluacié de la funcié endotelial és dificil i en

faciliti la perfussio tissular
general es basa en mesures indirectes que inclouen la determinacié de la funcié

endotelial mitjancant biomarcadors plasmatics, que soén un reflex de la
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funcionalitat de I’endoteli arterial, o mitjancant técniques cliniques de provocacié
de resposta vasodilatadora.

No existeixen fins al moment estudis clinics d'intervencié a gran escala que
permetin estratificar el risc cardiovascular dels pacients en funcio del valor de la
determinacido de la funcid endotelial. Tot i aixi, el nostre grup ha descrit
previament que la determinacio clinica de la funcié endotelial de petita arteria és
una eina que es podria utilitzar per monotoritzar la progressié d'increment del
gruix intima-mitja carotidi *°. Dades recents demostren que la determinacié de la
funcid endotelial de petita artéria mitjancant la tonometria arterial periférica
(PAT) es podria relacionar amb futures hospitalitzacions cardiaques . També
s’ha observat mitjancant aquest metode que, el valor de la determinacié de la
funcid endotelial doéna wuna prediccié més acurada del desenvolupament

67, Estudis que utilitzen la técnica de la

d’insuficiéncia cardiaca a llarg termini
dilatacié mediada per flux (FMD) per determinar la funcid endotelial observen
gue aquesta determinacié pot donar una major prediccié en el desenvolupament

de la malaltia cardiovascular 2.

2.2.3.1 Metodes d'avaluacio clinica de la funcié endotelial

2.2.3.1.1 Test intracoronari d'Acetilcolina

Per estudiar la funcié de les artéries a finals de la década dels 80 s’utilitzava
I'administracio intrarterial de substancies vasodilatadores com ['acetilcolinag,
I'adenosina o la papaverina. Diferents estudis van relacionar I'administracio
d’acetilcolina intracoronaria, en pacients sotmesos a la implantacié d'un catéter,
amb major vasodilatacié coronaria ®°. Es considera el métode gold estandard per

estudiar la dilatacid mediada per oxid nitric, tot i que és un metode invasiu.
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2.2.3.1.2 Dilatacié Mediada per Flux (FMD)

Les técniques cliniques utilitzades per avaluar la funcié endotelial es fonamenten
amb la determinacio de la vasodilatacié reflexa posterior a una isquemia arterial
transitoria induida. L'any 1992 es va constatar |'existéncia d’'un nou métode per
induir la resposta vasodilatadora arterial de forma no invasiva en artéries de
conduccid. La dilataci6 mediada per flux (FMD) en l'artéria braquial es podia
determinar mitjangant ultrasons, i era un subrogat de la funcié de I'dxid nitric **.
Aquesta metodologia es basa en la mesura ecografica del diametre de I'artéeria
braquial abans i després de la isquémia induida. La dilataci6 de 5-10 minuts,
després de la isquémia, és mediada per I'endoteli i depenent de NO, per tant, la
FMD reflecteix la funcié vasodilatadora depenent de |'endoteli. Les anomalies
derivades es consideren un marcador de dany en la funcié endotelial ”°. La FMD
es veu disminuida en pacients amb arterosclerosi, amb factors de risc
cardiovascular i millora amb la terapia per minvar el risc cardiovascular. La FMD
s'associa amb els biomarcadors plasmatics de funcié endotelial, incloent-hi els
nivells de cél-lules progenitores endotelials circulants 7. Es el métode d’avaluacié
de funcidé endotelial amb més estudis que ho recolzen, pero la utilitzacié en la
practica clinica no ha estat generalitzada degut a la infraestructura necessaria
per portar a terme les determinacidns, la seva alta dependéncia dels intercanvis

d’operador i la seva variabilitat inter-assaig ’°.

2.2.3.1.3 Tonometria Arterial Periferica (PAT)

La tonometria arterial periferica (PAT) és un metode fiable, reproduible i

t 73-75

operador independen , el qual és capag de detectar alteracions vasculars en

76,77

arteries de petit tamany L'aparell Endo-PAT2000 determina el valor

d'hiperémia reactiva post-isquémia com a index de mesura de la funcié endotelial
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(saRHI). PAT és una tecnologia no invasiva que estudia les variacions en
I'amplitut de I'ona de pols arterial (PWA) del dit de la ma amb bio-sensors
digitals. Aquests sensors valoren els canvis en el volum digital a través d’ones de
pols, les quals sén percebudes per un transductor de pressido i analitzades
directament per un software especific. La metodologia de la técnica esta descrita

en |'apartat de materials i métodes.

1 30rrHg =presso
Jmin | i DESINFLAR

sistolica

> . a . a .

RH-PAT index

< 1,66
PATOLOGIC

Figura 7. Esquema de la determinacio de la funcié endotelial de petita artéria mitjangant
I'aparell EndoPAT2000.

Aguest métode ha estat comparat amb el gold estandard (AchCV), observant-se
una bona sensibilitat i especificitat 2. També esta relacionat amb el métode de
I'artéria braquial FMD 7’8, Els estudis més rellevants d’aquesta metodologia es

troben a la taula 2.
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artéria realitzats amb PAT.

Taula 2. Revisié dels estudis clinics més significatius de la funcié endotelial de petita

Referéncia Poblacié estudiada Detalls de I'estudi

Tractament

hipolipemiant en

Westerink et 100 pacients

coronaria

Hamburg et 1957 adults amb PAT i factors de risc

al. 2008 7° FRCV cv
Dhindsa et 40 adults sans PAT i FMD mesurat
al. 2008 #° simultaniament
Aversa et al. Tractament amb
2008 % 20 bM2 sildenafil. PAT i FMD

Morris et al 855 pacients amb  Avaluacio de la FE en
2013 8° FRCV funcié de la raca
Aversa et al
81
2013 sexual i la FE
Torimoto et 57 pacients Avaluacio de la
al 2013 & diabétics glucémia i FE

monoterapia o terapia

83
al 2013 amb OA combinada durant
6setm
Flammer et 84 participants Suplementacié amb
al 2013 & amb FRCV antioxidants
Seguiment de 20
Akiyama et 494 pacients mesos per avaluar
al 2012 7 amb Insuf C. diferéncies entre ICC i
no ICC
Mellor et al 10 pacients amges;ﬁfgso)l(g?zlsﬁze
2012 % amb DM2 pOTITe
polifenols
Skulas-Ray 26 pacients Suplementacié amb
et al 2011 8¢ amb HTG EPA/DHA
Fukao et al. 17 pacients Tracztafgwrerzggcr:p;(;tlsirjsor,
2011 % amb HTA i
antagonistes
Hamburg 1843 pacients . . .
2011 et al 77 amb FRCV PAT i FMD simultani
Ferré et al 816 pacients .
201188 amb FRCV PAT i FRCV
Rubinshtein 329 pacients PAT i events CV.
et al. 2010 ¢ amb FRCV Seguiment de 7anys
Matsuzawa 140 dones amb P/:IZCI gzgdfg;}:ige
et al. 2010 8°  angina de pit q

Resultats importants

La raca negra disminucid de la
FE i rigidesa arterial.

Intervencid per avaluar La intervencié més intensiva és
44 dones obeses la perdua de pes, funcid relaciona amb major perdua de

pes i millora de la FE.

Les fluctuacions en la glucosa
relacionades amb la FE.

No diferéncies en la FE.

No diferéncies en la FE.

FE inferior en pacients amb ICC
associat a un increment de la
prediccié d’events CV.

Xocolata alta amb polifenols
relacionat amb millora de la FE.

No millora de la FE amb
suplementaciéo amb EPA/DHA.

No diferéncies en la FE entre
grups d’estudi.

No correlacidé entre les dues
tecniques.

HDL, ApoAl relacionat possitiu
amb PAT, Tabac i Perimetre
abdominal negatiu
PAT s’associa a la malatia
cardiovascular i identifica els
pacients amb risc CV

El valor de PAT és inferior en
pacients amb isquémia.

PAT inferior en homes, obesitat,
perfil lipidic alterat, DM2, tabac,
tractament amb hipolipemiants.

PAT i FMD correlacionen amb la
resposta hiperémica.

El sildenafil augmenta la
resposta hiperémica de PAT i
FMD.
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Taula 2. Continua.

Poblacié

Referéncia estudiada Detalls de I'estudi Resultats importants
Haller et al. 44 nens PAT (DM1 vs. no El valor de PAT és inferior en

2007 7® DM1) nens diabétics.
Bonetti et 94 pacients amb PAT i valoracié de la El Va;gire?]fspaAr:beililsaner:(l:?g en
al. 2004 7> MCV (catéter) resposta amb Ach P

endotelial coronaria.

Kuvin et al. 89 pacients amb PAT i FMD correlacionen i amb

2003 7 angina de pit PAT FMD i simultani els factors ’de r|§c CV, i amb
I'estrés.
Bonetti et 23 adults amb Tractament amb El valor de PAT augmenta
al. 2003 °*  angina de pit farmac adequat després del tractament.

Abreviacions: PAT, Tonometria arterial periférica; FMD, Dilatacid mediada per flux; Ach,
Test d’acetilcolina; FRCV, Factors de Risc Cardiovascular; HTA Hipertensid Arterial DM2,
Diabetis Melitus Tipus 2; HTG, Hipertrigliceridemia; ICC Insuficiencia Cardiaca Cronica

Estudis previs mostren la correlacié del saRHI amb el Framingham Risk Score en
una poblacié general 7>7°, La capacitat predictiva de la mesura de saRHI ha estat
recentment demostrada i s’han associat valors de PAT disminuits, que indiquen
disfuncié endotelial amb el risc d’aparicié de malaltia CV ®%®’. S'ha establert que
un valor de l'index de la hiperémia reactiva inferior a 1,66 indicaria una funcié
endotelial anormal. No obstant aix0, els valors del rang normal probablement
varien en funcié de la poblacid, zona geografica i estil de vida. Els resultats del
nostre grup indiquen que el saRHI pot millorar amb una intervencié intensiva
sobre els canvis terapéutics de l'estil de vida, i que la major progressié d’aquest
index es relaciona amb una menor progressié del GIMc *°. Hem observat en una
cohort amb més de 800 participants amb risc cardiovascular moderat o alt que el
tabaquisme, el perimetre abdominal i les concentracions d'HDL i
apolipoproteinaAl sén els majors moduladors del valor de saRHI %8, En una

cohort de pacients amb obesitat morbida sotmesos a una intervencid nutricional

amb ingrés hospitalari per perdre pes, es va observar que la pérdua de pes era el
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major dels moduladors de la millora del saRHI observada °2. Hem descrit que les
concentracions plasmatiques de FABP4 (fatty acid binding protein 4), es

relacionen amb disfuncié endotelial de petita artéria en pacients diabétics tipus 2

93

3.0
. R=-0.226, P<0.05
2,5- ¢
L]

T 20-

1.5-]
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FABP4 (ng/m1)

Figura 8. Relacid entre els nivells de FABP4 i el valor RHI. Aragonés et al. Fatty acid-binding protein
4 is associated with endothelial dysfunction in patients with type 2 diabetes. Atherosclerosis 2010
93

Per contra, l'augment d’activitat fisica comporta una disminucid de les
concentracions de FABP4 que es relaciona amb una millora de la funcié endotelial
9. Aixi mateix, hem observat una relacié significativa i inversa entre els nivells
de biomarcadors plasmatics de funcié endotelial com la E-selectina, sVCAM-1 i

LDLox amb el saRHI °°.

2.2.3.2 Metodes d’avaluacié bioquimica de la funcié endotelial

L'avaluacié de la funcid endotelial es pot determinar mitjancant biomarcadors
plasmatics que ens indiquen l'estat de I'endoteli vascular. En els Ultims anys,
degut a la evolucié de técniques de laboratori més precises i sensibles, es poden
estudiar una gran varietat de biomarcadors de funcié endotelial. Entre elles

destaquen les molécules d’adhesié, un grup de proteines heterogénies
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responsables de |'adhesid reciproca entre els diferents tipus cel-lulars com
cel-lules endotelials, monocits, limfocits, plaquetes, cel-lules musculars llises o bé
entre cel-lules i la matriu extracel-lular. En estudis previs s’han classificat
aquestes molécules en sis tipus de molecules d’adhesié: integrines (VLA-4),
selectines (P-, E- selectines), immunoglobulines (ICAM1, VCAM1, PECAM-1),

369 Les molécules d’adhesié poden

cadherines, proteoglicans i mucines
expressar-se constitutivament a la superficie de la membrana cel-lular o bé per
la induccié d’un estimul. La interaccié entre I’endoteli i els leucocits circulants a
través d’integrines, selectines i immunoglobulines és clau en el reclutament

d’aquests durant la disfuncid endotelial i el desenvolupament de la lesid

arteriosclerotica 3.

2.2.3.2.1 ICAM-1 VCAM-1

ICAM1 (molecula d’adhesié intercel-lular 1) i VCAM1 (molecula d’adhesié vascular
1) sén molécules d’adhesid que actuen com a lligands endotelials de les
integrines expressades en els leucocits i les plaquetes. La seva funcio és facilitar
I'adhesié endotelial i la transmigracié dels leucocits circulants a I'espai
subendotelial. Aquestes molécules s’expressen principalment en les cel-lules
endotelials; tot i aixi, també poden expressar-se en cél-lules musculars llises i
mondcits i, per tant, no es poden considerar especifiques de I'endoteli %’.
L'expressi6 d'ICAM1 i VCAM1 esta augmentada en resposta a l|'estimul de

citoquines inflamatories i LDL oxidades. S’han observat concentracions

plasmatiques elevades d’ICAM-1 i VCAM-1 en individus amb malaltia coronaria °%

99 100

, increment del GIMc i diabetis %!, Estudis recents mostren com l’activitat
fisica podria ser el factor ambiental amb més capacitat per modular les

concentracions plasmatiques d’ICAM-1 i VCAM-1 02193 E| nostre grup ha descrit
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previament que les concertacions de VCAM-1 es relacionen de forma inversa amb

I'index d’hiperémia reactiva en pacients amb risc cardiovascular moderat o alt *°.

2.2.3.2.2 E-selectina

L'E-selectina és una proteina d’adhesié cel-lular expressada només en les
cel-lules endotelials activades per citoquines. Durant la inflamacié I'E-selectina
promou la unid transitoria dels monocits a I’endoteli, de manera que augmenta el
temps de contacte per permetre la unié a les integrines °*. Amb técniques de
laboratori es pot mesurar I’'E-selectina circulant ja que és secretada per l'accid
d’una proteasa o bé alliberada pel dany vascular. Estudis previs han observat
gue I'E-selectina esta augmentada en pacients amb malaltia cardiovascular,
diabetis tipus 2, dislipémia o hipertensié arterial 1%, S'ha descrit, en estudis
d’intervenciod, que els canvis terapéutics d’estil de vida poden disminuir els nivells
d’E-selectina plasmatica '°7"1%, Dades recents del nostre grup observen com les
variacions en E-selectina sén un predictor independent de la determinacié clinica

de la funcié endotelial en pacients amb risc cardiovascular moderat o alt °°.

2.2.3.2.3 Molécules mediadores de la inflamacié (TNF-a, IL-6, PCR)

La inflamacid té un paper clau en l'inici i progressié de |'arteriosclerosi, per tant,
estudiar les concentracions plasmatiques de mediadors de la inflamacié com el
TNF-a, la IL-6 o la PCR s'ha postulat per millorar I'estratificacié del risc
cardiovascular.

El TNF-o (Factor de Necrosis Tumoral a) es sintetitza fonamentalment en el
macrofag, pero també en l'adipocit. El TNF-a pot exercir efectes perjudicials

109

sobre la funcié vascular a través de diversos mecanismes Entre aquests

mecanismes destaca la induccido de l'activacido del factor de transcripcid NF-kB
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amb forta repercussid sobre la inflamacié local, la disminucié en Ia
biodisponibilitat d’oxid nitric per la inhibicié de la sintesi d’eNOS i I'estimulacio de
la produccié de la proteina C reactiva, que juga un paper important en la

109 110 | "alimentacid, el tabaquisme i I'activitat

resposta inflamatoria sistémica
fisica tenen un fort impacte en les concertacions plasmatiques d’aquest mediador
de la inflamacié. Estudis recents mostren com la suplementaciéo de la ingesta
amb omega 3 es tradueix en una reduccid del 12% dels nivells de TNF-a en
comparacié amb placebo després de 4 mesos d’intervencid en un grup de 138

111" pades d’estudis

pacients de mitjana edat amb obesitat i sedentarisme
asiatics mostren com la ingesta habitual de productes de soja es relaciona de
forma inversa amb els nivell de TNF-a en dones obeses !'?. Dades de I'estudi
MESA conclouen que el comportament sedentari s’associa a un patré no
favorable d’inflamacié de forma independent del grau d’adipositat de l'individu
113.

La interleuquina 6 (IL-6) forma part de les citoquines, i és produida pel macrofag
i l'adipocit. Estudis previs suggereixen que la IL-6 pot participar en el
desenvolupament de |'aterosclerosi, ja que s’expressa en les cél-lules escumoses
i en cél-lules musculars llises de les lesions ateromatoses. S’ha observat que
durant la practica d’activitat fisica, la IL-6 estimula la lipolisi del teixit adipds fet
que provoca |'estimulacié de la produccié hepatica de glucosa i I'augment de la
sensibilitat d'IL-6 al muscul esquelétic, afavorint la resisténcia a la insulina .
Referent a I'alimentacid, hi ha estudis petits que mostren com dietes riques en
polifenols o antioxidants en general es tradueixen en un millor perfil inflamatori
global on s’inclou la IL-6 i el TNF-a '".

La proteina C reactiva (PCR) és un reactant de fase aguda de la inflamacio

secretada pel fetge. S’ha demostrat que té un efecte directe en la paret arterial
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com a proteina proaterogenica, ja que esta relacionada amb la reduccié de la
producci6 de NO, prostaciclina i estimulaci6 de la produccié d’endotelina -1,
molécules d’adhesid, MCP-1 i interleuquines '®. També s’indueix I'expressid del
factor tissular i de les espécies reactives d’oxigen (ROS) i la secreci6 d’altres
citoquines proinflamatories en macrofags. Existeixen moltes evidencies que
relacionen els canvis terapeutics de l'estil de vida i els nivells de PCR. S’ha
descrit que la perdua de pes, l'augment de l'activitat fisica, I'abandd del
tabaquisme i el consum de polifenols i antioxidants contribueixen a aquesta
disminucid 71,

2.2.3.2.4 Particules LDL oxidades (LDLox)

Les lipoproteines oxidades tenen un paper clau en el desenvolupament del procés
arteriosclerotic. Les lipoproteines circulants, principalment LDL, poden travessar
I'endoteli danyat, a causa de l'augment de la permeabilitat vascular, i acumular-
se en |'espai subendotelial. Les LDL oxidades atrauen els monocits cap a I'intima
on es diferencien en macrofags. La internalitzacié de particules oxidades per part
dels macrofags a través dels seus receptors déna lloc a la produccié de cel-lules

escumoses que promou la formacié de la placa d’ateroma 3>,

Per tant, la
presencia de les LDL oxidades afavoreix la formacido de cel-lules escumoses,
I'augment de I'adhesié leucocitaria, I'atracci6 de monocits, el creixement i
diferenciaci6 de monocits, l'activacié dels macrofags i la sintesi de citoquines
proinflamatories, |'afectacid del to vascular, I'augment de la permeabilitat
vascular i coagulacid, la citotoxicitat i la proliferacid de les cél-lules musculars
lises * 3¢, S’ha vist que el tractament amb antioxidants retarda la progressié de

la lesid arteriosclerdtica degut a la parcial inhibici6 de la formacié de LDL

oxidades, si bé aquestes observacions experimentals no s’han pogut traduir a la
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clinica *#°. Estudis clinics mostren com el tabaquisme podria ser el principal factor

ambiental associat a un increment de la formacié de LDL oxidada %!

, i per altra
banda l'activitat fisica moderada ajuda a la disminucié de les concentracions de

LDL oxidada !%2.

2.3 CANVIS TERAPEUTICS SOBRE L’ESTIL DE VIDA

2.3.1 Definicié i importancia

Els canvis terapeutics sobre l'estil de vida (CTEV) fan émfasi a un patro
alimentari saludable, activitat fisica d'intensitat baixa-moderada de forma
regular, l'abstinéncia del consum de tabac i combatre |'estrées diari. La
intervencid sobre aquests factors ambientals ha demostrat ser beneficiosa no
tant sols en el maneig del risc cardiovascular, referent a la prevencié de I'aparicié
d'events cardiovascular i/o en la incidéncia dels factors de risc cardiovasculars
123-126

, sind també davant d'altres malalties croniques com el cancer, les malalties

pulmonars o algunes malalties neurodegeneratives %,

2.3.1.1 Evidéncies de I'impacte global dels canvis terapéutics de I'estil de vida en
front el risc cardiovascular

Les evidencies més robustes que un estil de vida saludable és util en la prevencio
el risc cardiovascular es fonamenten amb els estudis observacionals de gran
escala. Aixi, I'estudi Health Professional Follow-Up Study (HPFUS) va incloure
l'any 1986, 42.847 homes que no fumaven, tenien un IMC inferior a 25kg/m?,
realitzaven almenys 30 minuts al dia d’activitat fisica moderada, consumien

alcohol de forma moderada (5-30g/dia) i seguien una alimentacié saludable
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segons l'index de patré de consum saludable establert per la USDA (Departament
d’agricultura dels E.E.U.U.). Després de 16 anys, es va observar que els homes
que seguien les 5 practiques van disminuir en un 87% el seu risc relatiu d’events
cardiovasculars, mentre que els que adoptaven almenys dos d’aquests practiques
tenien una disminucié del 27% del seu risc de tenir events cardiovasculars %,
Aquests resultats es van confirmar a posteriori amb les dades de l'estudi de les
infermeres (Nurse’s Health Study) on es van observar percentatges semblants de

reduccié de risc relatiu de malaltia cardiovascular 2

°. Estudis europeus a gran
escala, com la cohort EPIC-Norfolk que va seguir 20.244 homes i dones del
Regne Unit durant 11 anys, va avaluar com 4 simples habits de salut afectaven
la mortalitat. Els habits de salut van ser: no fumar, fer activitat fisica de forma
habitual, beure alcohol de forma moderada i consumir almenys 5 racions al dia
entre fruita i verdura. Després d’ajustar per possibles factors de confusid, el risc
relatiu de mortalitat per aquells que van seguir 1, 2, 3 o 4 habits va ser 1.39,
1.95, 2.52 i 4.04 respectivament '3°, Dades de I'estudi Potsdam, que va incloure
23.153 ciutadans alemanys seguits durant quasi 8 anys, va utilitzar com a
variables d’habits saludables el tabaquisme, un IMC inferior a 30kg/m?, activitat
fisica igual o superior a 3.5hores per setmana i un elevat consum en fruita i
vegetals, pa integral i baix consum en carn vermella. Les variables finals d’estudi
van ser la diabetis, l'infart de miocardi, I'accident vascular cerebral i el cancer.
Els individus amb els 4 habits saludables van tenir una disminucié del risc del
78% en el desenvolupament de qualsevol de les 4 patologies. L'adherencia a un

sol habit de salut va disminuir fins al 50% el risc d’'una malaltia cronica 3.
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2.3.2 Alimentacio, risc cardiovascular i arteriosclerosi subclinica

2.3.2.1 Antecedents

El filosof, metge i professor grec Hipocrates (aprox. 460aC - aprox. 370 aC) va
escriure “Som el que mengem”. Aquesta afirmacié en una época no empirica té
especial rellevancia avui en dia ja que l'alimentacid esta fortament relacionada
amb el desenvolupament de malalties croniques com la diabetis, Ila
hipercolesterolémia o la hipertensié arterial i en el I'aparicié6 de futurs events
cardiovasculars. Les primeres dades experimentals en que lalimentacié pot
prevenir aquests factors de risc cardiovasculars i els events cardiovasculars van
sorgir a la década dels 50 dels resultats de I’'estudi dels 6 paisos. Ancel Keys, de
I’Escola de Salut Publica de la Universitat de Minessotta, va comparar la ingesta
de 6 paisos (EUA, Japd, Canada, Australia, Anglaterra, Gales i Italia) i va
observar que I'habit alimentari i el tipus de greix consumit per les persones que
vivien en els paisos de l'area mediterrania tenia components que prevenien la

mortalitat cardiovascular 32,

Canada
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Figura 9. Relacié entre el consum de greixos i la mortalitat coronaria. Adaptat de Keys et al.
Journal of Mount Sinai Hospital 1953;20:118-138.
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L'estudi es va ampliar a 7 paisos a principis del 1970 i és amb el nom de
“L'estudi dels 7 paisos” amb el que s’han establert les bases de la nutricid i
dietetica actual. Avui en dia so6n centenars els estudis epidemioldgics i
d'intervencié clinica que relacionen una alimentaci6 saludable amb la
supervivencia o menor probabilitat de desenvolupar factors de risc
cardiovascular. La recerca actual es basa en identificar aquells components
alimentaris potencialment més beneficiosos en funcid de la dotacié genetica
individual per poder optimitzar els processos fisiologics i retardar al maxim

possible les alteracions metaboliques adverses.

2.3.2.2 Patré de consum Mediterrani, risc cardiovascular i arteriosclerosi

La relacié entre un patré de consum alimentari conegut com patré de consum
mediterrani i I'efecte beneficids sobre els factors de risc cardiovascular global ha
estat provat en molts estudis epidemioldgics i d’intervencié ** 3%, El patrd de
consum mediterrani es caracteritza per una ingesta rica en oli d'oliva, fruits secs,
vegetals i cereals integrals. Un consum moderat en peix i carn magres, i un
consum baix en productes lactics, carn vermella, carns processades i dolcos

juntament amb un consum moderat de vi, sempre dins dels apats tal i com

r f 135
s'observa a la Figura 10 *°. Grolx de consum preferent:

oli d'oliva
Baix consum de sucres,
Sucres i greixos refrescos ensucrats i dolgos

amb moderacié

Lactics
(llet, iogurt, formatge)
2-4 racions al dia

Carn, peix, ous
llegums i fruita seca
2-3 racions al dia

Fruita fresca
2-3 racions al dia

Verdures
i hortalisses
2-4 racions al dia

Pa, cereals,
arros, patates
i pasta

4-6 racions
al dia

Figura 10. Piramide del patré de consum Mediterrani.
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Dades d’un subestudi de I'estudi INTERHEART, en el que es van comparar 5.761
pacients que havien patit un infart de miocardi amb 10.646 persones sense
malaltia cardiovascular, es va observar una relacidé inversa entre el patrd de
consum prudent (ric en fruita i verdura) i la probabilitat d’events cardiovasculars.
Els autors de l'estudi van estimar que el model de consum occidental (ric en
aliments precuinats, aperitius salats i carns) seria el responsable del 30% del risc
atribuible a l'infart de miocardi . En una estudi transversal, I'estudi ATTICA, en
el que es van incloure 3.204 pacients amb risc cardiovascular elevat,es va
observar que l'adheréncia a la dieta mediterrania era inversament proporcional a
la preséncia d’‘algun factor de risc cardiovascular aillat com la diabetis, la
hipertensid, la dislipémia o tots ells en conjunt 3¢, L’estudi Lyon Diet Heart Study
va ser un assaig clinic aleatoritzat de prevencié secundaria dissenyat per avaluar
si el patré de consum mediterrani era capag de disminuir la probabilitat d’aparicié
d’un segon infart de miocardi després de 46 mesos de seguiment. Es va observar
una reduccio del risc relatiu d'infart de miocardi o mort d’origen cardiac del 47%
en aquells pacients que estaven inclossos en el grup d’intervenci6 amb dieta

| 13, L'estudi GISSI-Prevenzione va

mediterrania en comparacié al grup contro
incloure més d’11.000 pacients amb infart de miocardi que van ser assessorats
per incrementar el consum d’aliments tipics de la dieta mediterrania com I'oli
d’'oliva, verdures, fruita i peix. Després de 6.5 anys de seguiment es va observar
una disminucid significativa en el nombre de morts cardiovasculars entre aquells

pacients que van tenir una bona adheréncia alimentaria '*’

. Fins a l'actualitat,
cap estudi clinic aleatoritzat a gran escala havia avaluat |'efecte del consum d’un
patré de dieta mediterrania sobre el risc cardiovascular. Aquestes evidéncies les

ha aportat I'estudi PREDIMED. Es tracta d’un ensaig clinic, aleatoritzat, controlat i

multicentric de prevencié primaria de malaltia cardiovascular que ha sigut
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realitzat a Espanya. En aquest estudi es van incloure 7447 participants (entre 55
i 80 anys, dels quals un 57% eren dones) amb alt risc cardiovascular, perd sense
diagnostic de malaltia cardiovascular prévia. Els participants van ser aleatoritzats
a un dels tres grups d'intervencié seglients: pautes de dieta mediterrania
suplementada amb oli d'oliva extra verge, dieta mediterrania suplementada en
fruits secs, o bé una dieta control baixa en greix (consell dietetic per reduir el
consum de greix total de la dieta segons les recomanacions de la AHA). Els
participants rebien sessions quadrimestrals individuals i grupals d’educacio
dietétitca i, depenent del grup assignat, provisions gratuites d’oli d’oliva extra
verge, diversos fruits secs (nous, avellanes i ametlles) o petits regals que no
fossin aliments. L'objectiu primari de I'estudi PREDIMED era avaluar |'efecte de la
dieta mediterrania sobre el risc d’esdeveniments cardiovasculars majors (infart
de miocardi, accident vascular cerebral o mort cardiovascular). Després d’una
mitjana de seguiment de 4.8 anys, 288 participants van patir un esdeveniment
cardioscular major. Es va demostrar que aquells participants assignats al grup de
dieta mediterrania suplementada en oli doliva (96 esdeveniments) i els
aleatoritzats a dieta mediterrania suplementada en fruits ses (83 esdeveniments)
tenien, respectivament, un 30% i un 28% menys risc de patir un esdeveniment
cardiovascular o mortalitat que aquells assignats a la dieta baixa en greix (109
esdeveniments majors). Durant aquest estudi no es van reportar efectes

adversos de la intervencié i tampoc guany de pes corporal*®.

2.3.2.3 Model de consum Mediterrani, inflamacio i funcié endotelial
Estudis en animals de laboratori observen que una alimentacio rica en proteines i
greixos es relaciona amb un increment en el nimero i volum de plaques

d’ateroma carotidies, disminucié de cel-lules progenitores endotelials circulants i
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augment de biomarcadors plasmatics de disfuncié endotelial 3. Estudis clinics
aleatoritzats en humans observen que el model de consum mediterrani es
relaciona amb una millora de la funcié endotelial de mitjana o petita artéria quan
es compara amb altres patrons de consum baixos en hidrats de carboni o rics en

124 La taula 3 mostra les evidéncies més rellevants que

greixos saturats
relacionen el patré de consum mediterrani amb la funcié endotelial. Es pot
observar que els estudis tenen un tamany mostral relativament petit, el temps
de seguiment és forca curt i que els resultats sén contradictoris. L'estudi amb un
major poténcia estadistica és el Rallidis et al, en que s’inclou 90 pacients amb
obesitat abdominal, seguits durant dos mesos. Els pacients van ser aleatoritzats
a un grup control o a un grup de consell intensiu d’intervencié nutricional. Es va
observar un augment significatiu del 2% en la vasodilatacié endotelial avaluada
per FMD en aquelles persones que adopten un model de consum mediterrani .
Cioni G et al, van observar en una cohort de 95 pacients amb risc cardiovascular
moderat o alt una relacié positiva entre els valors d’saRHI i la puntuacio de patro
de consum mediterrani. Es discuteix en aquest estudi que la relacié entre el
consum de vi negre i la funcid endotelial va ser estadisticament significativa
després d’ajustar per factors de confusié com l'edat, el genere, I'IMC, el
tabaquisme, la hipertensi®é o la puntuacid de la dieta mediterrania **°. En
concordanca amb aquestes observacions, alguns autors han argumentat que el
model de consum mediterrani podria ser el millor patré alimentari contra la
inflamacié i la disfuncié endotelial degut a que es caracteritza per un elevat

consum en greixos saludables, fibra i components antioxidants3%:149133,
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Taula 3. Estudis d’evidéncia entre patré de consum mediterrani i la determinacié de la funcié
endotelial.

Poblacio Detall de I'estudi Métode

Referencies estudiada utilitzat

Resultat important

Klonizakis M. 22 sedentaris Combinacié d’activitat DM amb pauta
130 ' fisica i DM o dieta LDF + ACh d’activitat fisica
2013 sense FRCV . ;
habitual. 8 setmanes millora la FE.
Cioni et al 95 pacients iy . Major puntuacio de
2013 140 amb FRCV Puntuacio de DM i FE PAT DM millor FE.
Fernandez 45 pacients Efecte combinat de DM saRHI millora en aquells
141 P amb o sense activitat PAT que fan DM i activitat
JM, 2012 amb SM . .
fisica. 12 setmanes. fisica.

DM protegeix cél-lules

3 tipus d’intervencions de l'estrés oxidatiu,

Marin C, 12 pacients nutricionals. 4 setmanes In vitro revé senescensia
2012 *?  d'edat avangada : (HUVEC). P ! >
cadascuna. cel-lular i redueix
apoptosi.
Thomazella 40 pacients DM vs. Dieta baixa en EMD No diferéncies entre FE
MC, 2011 % amb SCA greix. 3 mesos. segons intervencid.
. 20 participants 3 tipus d’intervencions DM redgccn_o d.E| dany
Marin C, ) g endotelial i millora la
144 sans d’edat  nutricionals. 4 setmanes EPC : .
2011 capacitat regenerativa
avangada cadascuna. , h
de I'endoteli.
Pérez- 4 intervencions amb
Martinez P Participants diferent composicié en FMD i AGM millora la FE i
5010 145 ! amb SM AGS, AGM i suplements Biomarcadors ICAM-1.
omega-3.
90 individus
Rallidis LS, amb obesitat szu ggl:\i/)izigei :?al\ft’rlejr;::;g EMD Adheréncia DM millora
2009 * abdominal P : la FE.
8 setmanes.
sense DM2
Buscemi S, ngt?rzesé:':b DM i dieta baixa FMD i Dieta baixa en CH
2009 146 P en CH. 8 setmanes  Biomarcadors disminueix FE.
obesitat
Fuentes F, 20 homes sans cs;r?'lle:)i?ciaénlibedlizli‘f:sf LDF + DM millora FE
2008 %7 P 9 " Biomarcadors postpandrial.

4 setmanes cadascuna.

Cortes B 12 sans i 12 2 dietes suplementades
148 N amb fruits secs o oli FMD No diferéncies en la FE.
2006 dislipemics Rt
d’oliva durant 1 setmana.

Abreviacions: PAT, Tonometria arterial periférica; FMD, Dilatacid6 mediada per flux; LDF Fluxometria
Doppler per laser; ACh, Test d’acetilcolina; EPC, Cel.lules progenitores endotelials; FRCV, Factors
de Risc Cardiovascular; DM, Dieta Mediterrania; FE, Funcidé Endotelial; SCA, sindrome coronaria
aguda; SM, Sindrome Metabolica; HUVEC, Cél.lules Endotelials de cordé umbilical huma; AGS,
Acids Grasos Saturats; AGM, Acids Grasos Monoinsaturats; CH, Carbohidrats.
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Diferents estudis d’intervencié suggereixen que el consum d’aliments rics en
flavonoides com el te, el vi negre, la soja o el cacau poden millorar la funcié

endotelial en pacients amb malaltia cardiovascular establerta 49 1°°

. En aquest
sentit, Pérez-Martinez et al va observar que el consum d’un patrdé alimentari
mediterrani ajudava a disminuir els nivell postprandials de biomarcadors d’estrés
oxidatiu com els peroxids lipidics, proteines carbonilades, l'activitat de la
superoxid dismutasa (SOD) i el peroxid d’hidrogen (H,0, plasmatic quan es
comparava amb una alimentacié rica en greixos saturats en pacients amb
sindrome metabolica’®’. De forma similar, el patrd de consum mediterrani va
atenuar l'estat inflamatori postprandial, demostrant una disminucié significativa
en el NF-kB, metaloproteinasa-9 i TNF-o!** !°3, Altres estudis clinics han
demostrat que el patré de consum mediterrani incrementa la biodisponibilitat
d’oxid nitric, amb la conseqiient millora de la funcié endotelial *°. Aixd ha estat
associat a una millora de la capacitat de la regeneracié endotelial i 'augment de
la produccié de cel-lules progenitores endotelials quan es compara amb un
consum ric en greixos saturats o amb un consum baix en greix i ric en

carbohidrats 4% 142,

2.3.2.4 Greixos de la dieta i funcié endotelial; paper dels Omega-3

Aixi com les dietes riques en greixos saturats incrementen la morbi-mortalitat
cardiovascular, el consum de greixos poliinsaturats omega-3 contribueixen en un
efecte cardioprotector. Els principals tipus de greixos poliinsaturats de la série
omega 3 son l'acid alfa-linolénic, (C18:3 n-3), present basicament als fruits secs,
llavors i els seus olis, i els seus derivats metabolics com I'acid eicosapentaenoic
(EPA, C20:5 n-3) i lacid docosahexaenoic (DHA, C22:6 n-3), presents

basicament al peix blau o al marisc. L'efecte clinic dels omega-3 podria estar
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associat a la millora en la hipertriglicerdemia, la disminucid de la pressié arterial i
la proteccié en front les aritmies cardiaques **. S’ha suggerit que aquest fet es
podria deure a que els greixos poliinsaturats omega-3 sén molecules de
senyalitzaci6 que poden interferir en diferents vies metaboliques. Hi ha una
ampli ventall d’estudis clinics que relacionen la ingesta o la suplementacié en
greixos poliinsaturats omega-3 amb la funcié endotelial. Els principals estudis
clinics aleatoritzats en aquest ambit es troben resumits a la taula 4. D'aquests
estudis només n’hi ha dos que avaluin la funcié endotelial de petita arteria amb

resultats conflictius 8¢ 164,

D’una banda, en un estudi que incloia nens es va
observar que la suplementacié a dosis d'1.2 g/d d’EPA+DHA durant < 3 mesos
no millorava I'saRHI %%, Per altra banda, en un altre estudi amb pacients amb
elevat risc cardiovascular amb dosis de fins a 4g/d d’EPA/DHA s’observava
millora sobre la funcié endotelial i inflamacié ®. Darrere de la millora clinica de la
funcié endotelial observada en la majoria d’estudis que utilitzen suplements de
greixos poliinsaturats omega-3 o se'n recomana un augment de la seva ingesta,
es troba la modulacié sobre la inflamacid, que condiciona al seu temps una
millora sobre la sensibilitat a la insulina que repercuteix sobre una millor funcid
cel-lular. S’ha suggerit que l'efecte bioldogic d’aquest tipus de greixos es podria

descriure en 5 possibles vies moleculars d’actuacié afectades per aquests tipus

de greixos %7,
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Taula 4. Estudis sobre I'impacte del consum de greixos poliinsaturats omega-3 sobre la funcid

endotelial.
N Poblacié . . Métode .
Referencies estudiada Detall de I'estudi utilitzat Resultat important
Din JN, Estudi creuat (placebo vs. W-3 millora la FE i
2013 1%° 20 fumadors 2g/d w-3) 6 setmanes FMD fibrinodlisi.
Mackay I, 150 pacients EEZt/ugé;r\e/:at Igscsegr:)gG EMD EPA/DHA no
2012 %6 amb MVP - P millora la FE.
setmanes
Hileman CO, Pacients amb Estudi aleatoritzat (2g/d w- EMD No benefici dels w-3
2012 %7 VIH 3 vs. placebo) 24 setmanes en FE o inflamacid.
Van den Aleatoritzacid a dieta Menor inflamacid i
Elsen LW, 123 gestants  habitual o a dieta habitual In vitro activacié de les cél-lules
2011 8 + 2d/setm peix blau endotelials amb el peix.
De Mello VD, 131 individus Aleatqutzac_lola _cll_eta rica Pr_oduct_es’lntegrals iel
159 en peix greixos i fibra vs. FMD peix greixds milloren FE
2011 amb FRCV . 2 -
dieta control. 12 setm. i la inflamacié.
T Estudi aleatoritzat (0.45,
Sanders TA, 312 .individus 9y go/d d'EPA/DHA vs.  FMD No millora de la FE.
2011 sans
placebo).
. S La FE millora amb la
Newens KJ, 59 subjectes  Ingesta de solucio rica en . -
2011 6t sans AGS vs. AGS amb DHA. FMD ingesta AGS enriquida
amb DHA.
West SG, 20 pacients 2 dietes amb diferent alfa- EMD Millora la FE amb ingesta
2010 162 dislipemics linoleic i linolénic. 2 mesos. elevada en alfa-linolénic.
Moerti D, 43 pacients Esgﬁ;a;eizto:t;gtvg_l?)gor/d EMD Augment de la FE
2011 163 amb ICC ga 3, 19 a altes dosis w-3.
placebo) 3 mesos.
) . Estudi creuat (placebo, .
RSSO P osomaracowrA o sg/e par ML e le FEen
' EPA/DHA) 8 setm. '
Dangardt F, 25 adolescents Estudi aleatoritzat (placebo PAT I::Illilélr?'\rii:c(?(ﬁladeFEIal
2010 ¢4 obesos 0 1.2g/d w-3) 3 mesos. ! by
inflamacio.
Wong CY, Estudi aleatoritzat (4g/d w- .
5010 165 97 DM2 3 0 capsules 00) 12 setm. FMD No millora de la FE.
. Estudi aleatoritzacid . .
Rizza S, . Millora de la FE i la
2009 166 50 fills de DM2 (placebo vs 2g/d w-3) FMD inflamacié.

12 setm.

Abreviacions: w-3, Greixos omega-3; FE, Funcié Endotelial; FMD, Dilatacié Mediada per
Flux; VIH, Virus Immunodeficinéncia Humana; FRCV, Factors de Risc Cardiovascular; MVP,
Malaltia Vascular Periférica; PAT, Tonometria Arterial Periférica; ICC, Insuficiéncia Cardiaca
Cronica; EPA/DHA, Acids ecosapentanoic i docosahexaenoic; AGS, Acids Grassos Saturats;
HTG, Hipertrigliceridéemia; DM2, Diabetis Mellitus Tipus 2; OO, Oli d'Oliva.
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La Figura 11 esquematitza aquestes vies moleculars relacionades amb els greixos
poliinsaturats omega-3 de cadena llarga. La primera via d’actuacié és deguda a
les propietats fisico-quimiques de les membranes cel-lulars o organuls, que sén
influenciades per la incorporaci6 de greixos poliinsaturats omega-3. Les
membranes riques en greixos poliinsaturats omega-3 mostren una millor
fluidesa, fet que modula la funcié de les proteines de membrana i de les senyals

188 La segona via metabdlica relacionada amb les propietats

intermembrana
beneficioses que confereixen els greixos poliinsaturats omega-3 sembla deure’s a
la interaccié directe que tenen amb els canals i amb les proteines de membrana.
Aquest és el cas de la modulacié dels canals ionics o de proteines com el

GPR120, els quals contribueixena efectes antiaritmics o antiinflamatoris

respectivament ¢,

Intermeqiate
Metab . lites ¢ T Resolvins
L Transcellular T Protectins

biosynthesis

Platelet
- T Inﬂamrl"latiun
n-3 FA (eg. GPR120and  resolution
Nat, @ (e.g. cardiac Nat Toll like receptor 4)

channels)

‘ v
. S modify lipid raft and caveolae A
A'a‘;"c',‘c’,"""’ : 4@ formation; ¥ o,
{ Altered protein localization J
%= and function (e.g. signal .
isduction and ion channel

1 Na+current
{4 Cytosolic Ca2+fluctuation
1 Myocyte excitability

4 AA derived eicosanoids

n-3 FA (e.g. PGE2, LTB4) Signalling cascades
T n-3 FA derived (e.g. ERK1/2 kinases,
BICOS&I'IDIGS_ (e.g. LTBs, NF-xB
mono-epoxides) translocation)

Nuclear receptors s
(e'g 1F’.PAFHI. = )
HNF-4and RXR) FA

\ltered gene expression  Protein
(e‘.g.ﬂaﬁy"&"%sylhase.
cycluoxwenaﬁz)

Figura 11. Vies metaboliques afectades pels greixos poliinsaturats omega-3. Mozafarian et al
Omega-3 fatty acids and cardiovascular disease: effects on risk factors, molecular pathways, and

clinical events. JACC 2011 7. Reproduida amb permis de I'autor i la revista.
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La tercera via d’actuacid és que els greixos poliinsaturats omega-3 regulen
directament I’'expressié genetica via receptors nuclears o factors de transcripcio.
Els greixos poliinsaturats omega-3 sén lligands naturals de diferents receptors
nuclears en multiples teixits, incloent quasi totes les subespecies de PPARs, el
factor nuclear hepatic 4 (HNF-4), el receptor retinoid x (RXR) i els receptors x
hepatics o de factors de transcripcié com SREBP-1c (Sterol Regulatory Element
Binding-Protein-1c). La interaccié entre els greixos poliinsaturats omega-3 i els
receptors nuclears sén modulats per les proteines citoplasmatiques
transportadores de lipoproteines al nucli. Aixi doncs, l'efecte observat dels
greixos omega-3 sobre el metabolisme lipidic i les vies moleculars de la
inflamacié és degut en part a aquest efecte sobre la regulacié genética % 1%, El
quart mecanisme podria ser degut al metabolisme parcial dels greixos
poliinsaturats omega-3 que es converteixen a eicosanoids per efecte de Ila
ciclooxigenasa (COX), la lisoxigenasa (LOX) i el citocromP450. El greixos
poliinsaturats omega-3 tenen la capacitat de desplagar |'acid araquidonic de la
membrana cel-lular reduint la produccié de precursors eicosanoids derivats de
I'acid araquidonic. Aquest fet pot influenciar la inflamacio, la trombosi i la funcié

172

vascular El cinque efecte dels greixos poliinsaturats omega-3 suggereix la

capacitat que tenen aquest greixos en resoldre la inflamacié per diferents
metabolits derivats de I'accié de la COX i la LOX que s'anomenen mediadors pro-

resolvins, on s’inclouen les resolvines o protectines 173 174,
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2.3.2.5 Dieta baixa en hidrats de carboni

Les dietes baixes en hidrats de carboni s’han convertit en molt populars ja que
son una eina efectiva per la perdua rapida de pes. L'efecte de la major sacietat
del consum de proteina i la generacié de cossos cetonics és la base fisiologica
d’aquests plans alimentaris. La majoria de societats cientifiques recomanen, per
a la prevencié de l'obesitat, la diabetis i la malaltia cardiovascular, realitzar una
alimentacid hipocaldrica amb un consum moderat de greix, baixos en proteines i
alta en carbohidrats, especialment hidrats de carboni complexos o amb baix
index glucémic 17>1”7, L’efecte sobre la pérdua de pes a curt termini de les dietes
riques en proteina és millor que les dietes riques en hidrats de carboni tal i com
ha estat documentat en diferents estudis clinics 1”8, Sacks et al va avaluar a llarg
termini I'efecte de la diferent composicié nutricional sobre la perdua de pes. En
aquest estudi es van aleatoritzant 800 adults obesos a una de les segilents 4
dietes: A) 20% greixos, 15% proteines, 65% carbohidrats; B) 20% greixos, 25%
proteines, 55% carbohidrats; C) 40% greixos, 15% proteines, 45% carbohidrats;
D) 40% greixos, 25% proteines, 35% carbohidrats. Després de dos anys de
seguiment va concloure que les dietes reduides en calories van resultar una eina
clinica util per la pérdua de pes, independent del percentatge de macronutrients
ja que no hi va haver diferéncies significatives en funcidé dels 4 tipus
d’alimentacié '”°. L'estudi DIOGENES va incloure més de 1.000 individus que
havien perdut almenys un 8% del pes corporal en una dieta molt baixa en
calories. Els participants es van aleatoritzar durant 26 setmanes a 5 plans
alimentaris diferents. Es va observar que la millor adhesié al tractament post
perdua de pes va ser per a aquells participants assignats a una dieta amb
moderat increment de proteines i baix index glucémic, tot i que no es van

observar diferéncies significatives entre el pes corporal entre grups %°. Dades
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recents de l'estudi LookAHEAD, on s’inclouen més de 5000 pacients amb
diabettis tipus 2 aleatoritzats a un grup de control clinic convencional o a un grup
de control intensiu sobre l'estil de vida (alimentacié equilibrada (30% greixos,
15% proteines, 55% carbohidrats) i activitat fisica) no observa diferéncies
significatives entre grups en la mortalitat total després de 9 anys de seguiment
181 per contra, la cohort americana Health Professionals Follow-Up Study (amb
més de 40.000 participants classificats en funcidé del percentatge de
macronutrients, definit per un index validat de puntuacié de l'alimentacié en
funcid de la ingesta de macronutrients, observa com després de 20 anys de
seguiment la incidéncia en diabetis és significativament més elevada a menor

18 En concret hi havia un

ingesta de carbohidrats i major en proteina i greix
37% més de casos de diabetis atribuibles a un consum augmentat en proteina i
greix, ja que es van ajustar els resultats per l'edat, el tabaquisme, l'activitat
fisica, la ingesta de cafe, la ingesta d’alcohol, la historia familiar de diabetis, la
ingesta calorica, i I'IMC. L'associacio es va veure atenuada en ajustar pel consum
de carn vermella, pero tot i aixi explicava de forma significativa un 11% més
d’incidéencia de diabetis. Amb dades conjuntes del Health Porfessionals Follow-Up
Study i el Nurse's Health Study, amb més de 120.000 participants, es va
observar que un patré de consum baix en hidrats de carboni i alt en proteines i
greixos es relacionava amb un augment de la mortalitat global de fins un 12%
guan es comparava amb un patré de consum baix en proteines i ric en
carbohidrats !®3. A nivell europeu destaca una cohort que inclou més de 43.000
dones de Suécia seguides durant una mitjana de 15 anys. En aquest estudi,
després de controlar per tots els factors nutricionals de confusié, com la ingesta

calorica o el percentatge de greixos saturats i insaturats, es va concloure que les

dones tenien un percentatge superior d’ incidéncia d’ event cardiovascular per
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cada 2 unitats d’increment en l'escala de puntuaci6 de dieta. Els autors
argumenten que a termes practics aquest augment del 5% de la incidéncia d'un
event cardiovascular correspon a una mitjana de disminucié de 20g d’hidrats de

carboni i augment de 5g de proteina al dia %%,

2.3.2.5.1 Dieta baixa en hidrats de carboni i funcié endotelial

En els ultims anys s’han publicat diferents estudis que relacionen el percentatge
de macronutrients de la ingesta amb la funcié endotelial de petita o gran arteéria.
Aguests estudis es troben resumits a la taula 5. S’observa de la revisié d’aquests
estudis que les dietes baixes o molt baixes en hidrats de carboni es poden

associar a una alteracié de la funcié endotelial de petita i mitjana artéria 8 18

191 La majoria d'estudis clinics focalitzats en estudiar la relacié entre el
percentatge de macronutrients de la ingesta i la millora de la funcié endotelial,
no han trobat diferéncies significatives entre consum alt o baix en hidrats de
carboni i la funcié endotelial. Aixd és probablement degut a que la modificacié en
el pes corporal que s’ha provocat durant el seguiment d’aquests estudis ha fet
millorar la funcié endotelial de forma independent a la composici6 de

185-187, 192, 194, 195, 197 S

macronutrients 'ha descrit que l'obesitat i el greix visceral

estan associats amb la disfuncié endotelial tant en artéries de conduccié com en
arteries de resisténcia, i la pérdua de pes aconseguit mitjancant una disminucié
de la ingesta millora la funci6 endotelial tot i en abséncia de malaltia

198, 199

cardiovascular o preséncia de factors de risc cardiovascular En estudis

sense perdua de pes, dietes baixes en hidrats de carboni i altes en proteines
poden estar associades de forma significativa amb major contingut lipidic a
I'espai subendotelial, disminucié en el nombre de cél-lules progenitores
13

endotelials circulants en models de laboratori d’arteriosclerosi 3¢ i en disminucié
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de la FMD en subjectes obesos sans *°

3. Fins a l'actualitat no hi ha estudis que
avaluin la composicié de macronutrients de la ingesta amb la determinacié de la

funcid endotelial de petita artéria.

Taula 5. Estudis d’evidéncia clinica entre la dieta baixa en hidrats de carboni i la
determinacio de la funcié endotelial.

Métode

Referéncies Poblacié estudiada Detall de I'estudi -
utilitzat

Resultat important

Estudi aleatoritzat
(hipocalorica vs. hipocalorica  FMD
baixa en CH) 8/setm.

No diferéncies en
la FE entre grups.

Khoo J, 31 pacients DM2 i
2011 85 OA

Estudi creuat (hiperproteica
16 obesos (30%) amb diferent CH) (4% In vitro
i 35%). 4 setmanes

No diferéncies en
FE i oxidacio.

Johnstone
AM, 2011 186

No diferéncies en

Estudi aleatoritzats (3 dietes la FE i inflamacié

Bladjerg EM, 106 obesos previa amb diferéncia en greixos i FMD

187 )
2011 perdua de pes AGM) 6 mesos segons
composicio.
Estudi aleatoritzat (dieta baixa . .
Wycherley 49 obesos o . . . Dieta baixa en HC
TP, 2010 188 sobrepes en HC o dieta baixa en greix) FMD empitjora FE.

1 any

Alimentacio baixa
FMD en greix i AF
millora FE

Dod HS, et 27 pacients amb  Cas control (AF + Dieta baixa
al 2010 8®  CAD + 20 sans en greix) 12 setmanes

Estudi aleatoritzat (dieta baixa

Volek JS 40 obesos - - Millora FE de la
190 en CH (12%) o dieta baixa en FMD . .
2009 amb HTG greix (20%) 12/setm dieta baixa en CH.
. Estudi creuat (Atkins (baixa en . .
I\2/Ic|)li)e; f;'{ 18 adults sans HC) DM (alta HC) i Ornish FMD Dleiigof‘tFlgns
(baixa en greix) 4 setmanes. Pt )
. . Estudi aleatoritzat (Dieta Hipocalorica baixa
Busceml|465, 20 paaents amb‘ hipocalorica baixa en HC i vs. FMD en HC
2009 obesitat o sobrepes . . s
model mediterrani) 2 mesos empitjora FE.

Estudi aleatoritzat (baixa en

Kzeggg 39%’ 99 obesos HC i alta en AGS o altaen HCi FMD Noedr:fgre':réues
baixa en AGS) 8 setm. )

Estudi aleatoritzat (dieta AHA

Philips 57, 20 obesos i 20 (30% greix) o dieta Atkins ~ FMD

Dieta baixa en

193 : . .
2008 subjectes sans (20gr HC)) 8 setm. greix millora la FE.
Keoah JB Estudi aleatoritzacié (dieta alta No millora en la
2037 194" 36 obesos 0 baixa en HC i baixa en AGS) FMD FE

12 mesos.
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Taula 5. Continua.

Métode
utilitzat

Poblacié

Referéncies estudiada

Detall de I'estudi Resultat important

Estudi aleatoritzacié (dieta
baixa en greix i alta en CH FMD No millora de la FE.
o dieta control). 3 mesos

Clifton PM, 55 pacients
2005 '%°  amb OA i HTG

. Estudi creuat (3 dietes altes Empitjorament
K;gg; 39%’ 40 s;aer]gCtes en greix i una amb dieta FMD de la FE amb la
baixa en HC) 3 setm. dieta alta en AGS.

Ambring A, 22 subjectes Estudi creuat (DM vs. dieta

2004 **7 sans tradicional sueca) 4 setm. FMD No millora de la FE.

Abreviacions: DM2, Diabetis Mellitus Tipus 2; OA, Obesitat Abdominal; CH, Carbohidrats; FE,
Funci6 Endotelial; FMD, Dilatacié Mediada per Flux; PAT, Tonometria Arterial Periférica; AGM,
Acids Grassos Monoinsaturats; DM, Dieta Mediterrania; HTG, Hipertrigliceridemia; AGS, Acids
Grassos Saturats; AHA, American Heart Association.

2.4 ACTIVITAT FISICA, RISC CARDIOVASCULAR I ARTERIOSCLEROSI

2.4.1 Evidéncia cientifica

Les primeres evidéncies que relacionen I|'activitat fisica i la malaltia
cardiovascular daten del 1953, quan Morris et al van descriure la relacié entre la
practica d’activitat fisica i la menor mortalitat per malalties cardiovasculars.
L'estudi “The London Bus Study” ha passat a la historia per constatar I'observacio
entre la diferent quantitat d’activitat fisica realitzada pels conductors i cobradors
de bitllets dels autobusos londinencs (de dues plantes) i el menor risc relatiu dels
cobradors de bitllets de morir de malaltia cardiovascular, en comparaciéo amb els

200

conductors Des d’aleshores, centenars d’estudis han intentat relacionar el

nivell d’activitat fisica, ja sigui laboral o de temps lliure, amb la incidéncia o
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prevalenca de les malalties cardiovasculars. Els estudis actuals relacionen la
practica d'activitat fisica d'intensitat baixa o moderada amb una disminucié del
risc d'events cardiovasculars, atribuint a I'activitat fisica un component central en
la prevencié primaria i secundaria de la malaltia cardiovascular 2°?%%, S’'ha
observat que no només té un paper beneficids en el risc cardiovascular, sind que
també és important en altres malalties croniques com el cancer, la depressié o la

203,204 En |'ambit de prevencié cardiovascular, la practica habitual

osteoporosi
d’activitat fisica ha demostrat una millora significativa en la pérdua de pes, la
millora del control glucémic, la disminucié de la pressié arterial, la disminucio de
les concentracions de colesterol LDL i triglicerids i I'augment de colesterol HDL
202 per altra banda, els resultats dels estudis observacionals, longitudinals i
prospectius suggereixen de forma robusta una relacié directament proporcional

entre el sedentarisme i les malalties cardiovasculars °'1°.

2.4.2 Tipus d’activitat fisica

Degut a que l'activitat fisica és important en la prevencié i terapéutica
cardiovascular, és important definir el terme “activitat fisica”. L'activitat fisica fa
referéncia a qualsevol moviment corporal produit pels musculs esquelétics que
condiciona una despesa energética. D’altra banda, |'exercici fisic implica també
moviment corporal i despesa energética, perd aquest concepte és una
subcategoria de l'activitat fisica, ja que I'exercici fisic es considera una activitat
fisica planificada amb una metodologia concreta i una repeticié. L’activitat fisica i
la practica d’exercici fisic conduiran a una millora de la salut, sempre i quan es
respectin uns principis basics que fan referéncia a I'avaluacié previa de |'estat de
salut de les persones que es disposen a comencar la practica d’activitat fisica, es

realitzi una prescripcié adequada a la condicio fisica i s’adeqtin la freqliiencia, la
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duracid, la intensitat i la progressié en funcié de les caracteristiques individuals °.
Aix0 és especialment important en aquelles persones amb malaltia

cardiovascular coneguda *°

>, Les societats cientifiques recomanen un minim de
2.5 a 5hores a la setmana d'activitat fisica d'intensitat moderada o baixa, o
almenys d’1 a 1.5hores/setmana d’activitat fisica intensa per disminuir el risc
cardiovascular ¥ 2%, A més a més, I'evidéncia cientifica suggereix que el volum
d’activitat fisica setmanal s’hauria d’obtenir mitjancant el sumatori de multiples
rutines diaries, almenys de 10 minuts de durada, i que aquesta activitat fisica
s’hauria de distribuir al llarg de la majoria dels dies de la setmana 2°¢. L'activitat
fisica de moderada intensitat es defineix com l'activitat desenvolupada entre el
40-59% de la freqUéncia cardiaca maxima o del volum maxim d‘oxigen
(VO2max) o a un nivell d’exhauriment subjectiu de 5 o 6 en una escala del 0-10.
Exemples d’activitat fisica moderada inclouen, no només activitats fisiques
esportives com I'atletisme, el ciclisme, la natacid, l'esqui de muntanya,
I'excursionisme, el patinatge, el rem o [I‘aerdobic, sin6 també activitats
relacionades amb la vida diaria com caminar a ritme moderat, pujar les escales,
fer la feina de neteja de la casa o arreglar el jardi. Aquestes activitats
corresponen a un nivell de despesa energetica de 4 a 6 equivalents metabolics

per hora (METs/h).

Figura 12. Piramide de I'activitat fisica R R e
proposada per la Conselleria de Sanitat de la Piramide de I'activitat fisica
Generalitat de Catalunya.
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L'activitat fisica d’intensitat elevada és I'activitat que es realitza entre el 60-85%
de la freqliéncia cardiaca maxima, que es tradueix en un nivell de percepcié de
cansament de 7-8 sobre 10. Aquestes activitats corresponen a una despesa

energética entre 7 i 10 METs/h 2%.

2.4.3 Activitat fisica i funcio endotelial

Diferents estudis clinics conclouen que l'exercici fisic, particularment I'exercici
aerobic, promou adaptacions favorables en la funcié de la cel-lula endotelial que
s’evidencien a nivell clinic. La bibliografia actual descriu que I'exercici regular és
una eina no farmacologica per millorar la funcid endotelial en subjectes amb
factors de risc cardiovascular com la dislipémia, la hipertensié arterial, la diabetis

o la sindrome metabdlica 2%’

, i en pacients amb malaltia coronaria establerta o
insuficiéncia cardiaca °°®. La practica habitual o 'augment d’activitat fisica té la
capacitat de modular l'estrés oxidatiu, la produccié d’espécies reactives de
I'oxigen (ROS), la biodisponibilitat d’oxid nitric, I’estimulacié del sistema nervids i
la freqliencia cardiaca, factors que es relacionen amb la disfuncié endotelial i
arteriosclerosi 2%°. Tot i que I'exercici comporta un increment de |'estrés oxidatiu
degut al major consum d’‘oxigen que genera un increment de la produccié de
ROS, s’ha demostrat que les LDL oxidades en plasma son rapidament eliminades
pel fetge i que no influeixen tant en la inflamacié com ho fan les particules

30

oxidades que es troben a l'espai subendotelial S’ha postulat que l'estrés

oxidatiu provocat en el plasma en resposta a |I'exercici pot estimular una resposta
antioxidant, increment de la SOD, GPx, disminucid dels F2-isoprostans i
mieloperoxidases, que podria inhibir I'oxidacié de les LDL subendotelials i la

210

inflamacié local A nivell de la paret arterial, |'exercici té la capacitat de
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disminuir I'estimulacié simpatica de la paret del vas, fet que es relaciona amb
una adaptacio estructural al remodelatge arterial que normalitza la freqliiéncia de

flux 21,

Estudis amb animals i cultius de cel-lules endotelials suggereixen que
I'estrés tensional, que exerceix el pas del flux sanguini, incrementa l'activitat i
I'expressié de I'eNOS probablement degut a una estabilitzacié de I'enzim i a la

unié permanent d’un factor de transcripcié al promotor d’ARNm de I'eNOS 30 212

213 que es tradueix en un augment en la biodisponibilitat d’oxid nitric.

2.5 TABAC, RISC CARDIOVASCULAR I ARTERIOSCLEROSI

2.5.1. Epidemiologia i evidéncies

El consum de tabac és una de les principal causes de mort a nivell mundial. Tot i
gue cada dia moren més de 3.000 persones al mén per complicacions
relacionades amb el consum de tabac, es calcula que un 30% de la poblacio
mundial és fumadora !. S’ha observat que el tabaquisme és responsable del 60%
de les morts evitables dels fumadors, la meitat de les quals degudes a la malaltia
cardiovascular. El tabaquisme també té un increment sobre altres malalties
croniques com les malalties del sistema respiratori i els cancers ?**. Segons les
estimacions de I'SCORE, els fumadors tenen el doble de probabilitats de tenir un
event cardiovascular fatal durant els proxims 10 anys en comparacié als no
fumadors. Tot i aixi, mentre el risc relatiu d’infart de miocardi per sobre dels 60
anys és el doble, el risc relatiu en menors de 50 anys és 5 vegades més elevat
comparat amb els no fumadors 2!°. Dades de I'estudi INTERHEART mostren que
el tabaquisme es va associar a 3 vegades més de risc de patir un event coronari

isquemic agut no fatal, i va establir I'efecte de dosi-depéndencia ja que aquest
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risc va pujar fins a 4.6 vegades més si es fumaven més de 20 cigarrets al dia ®.
L'estudi EUROSPIRE III (Evaluation of secondary prevention of coronary heart
disease), on s’inclouen pacients menors de 70 anys amb events coronaris de
diferents paisos d’Europa durant l'any 2007, va documentar que el 30% dels
participants en |'estudi eren fumadors en el moment de patir un event coronari,
dades que van ser similars a les cohorts EUROSPIRE I i EUROSPIRE II que va es
van portar a terme als anys 1995 i 2000 respectivament !¢, L’estudi SAVE
(Survival And Ventricular Enlargement) va avaluar 2.231 pacients en els dies
posteriors (3-16 dies) d’haver patit un event cardiovascular. Es va observar que
el I'abandd del tabac al cap de 6 mesos reduia un 43% el risc de mort per
qualsevol causa, en un 32% el risc de mort cardiovascular o infart de miocardi

217 Les

recorrent i en un 35% I'hospitalitzacié per insuficiencia cardiaca
evidencies obtingudes des de I'any 2000 mostren que els beneficis per la salut de
I'abandonament del tabac es donen de forma rapida. A les 24hores de deixar de
fumar hi ha millores significatives en la pressio arterial i la freqiéncia cardiaca
215 El risc d'infart de miocardi disminueix a la meitat al cap d’un any de deixar de
fumar en comparacié amb els que continuen fumant. Al cap de 5-15 anys el risc
d’accident vascular cerebral o malaltia isquémica coronaria s’equipara als que no

han fumat mai, sempre i quan no s’hagin desenvolupats lesions en organs diana

durant I’época de fumador 28,

2.5.2. Fumadors passius

Molts estudis clinics suggereixen que el tabaquisme passiu augmenta el risc de
malaltia cardiovascular amb un major risc relatiu del que s’esperaria *'°. S'ha
demostrat que una persona no fumadora que viu amb persones que fumen i esta

exposat al fum del tabac té un 30% més de risc de malaltia cardiovascular
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comparat amb el que no fuma i no esta exposat 2?°. Un percentatge semblant
s'ha observat en I'exposicid del fum del tabac en I'ambit laboral 22!, La normativa
antitabac i la prohibici6 de fumar en certs llocs publics ha conduit a una
disminucid significativa en la incidéncia d’infart de miocardi. S’ha observat que
les politiques d’ambients publics lliures de fum han estat relacionades a una
disminucid rapida en els ingressos hospitalaris per infarts aguts de miocardi, amb
una disminucid al voltant del 17% en paisos com USA, Italia, Escocia, Canada,
Irlanda, Franca, Anglaterra o Argentina 1 any després de I'entrada en

funcionament de la llei i en un 30% als 3 anys .

2.5.3. Tabac i disfuncié endotelial

Els mecanismes pels quals el tabac es relaciona amb la malaltia cardiovascular
sén diferents i sinérgics *?2. S’ha descrit que els components del fum de tabac
com la nicotina, les aldones saturades i diferents tipus de quinones provoquen un
increment en les concentracions de ROS, peroxinitrits i radicals lliures de
diferents compostos organics, els quals condueixen a un resposta inflamatoria
223, 224 Degut a aquesta interaccié entre els components del fum del tabac i els
macrofags pulmonars, es produeix un increment en la circulacié de citoquines
proinflamatories, on TNF-a juga un paper crucial per ampliar la resposta
inflamatoria sistémica. A més a més, diferents linies d’evidencia suggereixen
que els constituents del fum del tabac poden activar de forma directe la
produccié vascular de ROS que provoca una disminucié de la biodisponibilitat

d’oxid nitric i disfuncié endotelial *** 2%°

, que condueix a una activacié dels
monocits circulants i el seu nivell d’adheréncia a I’endoteli ?”. Estudis previs han
identificat NAD(P)H oxidases i xantina-oxidasa, marcadors de |'estrés oxidatiu,

com a dos potencials fonts de radicals 02- en diferents tipus cel-lulars que
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podrien ser induits per components del fum del tabac %?® 2%°,Addicionalment,
I'exposicid al fum del tabac indueix I'apoptosi endotelial degut a l'activacié de
caspasa-3 , a més de la disminucid significativa de I'activacié de 1'eNOS, fet que
accentua l'apoptosi de la cél-lula endotelial #*°. S’ha descrit que el consum de
tabac es relaciona amb un increment de l'oxidaciéd i modificaci6 del DNA en

231 Els fumadors tenen 20 vegades més risc de

humans i animals de laboratori
tenir una angina vasoespastica comparat amb els que no han fumat mai degut a
que els components del fum del tabac indueixen un efecte vasoconstrictor a la

paret vascular coronaria, alteren el llindar d’isquémia coronaria i disminueixen de

forma marcada la capacitat de reserva miocardica 2*°.
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El procés de disfuncié endotelial és un procés sistéemic i generalitzat; tot i aixi,
els mecanismes que regulen la homeostasi endotelial vascular son diferents en
funcio del territori arterial. S’ha descrit recentment que en artéries petites, o
també anomenades artéries de resisténcia, la vasodilatacié esta mediada per
I'efecte sinergic entre la capacitat d’alliberar oxid nitric per la cél-lula endotelial,
per les influéncies del sistema nervids simpatic i parasimpatic i per influéncies
endocrines. Per altra banda, en artéries grans o artéries de conduccié la
capacitat de sintesi d'oxid nitric perd una mica d'importancia, ja que aquesta
vasodilatacié esta mediada per les caracteristiques fisiques del flux sanguini, per
les caracteristiques de les proteines elastiques de la lamina interna elastica i la
innervacié simpatica ’/. En artéries de mitja tamany, com l'artéria braquial, la
vasodilatacié és un efecte entremig entre els mecanismes reguladors de petita
arteria i d'artéria de conduccid. Degut a aquest fet, la repercussio clinica de la
disfuncié endotelial sobre un territori vascular o un altre es manifesta en formes
fisiopatologiques diferents. Aixi, la disfuncié endotelial de petita artéria seria la
major responsable de resisténcia periferica amb particular significanca sobre la
regulacio de la pressio arterial, la malaltia renal cronica, la nefropatia, I'afectacio
de la substancia blanca del cervell i/o la disfuncié del teixit adipds *%233. Per altra
banda, en artéries de major diametre la disfuncié endotelial té una especial

repercussid clinica sobre I'ateromatosi carotidia o les coronariopaties 2.

Amb el coneixement dels mecanismes que regulen la vasodilatacié i I’'hnomeostasi
arterial, s’ha observat que els métodes FMD i PAT poden mesurar diferents
aspectes de la disfunciéo endotelial, essent el metode FMD responsable de la
determinacié de la disfuncié arterial d’artéria mitjana de conduccié, mentre que

la disfuncié endotelial avaluada per PAT correspondria a una disfuncié endotelial
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de petita artéria ”’. Tal i com s’ha revisat en 'apartat de técniques d’avaluacié de
la funcid endotelial, existeixen alguns estudis que relacionen la preséncia de
factors de risc cardiovascular, o la probabilitat d’events cardiovasculars, amb la
funcid endotelial de petita artéria. Tot i aixi, els estudis que relacionen la
disfuncié endotelial de petita artéria amb els canvis terapeutics de I'estil de vida
sOn escassos. Segons el nostre coneixement, només hi ha un estudi transversal
que relaciona el patré alimentari amb el valor de funcié endotelial de petita
artéria . Referent al consum de greixos omega-3 existeixen dos estudis
contradictoris que relacionen aquest tipus de greixos amb la funcié endotelial de
petita artéria 8 %%, Per altra banda, no existeix cap estudi previ que relacioni els
nivells d’activitat fisica amb la funcié endotelial de petita artéria, i no es coneix si

nivells d’activitat fisica inferiors als de les recomanacions de les guies cliniques

poden tenir un efecte beneficids sobre la salut cardiovascular.
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Hipotesi:

Les mesures terapéutiques sobre I'estil de vida, aplicades en persones amb un
risc cardiovascular moderat o alt, tenen la capacitat de millorar la progressié de
la disfuncié endotelial de petita arteria, determinant de la resisténcia arterial
periferica, avaluada mitjancant I'index d'hiperemia reactiva (saRHI) per
tonometria arterial periféerica o biomarcadors plasmatics de disfuncié endotelial.
El nostre grup ha observat que la millora del saRHI és un marcador de menor
progressié del gruix intima-mitja carotidi. Les dietes baixes en hidrats de carboni
repercuteixen de forma negativa en el saRHI en pacients amb risc cardiovascular
moderat o alt en comparacié amb les persones que realitzen una alimentacio
amb una composicié nutricional semblant al patré de consum de la dieta
mediterrania. L'augment en el consum de greixos poliinsaturats de cadena llarga
omega-3 té beneficis sobre la funcid endotelial de petita arteria i sobre els
marcadors bioquimics de funcié endotelial i la inflamacid. L'exercici fisic de baixa
intensitat i perllongat en el temps té la capacitat de millorar el saRHI, I'estrés
oxidatiu i la freqiéncia cardiaca independentment de les variacions en el pes

corporal.
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Objectius:

Estudi Clinic 1

SaRHI - score de dieta baixa en hidrats de carboni

1 Estudiar la relacié entre la ingesta de diferents percentatges de m
macronutrients, avaluat mitjancant un index validat de dieta baixa en
hidrats de carboni, i la funcid endotelial de petita artéria en pacients amb

risc cardiovascular moderat o alt.

1.1 Estudiar I'efecte d'una dieta baixa en hidrats de carboni i alta
en proteina i greix sobre el valor de saRHI.

1.2 Identificar els components alimentaris i d’estil de vida que
impliquen una bona funcié endotelial.

1.3  Estudiar la relacié entre el valor de saRHI i I'alimentacié en
diferents malalties metaboliques com la diabetis, I'obesitat
abdominal o la sindrome metabdlica.

1.4 Avaluar els determinants independents de tenir un saRHI alt.
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Estudi Clinic 2

SaRHI - greixos poliinsaturats omega-3 de cadena llarga

1 Estudiar de forma prospectiva la relacid entre l'augment de greixos
poliinsaturats de cadena llarga omega-3 i la funcié endotelial de petita

artéria en pacients amb risc cardiovascular moderat o alt.

1.1  Estudiar els canvis en el valor saRHI en funcié de I'augment o
la disminucié de greixos poliinsaturats de cadena llarga
omega-3.

1.2 Estudiar els canvis en biomarcadors d'inflamacié i estres
oxidatiu en funcié de I'augment o la disminucié de la ingesta
de greixos poliinsaturats de cadena llarga omega-3.

1.3 Estudiar de forma progressiva els moduladors dels valors de

saRHI.
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Estudi Clinic 3

SaRHI —nivells baixos d’activitat fisica

1 Avaluar l'efecte de l'exercici fisic de baixa intensitat i perllongat en el
temps sobre la funcid endotelial de petita arteria, I'estrés oxidatiu i la

frequéncia cardiaca per tal d’estudiar-ne els determinats.

1.1 Avaluar els canvis en la funcié endotelial de petita artéria en
un grup de pacients amb risc cardiovascular moderat que
participen en un programa comunitari d'activitat fisica de
baixa intensitat.

1.2 Avaluar l'efecte de les variacions d'activitat fisica de baixa
intensitat sobre biomarcadors de I'estrés oxidatiu, superoxid
dismutasa i glutatié peroxidasa, i de la sintesi d'oxid nitric
mitjancant les concentracions de dimetilarginina asimétrica
(ADMA).

1.3  Estudiar la relacié entre els canvis en I'activitat fisica de baixa
intensitat i els canvis en la freqliencia cardiaca.

1.4  Avaluar l'efecte de I'activitat fisica de baixa intensitat sobre
els factors de risc cardiovascular classics, el pes corporal i la

distribucié de greix corporal.
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La metodologia emprada en aquests estudis esta detallada en els apartats
corresponents de les diferents publicacions. Aqui se’'n fa un resum i posada en

comu.

5.1 PACIENTS I DISSENY DELS ESTUDIS

Els pacients que formen part d'aquests estudi sén homes i dones de 30 a 65 anys
d'edat que s'atenen a les consultes mediques de la Unitat de Medicina Vascular i
Metabolisme de I'Hospital Sant Joan de Reus i dels centres d'atencié primaria que
tenen I'hospital com a referencia. Els criteris d'inclusid van ser la presencia de
factors de risc cardiovascular com: l'obesitat abdominal, la dislipemia, la diabetis
mellitus tipus 2, la hipertensié arterial o la sindrome metabolica que determina
un risc cardiovascular moderat o alt segons les equacions de prediccié de
Framimgham. Els criteris d'exclusié van ser: patir malaltia cardiovascular prévia,
malaltia renal, hepatica o pulmonar cronica, malaltia neurodegenerativa o
cancer. El disseny de l'estudi 1 va ser observacional, I’'estudi 2 va consistir en un
estudi d’intervencié prospectiu d’'un any de durada i I'estudi 3 va ser un estudi
d’intervencid prospectiu en una cohort caracteritzada. Els estudis es van portar a
terme seguint les guies cliniques de bona practica aprovades a la declaracié de
Helsinki i totes les intervencions i procediments que es van realitzar durant els
estudis van ser aprovats pel comite etic i d'investigacid clinica de I'Hospital. Aixi

mateix, tots els participants van signar el consentiment informat.
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5.2. AVALUACIO CLINICA I NUTRICIONAL

Es va considerar dislipemia, hipertensié, diabetis o sindrome metabolic si els
individus tenien el diagnostic previ d'aquestes patologies o si prenien
tractatments farmacologics destinats a controlar la pressié arterial, la glucemia o
els nivells de lipids en sang. El tabaquisme es va categoritzar com a fumador
actiu, no fumador o ex-fumador. L'activitat fisica es va avaluar amb el
quiestionari de Minnesota adaptat a poblacidé espanyola 23°. Mitjangant les dades
d'activitat fisica es va calcular el nimero de METS/h/setmana de cada individu
segons les taules d’equivaléncies d’activitat fisica de L'escola per la Promocié de

2% E| pes, la talla, perimetre

la Nutricid i la Salut (Arizona, Phoenix, USA)
abdominal i la pressid arterial es van avaluar amb els métodes estandards per
personal entrenat. Les entrevistes nutricionals van constar de recollida de
recordatoris 24 hores, registres alimentaris de 3 dies o d'una setmana i una
historia dietéetica completa per cada pacient. Les dades dels registres alimentaris
es van utilitzar per calcular els percentatges de nutrients mitjancant el programa

de calcul nutricional del CESNID (Cesnid Nutritional Program, versiéo 2.0,

Barcelona).

5.2.1. Low Carbohydrate Diet Score (LCDS) i Index de dieta Mediterrania

L'index de dieta baixa en hidrats de carboni, el Low Carbohydrate Diet Score
(LCDS), es va utilitzar en I'estudi 1 per avaluar la relacié entre el percentatge de
macronutrients de la ingesta amb la determinacié del saRHI. Aquest index té la
capacitat de classificar els individus en un nimero en funcié de la ingesta relativa

de greixos, proteines i carbohidrats %%,
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Punts Ingesta de Ingesta de Ingesta de

Carbohidrats Proteina Greix

0 =56.0 <141 =26.0
1 51.6-56.0 14.1-15.6 26.0-29.5
2 49.1-51.5 15.7-16.6 206-31.6
3 47.1-49.0 16.7-17.3 31.7-33.2
4 45.2-47.0 17.4-18.0 333347
5 43.3-45.1 18.1-18.7 34.8-36.1
6 41.2-43.2 18.8-19.4 36.2-37.7
7 3g.g-41.1 16.5-20.3 37.8-39.5
8 35.4-38.7 204-21.5 39.6-42.0
9 29.3-35.3 21.6-24.0 42.1-46.9

10 <29.3 =24.0 =>46.9

Figura 13. Criteris per determinar el Low-Carbohydrate-Diet Score. Halton et al. Low carbohydrate
diet score i risc de malaltia coronaria en dones. NEJM 2006 2%’

Com es pot observar a la Figura 13, a mesura que s’obté una puntuacié més
elevada es correspon a un menor consum en carbohidrats i més elevat en
proteines i greixos. Dos estudis observacionals a gran escala han utilitzat aquest
sistema d’avaluacié de la composicié nutricional. S’ha evidenciat que aquest
index ha estat util per donar evidéncies epidemioldgiques de que un consum alt
en proteina i greix animal s’associa a un major risc de diabetis tipus 2 en una
cohort de més de 40.000 homes sans seguits durant una mitjana de 20 anys '%?,
i també en dones %%, Per altra banda, en I'estudi 3 es va utilitzar un model de
puntuacié de dieta mediterrania validat '*® per avaluar canvis en el patrd de

consum que es poguessin relacionar amb les variables d’interes.
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Mediterranean Diet Score

Cada quan menja.....
Cereals integrals (pa, Mai 1-6R/setm | 7-12R/setm | 13-18 Risetm| 19-31R/setm =32R/setm
pasta, arros) 0 L 2 3 4 5
Patata Mai 1-4R/setm 5-8Rfsetm | 9-12R/setm | 13-18R/setm =18R/setm
0 1 2 3 4 3
Fruita Mai 1-4R/setm 5-8Rfsetm | 9-15R/setm | 16-21R/setm =22R/setm
0 1 2 3 4 3
Vegetals Mai 1-6R /fsetm | 7-12R/setm | 13-20 Risetm | 21-32R/setm =33R/setm
0 1 2 3 4 3
Llegums Mai =1R /setm 1-2R/setm 3-4R/setm 5-6R/setm =BR/setm
0 1 2 3 4 5
Peix Mai =<1R /setm 1-2Risetm 3-4R/setm 5-6R/setm =BR/setm
0 1 2 3 4 5
Carn vermella i carns <=1 2-3R /setm 4-5R[setm G- FR/setm 8-10R/setm =10R/setm
procesades 5 1 3 2 1 [
Carn blanca <=3 4-5R (setm 5-6R/setm 7-8R/setm 9-10R/setm =10R/setm
5 4 3 ] 1 0
Lactics sencers «=10 | 11-15R fsetm | 16-20R/setm | 21-28R/setm | 29-30R/setm =30R/setm
5 4 3 2 1 0
Oli dPoliva per cuinari Mai Rarament <1R/setm 1-3R/setm 3-5Rfsetm Dian
amanir 0 L 2 3 4 5
Begudes alcohédliques =300ml 300 400 500 600 70000
ml/dia 5 4 3 2 1 0

Panagiotakos DB et al, Preventive Medicine 44 2007

Figura 14. Score de Dieta Mediterrania. Panagiotakos, DB, et al., Adherence to the Mediterranean
food pattern predicts the prevalence of hypertension, hypercholesterolemia, diabetes and obesity,
among healthy adults; the accuracy of the MedDietScore, Prev Med 3¢

5.3. ESTUDIS VASCULARS I D'IMATGE

5.3.1 Avaluacié de la funcié endotelial de petita artéria
L'index d’hiperemia reactiva de petita artéria es va avaluar utilitzant la

tonometria arterial periferica (PAT) amb [l'aparell Endopat-2000. Les

determinacions es van realitzar en una habitacié amb I'ambient tranquil amb
poca il-luminacié, temperatura controlada (22-24°C) després d'un deju de
12hores i amb abstinéncia de fumar o fer exercici d'elevada intensitat en les
24hores previes a les determinacions. La determinacié de la funcido endotelial

t 75 237

clinica es va realitzar mitjancant el procediment estandard detalla Es
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col-loquen dos sensors mecanics en els dos dits index del pacient i el manegot de
pressid arterial en un brag. Després de 5 minuts basals en que I'aparell
enregistra els canvis de I'ona de pols mitjancant els didals pneumatics, s'infla el
manegot de la pressid per sobre de 40mmHg de la pressié arterial sistolica del
pacient per produir una isquémia sobre un brag. Posterior a la oclusi6 de 5
minuts s'allibera de nou la pressié del manegot i s'enregistren els canvis en |'ona
de pols i el flux distal durant 5 minuts. Les mesures del flux dels dos dits, una del
brac provant i l'altre del brag control, es comparen després d'un periode
d'estabilitzacio, i la segona comparacié es prén després dels 5 minuts de la
isquemia induida. Els resultats son processats per un software especific que
calcula la isquémia reflexa vasodilatadora observada en el brag probant (abans i
després de la isquemia) en comparaci6 amb les dades enregistrades del brag
control. El valor generat s'anomena saRHI. La variabilitat d'aquest index en el
nostre laboratori és similar a la variabilitat reportada per I'empresa que ha
desenvolupat I'aparell (coeficient de correlacid intra-classe de 0.52i la variacid
entre subjecte de 0.19). La rigidesa arterial, mesurada com l'index d'augment,
es pot determinar en la mateixa exploracié i processada per un software que
analitza les diferencies en I'amplitud de I'ona de pols abans i després de la
isquémia en comparacié amb el brag control. Posteriorment es calcula I'index

d'augment ajustat a 75 batecs per minut (AIx@75).

5.3.2 Determinacié del gruix intima-mitja carotidi
La determinacio del gruix intima-mitja carotidi es va realitzar a tots els pacients
de l'estudi amb I'aparell d’ultrasons Esaote My-Lab 60 equipat amb una sonda de

8L5 de 5-12MHz. Les determinacions del gruix intima-mitja carotidi es van
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realitzar pel mateix investigador i es va seguir el procediment de la metodologia

239 Es va avaluar el gruix intima-mitja de la cardtida dreta i

de referéncia
esquerra en les seves porcions comuns, de la zona de bifurcacié o bulb carotidi i
en la carotida interna. La mitjana i maxim de les 6 determinacions es va definir

com IMT mitja o IMT maxim.

5.3.3 Determinacié del greix abdominal
La determinacié del greix abdominal es va realitzar seguint el protocol establert

per la Societat Europea d’Ultrasonografia .

Segons aquesta metodologia, la
determinacié del tipus i la quantitat de greix abdominal es va realitzar avaluant
la zona subxifoidal i la zona supraumbilical. Per la medicié del greix subxifoidal,
es va utilitzar una sonda de 8Mhz situada perpendicularment a la pell a nivell
epigastric. El gruix de greix subcutani es va definir com la distancia entre la cara
externa de la linia alba i la part distal de la pell. En aquesta mateixa zona, el
gruix del greix visceral es va definir com la distancia entre la part interna de la
linia alba i la capsula hepatica. EIl maxim gruix de greix intrabdominal preaortic
es va determinar a nivell supraumbilical amb la sonda de 3.5Mhz. Aquesta

mesura es va definir com la distancia entre la linia alba i la paret anterior de

|’arteria aorta.
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Figura 15. Determinacié ecografica del greix abdominal subcutani i abdominal visceral a la regié
subxifoidal.

5.4 DETERMINACIONS BIOQUIMIQUES

Les mostres de sang es van recollir el mateix dia en que es van realitzar els
estudis vasculars. Un total de 30ml de sang venosa es van dividir en aliquotes
seguint el protocol de treball normalitzat del nostre centre (BIOBANC). Les
determinacions bioquimiques basiques es van portar a termes seguint els
protocols estandards mitjancant determinacions enzimatiques o immunoassaigs
adaptats a un autoanalitzador (Cobas Mira, Roche). L'expressié de les citoquines
proinflamatories es va determinar mitjancant un Array d’anticossos contra
citoquines humanes (RayBiotech, USA) Es tracta d’'un array basat en el sistema
multiplex per la quantificacié simultania de multiples citoquines. La lectura de les
mostres es va visualitzar mitjangant fluorescéncia amb un escaner. L'estudi de la
capacitat antioxidant es va realitzar mitjancant la determinacié eritrocitaria i
plasmatica dels enzims superoxid dismutasa (SOD) i glutations peroxidasa (GPx).

Les determinacions es van realitzar mitjangant el procediment estandard de la
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casa comercial dels assajos (Cayman Chemical Company, USA). Per la
determinacié de l'activitat de la SOD, el kit utilitza la sal de tetrasoli per la
deteccidé dels radicals superoxid que formen la xantina osidasa i la hipoxantina.
Una unitat de SOD es defineix com la quantitat d’enzim necessari per produir el
50% de la dismutacié del radical superoxid. Aquest assaig mesura els tres tipus
de SOD (Cu/Zn, Mn i Fe). Per la GPx l'assaig mesura de manera indirecta la seva
activitat, a través d’una reaccid6 acoplada amb la glutatié reductasa. Les
concentracions d’ADMA i LDLox es van realitzar mitjancant immunoassajos
seguint el protocol de la casa comercial (ADMA- ELISA, Immunodiagnostik AG,
Germany; oxLDL-ELISA, Mercodia, Sweden). L’assaig d’ADMA basat en
immunoassaig requereix una prévia derivatitzacio de la mostra. Després la
mostra s’‘incuba amb una antiserum-ADMA en micropous on hi ha enganxat un
derivat-ADMA (tracer). Durant la incubacié I’ADMA present a la mostra desplaca
I'anticos unit al tracer. Posteriorment s’afegeix un anticos conjugat amb
peroxidasa que s’unira a l'anticos anti-ADMA. Finalment una reaccié enzimatica
donara color que sera inversament proporcional a la quantitat de ADMA present a
la mostra. Per comparaci6 amb una corba estandar es determina les
concentracions de ADMA a la mostra. La determinacié de LDLox es basa en un
immunoassaig directe en el qual hi ha dos anticossos monoclonals que

reconeixen dos determinants antigenics de la molécula d’apoB oxidada.
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5.5 ANALISIS ESTADISTIQUES
Tots les analisis estadistiques van ser realitzades utilitzant el programa SPSS de
la versié 17.0 a la 19.0. La significacio estadistica minima per cada test es va es

va considerar a partir de P<0.05.

1. Es van utilitzar métodes estandard (Kolmogorov-Smirnov) per comprovar si
les variables seguien una distribucié normal.

2. Les diferéncies entre dos grups es van analitzar amb el test ANOVA
(parametric) o amb el test U-Mann-Whitney (no parameétric). Les diferéncies
entre multiples grups es van analitzar utilitzant el post hoc de Bonferroni
(parametric).

3. Les diferencies entre el seguiment de les variables es van analitzar amb el test
de dades aparellades t-Student (parameétric) o amb el test de Wilcoxon (no
parametric).

4. Per avaluar el grau d’associacié entre dues variables es van utilitzar els
coeficients de correlacié de Pearson (parameétric) i Spearman (no

parametric) o el test de Kruskall Wallis (categoric).

5. Es van crear models de regressié logistica multiple o regressié lineal per
estimar la capacitat de grups de variables per predir les variables estudiades.

6. Les grafiques dels estudis s’han dissenyat amb el programa GraphPad Prism

5.0.
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RESUM DELS RESULTATS

Estudi 1; SaRHI - score de dieta baixa en hidrats de carboni

Objectiu 1.1) Estudiar l'efecte d’'una dieta baixa en hidrats de carboni i alta en

proteines i greixos sobre la el valor de saRH1I.

Els individus amb una puntuacié baixa en I'score de dieta baixa en hidrats de
carboni (45.5HC, 20P, 32.3L) tenien un valor de saRHI més elevat que els
individus amb un score elevat de dieta baixa en HC (29.4HC, 24,2P, 44,9L) (1.66

vs. 1.55, P = 0.037).

Objectiu 1.2) Identificar els components alimentaris i d'estil de vida que

impliquen una bona funcio endotelial.

Es va realitzar un model de regressié multiple multivariant en que la variable
dependent va ser el quartil superior del saRHI, i com a variables alimentaries
independents es va introduir el consum de greixos saturats, el consum de fibra,
el consum d’enol i I'score de dieta baixa en hidrats de carboni. Es va observar
gue el patré de consum dels individus del quartil 1 d’alimentacié (major consum
d'HC) en front als dels quartil 4 (menor consum d'HC) tenien una major

probabilitat d’estar en el quartil alt de saRHI (OR 0.85; 95%¢CI 0.19,0.92).

101



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTE DELS CANVIS TERAPEUTICS DE L'ESTIL DE VIDA SOBRE LA FUNCIO ENDOTELIAL AVALUADA PER TONOMETRIA ARTERIAL PERIFERICA
Jordi Merino Ribas

Dipdsit Legal: T.1569_ﬂjé§l,|ltats

Objectiu 1.3) Estudiar la relacio entre el valor de saRHI i l'alimentacio en
diferents malalties metaboliqgues com la diabetis, |‘obesitat abdominal o Ia

sindrome metabdlica.

Analitzant el quartil superior i inferior de I’'score de dieta baixa en HC en relacid a
la malaltia metabolica, es va observar una millora significativa del saRHI en totes
les condicions metaboliques. Els resultats van ser: per obesitat abdominal (1.82
vs. 1.58, P<0.05), per DM2 (1.78 vs. 1.62, P<0.05), per sindrome metabodlica
(1.82 vs. 1.61, P<0.05), per augment de la pressid arterial (1.79 vs 1.61,

P<0.05) i per augment dels triglicérids (1.72 vs. 1.59, P<0.05).

Objectiu 1.4) Avaluar els determinants independents de tenir un saRHI alt.

Es va realitzar un model de regressid6 multiple multivariant en que la variable
dependent va ser el quartil superior del saRHI, i com a variables independents
tots els factors relacionats amb la funcié endotelial. Després d’ajustar per les
interaccions, es va observar que I'score de dieta baixa en HC era |'Unica variable
associada de forma independent amb el quartil alt de saRHI (OR -0.75; 95%CI

0.19,0.92; P = 0.031).
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Abstract

Low-carbohydrate diets have become increasingly popular for weight loss. Although they may improve some metabolic markers, particularly
in type 2 diabetes mellitus (T2D) or the metabolic syndrome (MS), their net effect on arterial wall function remains unclear. The objective was
to evaluate the relation between dietary macronutrient composition and the small artery reactive hyperaemia index (saRHD), a marker of
small artery endothelial function, in a cohort of patients at increased cardiovascular (CV) risk. The present cross-sectional study included
247 patients. Diet was evaluated by a 3-d food-intake register and reduced to a novel low-carbohydrate diet score (LCDS). Physical examination,
demographic, biochemical and anthropometry parameters were recorded, and the saRHI was measured in each patient. Individuals in the
lowest LCDS quartile (Q1, 45 % carbohydrate; 20 % protein; 32 % fat) had higher saRHI values than those in the top quartile (Q4, 29 % carbo-
hydrate, 24 % protein, 40% fat; 1-66 (sp 0-41) v. 1:52 (sp 0-22), P=0-037). These results were particularly strong in patients with the
MS (Q1 = 1-82(sD 0-32) v. Q4 = 1-61 (sD 027); P=0-021) and T2D (Q1 = 1-78 (sD 0-31) v. Q4 = 1-62 (sD 0-35); P=0-011). Multivariate analysis
demonstrated that individuals in the highest LCDS quartile had a significantly negative coefficient of saRHI, which was independent of con-
founders (OR —0-85; 95 % CI 0-19, 0-92; P=0-031). These findings suggest that a dietary pattern characterised by a low amount of carbohydrate,
but high amounts of protein and fat, is associated with a poorer small artery vascular reactivity in patients with increased CV risk.
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Obesity and the closely related risk cluster of the metabolic
syndrome (MS) increase cardiovascular (CV) risk, in turn raising
the incidence and prevalence of CHD. Several major scientific
bodies currently recommend a low-fat, high-carbohydrate,
energy-deficient diet to manage weight and associated comor-
bidities": =, On the other hand, diets rich in fat and protein,
but low in carbohydrates, have become popular, with advocates
de-emphasising the role of energy intake in weight gain. Several
best-selling books endorse this strategy of carbohydrate
reduction, and maintain that weight will be lost despite iso-
energetic intake, accompanied by a reduction in CV risk. The
low-carbohydrate diet score (LCDS) provides an effective tool
to classify individuals according to their relative levels of fat,
protein and carbohydrate consumption, embodied in a simple
number®. The LCDS is based on the percentage of energy
consumed as carbohydrate, and reflects the concordance with
low carbohydrate intake. The higher the individual score, the

lower the carbohydrate, but the higher the protein and fat
content, in that patient’s diet. The LCDS has successfully been
employed to show that a low-carbohydrate diet is positively
associated with the risk of type 2 diabetes (T2D) in a large
cohort of healthy men after 20 years of follow-up®.
Measurement of the peripheral arterial tonometry (PAT)
hyperaemic response, embodied in the small artery reactive
hyperaemia index (saRHID), is a relatively new technique
considered a toll reflecting endothelial and other variables on
small artery vascular function and dilation®®™®. The genesis,
regulation and significance of changes in cutaneous digital
hyperaemia differ those affecting flow-mediated
dilatation (FMD), and these determinants are not well known.
We previously reported that high adherence to therapeutic
lifestyle changes, including a Mediterranean dietary pattern,
was associated with improved peripheral small artery vascular
reactivity, as assessed by the saRHI, in conjunction with

from

Abbreviations: ATPIII, Adult Treatment Panel III; CV, cardiovascular; EF, endothelial function; FMD, flow-mediated dilatation; HDL-C, HDL-cholesterol;
LCDS, low-carbohydrate diet score; LDL-C, LDL-cholesterol; MS, metabolic syndrome; PAT, peripheral arterial tonometry; RHI, reactive hyperaemia

index; saRHI, small artery reactive hyperaemia index; T2D, type 2 diabetes mellitus.
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improvements in carotid intima—media thickness"'”. We also
generated a hypothesis that chronic consumption of high
percentages of dietary protein and fat, along with a low intake
of carbohydrate, may lead to peripheral small artery vascular
dysfunction. The aim of the present study was to evaluate
the relation between dietary macronutrient composition, using
the LCDS, on the saRHI in a group of patients with increased
CVrisk.

Subjects and methods
Design and study participants

This is a cross-sectional study in 247 men and women, aged
30-70 years, without a previous diagnosis of CVD, who
attended the Vascular Medicine and Metabolism Unit of the
University Hospital Sant Joan in Reus (Spain). Only patients
with intermediate to high CVrisk according to the Framingham
risk score, who were diagnosed with diabetes or satisfied
adult treatment panel III (ATPIID criteria for the MS"?, were
enrolled. We chose patients at intermediate to high risk primar-
ily because re-classification of patients at this level is consistent
with present practice guidelines, frequently leading to a change
in therapy, and is therefore likely to be clinically meaningful
and cost-effective. Patients with diagnosed CVD; chronic
renal, hepatic, pulmonary or neurodegenerative problems;
a history of prior neoplasia; or other serious chronic diseases
were excluded. The present study was conducted according
to the guidelines laid down in the Declaration of Helsinki and
all procedures involving human patients were approved by
the Ethical and Clinical Investigation Committee of the hospital.
Written informed consent was obtained from all patients.

Clinical assessment

Each of our patients was evaluated with a review of lifestyle
components (diet, physical activity and smoking), a complete
physical examination including anthropometry, biochemical
testing and vascular assessment with the saRHI. Physical activity
was quantified in metabolic equivalent task/hours (MET/h)
per week according to the Minnesota questionnaire adapted
for a Spanish population?
using standardised questionnaires administered by health care
providers"®. A 3-d food-intake register was used to evaluate
the diet. The food data of dietary records were converted
to energy and nutrient data by experienced dietitians and ana-
lysed using the PCN (CESNID Nutritional Program, version 2.0,
University of Barcelona). The percentages of energy from
carbohydrate, protein and fat were coded according to defined
categories, using the LCDS method previously described by
Halton et al.? in their Women’s Health Study Cohort. Briefly,
the carbohydrate categories were scored from 10 (lowest
intake) to 0 (highest intake), whereas protein and fat categories
were scored from 0 (lowest intake) to 10 (highest intake). Ranks
were added to create a total score with a maximum value of
30, representing the highest intake of protein and fat and
the lowest intake of carbohydrate (see Halton et al. | Table 1).

. Tobacco status was assessed

Peripheral small artery vascular reactivity assessment

The saRHI was measured using PAT technology (Endo-
PAT-2000;
performed in a quiet room with a controlled temperature
(22-24°C) after patients had fasted for 12h and refrained
from smoking or strenuous exercise for 24h. The patients

Itamar Medical Limited). Determinations were

Table 1. Differences in demographic and lifestyle data according to low-carbohydrate diet score (LCDS) quartilest
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(Mean values and standard deviations, percentages of patients, medians and interquartile ranges)

LCDS Q1 (n62) LCDS Q2 (n 63) LCDS Q3 (n 52) LCDS Q4 (n 70)

o

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

Score (units)

Median 14 20 24 27

Interquartile range 4 1 1 1
Carbohydrates (%) 45.56 5-46 36-31** 4.47 35.21** 3-41 29-41** 4.98
Protein (%) 20-03 518 20-91 6-15 22.95* 375 24.24* 315
Fat intake (%) 32.32 6-02 40-18** 676 40-79** 5-48 44.92** 5.02
Total energy (kJ/d) 7359 2133 7418 2050 7096 2665 6577 1594
Fibre (g/d)

Median 22 20 20 18

Interquartile range 7 9 7 8
Age (years) 55 11 56 10 54 9 54 9
Sex, men (%) 74 76 77 81
T2D (%) 34 26 40 37
Dyslipidaemia (%) 88 92 88 93
Metabolic syndrome (%) 69 71 60 66
Hypertension (%) 48 57 61 63
Smokers (%) 34 35 35 37
MET (h/week) 33 28 32 25 26 16 23 20
Hypoglycaemic drugs (%) 20 19 26 25
Hypolipaemic drugs (%) 66 73 73 77
Antihypertensive drugs (%) 40 43 44 43

T2D, type 2 diabetes mellitus; MET, metabolic equivalent task.
Mean values were significantly different from Q1: *P < 0.05, **P<0-005.
1 Derived with an ANOVA or Wilcoxon test for continuous variables or 2 test for categorical variables.
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lay in a relaxed, quiet and evenly illuminated environment
while the device recorded changes in pulse waves in the
digital arteries. The technique involved in PAT has been
described elsewhere™"*'>. There is a 5min baseline measure-
ment, after which the cuff is inflated enough to produce
ischaemia above baseline systolic pressure. After 5min of
occlusion, the cuff is rapidly deflated and PAT tracing is
recorded for an additional 5min. Blood flow measurements
from two fingertips — one from each hand, one a test, the
other a control — were compared after a stabilisation period,
and a second comparison pair of measurements was taken
before and after 5min of brachial ischaemia in the test arm.
The results were processed by specific software to calculate
the post-ischaemia reflex vasodilatation observed when
measurements from the test arm (before and after ischaemia)
were compared to those from the control arm. The value
generated was termed the saRHI. The variability of this tech-
nique in our laboratory was 17 %, the intra-class correlation
coefficient was 0-52 and the within-subject variation was 0-19.

Biochemical determinations

Venous blood samples were obtained after a 12-h over-
night fast, centrifuged immediately and stored at —80°C until
the assays were performed. Total cholesterol, TAG, glucose,
direct LDL-cholesterol (LDL-C) and HDL-cholesterol (HDL-C),
apoB100 and high sensitive C-reactive protein levels were
measured using enzymatic and turbidimetric assays (Spinreact)
adapted to the autoanalyser Cobas Mira Plus (Roche Diagnos-
tics). Differential expression of human inflammatory cytokines
was determined using the Human Cytokine Antibody Array
(RayBiotech). The array is coated with six specific cytokine
antibodies. It was probed with serum samples to allow
for the comparisons of relative cytokine levels. The cytokine-
antibody-biotin complex was visualised with the addition of
a streptavidin-labelled fluorescent dye using a laser scanner.

Statistical analysis

Data are presented as means and standard deviations or as
medians and interquartile ranges for continuous variables
and as frequencies for categorical variables. Normality
distribution of variables was assessed with the Kolmogorov—
Smirnov test. Differences between diet, anthropometric,
biochemical or vascular data were analysed using the ANOVA
or Kruskall-Wallis test for continuous variables or y? test
for categorical ones. Univariate association was tested by
Spearman correlation analysis. A logistic regression model
test was performed to assess the determinants of the saRHI
in the present study group patients. The dependent variable
of interest was the highest quartile of the saRHI defined as
a quartile of individuals with a high saRHI. Independent
variables were selected on the basis of univariate analysis
and from the variables known to be associated with the
dependent variable according to our previous studies. In this
test, independent variables were age, sex, T2D, atherogenic
dyslipidaemia defined as low HDL-C (<1-:03mmol/] in men
and 129 mmol/l in women) and high TAG (>1-5mmol/D),

abdominal obesity and high blood pressure according to
ATPIII criteria, high LDL-C (=4-14 mmol/]), smoking, highest
quartile of LCDS, highest quartile of physical activity, highest
quartile of SFA intake, highest quartile of alcohol intake and
highest quartile of fibre intake. P-values were calculated as
two-sided; a P-value of less than 0-05 was considered statisti-
cally significant. SPSS version 19.0 (SPSS, Inc.) was used for all
statistical analysis.

Results

Associations of low-carbohydrate diet score with
biochemical and vascular data

The median LCDS in the present study group was 22 (sp 8)
points. Participants were distributed into LCDS quartiles
according to their macronutrient intake percentages (Table 1).
The diet of individuals in the lowest LCDS quartile was
composed of 45% carbohydrate, 20% protein and 32% fat.
Participants in the top quartile had an intake of 29% carbo-
hydrate, 24 % protein and 40 % fat. There were no differences
between study participant quartiles other than the expected
nutrient profile, as indicated in Table 1.

The differences in biochemical and vascular data between
LCDS quartiles are shown in Table 2. We observed that
individuals in the lowest quartile had a higher saRHI than indi-
viduals in the highest quartile (1-66 (sp 0-41) v. 1-52 (sD 0-22),
P=0037). No significant differences were observed in the
other vascular or biochemical parameters.

Association of low-carbohydrate diet score, small artery
reactive hyperaeamia index and metabolic diseases

An inverse association was observed between the LCDS and
saRHI (r —0:178, P=0-005). A total of 160 participants fulfilled
the ATPIII criteria for the MS. The MS patients in the lowest
LCDS quartile (2 38) had higher saRHI values than the MS
patients in the highest LCDS quartile (72 48; 1-82 (sp 0:32) v.
1-61 (sp.027), P=0:021; Fig. 1). When the MS components
were evaluated, the same association existed between each
MS component, saRHI and the LCDS quartiles. The exception
was in individuals with low HDL-C, in whom the saRHI was
not different when comparing individuals according to the
LCDS quartiles (1-74 (sp 035, 7 9) v. 1:62 (sD 0-48, n 8),
P=NY), as illustrated in Fig. 1.

Among the eighty-four T2D patients, those in the lower
quartile (n 21) had better saRHI values than those in the high-
est quartile (1 26; 178 (sp 0-31) v. 1:62 (s 0-35), P=0-011;
Fig. 1). These results were not modified when pharmacologi-
cal therapy was taken into account.

Determinants of small artery reactive hyperaemia index

To assess the effect of LCDS on the saRHI independent
of potential confounders, a multivariate stepwise test was
performed. We considered the highest quartile of the saRHI
(214 (sp 0-39) as the dependent variable and age, sex,
T2D, atherogenic dyslipidaemia defined as low HDL-C
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Table 2. Anthropometric, biochemical and vascular data between lowest and highest low-carbohydrate diet score (LCDS)
(Mean values and standard deviations; medians and interquartile ranges)

LCDS Q1 (n 62) LCDS Q2 (n 63) LCDS Q3 (n 52) LCDS Q4 (n 70)

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD P
Body weight (kg) 879 14 88-6 13:5 871 13-6 89-4 131 0-819
Waist circumference (cm) 105 9 105 9 104 9 105 8 0-831
Systolic blood pressure (mmHg) 0-561
Median 130 132 130 135
Interquartile range 50 15 36 30
Total cholesterol (mmol/l) 5.43 1.54 5-14 1-04 5.29 1-08 5.26 1-08 0-295
LDL-C (mmol/l) 334 0-98 3.04 0-98 341 1.02 323 0-87 0-128
HDL-C (mmol/l) 1.36 0-37 1.35 0-27 1.36 0-29 1.31 0-37 0-889
apoB100 (mmol/l) 118 0-23 118 0-21 119 0-24 117 0-23 0-199
TAG (mmol/l) 0-180
Median 1.91 216 2.09 249
Interquartile range 0-97 1.44 1.21 2.05
Glucose (mmol/l) 0-444
Median 5.76 5.88 5.92 6-19
Interquartile range 1-89 1.71 2.54 2-64
hs-CRP (mmol/l) 0-515
Median 1-51 1.76 1.24 1.52
c Interquartile range 4-84 4-56 1-90 1.82
(@) IL-6 (pg/ml) 0-434
‘D Median 84 87 93 101
‘o Interquartile range 150 119 102 196
o TNF-a (pg/ml) 0-343
=) Median 171 184 277 507
Z Interquartile range 213 112 339 608
— sICAM-1 (ng/ml) 0-621
[e) Median 96-11 93-51 99-25 121.36
Interquartile range 16-32 20-85 21.33 2211
< sVCAM-1 (ng/ml) 0-609
c Median 10-04 9-71 10-95 10-97
= Interquartile range 9.77 7-21 6-78 5.92
=) sE-selectin (ng/ml) 0-407
o Median 34.57 31.15 3051 41.99
Interquartile range 35-62 34.59 32.24 31.99
= saRHI (units) 0-037
2 Median 1.66 1.62 1.61 1.52
e Interquartile range 0-41 0-33 0-3 0.22
(a0}

Q, quartiles; LDL-C, LDL-cholesterol; HDL-C, HDL-cholesterol; hs-CRP, high-sensitive C-reactive protein; sICAM-1, soluble intercellular adhesion molecule 1;
sVCAM-1, soluble vascular adhesion molecule 1; sE-selectin, soluble E-selectin; saRHI, small artery reactive hyperaemia index.
* Differences regarding Q1 and Q4 study groups using one-way ANOVA or Kruskall-Wallis test.

o

(<1:03mmol/l in men and 1-29 mmol/l in women) and high
TAG (> 1-5 mmol/1), abdominal obesity and high blood pressure
according to ATPII criteria, high LDL-C (=414 mmol/D,
smoking, highest quartile of LCDS, highest quartile of physical
activity (40 (sp 18) MET/h per week), highest quartile of
SFA intake (11-6 (sp 2-8)g/d), highest quartile of alcohol
intake (21 (sp 12)g/d) and highest quartile of fibre intake
(22 (sp 7)g/d) as independent variables. As seen in Fig. 2,
individuals in the highest LCDS quartile, as compared with the
lowest quartile, had negative probabilities of high saRHI, with
a estimated prognostic value of 75% (OR — 0-85; 95% CI 0-19,
0:92; P=0:031). Saturated fat intake was not an independent
predictor of saRHI (OR — 0-88; 95 % CI: 0-41, 1-93; P=0-631).

Discussion

Stratifying participants according to their unique dietary
macronutrient composition (LCDS), we examined the impact
of varying dietary carbohydrate content on small artery vascu-
lar function assessed by a recently homologated new tool,

the saRHI. We observed that the higher the LCDS, reflecting
a lower dietary carbohydrate content, the lower the small
artery reactivity in the digital vascular bed. This inverse
relationship was significant and independent of the analyses
used and a characteristic of the metabolic risk factors,
especially in patients with T2D, the MS or abdominal obesity.
While differences in endothelial function (EF) biomarkers
did not reach statistical significance, they varied in the same
direction. In essence, patients consuming carbohydrate-poor
diets had the worst EF profiles.

The literature suggests that diets with low or very low
carbohydrate content may be associated with impaired small
artery vascular function*®~1?.
have shown that weight loss per se is the main determinant
of improvement in peripheral small artery reactivity using a
low-carbohydrate diet or low-fat diet®°=2>. In fact, obesity
and visceral adiposity are associated with endothelial dysfunc-
tion in resistance and conduit arteries, and weight loss brought
about by lowered energy intake improves EF, even in the
absence of heart disease or CV risk factors®?”,

Randomised clinical trials
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Fig. 1. Differences in the small artery reactive hyperaemia index (saRHI)
according to low-carbohydrate diet score (LCDS) quartile and the cardiovas-
cular risk factors. [J, LCDS quartile 1 patients; B, LCDS quartile 4 patients.
Data obtained with Kruskall-Wallis test. Values are medians with their inter-
quartile ranges. * Median values were significantly different (P<0-05). HDL-C,
HDL-cholesterol; MS, metabolic syndrome; T2D, type 2 diabetes mellitus.

However, in clinical trials without changes in body weight,
low-carbohydrate/high-protein diets may be significantly
associated with twice the amount of arterial plaque, a
reduction in the number of circulating and bone marrow
endothelial progenitor cells in murine models of atherosclero-
sis® and lower FMD in healthy and obese subjects®”. One
dissenting randomised clinical trial included forty obese and
overweight subjects with hypertriacylglycerolaemia, showing
an inverse association between carbohydrates and FMD.

Age (years)
Sex (women v. men)
Abdominal obesity (yes v. no)

cannot be directly extrapolated to basal conditions®”. The
present results therefore reinforce the known negative impact
of very low-carbohydrate diets on vascular function assessed
by FMD under fasting conditions, using the PAT technique.

The components and variables affecting EF, assessed by
FMD, as compared with PAT differ, and although there may
be some correlation, the two techniques provide distinct
information about vascular function in conduit arteries v. the
peripheral small arteries of the finger®".

The FMD is highly dependent on NO production, whereas
the reactive hyperaemia index (RHD is not, even though NO
has been reported to contribute to RHI®?**, While the Euro-
pean Society of Cardiology classifies RHI with other tech-
niques to measure ‘EF®¥ the data available at present
indicate that each of these methods probably has a unique
blend of physiological determinants, and each provides
particular information about different vascular beds®"3*
A recent direct comparison of methods did not reveal a
strong correlation”. However, FMD is difficult to perform
compared to the RHI, and the correlation between the two
and other data derived are sufficient to continue clinical
investigation”*®. Indeed, the saRHI correlates with coronary
endothelial dysfunction™”, accurately measures vascular
effects when the net CV risk burden improves®>, correlates
with carotid intima—media thickness and can predict future
adverse CV events®®. Information from non-invasive PAT
studies is useful to assess static or serial vascular function
in a variety of patient phenotypes with raised CV risk®”.

Our group has shown that saRHI-measured endothelial
dysfunction is also associated with increased soluble
E-selectin plasma concentrations, suggesting that at least

Highest saRHI quartile

Atherogenic dyslipidaemia (yes v. no)
High BP (yes v. no)

High LDL-C (yes v. no)

Type 2 diabetes mellitus (yes v. no)

Smoking (yes v. no)

LCDS (Q4 v. Q1)

SFA intake (Q4 v. Q1)
Alcohol intake (Q4 v. Q1)
Fibre intake (Q4 v. Q1)
Physical activity (Q4 v. Q1)

0-1

1 10
OR

Fig. 2. Determinants of small artery reactive hyperaemia index (saRHI). Multivariate stepwise binary logistic regression test. Dependent variable: highest
quartile of saRHI (2-14 (sb 0-39)). Independent variables: age, sex, atherogenic dyslipidaemia (TAG > 1-5mmol/l and HDL-cholesterol < 1-03mmol/l in
men and 1-29 mmol/l in women), abdominal obesity and high blood pressure (BP) according to adult treatment panel Il criteria, high LDL-cholesterol
(LDL-C = 4-14mmol/l), smoking, highest quartile of low-carbohydrate diet score (LCDS), highest quartile of physical activity (40 (sp 18) metabolic equivalent
task/h per week), highest quartile of SFA intake (11-6 (sp 2-8)g/d), highest quartile of alcohol intake (21 (sb 12)g/d) and highest quartile of fibre intake

(22 (sp 7) g/d). Estimated prognostic value: 75 %. R? Nagelkerke: 0-62.
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some mechanisms are shared by both large and small artery
function®. In patients without the MS but with risk-related
elevations in soluble E-selectin and soluble vascular adhesion
molecule 1, there was a strong correlation between saRHI
values and levels of oxidised LDL®”. A uniting theme is that
the saRHI is clearly associated with metabolic parameters,
mainly waist circumference, and plasma concentrations of
TAG, HDL-C and apoA1“?. In the present study, we observed
significant differences in saRHI between LCDS quartiles com-
posed of hypertriacylglycerolaemic and abdominal obesity
subjects; a lack of a similar relationship in subjects with low
HDL-C might be due to the small sample size of patients
with low HDL-C criteria (Q1 =9 and Q4 = 8).

Limitations

The present study had other limitations. One was related to
the score used in the study and the cut-off values. The LCDS
was performed using US population data, and the percentiles
of diet relate to healthy American white men and women.
However, as the diet consumed by the present study popu-
lation was similar to the diet of a corresponding American
population with equally high CV risk““Y; the comparison is
reasonable. We did not grade or independently consider diet-
ary amounts of animal or vegetable protein or dietary fat, as
the primary focus was the influence of low carbohydrate
intake on small artery vascular reactivity. As the study was
conducted in patients with increased CV risk, results cannot
be generalised to healthy individuals. The present study
design did not control all possible confounding variables.
Errors associated with completion of food diaries are possible.
Although not described, either the pharmacological agents
that our patients were taking themselves, or interaction with
macronutrient changes, could have influenced EF. Uncon-
trolled dietary ingredients, such as 7-3 fatty acids and poly-
phenols, could potentially confound the results. Finally, a
cross-sectional study cannot establish causality. In view of
the strength of our main finding, the quantitative importance
of these limitations appears small.

Conclusion

In a cross-sectional study of patients with increased CV risk, a
dietary pattern characterised by a high LCDS (high protein and
fat, but low carbohydrate content) was associated with poorer
peripheral small artery function compared with individuals
consuming a diet with a lower LCDS. The association was
strong in patients with two different metabolic diseases
studied: the MS and T2D. This relationship needs confirmation
with larger cohorts in randomised clinical trials.
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Estudi 2; SaRHI - greixos poliinsaturats w-3 de cadena llarga

Objectiu 1.1) Estudiar els canvis en el valor de saRHI en funcio de I'augment o /la

disminucio de greixos poliinsaturats de cadena llarga omega-3.

Els pacients en el tercer tertil de variacié de la ingesta de greixos poliinsaturats
omega-3 de cadena llarga (125 a 989mg/d) van tenir un augment significatiu en
el valor de saRHI (0.19 + 0.06, P<0.05) després del seguiment. Les diferencies
en saRHI també van ser significatives quan es van comparar entre tertils

d’'ingesta.

Objectiu 1.2) Estudiar els canvis en biomarcadors d'inflamacio i estrés oxidatiu
en funcio de I'augment o la disminucio de la ingesta de greixos poliinsaturats de

cadena llarga omega-3.

En els pacients en el tercer tertil de variaci6 de la ingesta de greixos
poliinsaturats omega-3 de cadena llarga (125 a 989mg/d), es va observar una
disminucid significativa en els nivells de PCR (-0.41 + 1.08, P<0.05), TNF-a (-
24.5 + 56.3, P<0.05), VCAM-1 (-237 + 81, P<0.05) i LDLox (-5.9 % 8.8,

P<0.05).
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Objectiu 1.3) Estudiar els moduladors del saRHI de forma progressiva.

Els models multivariants sense ajustar varen mostrar que les variables
associades de forma significativa amb el saRHI varen ser els canvis en els nivell
d'apolipoproteina Al i la ingesta de greixos poliinsaturats de cadena llarga
omega-3 de forma directa, i els nivells de TNF-a, sVCAM-1, sE-selectina, la
pressio arterial sistolica i el perimetre abdominal de forma inversa. Quan aquest
model es va ajustar pels canvis en el consum de greixos omega-3 de cadena
llarga, van mantenir la significanca amb la variable dependent les concentracions
de sE-selectina -0.278 (-0.692; -0.037) i la pressio arterial sistolica -0.321 (-

0.687; -0.045).
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Dear Dr. Hennig:

Enclosed, please find the manuscript entitled “Increasing long-chain n-3PUFA
consumption improves small peripheral artery function in patients at intermediate-high

cardiovascular risk”, to be considered for publication as original research in JNB.

The novel results of this study is that in subjects at intermediate-high cardiovascular risk,
increased intake of LCn-3PUFA through a non-supplemented diet improves biochemical
modulators of vascular endothelial cell function in association with a significant
improvement of peripheral saRHI, a surrogate marker of both small artery endothelial
function and future cardiac events. This reinforces the notion that of these fatty acids as
overall vasculoprotective agents in small peripheral arteries, which resistance is involved in

chronic renal and cerebro-vascular disease and adipose tissue dysfunction.

The central message of our paper is consistent with (a) the current model of the
pathogenesis of endothelial dysfunction, (b) its relationship with adhesion factors, (c)
prevalent concepts of the role of multiple risk factors contributing to atherogenesis, and (d)
prior work linking adverse lifestyle characteristics, endothelial dysfunction, and elevated
cardiovascular risk. Our results could help not only to better understand the mechanisms of

the disease, but also to better translate to the society the results of patient-oriented research.
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1 ABSTRACT
2  Dietary long-chain n-3 polyunsaturated fatty acids (LCn-3PUFA) improve endothelial function in
3 medium-large size arteries, but effects on small peripheral arteries, responsible for most arterial
4 resistance, are little known. We investigated the effects of increasing LCn-3PUFA intake with the
5 usual diet on small artery reactive hyperemia (saRHI). Within a clinical trial evaluating the
6 effects of 1 year of intensive lifestyle intervention versus standard care on cardiovascular markers
7  insubjects at risk, we selected 108 participants regardless of treatment allocation (n=47 standard
8 care; n=61 intensive intervention) with complete baseline and follow-up information about
9 dietary, clinical, saRHI, and biochemical data, including biomarkers of inflammation and
10  endothelial activation. At the end of follow-up, saRHI increased across tertiles of change in
11  dietary LCn-3PUFA. Subjects in the top tertile (increased LCn-3PUFA intake) increased ApoAl
12  and decreased hs-CRP, serum TNF-a, sSICAM-1, sVCAM-1, and oxLDL from baseline. After
13  pooling data, in unadjusted models, changes in saRHI significantly correlated to changes in LCn-
14 3PUFA intake and ApoAl (directly) and changes in systolic blood pressure, waist circumference,
15  TNF-0, sVCAM-1, and sE-selectin (inversely). In a multivariate model, changes in dietary LCn-
16  3PUFA were found to be significantly associated to changes in saRHI (B = 0.176 [95%
17  confidence intervals = 0.073 to 0.288] for an increase by 100 mg/day). Systolic blood pressure
18  was also significantly associated to saRHI changes, although in a detrimental way (B = -0.151 [-
19  0.207 to -0.091] for an increase by 9 mm Hg). We concluded that increased dietary consumption

20  of LCn-3PUFA might be a cost-effective strategy to improve peripheral vasoactivity.
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21 INTRODUCTION

22 Endothelial dysfunction is an early and critical event in the pathogenesis and progression of

23  atherosclerosis and ensuing cardiovascular events. Brachial artery flow-mediated dilation (FMD)
24 is the most widely used non-invasive method to assess endothelial function in medium-sized

25  arteries. Despite the prognostic value of FMD [1], its clinical use has not been generalized

26  mainly due to technical requirements. Importantly, it does not provide information about small
27  artery resistance, of particular significance in blood pressure regulation, chronic renal and

28  cerebro-vascular disease [2], and adipose tissue dysfunction [3]. Digital peripheral arterial

29  tonometry (PAT) is a homologated and automated non-invasive method that captures a beat-to-
30  beat plethysmographic recording of the finger arterial pulse wave amplitude (PWA), which

31  depends on nitric oxide (NO) synthesis [4]. Digital PAT allows measurement of the small artery
32 reactive hyperemia index (saRHI), a surrogate marker of peripheral small artery endothelial

33  function that correlates with both traditional and novel cardiovascular risk factors and subsequent
34 cardiac events [5,6].

35  Endothelial dysfunction can be improved by lifestyle modifications, as shown in clinical studies
36  [7,8]. This condition is defined by an alteration in the morphological and functional state of the
37  endothelium characterized by a reduction in the bioavailability of vasodilators. The pleiotropic
38 effects of dietary long-chain n-3 polyunsaturated fatty acids (LCn-3PUFA), mainly

39  eicosapentaenoic acid (C20:5n-3, EPA) and docosahexaenoic acid (C22:6n-3, DHA), include

40  reducing production of inflammatory cytokines and enhanced NO release, with ensuing

41  improvement of endothelium-dependent vasodilation [9]. Consistently, dietary LCn-3PUFA

42  improve endothelial function as assessed by FMD [reviewed in 10,11]. However, information on
43  the effect of these fatty acids on peripheral small artery endothelial function is scarce. Two

44  intervention trials at doses >1.2 g/d of EPA+DHA during <3 months reported conflicting results
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45  regarding changes in peripheral reactive hyperaemia in obese adolescents [12] and subjects at

46  high vascular risk [13]. The effect on saRHI of EPA and DHA supplied by the usual diet, in the
47  absence of LCn-3PUFA supplementation, remains to be explored. We hypothesized that increased
48  intake of LCn-3PUFA through a non-supplemented diet would affect biochemical modulators of
49  vascular endothelial cell function, ensuing improvement of peripheral small artery function. To
50 address this issue, we assessed for 1 y changes on calculated intake of LCn-3PUFA and measured
51  biomarkers of inflammation, endothelial activation, and saRHI in free-living subjects at

52  intermediate-high cardiovascular risk.

53

54

55 METHODS

56  Design and study participants

57  This prospective study included men and women aged between 30 and 70-y who attended the
58  Vascular Medicine and Metabolism Unit of University Hospital Sant Joan in Reus (Spain)

59  between May 2009 and December 2010. They were patients with ATPII1-defined abdominal

60  obesity, metabolic syndrome, or diabetes [14] and had an intermediate-high Framingham risk
61  score. These subjects were part of a larger randomized clinical trial assessing the effects of one
62  year of intensive therapeutic lifestyle changes (TLC) compared to standard care on peripheral
63  small artery function [15]. Briefly, TLC was focused to promote a Mediterranean dietary pattern
64  with at least two servings per week of fatty fish and adapted to patient cardiovascular risk factors,
65 increased physical activity and cessation of smoking. Anthropometric measurements, dietary

66  determinations, blood biochemistry including biomarkers of inflammation and endothelial

67  activation, and determination of saRHI were performed to all participants at baseline and after

68  intervention for one year. Subjects who reported consuming LCn-3PUFA supplements were not
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69  considered for this sub-study. Complete information was available in 108 participants (n = 47

70  standard care group; n = 61 intensive TLC group). Regardless of treatment allocation,

71  participants were distributed into tertiles of changes of intake of fish-derived LCn-3PUFA from
72 Dbaseline to end of follow-up. Tertiles 1, 2 and 3 can be equated to decrease, no change, and

73 increase intake of LCn-3PUFA, respectively. The sample size of 35 subjects in each tertile ensued
74 a 80% power to detect a difference between means of 0.024 with a significance level (alpha) of
75  0.05 (two-tailed). The study conformed to the Declaration of Helsinki guidelines and all

76  procedures were approved by the hospital Ethical and Clinical Investigation Committee. Written
77  informed consent was obtained from all participants.

78

79  Clinical and dietary assessment

80  Dyslipidemia, hypertension, or diabetes were considered to be present if subjects had a prior

81  diagnosis of these conditions and/or were treated with lipid-lowering, antihypertensive, or

82  antidiabetic agents, respectively. Smoking status was categorized into never, past or current

83  smoking. Physical activity was assessed with the validated Spanish version of the Minnesota

84  Leisure-Time Physical Activity questionnaire [16]. Height, weight, and waist circumference were
85  measured with standard methods. Trained personnel measured systolic and diastolic blood

86  pressure using a validated oscillometer (Omron HEM-705CP; Hoofddorp, The Netherlands) in
87 triplicate with a 5 minute interval between each measurement, and the mean of these values was
88  recorded. Three-day records were used to evaluate food consumption. To improve the quality of
89  collected data, subjects received an instruction manual at the beginning of the study, including

90 photographs of three portion sizes of foods and drinks. For each item, the subjects were requested
91 toindicate the portion size consumed. The use of the manual has been validated elsewhere [17].

92  Food data were translated into nutrients by an experienced dietitian using the PCN (Cesnid
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93  Nutritional Program, version 2.0, Barcelona, Spain).
94

95  Peripheral saRHI assessment

96 saRHI was measured using PAT technology (EndoPAT-2000, Itamar Medical Ltd., Israel).

97  Determinations were performed in a quiet room with a controlled temperature (22-24°C) after a

98 12 h-fast and no smoking or strenuous exercise during the preceding 24 h. Subjects lay in a

99 relaxed, quiet and evenly illuminated environment while the device recorded changes in pulse
100  waves in the digital arteries. The PAT technique used in this study has been described elsewhere
101  [15]. Briefly, after a 5-min baseline measurement, a cuff was placed in the forearm and inflated
102  enough to produce ischemia above baseline systolic pressure. After occlusion for 5 min, the cuff
103  was rapidly deflated and the PAT tracing was recorded for an additional 5 min. Blood flow
104  measurements from two fingertips (one from each hand, one a test, the other a control) were
105 compared after a stabilization period, and a second comparison pair of measurements was taken
106  before and after 5 min of brachial ischemia in the test arm. The results were processed by specific
107  software to calculate the post-ischemic reflex vasodilatation observed in the test arm (before and
108  after ischemia) in comparison with the control arm. The value obtained was termed saRHI. The
109  variability of saRHI measurements in our laboratory was similar to that reported by the
110  manufacturing company device (intra-class correlation coefficient of 0.52 and within-subject
111 variation of 0.19).
112

113  Biochemical determinations

114  Fasting venous blood was centrifuged immediately and samples were stored at —80°C until
115  analyses. Analytes were determined by subject in frozen samples of whole serum or plasma as

116  appropriate. Serum lipids, apolipoproteins and glucose concentrations were determined by
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117  standard enzymatic methods in the hospital clinical laboratory. Hs-CRP was determined by a

118  turbidimetric assay. Inflammatory cytokines were determined using the Human Cytokine

119  Antibody Array (RayBiotech, Norcross, GA, USA), with mean inter- and intra-assay CVs <12%
120  and <10%, respectively. Oxidized low-density lipoproteins were determined by ELISA (Mercodia
121 AB, Uppsala, Sweden), with a mean inter- and intra-assay CV of 6.3% and 4.7%, respectively.
122

123  Statistical methods

124 Normality distribution of variables was assessed with the Kolmogorov-Smirnov test. The Mann-
125  Whitney test was used to assess for differences in changes on dietary LCn-3PUFA between

126  intervention groups (standard care / intensive TLC). Subsequent data refer to pooled data from
127  both groups. Baseline imbalances in cardiovascular risk among tertiles of changes from baseline
128  of dietary LCn-3PUFA were assessed by chi-square, Kruskall-Wallis, or ANOVA with Bonferroni
129  post-hoc tests, as appropriate. Within-tertile changes from baseline in food and nutrient

130  consumption and biochemical and vascular variables were assessed using paired t-test or the

131  Wilcoxon test, as appropriate. Between-tertile comparisons were assessed by chi-square test,

132 Kruskall-Wallis and ANOVA with Bonferroni post-hoc test, as appropriate. Linear regression

133  models were constructed to search for associations between changes of saRHI (dependent

134  variable) with each independent variable of interest (changes of waist circumference, systolic and
135  diastolic blood pressure, fasting glucose, LDL-c, HDL-c, triglycerides, apolipoprotein (apo) A1,
136  hs-CRP, IL-6, TNF-a, sSICAM-1, sVCAM-1, sE-selectin, and oxLDL, expressed as Z-transformed
137  scores; and change in LCn-3PUFA intake, expressed as an increase by 100 mg/d). We then

138  assessed the association between changes in LCn-3PUFA intake (independent variable) with

139  changes on saRHI (dependent variable). To address this issue, we performed a multivariate linear

140  regression adjusting for gender, age, diabetes, dyslipidemia, allocation into TLC group, and
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141 variables showing significant association with saRHI in the unadjusted linear regression models
142 (changes in ApoAl, systolic blood pressure, waist circumference, TNF-a, sVCAM-1, and sE-
143  selectin). In all cases, two-sided p-values were calculated and p<0.05 was considered statistically
144 significant. SPSS version 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) was used for all statistical analyses.
145

146

147 RESULTS

148  After 1 year of intervention, no significant differences were found for changes in LCn-3PUFA
149  intake between participants allocated into standard care (median 294 mg/d, rang interquartil 288
150  mg/d) or intensive TLC group (median 353 mg/d, rang interquartil 317 mg/d) (P=0.143).

151  Subsequent data refer to pooled data from both groups. Tertiles of LCn-3PUFA change were well
152  balanced for participants’ baseline clinical characteristics, lipid profiles, and treatment regimens
153  (Table 1). Likewise, no significant changes were observed across tertiles in lifestyle variables,
154  including energy and nutrient intake, smoking, physical activity, and adiposity (Table 2). At the
155  end of follow-up, subjects in the top tertile (increased LCn-3PUFA intake) showed a significant
156 increase of ApoAl and reductions of hs-CRP, serum TNF-a, SICAM-1, sVCAM-1, and oxLDL.
157  SaRHI changed across tertiles (with a significant increase from baseline in the top tertile) with
158  significant between-group differences (P = 0.028). Table 3 shows that variables significantly
159  associated with saRHI were changes in LCn-3PUFA intake and ApoAl (directly), and systolic
160  blood pressure, waist circumference, TNF-a, sVCAM-1, and sE-selectin (inversely). Figure 1
161  shows the change in saRHI associated with an increase by 100 mg/d of LCn-3PUFA intake and
162  other cardiometabolic risk-related variables. As seen, only changes in LCn-3PUFA consumption
163 (B=0.176 [95% CI = 0.073 to 0.288]), and systolic blood pressure (B =-0.151 [-0.207 to -

164  0.091]) were significantly associated with saRHI changes (Durbin-Watson 2.147, R? = 0.599).
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165 DISCUSSION

166 In this sub-analysis of a randomized clinical trial evaluating the 1-y effects of intensive TLC in
167 108 free-living individuals at intermediate-high cardiovascular risk, we observed that increasing
168 intake of fish-derived LCn-3PUFA significantly improves peripheral saRHI, a surrogate marker
169  of endothelial function and cardiac events. This effect might be explained in part by a beneficial
170  effect of LCn-3PUFA intake on circulating endothelial activation molecules and inflammation
171 markers. Therefore, increased consumption of LCn-3PUFA achieved through a normal diet might
172 be a cost-effective strategy to improve peripheral vasoactivity, which is involved in both

173  atherosclerosis and diabetes-related microvascular complications.

174  Endothelial function is a tightly regulated physiological process that is influenced by many

175  factors, including mechanical and biochemical blood signals. Two decades ago, Fleischhauer and
176  co-workers reported that LCn-3PUFA improved endothelium-dependent vasodilatation as a result
177  of changes in endothelial membrane fluidity [18]. Mechanisms underlying the functional

178  regulatory action of these fatty acids on vascular endothelium have since been unveiled, as

179  reviewed [19]. The salutary effect of dietary LCn-3PUFA on saRHI (a surrogate marker of small
180  artery endothelial function) reinforces the notion of these fatty acids as overall vasculoprotective
181  agents in small peripheral arteries, which resistance is involved in chronic renal and cerebro-

182  vascular disease [2] and adipose tissue dysfunction [3]. This adds to the well-known effects of
183  LCn-3PUFA on FMD, another surrogate marker of endothelial function that measures the dilation
184  capacity of large-conduit arteries (usually the brachial artery).

185  We found significant inverse associations between saRHI and sVCAM-1 and sE-selectin, which
186  concurs with the results of a cross-sectional study conducted in 407 subjects with no evidence of
187  cardiovascular disease but at low—intermediate global cardiovascular risk (5-20% at 10 years

188  according to the Framingham risk score) [20]. Similarly, both waist circumference and
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189  ApoAlwere associated with saRHI in a larger cohort with similar clinical characteristics [21]. In
190  our study the statistical significance of all of these associations was blunted after adjusting for
191  LCn-3PUFA intake. This finding suggests that the ultimate effect of LCn-3PUFA on saRHI is
192  likely to be mediated through a reduction of inflammation (decreased TNF-a) and circulating
193  endothelial activators (decreased s-VCAM-1 and sE-selectin) and an improvement in the

194  functionality of HDL cholesterol (increased ApoAl). The latter is speculative, however, given
195 that no enzymatic activities were determined. Nevertheless, many clinical studies have shown
196  that supplementation with LCn-3PUFA was associated with an increase of large HDL particles
197  and/or decrease of small HDL particles [22]. This is consistent with the view that large, spherical
198  HDL are the preferred acceptors of the cholesterol that effluxes from macrophages via the ATP
199  binding cassette transporter G1 [23]. Such HDL particle changes have been observed even with
200  LCn-3PUFA doses similar to those derived from fish consumption by our study subjects,

201  although the issue is far from settled [reviewed in 24].

202  Our results provide evidence on a novel lifestyle factor for improving saRHI, which adds to

203  weight loss [25], quitting smoking [15], and greater adherence to a Mediterranean diet [15].

204  Remarkably, this effect can be observed even with small increases of LCn-3PUFA in the context
205  of realistic changes in consumption of fish achieved through a normal diet without

206  supplementation. This is the main novelty compared to the results of the few clinical trials that
207  examined saRHI responses after pharmacological doses of LCn-3PUFA supplements. Thus, doses
208  of 3.4 g/d had no effect on saRHI, which was ascribed to the low duration of the intervention (8
209  wk), [13] while smaller doses (1.2 g/d) but with a higher exposure (3 mo) significantly improved
210  vasomotor function [12]. Therefore, our results add to the notion that consumption of seafood and
211  fatty fish in particular is an integrative strategy to improve cardiovascular health, as

212  recommended by guidelines of scientific societies [26,27]. In this regard, the vascular benefits
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213  derived from higher customary fatty fish intake may help explain the low rates of both incident
214  coronary heart disease and cardiac death observed in Japan [28] and Spain [28,29] despite a high
215  background prevalence of cardiovascular risk factors [30,31].

216  There are limitations to our study. Given that the study subjects were at intermediate to high

217  cardiovascular risk, the generalization of our findings to healthier individuals is uncertain.

218  Patients were previously under pharmacological intervention. Although we did not observe on-
219 trial changes in medication, the interaction between drugs and small artery endothelial function
220  may modulate the results. There are also strengths to our study, such as the comprehensive

221  characterization of study subjects for cardiovascular risk factors and the use of validated methods
222 for acquisition of dietary data.

223 In conclusion, our results show that in subjects at intermediate cardiovascular risk increased

224 intake of LCn-3PUFA through a non-supplemented diet improves biochemical modulators of
225  vascular endothelial cell function in association with a significant improvement of peripheral
226  saRHI, a surrogate marker of both small artery endothelial function and future cardiac events.
227  Our findings are consistent with the current model of the pathogenesis of endothelial dysfunction;
228 its relationship with vascular cell adhesion molecules; and prior work linking adverse lifestyle
229  characteristics, endothelial dysfunction, and high cardiovascular risk.
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FIGURE 1

Title: Multivariate associations between saRHI and cardiometabolic risk-related variables in 108

patients at intermediate-high cardiovascular risk.

Caption: Data are presented as point estimates with 95% CI for an increase by 100 mg/d of LCn-
3PUFA and for a 1 SD-changes in ApoAl (5.02 mmol/L); systolic blood pressure (9 mm Hg);
waist circumference (2.3 cm); tumour necrosis factor-alpha, TNF-a (33.2 pg/mL); soluble
vascular adhesion molecule-1, sVCAM-1 (214 ng/mL); and soluble E-selectin, sE-selectin (21.8
ng/mL). The model also included gender, age, diabetes, dyslipidemia, and allocation into
therapeutic lifestyle changes (TLC) group as potential confounders.

Values relating to saRHI are 0.176 (0.073 to 0.288) for LCn-3PUFA, -0.088 (-0.165 to 0.056) for
being male; 0.001 (-0.008 to 0.001) for age; -0.112 (-0.19 to 0.067) for being diabetic; -0.058 (-
0.151 to 0.134) for being dyslipidemic; 0.098 (-0.072 to 0.267) for allocation into TLC group;
0.078 (-0.026 to 0.185) for ApoA1l; -0.151 (-0.207 to -0.091) for systolic blood pressure; 0.033 (-
0.065 to 0.031) for waist circumference; 0.163 (-0.055 to 0.211) for TNF-a; -0.07 (-0.103 to

0.048) for sVCAM-1; and -0.063 (-0.115 to 0.039) for sE-selectin.
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Table 1. Baseline clinical characteristics, lipid profiles and treatment regimens of the study

subjects by tertiles (T) of 1-y changes in LCn-3PUFA intake (ranges in mg/d).

T1 T2 T3
(-454 to -29) (-28t0 124) (125 to 989) p*
n=36 n=36 n=36
Male, n (%) 27 (75.0) 26 (72.2) 27 (75.0) 0.852
Age, years 558 54 +10 58 +10 0.128
Family history of early-onset CHD, n (%) 4(11.1) 5(13.9) 5(13.9) 0.952
BMI, kg/m? 31.3+3.1 31.7+3.6 31.2+35  0.790
Waist circumference, cm? 1059 105+ 10 106 + 9 0.978
Leisure-time physical activity, MET-h/wk 24 +19 3020 27+21 0.257
Current smoker, n (%) 16 (44.4) 14 (38.9) 14 (38.9) 0.890
Former smoker, n (%) 5(13.9) 7 (19.4) 5(13.9) 0.697
Dyslipidemia, n (%) 29 (80.5) 26 (72.2) 29 (80.5) 0.529
Total cholesterol, mmol/L? 55%£15 51x14 52+1.2 0.142
HDL-cholesterol, mmol/L* 1.3+04 1.3+04 1.3+£0.2 0.535
LDL-cholesterol, mmol/L* 35+14 31+14 32+11 0.165
Triacylglycerols, mmol/L* 3222 2616 28%15 0.665
Use of statins, n (%) 20 (55.6) 16 (44.4) 19 (52.8) 0.618
Hypertension, n (%) 20 (55.6) 20 (55.6) 21 (58.3) 0.859
Systolic blood pressure, mm Hgt! 137 £ 19 138 £ 21 137 £ 18 0.995
Dyastolic blood pressure, mm Hg* 85+8 84 +10 85+ 10 0.730
Use of antihypertensive drugs, n (%) 19 (52.7) 16 (44.4) 18 (50.0) 0.765
Type-2 diabetes, n (%) 13 (36.1) 12 (33.3) 12 (33.3) 0.960
Fasting glucose, mmol/L 6.9+22 6.7+24 6.3+ 1.7 0.312
Use of oral antidiabetic agents, n (%) 9 (25.0) 7(19.4) 5(13.9) 0.492
Use of insulin, n (%) 2 (5.6) 2 (5.6) 1(2.8) 0.811
Allocated to the intensive TLC group, n (%) 20 (55.6) 19 (51.9) 22 (61.1) 0.532

Values are given as mean = SD or median * interquartile range* except for qualitative

variables (expressed as n and %). CHD, coronary heart disease; MET-h/wk, hours at a
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given metabolic equivalent level (units of energy expenditure in physical activity, 1 MET-
min is roughly equivalent to 1 kcal); TLC, therapeutic lifestyle changes.
* Obtained by chi-square test, Kruskall-Wallis and ANOVA with Bonferroni post-hoc

test, as appropriate.
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Table 2. Changes in lifestyle, clinical, biochemical and vascular data variables (final minus

baseline) by tertiles (T) of 1-y changes in LCn-3PUFA intake (range in mg/d).

T1 T2 T3
(-454 to -29) (-28t0 124) (125 to 989) p*
n=36 n=36 n=36

Total energy, kcal/d -89 £ 208 -74 +£ 184 =75+ 201 0.184
Protein, g/d -5.71+7.10 -4.43 +6.81 -6.17 £ 5.7 0.170
Carbohydrate, g/d -27.33+18.15f -21.36+17.38 -2552+18.34% 0.158
Total fat, g/d 1.88+1.11 2.19+£0.98 1.9+1.06 0.535

SFA, g/d -1.21 +-0.61 -1.14 £ 0.59 -1.39 £ 0.86 0.775

MUFA, g/d 2.18 +1.45 1.94+1.03 2.23+£1.19 0.886

PUFA, g/d 1.55+0.81 0.87+£1.01 1.91+1.29 0.520
Total fiber, g/dt -0.90 + 0.87 1.02+1.03 -2.21+0.95 0.303
Quit smoking, n (%) 4 (11.1) 2 (5.6) 3(8.4) 0.619
Leisure-time physical activity, MET-h/wk 4.7+11.3 6.5+ 16.4 6.3+ 16.6 0.420
Waist circumference, cm? -1.6+4.3% -0.9+4.7 -11+45 0.772
Systolic blood pressure, mm Hg -4+14 -6+18 % -4+15 0.788
Glucose, mmol/L -0.08 £ 0.90 -0.23+1.08 -0.14 £ 0.89 0.746
LDL-cholesterol, mmol/L* -0.13+0.86 -0.19 £ 0.58 -0.18 +0.54 0.939
HDL-cholesterol, mmol/L -0.01£0.26 0.01+0.28 0.03+0.18 0.625
Triglycerides, mmol/L* -042+1.15 -0.15+1.48 -0.41+1.02 0.643
Apolipoprotein B100, mmol/L! 3.81+£1.32 2.72+1.21 3.25+1.06 0.769
Apolipoprotein A1, mmol/L! 2.57£1.25 297+191 394+1.677 0.700
hs-CRP, mmol/L* 0.28+£1.63 0.16 £1.90 -041+1.08+  0.313
IL-6, pg/mLt -13.3+8.3 -20.7 £ 10.8 -26.4 +6.8 0.937
TNF-a, pg/mL’ -17.0+55.9 -23.6 £ 659 t -245+563 1  0.952
SICAM-1, ng/mL1 -30 £ 118 -48 £ 124 F -60+93 + 0.708
sVCAM-1, ng/mL? 108 + 69 -123+121 -237+81+  0.503
sE-selectin, ng/mL*! 12.8+4.6 18.8£6.2 152+3.1 0.716
oxLDL, U/mmolt -25+94 4571 -59+88 T 0.817
SaRHI -0.14 +0.05 0.10 £ 0.06 0.19+£0.06 +  0.028

Values are given as mean + SD or median + interquartile range! except for qualitative



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTE DELS CANVIS TERAPEUTICS DE L'ESTIL DE VIDA SOBRE LA FUNCIO ENDOTELIAL AVALUADA PER TONOMETRIA ARTERIAL PERIFERICA
Jordi Merino Ribas

Diposit Legal: T.1560-2013

4

variables (expressed as n and %). SFA, saturated fatty acids; MUFA, monounsaturated fatty
acids; PUFA, polyunsaturated fatty acids; MET-h/wk, hours at a given metabolic equivalent
level (units of energy expenditure in physical activity, 1 MET-min is roughly equivalent to
1 kcal); Hs-CRP, high sensitive C-reactive protein; IL-6, interleukin-6; TNF-a, tumour
necrosis factor-alpha; sSICAM-1, soluble intercellular adhesion molecule-1; sSVCAM-1,
soluble vascular adhesion molecule-1; sE-selectin, soluble E-selectin; oxLDL, oxidized
LDL; saRHI, small artery reactive hyperemia index.

* p-value between changes of each group by chi-square test, Kruskall-Wallis, or ANOVA
with Bonferroni post-hoc test, as appropriate.

T Percent of smokers at baseline. Only between-group comparisons were assessed.

T p < 0.05 between baseline and end of follow-up by paired t-test or Wilcoxon test, as

appropriate.
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y changes of several vascular-risk related variables.

Independent variable

B (95%C])

LCn-3PUFA intake
Waist circumference
Systolic blood pressure
Diastolic blood pressure
Glucose
LDL-cholesterol
HDL-cholesterol
Apolipoprotein Al
Triglycerides

high sensitive C-reactive protein
Interleukin-6

Tumor necrosis factor-a

0.016 (0.006; 0.026)
-0.280 (-0.536; -0.005)
-0.266 (-0.664; -0.031)
-0.333 (-1.423; 0.557)
-0.120 (-0.547; 0.330)
0.067 (-0.415; 0.549)
-0.020 (-0.131; 0.319)

0.388 (0.018; 0.697)
0.027 (-0.666; 0.720)
-0.018 (-0.287; 0.251)
0.133 (-0.219; 0.484)
-0.365 (-0.633; -0.007)

SICAM-1 -0.038 (-0.382; 0.307)
sVCAM-1 -0.279 (-0.417; -0.004)
Soluble E-selectin -0.273 (-0.675; -0.018)
Oxidized LDL -0.116 (-0.420; 0.188)

5

Table 3. Associations between 1-y changes of small artery reactive hyperemia index and 1-

Data are presented for a 1 SD unit increase (except for LCn-3PUFA intake, expressed as an
increase by 100 mg/d), analyzed by linear regression. SICAM-1, soluble intercellular adhesion

molecule-1; sVCAM-1, soluble vascular adhesion molecule-1.
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SaRHI

LCn-3 PUFA, 100mg/d [ u |

Male gender, yes : = |

Age, years H

Type-2 Diabetes, yes [ u |

Dyslipidemia, yes [ = |

Allocation into TLC, yes [ = |
ApoAl, mmol/L [ u |

Systolic blood pressure, mmHg -
Waist circumference, cm —a—
TNF-q, pg/mL I = !
sVCAM-1, ng/mL I = !

sE-selectin, ngl/mL [ = |

-0.3 -0.2 -0.1 -0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
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Estudi 3; SaRHI - nivells baixos d’activitat fisica

Objectiu 1.1) Avaluar els canvis en la funcio endotelial de petita artéria en un
grup de pacients amb risc cardiovascular moderat que participen en un programa

comunitari d'activitat fisica de baixa intensitat.

Després del programa d’activitat fisica de baixa intensitat es va observar una
millora significativa en el valor de saRHI (1.97 + 0.51 vs. 2.26 £ 0.07, P =
0.0043). La variacié en l'activitat fisica es va correlacionar de forma directa amb

les variacions de saRHI (r = 0.330, P =0.027).

Objectiu 1.2) Avaluar l'efecte de les variacions en lactivitat fisica de baixa
intensitat sobre biomarcadors de ['estrés oxidatiu, superoxid dismutasa i
glutation peroxidasa, i de la sintesi d'oxid nitric mitjancant les concentracions

d’ADMA.

Es va observar un increment significatiu en les variacions de les concentracions
de SODe (2075 vs. 3331, P<0.001) SODpl (3.8 vs. 4.7, P<0.05), GPXpl (9506 vs
12628, P<0.001) i disminucié significativa de les concentracions d’ADMA (0.48
vs. 0.40, P<0.001). L'augment en els nivells d’activitat fisica es van correlacionar

de forma significativa amb les variacions de GPxpl (r = 0.299, P = 0.05).
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Objectiu 1.3) Estudiar la relacio entre els canvis en l'activitat fisica de baixa

intensitat i els canvis en la freqgtiencia cardiaca.

Després del programa d’activitat fisica es va observar una disminucid
significativa en la freqliencia cardiaca en repos (-6.6 £ -9.8% , P<0.001). La
variacio en els nivells d’activitat fisica es van correlacionar de forma inversa amb
les variacions en la frequéncia cardiaca (r = -0.297, P = 0.047). Els canvis en la
freqlieéncia cardiaca es varen correlacionar de forma inversa amb els canvis en el

saRHI (r = -0.364, P = 0.021).

Objectiu 1.4) Avaluar l'efecte de l'activitat fisica de baixa intensitat sobre els
factors de risc cardiovascular classics, el pes corporal i la distribucio de greix

corporal.

No es van observar diferéencies significatives en els factors de risc cardiovasculars
classics després de la intervencié. No hi va haver diferéncies significatives en el
pes (72.4 vs. 72.3, P = NS), en la disminucié del perimetre abdominal (97 vs.
97, P = NS) o distribucié del greix abdominal visceral (14 vs. 13, P = NS) o

subcutani (16 vs. 15, P = NS).
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Even low physical activity levels improve vascular function in
overweight and obese postmenopausal women

Jordi Merino, MD,"? Raimon Ferré, PhD,"” Josefa Girona, PhD, L2 Dolors Aguas, MD,?
Anna Cabré, PhD,"? Niiria Plana, PhD,"? Angels Vinuesa, MD,*’ Daiana Ibarretxe, MD,"”
Josep Basora, PhD,*” Carme Buixadera, MD,"? and Lluis Masana, PhD"?

Abstract

Objective: Some individuals with cardiovascular risk are unable to achieve even the lower internationally
recommended level of physical activity (PA). We aimed to study the impact of a lower-than-advised level of PA on
small artery vascular function and oxidative stress in overweight and obese postmenopausal women.

Methods: Forty-seven overweight and obese postmenopausal women completed a 4-month program of 1-hour low-
intensity PA for 2 days per week. Before and after the intervention, PA level (metabolic equivalent tasks/h/wk),
endogenous antioxidant status (superoxide dismutase and erythrocyte lysate and glutathione peroxidase erythrocyte
lysate concentrations, superoxide dismutase plasma and glutathione peroxidase plasma [GPXa] activities, and oxidized
low-density lipoprotein), asymmetrical dimethylarginine concentrations, endothelial function by small artery reactive
hyperemia index (saRHI), and resting heart rate (RHR) were assessed.

Results: After the intervention, a significant increase in GPXa and decreases in asymmetrical dimethylarginine
concentrations and RHR (P < 0.001 for all) were observed. Increases in PA were positively associated with increases in
saRHI (» = 0.330, P = 0.027) and GPXa (r = 0.299, P = 0.05) and a decrease in RHR (»r = —0.297, P = 0.047).
Multivariate analyses showed that the independent predictors of saRHI improvement were an increase in PA (8 =2.63;
95% CI, 1.24-4.19; P=0.019), a decrease in RHR (3 = 1.96; 95% CI, 1.01-5.03; P = 0.048), and an increase in GPXa

(B = 2.64; 95% CI, 1.18-5.08; P = 0.021).

Conclusions: Even low-intensity PA improves antioxidant capacity, RHR, and saRHI in postmenopausal women.
Advising postmenopausal women to increase their PA at any level seems warranted based on our preliminary and

hypothesis-generating data.

Key Words: Physical activity — Postmenopause — Oxidative stress — Small artery endothelial function — Asymmetrical

dimethylarginine — Physical activity intervention.
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egular physical activity (PA) is associated with a reduced

risk of cardiovascular events and is therefore a central

component in the primary and secondary prevention of
cardiovascular disease.'” Several major scientific bodies cur-
rently recommend and encourage at least 2.5 to 5 hours/week of
moderate-intensity PA or aerobic exercise training, or 1 to
2.5 hours/week of vigorous-intensity exercise.>*

Increased PA modulates oxidative stress and nitric oxide (NO) AQ4

bioavailability, both of which contribute to improved endothelial
function and reduced cardiovascular risk.>® Sedentary men and
women are known to have impaired endothelium-dependent
dilatation. Endothelial function is carefully controlled mainly
by the bioavailability of NO and by sympathetic and para-
sympathetic drive reflexes.” NO bioavailability is, in part,
the result of a balance between the production and the
neutralization of reactive oxygen species. In this context,
increased concentrations of asymmetrical dimethylarginine
(ADMA), an endogenous L-arginine analogue, may uncou-
ple endothelial NO synthase, which impairs NO production
but also increases superoxide production in the vascular

Menopause, Vol. 20, No. 10, 2013 1

Copyright © 2013 The North American Menopause Society. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTE DELS CANVIS TERAPEUTICS DE L'ESTIL DE VIDA SOBRE LA FUNCIO ENDOTELIAL AVALUADA PER TONOMETRIA ARTERIAL PERIFERICA

Jordi Merino Ribas

Diposit

AQ5

Legal: T.1560-2013

MERINO ET AL

endothelium.® Human and animal data show a clear asso-
ciation between reactive oxygen species production and
activation of the sympathetic drive, which may cause im-
pairment of NO release and function.”'° All of these factors
are of particular interest in postmenopausal women because
estrogen deficiency is associated with increases in both oxi-
dative stress and sympathetic reflexes.'"'? Although PA has
a clear positive impact on cardiovascular risk, some types
and levels of PA have been associated with increased oxi-
dation in the short term, and the impact on endothelial
function is controversial.'>'* Moreover, the reported low
adherence to PA interventions in large community-based
studies reflects the difficulty of implementing a PA plan.'>'®
This low adherence also contributes to the differences in
the abovementioned studies. Engaging chronically sedentary
groups with physical boundaries, such as aging and obesity,
into a PA program is rather difficult. A low-intensity PA
program could increase adherence. However, the real impact
of this PA level on cardiovascular performance and inter-
mediate factors for cardiovascular risk, such as oxidative
stress, resting heart rate (RHR), and endothelial function, has
not been assessed. In this work, we aim to determine whether
implementing a low-intensity PA program in a group of
sedentary overweight and obese postmenopausal women has
any impact on oxidative stress and small artery vascular re-
activity as a surrogate marker of endothelial function.

METHODS

Design, population, clinical assessment, and intervention

This is a nested study from a primary care community
program, “Step by Step,” involving all primary care centers in
the city of Reus, Spain. According to the aim of the study, 47
overweight and obese postmenopausal women of the Step by
Step Program were included. The inclusion criteria were as
follows: postmenopausal, at least 1 year since the last men-
struation, and either overweight (body mass index between
25 and 30 kg/m?) or obese (body mass index higher than
30 kg/m? or a waist circumference higher than 88 cm, as
specified by the Adult Treatment Panel III clinical criteria for
abdominal obesity). Exclusion criteria were as follows: previous
cardiovascular disease; chronic renal, hepatic, pulmonary, or
neurodegenerative conditions; and neoplasm antecedents or se-
vere diseases that may interfere with the ability to comply with
study protocol.

The Step by Step Program has been followed by more than
500 men and women at increased cardiovascular risk in the
previous 8 years. The aim of this community program is to
boost healthy lifestyle in people at increased cardiovascular
risk. It consists of 1-hour low-intensity walking sessions twice
aweek. These sessions are directed by healthcare and physical
education professionals. Before every session, participants
signed an attendance list.

A complete physical examination—including lifestyle com-
ponents (diet, PA, and smoking), anthropometry assessment,
and biochemical, abdominal fat, and vascular studies (small

2 Menopause, Vol. 20, No. 10, 2013

artery reactive hyperemia index [saRHI])—was performed be-
fore and after the 4-month follow-up period. The global coef-
ficient of variation risk was assessed using the Framingham risk
score. Leisure time PA was quantified as metabolic equivalent
tasks (METs) per week using the Minnesota questionnaire
adapted for the Spanish population.'” A validated semiquanti-
tative food frequency questionnaire was used to evaluate die-
tary habits.'® Adherence to Mediterranean dietary pattern was
assessed using the Mediterranean diet score (range, 0-55).'®
Tobacco status was assessed using standardized questionnaires
administered by healthcare providers.'” The women’s usual
pharmacological treatment was maintained. To achieve 80%
power to detect a difference between the means of 0.04 in
saRHI, 0.02 in ADMA, and 0.01 in superoxide dismutase
plasma (SODa) and glutathione peroxidase plasma (GPXa),
with a level of significance («) of 0.05 (two-tailed), we calcu-
lated the sample size using GraphPad StatMate 2.00. The
sample size required was 45 participants.

This study was conducted according to the guidelines of the
Declaration of Helsinki, and all procedures involving human
participants were approved by the Ethical and Clinical In-
vestigation Committee of the hospital. A written informed
consent form was obtained from all participants.

RHR and small artery function measurement

RHR and saRHI were measured using peripheral artery to-
nometry (PAT) (EndoPAT-2000; Itamar Medical Ltd., Israel).
Both measurements were performed in a quiet temperature-
controlled (22-24°C) room after the participants had fasted for
12 hours and had refrained from smoking or strenuous exercises
for 24 hours. The participants lay in a relaxed, quiet, and evenly
illuminated environment while the device recorded changes in
pulse waves in the digital arteries. PAT has been described
elsewhere.”” A 5-minute baseline measurement is performed,
after which the cuff is inflated enough above baseline systolic
blood pressure to produce ischemia. After 5 minutes of occlu-
sion, the cuff is rapidly deflated, and PAT tracing is recorded
for an additional 5 minutes. Blood flow measurements from
two fingertips on different hands—a test arm and a control
arm—were compared after a stabilization period. A second pair
of measurements for comparison was taken before and after
5 minutes of brachial ischemia in the test arm. The results were
processed with specific software to calculate the postischemic
reflex vasodilatation observed when measurements from the
test arm (before and after ischemia) were compared with those
from the control arm. The value generated was termed saRHI.
Arterial stiffness, measured as augmentation index, was also
determined during the same exploration and processed with
specific software by analyzing the differences in pulse wave
amplitude before and after ischemia in comparison with the
control arm. We then calculated the augmentation index ad-
justed to 75 beats/minute.

Subcutaneous and visceral fat determination

A MyLab 50 X-Vision ultrasonograph (Esaote, Italy)
equipped with a linear array ultrasound probe (7.5-12 MHz)
was used to assess body fat according to the ultrasound image

© 2013 The North American Menopause Society
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FIG. 1. Participants’ flow diagram.

review consensus.?' Briefly, the thicknesses of subcutaneous
fat and preperitoneal fat were measured by placing the probe
perpendicular to the skin on the epigastrium. The thickness of
subcutaneous fat is defined as the distance between the ante-
rior surface of linea alba and the fat-skin barrier. Preperitoneal
fat extends from the anterior surface of the liver (left lobe) to
the posterior surface of linea alba.

Biochemical determinations

Standard biochemical parameters were determined via the
usual methods. Glucose, cholesterol, triglyceride, Apo B100,
Apo A-l, direct low-density lipoprotein cholesterol, high-
density lipoprotein cholesterol, and high-sensitivity C-reactive
protein were measured using enzymatic and immunoturbi-
dimetric assays (Spinreact SA; Spain and Wako Chemicals
GmbH, Germany) adapted to the Cobas Mira Plus autoanalyzer
(Roche Diagnostics, Spain). The levels of superoxide dismutase
and erythrocyte lysate (SODc), SODa, glutathione peroxidase
erythrocyte lysate (GPXc), and GPXa were determined by
commercially available assays according to the manufacturer’s
instructions (Cayman Chemical Co.). ADMA (ADMA-ELISA;
Immunodiagnostik AG, Germany) and oxidized low-density
lipoprotein cholesterol (oxLDL-ELISA; Mercodia, Sweden)
plasma levels were determined by commercially available im-
munoassays according to the manufacturers’ instructions. Fatty
acid binding protein 4 (FABP4) levels were determined with

commercial ELISA kits (Bio Vendor Laboratory Medicine Inc.,
Brmo, Czech Republic).

Statistical analyses

Data are presented as mean (SD) or median (interquartile
range) for continuous variables and as frequencies for cat-
egorical variables. The normality of the distribution of var-
iables was assessed with the Kolmogorov-Smirnov test.
Differences between PA and anthropometric, biochemical, or
vascular data were analyzed with analysis of variance or
Kruskall-Wallis test for continuous variables or with x* test
for categorical variables. Univariate association was tested by
Spearman correlation analysis. A multiple stepwise logistic
regression test was performed to assess the determinants of
saRHI in our study group participants. The dependent variable
of interest was saRHI. Independent variables were selected
based on univariate analysis and from variables known to be
associated with the dependent variable, according to our pre-
vious studies. In this test, the independent variables were age,
smoking, increase in METs/hour/week, decrease in waist cir-
cumference, and changes in GPXa, SODa, RHR, and ADMA.
P values were calculated as two-sided; P < 0.05 was consid-
ered statistically significant. To avoid multiple comparisons
bias, we applied Bonferroni correction when assessing the
outcome variables (Table 2), considering P < 0.005 as the
statistical significance threshold. SPSS version 19.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL) was used for all statistical analyses.

RESULTS

Among 53 postmenopausal women recruited from the Step
by Step Program, 47 attended the final clinical exploration and
completed the study protocol (Fig. 1). The mean attendance at
PA sessions was 74%. After the intervention, an increase in
METs/hour/week (7.3 [2.9] vs 14.2 [1.1], P < 0.001) was
observed. Anthropometric measurements, Mediterranean diet
score, body fat distribution, and general biochemical charac-
teristics did not change during the intervention (Table 1).

Variations in antioxidant enzymes and vascular deter-
minants between baseline and the end of the intervention are
shown in Table 2. We observed significant increases in
intraerythrocyte and plasma superoxide dismutase concen-
trations (SODc; 2,075 [874] vs 3,331 [1,055] U/grHb, P <
0.001) and intraerythrocyte GPXc (9,506 [3,488] vs 12,628
[2,472] pwmol/min/grHb, P < 0.001). saRHI increased (1.97
[0.51] vs 2.26 [0.77], P = 0.043, nonsignificant) according to
a significant decrease in ADMA levels (0.48 [0.09] vs 0.40
[0.08] pmol/L, P < 0.001). Oxidized low-density lipopro-
tein cholesterol did not change significantly (83 [29] vs 77
[32] U/L, P=10.291). RHR decreased by 6.6% (9.8%) after the
intervention (P < 0.001).

Univariate tests showed that the increase in PA was
positively associated with the increases in saRHI (» = 0.330,
P=0.027; Fig. 2A) and GPXc (= 0.299, P = 0.05). Moreover,
PA inversely correlated with changes in glucose (r = —0.310,
P =0.038), body weight (r = —0.451, P = 0.002), and RHR
(r=—0.297, P =0.047).
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TABLE 1. Differences in clinical, anthropometric, and biochemical data between baseline and postintervention

Baseline (n = 47) Postintervention (n = 47) P

Age, mean (SD), y 62 (8)

Smokers, % 12.7

Obesity, % 52.7

Type 2 diabetes mellitus, % 9.1

Hypertension, % 36.4

METs/h/wk, mean (SD) 7.3(2.9) 14.2 (1.1) <0.001
Mediterranean diet score, mean (SD), U 29 (11) 30 (9) 0.719
Body weight, mean (SD), kg 72.4 (12.4) 72.3 (13.3) 0.885
Body mass index, mean (SD), kg/m’ 29.94 (4.48) 29.87 (4.79) 0.720
Waist circumference, mean (SD), cm 97 (13) 97 (14) 0.366
SAT, median (IQR), mm 16 (4.6) 15(5.2) 0.333
VAT, median (IQR), mm 14 (6) 13 (5) 0.106
Systolic blood pressure, median (IQR), mm Hg 130 (15) 135 (17) 0.081
Total cholesterol, mean (SD), mmol/L 5.45(1.18) 5.40 (1.04) 0.752
LDLc, mean (SD), mmol/L 3.61 (1.01) 3.55(0.89) 0.617
HDLc, median (IQR), mmol/L 1.30 (0.66) 1.29 (0.59) 0.680
Apo B100, mean (SD), mmol/L 1.22 (0.31) 1.22 (0.28) 0.984
Apo A-I, mean (SD), mmol/L 1.58 (0.34) 1.64 (0.26) 0.208
Triglycerides, median (IQR), mmol/L 1.10 (0.61) 1(0.7) 0.731
FABP4, mean (SD), ng/mL 31.5 (14.9) 30.1 (12.6) 0.521
HsCRP, median (IQR), mg/L 4.54 (5.82) 3.92 (4.72) 0.496

Values were derived using analysis of variance or Wilcoxon test for continuous variables, or x* test for categorical variables.
MET, metabolic equivalent task; SAT, subcutaneous adipose tissue; IQR, interquartile range; VAT, visceral adipose tissue; LDLc, low-density lipoprotein
cholesterol; HDLc, high-density lipoprotein cholesterol; FABP4, fatty acid binding protein 4; HsCRP, high-sensitivity C-reactive protein.

Changes in saRHI inversely correlated to changes in RHR
(r = —0.364, P = 0.021; Fig. 2B). Participants with greater
increases in saRHI had greater increases in SODc levels
compared with participants who had smaller increases in
saRHI (2,134 [411] vs 326 [286] U/grHb, P = 0.04).

A multiple stepwise logistic regression test was performed
to assess the main determinants of endothelial function im-
provement, using saRHI increase as the dependent variable.
The independent variables included age, smoking, increase in
METs/hour/week, decrease in waist circumference, GPXc
increase, SODc increase, changes in RHR, and ADMA de-
crease. After adjustment for interactions, the best predictor
model (R* Nagelkerke = 0.427; 81.4% of correctly prognos-
ticated values) included smoking, increase in METs/hour/
week, changes in RHR, and increase in GPXc. When this test
was forced, the increase in METs/hour/week (B = 2.63; 95%
CI, 1.24-4.19; P = 0.019), changes in RHR (8 = 1.96; 95%
CI, 1.01-5.03; P = 0.048), and increase in GPXc (B = 2.64;

95% CI, 1.18-5.08; P = 0.021) remained independent pre-
dictors of saRHI improvement (Fig. 3).

DISCUSSION

Our work shows that low-intensity PA applied to sedentary
overweight and obese postmenopausal women improves sev-
eral parameters associated with cardiovascular health and that
there is high adherence to such a PA program. International
recommendations by different scientific societies establish at
least 2.5 to 5 hours/week of moderate-intensity walking to
reduce cardiovascular risk.>* However, even this small
amount of activity cannot be met by many older, handicapped,
or metabolically limited people, such as those with obesity.
Therefore, an evaluation of the impact of exercise levels be-
low these recommendations is warranted. A low-intensity PA
intervention results in an augmented antioxidant system,
measured by the activity of the enzymes superoxide dismutase
and glutathione peroxidase. The increases in these enzymes

TABLE 2. Oxidative and vascular differences between baseline and postintervention

Baseline (n = 47) Postintervention (n = 47) P
SODc, median (IQR), U/grHb 2,075 (874) 3,331 (1,055) <0.001
SODa, mean (SD), U/mmol 3.8(14) 4.7 (1.9) 0.018
GPXc, median (IQR), pmol/min/grHb 9,506 (3,488) 12,628 (2,472) <0.001
GPXa, mean (SD), pwmol/min/mL 40 (13) 36 (16) 0.103
ADMA, median (IQR), wmol/L 0.48 (0.09) 0.40 (0.08) <0.001
LDLox, median (IQR), U/L 83 (29) 77 (32) 0.291
saRHI, median (IQR), U 1.97 (0.51) 2.26 (0.77) 0.043
RHR, mean (SD), beats/min 71 (10) 65(9.2) <0.001
Alx@75, median (IQR), U 27.5 (14.2) 30.1 (17.7) 0.191

Baseline values were compared with postintervention values using paired 7 test or Wilcoxon test for continuous variables.

P < 0.005 (adjusted with Bonferroni correction) is the statistical significance threshold.

SODc, superoxide dismutase and erythrocyte lysate; IQR, interquartile range; SODa, superoxide dismutase plasma; GPXc, glutathione peroxidase erythrocyte
lysate; GPXa, glutathione peroxidase plasma; ADMA, asymmetrical dimethylarginine; LDLox, oxidized low-density lipoprotein cholesterol; saRHI, small artery
reactive hyperemia index; RHR, resting heart rate; AIx@75, augmentation index adjusted to 75 beats/minute.
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FIG. 2. A: Association between changes in small artery reactive hyperemia index (saRHI) and changes in physical activity. Univariate associations were
derived from Spearman correlation analysis. B: Association between changes in small artery reactive hyperemia index and changes in resting heart rate.
Univariate associations were derived from Spearman correlation analysis. MET, metabolic equivalent task.

A small artery reactive hyperemia index

A METs/h/w k - 1

AGPXc, umol/min/grHb

A Resting heart rate, bpm —.—

Smoking ——

[ T T I I 1
-2 0 2 4 6 8

P-regression coefficient

FIG. 3. Determinants of small artery reactive hyperemia. Dependent variable: small artery reactive hyperemia index (saRHI) changes between baseline
and postintervention. Independent variables: smoking, increase in metabolic equivalent tasks (METs)/hour/week, changes in resting heart rate, and
increase in glutathione peroxidase erythrocyte lysate (GPXc). R* Nagelkerke = 0.42; 81.4% of correctly prognosticated values.
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suggest better antioxidant status, although we did not observe
any effect on plasma lipid oxidation, as measured with oxi-
dized low-density lipoprotein levels. saRHI, a surrogate of
endothelial function, showed a nonstatistically significant
improvement trend. Albeit nonsignificant, the saRHI increase
was positively associated with the increase in PA and the
improvement in oxidative parameters, and inversely associ-
ated with ADMA levels and RHR, in concordance with an
overall benefit on cardiovascular health parameters.

Current evidence suggests that PA improves several classical
cardiovascular risk factors and measures of the new biomarkers
of cardiovascular risk, including oxidative stress,'***** endo-
thelial wall dysfunction,”*'*** and high RHR."' Weight loss,
especially visceral fat loss®* (but also subcutaneous fat loss),>
is one of the main determinants of these changes. By assessing
body fat patterns with standardized echography methods, we
observed that our results were independent of changes in body
weight loss or body fat distribution. Moreover, our group has
recently published that a moderate increase in PA decreases a
marker of adipose tissue distribution, such as FABP4 levels;
specifically, an increase of 30 METs/hour/week decreases
FABP4 by 10.3 U.%° In the present study, the low increase in
PA has not been associated with FABP4 changes.

We found that ADMA levels decrease significantly with
low-intensity PA. Exercise training has been documented to
decrease ADMA levels,”” but no data on low-intensity PA are
available. ADMA acts as a strong endogenous endothelial NO
synthase inhibitor by blocking NO synthesis from the amino
acid L-arginine, which contributes to the initiation and pro-
gression of atherosclerosis.® Therefore, the reduction of ADMA
and the increase in saRHI might also contribute to endothelial
function improvement in postmenopausal women undergoing
low-intensity PA. Even though we cannot obtain mechanistic
data from this study, our results support improvements in oxi-
dative status and small artery endothelial function markers.
These results were confirmed in multivariate analyses showing
that both PA and antioxidant enzymes play a role in the ob-
served improvement in endothelial function.

Another relevant finding is the significant decrease in RHR
observed after the intervention. High RHR has been identified
as a potential accelerator of atherosclerosis via its negative ef-
fects on the endothelium attributed to shear and mechanical
stress. In fact, modifications of the hemodynamic environ-
ment by an accelerated heart rate probably contribute to en-
hanced atherosclerosis in certain parts of the vascular tree.”® It
is known that physical exercise improves heart function by
reducing RHR; however, small amounts of PA already have a
positive impact. Interestingly, changes in RHR were among the
determinants of saRHI changes, supporting the idea that heart
functionality is linked to overall endothelial function. In ac-
cordance with this observation, clinical trials with ivabradine, a
selective inhibitor of I channels, showed a relationship be-
tween decreased RHR and improved endothelial function.*®?’
This association is not fully understood, but evidence derived
from ivabradine studies produced two possible explanations for
this effect. First, with slowing heart rate, shear stress becomes
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more constant, and thus flow is more constant, leading to a
reduced burden on arterial wall function.’® Second, with high
RHR (which is associated with mechanical stress from each
heartbeat), the wall becomes stiffer; this is associated with ac-
celerated endothelial cell turnover, premature senescence of the
endothelium, and high shear stress.*! Our results support these
observations and extend them to clinical practice, suggesting a
benefit of low-intensity PA on overweight and obese post-
menopausal women.

Study limitations

Our study has some limitations. Because the study was
conducted in a specific group of overweight and obese post-
menopausal women, the results cannot be generalized to other
specific populations. Because the study has not introduced a
control group, we cannot exclude from the results the effects of
time and regression-to-the-mean phenomenon. Although not
described, the pharmacological agents being taken by the par-
ticipants or the interactions between the pharmacological agents
and PA changes could have influenced changes in oxidative
stress or endothelial function. PA is measured objectively by
self-reports that may lead to misclassification and bias toward
weaker PA or health benefit associations. Nevertheless, the PA
sessions were directed by healthcare and physical education
professionals, and participants signed an attendance list before
every session. Considering that the intervention lasted for only
4 months, long-term follow-up may provide a better perspective
of the observed changes.

CONCLUSIONS

Our preliminary hypothesis-generating study suggests that
even low increases in PA have a positive impact on cardiovas-
cular health markers in overweight and obese postmenopausal
women. New long-term clinical trials are needed to establish
clinical guidelines on implementing even low-intensity PA in
groups with physical limitations.
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La malaltia cardiovascular és la responsable de la majoria de morts en tot el
mén, i és actualment I'amenaca més perniciosa de la salut publica global 20124,
Estudis previs han demostrat que la millora en 3 comportaments ambientals:
deixar de fumar, consumir una dieta equilibrada i un nivell d’activitat fisica
adequat, és una estrategia efectiva en disminuir la repercussié de les malalties
no transmissibles, particularment l'obesitat, la diabetis, la malaltia coronaria i el

cancer 11, 129, 242

. Aquest fet és probablement degut a que l'arteriosclerosi es
considera un procés dinamic i gradual de disfuncié endotelial, d’etiologia
multifactorial, resultat de diferents factors genétics i ambientals. La preséncia de
factors de risc cardiovascular accelera el procés de disfuncié endotelial i
interfereix en la integritat anatomica de I'endoteli, que pot ser el precursor de
malaltia vascular i d’events clinics molts anys abans de que es manifesti 243 2%,
Aixi, la determinacié de la funcié endotelial de petita artéria mitjancant el métode
PAT ha estat recentment homologada per la Food and Drug Administration (FDA)
com a eina d’avaluacié de la funcié endotelial i cribatge del risc cardiovascular
447 La importancia de detectar la disfuncié endotelial de petita artéria és degut
a que aquestes alteracions vascular precediran alteracions morfologiques i
funcionals de les artéries de major diametre com les musculars o les de
conduccid. S’ha evidenciat que la disfuncié endotelial de petita artéria té especial
repercussid sobre la rigidesa arterial i el desenvolupament de hipertensid
arterial, sobre alteracions en la circulacié del teixit adipds i repercussié sobre la
circulacié de les artéeries de la substancia blanca del cervell. Tot i aquesta diferent
associacié entre la disfuncié endotelial de petita artéria i la disfuncié endotelial
d'artéria de conduccié, alguns mecanismes de disfuncié endotelial podrien ser

comuns en artéries de major i menor diametre. Dades del nostre grup conclouen

gue la determinacié de la funcié endotelial per PAT s’associa de forma inversa a
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les concentracions plasmatiques de sE-selectina, suggerint que almenys alguns
mecanismes estan compartits en la disfuncié endotelial de gran i petita arteria
245 Altres exemples d’aquests mecanismes compartits podrien ser la inflamacid
local, que pot afectar a una artéria de conducci6 o una de resisténcia, o la
incapacitat de reparar el dany fisic sobre la cél-lula endotelial que condueix a una
senescéncia endotelial caracteritzada per un patré6 de comportament pro-

inflamatori i pro-aterogénic 2*% 2%,

Diferents estudis clinics aleatoritzats han estudiat I'efecte de la composicié de la
ingesta sobre la funcié endotelial utilitzant el metode FMD, amb resultats no
convincents degut a diferents motius com la no estandarditzacié dels criteris de
definicié de la ingesta, diferent composicié dels tipus de greixos consumits o la
situacié postprandial en la determinacié de la funcié endotelial 18>19% 197. 198 par
augmentar |'especificitat i sensibilitat de la valoracié de la ingesta es va utilitzar,
en el primer estudi, un métode validat que classifica els individus en funcié del
gradient de percentatges en carbohidrats, greixos i proteines en relacié al
consum total de calories consumides al dia, el Low Carbohydrate diet Score
(LCDS). Estratificant els pacients de I'estudi 1 en funcid del valor del LCDS, es va
observar que uns valors elevats en aquest index (27 punts (Q4)) que representa
un 29% carbohidrats, 24% proteines i 44% greixos, es relacionaven de forma
significativa amb una pitjor funcié endotelial de petita artéria avaluada pel saRHI
en comparacié amb els individus amb una puntuacio baixa (14 punts (Q1)), que
representa 45% carbohidrats, 20% proteines i 32% greixos). Es van observar
diferéncies significatives entre el quartil superior del LCDS i l'inferior de LCDS en
situacions patoldogiques com I|'obesitat abdominal, la diabetis tipus 2 o la

sindrome metabolica. De fet, el valor del LCDS va ser l'Unic determinant
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independent associat a una millor funcié endotelial de petita artéria en un model
multivariant ajustat. Tot i que els marcadors bioquimics de funcié endotelial,
inflamacié i oxidacid no van variar de forma significativa entre els quartils de
distribucié de la ingesta, si que es va observar una tendencia en el mateix sentit
gue el test clinic de determinacié de la funcié endotelial de petita artéria. Aquests
resultats van en el mateix sentit que les observacions prévies, on dietes baixes o
molt baixes en hidrats de carboni poden repercutir sobre la funcié endotelial de
petita i mitjana arteria. Aquesta relaci6 amb els estudis previs és important, ja
que, tot i que les alteracions de la funcié endotelial varien segons el territori
arterial, alguns mecanismes de disfunci6 endotelial podrien ser comuns

independentment del territori afectat.

En I'estudi 2 es va voler profunditzar en aquesta observacié prévia i es va voler
estudiar els components alimentaris que podien modular la funcié endotelial de
petita artéria. Per aix0 es avaluar |'efecte prospectiu del consum de greixos
poliinsaturats de cadena llarga omega-3 sobre el saRHI. L'evidéncia respecte al
consum de greixos omega-3 i els beneficis sobre el sistema cardiovascular ha
estat ampliament estudiada i demostrada. Ara bé, els estudis realitzats utilitzant
suplements de greixos omega-3, ja sigui de cadena llarga o de cadena mitjana,
ofereixen resultats conflictius en relacié a la millora clinica de la funcidé endotelial
quan s’avalua per FMD 1°6:157,160-163,165166 " king 3 |’actualitat, només hi ha dos
estudis que relacionen els greixos poliinsaturats de cadena llarga omega-3 amb
la determinacié de la funcié endotelial de petita artéria, i aguests estudis aporten
resultats diferents. Un estudi conduit en 25 adolescents obesos durant 3 mesos
amb la suplementacié diaria d’1.2gr EPA + DHA va observar una millora

significativa en el saRHI i en la inflamacié després de la intervencié *®*. Per altra
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banda, en un estudi conduit amb 26 pacients amb HTG moderada es va realitzar
un estudi creuat de 8 setmanes d’intervencié a una exposicié de 0.85gr EPA +
DHA i 3.4gr EPA+DHA. No es van observar diferencies significatives en la
determinacio de la funcié endotelial de petita artéria en cap de les dues branques
de suplementacié %. Dividint els individus en tertils de la variacié de la ingesta
de greixos poliinsaturats de cadena llarga omega-3, es va observar que
I'augment en la ingesta de greixos poliinsaturats de cadena llarga omega-3 (T3,
increment de 125 a 989mg/dia) es relacionava de forma significativa amb el
saRHI. Es va observar una millora inter-tertil per aquells individus que havien
augmentat el consum en greixos poliinsaturats de cadena llarga omega-3, i es va
observar una millora en el diferencial del saRHI quan es va comparar els
individus que havien augmentat la ingesta en relacié als que I'havien disminuit.
Aquest efecte es va poder explicar, en part, per I'efecte beneficids de I'augment
de la ingesta d’aquests tipus de greixos en marcadors d’inflamacié (PCR, TNF-a),
proteines d’adhesid (sE-selectina ICAM-1, VCAM-1), augment de les HDL i
marcadors d’estrés oxidatiu (LDLox). En el present estudi, |'associacié amb totes
aquestes variables (excepte per la sE-selectina) va perdre la seva significanca
estadistica quan es va ajustar pel consum de greixos poliinsaturats de cadena
llarga omega-3. Aquest resultat va suggerir que l'efecte final dels greixos
poliinsaturats de cadena llarga omega-3 sobre el saRHI podria estar mediat a
través d’una disminucié de la inflamacié (disminucié dels nivells de TNF-a i PCR),
disminucié de les molécules d’adhesié circulants (VCAM-1, ICAM-1), disminucid
de marcadors d’estrés oxidatiu (LDLox) i millora de la funcionalitat de les
particules HDL (augment d’ApoAl), ja que quan es van ajustar els models
estadistics per I'augment del consum de greixos poliinsaturats de cadena llarga

omega-3 (augment de 100mg/dia) es va perdre la significanca d’aquestes

156



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTE DELS CANVIS TERAPEUTICS DE L'ESTIL DE VIDA SOBRE LA FUNCIO ENDOTELIAL AVALUADA PER TONOMETRIA ARTERIAL PERIFERICA
Jordi Merino Ribas

Dipodsit Legal: T.lS?(?—Eﬁ]sSCUSSié

variables relacionades préviament amb els canvis en el saRHI. L'efecte observat
en el present estudi dels greixos poliinsaturats de cadena llarga omega-3 sobre
la inflamacio, les molécules d’adhesidé i |'estrés oxidatiu, ha estat reportat en
diferents estudis i sembla un mecanisme ben estudiat atribuible a la ingesta
d’aquest tipus de greixos. Referent a |'actuacid sobre les HDL, |'efecte observat
podria ser especulatiu, degut a que no s’han determinat activitats enzimatiques
per poder afirmar que l'efecte dels greixos poliinsaturats de cadena llarga
omega-3 condueix a una millora de la funcionalitat de les HDL. Tot i aixi,
diferents estudis clinics han demostrat que la suplementacié amb greixos omega-
3 s’'associa a un increment de les particules HDL grans i/o disminucié de les HDL
petites ?*’. A més del consum dels greixos poliinsaturats de cadena llarga omega
3, la practica habitual d’activitat fisica i deixar de fumar, sén eines efectives que
contribueixen de manera significativa a I'augment de les concentracions d'HDL
248 E|s estudis actuals relacionen la practica d'activitat fisica d'intensitat baixa o
moderada amb una disminucié del risc d'events cardiovasculars, atribuint a
I'activitat fisica un component central en la prevencié primaria i secundaria de la
malaltia cardiovascular. Les societats cientifiques recomanen un minim de 2.5 a
5h/setmana d'activitat fisica d'intensitat moderada o baixa, o almenys d’l a
1.5h/setmana d’activitat fisica intensa per disminuir el risc cardiovascular. Tot i
aixi, no hi ha evidéncies sobre l'activitat fisica de menor intensitat i la relacid
amb la millora de la funcié endotelial en persones que tenen limitacions per
aconseguir uns nivells minims d‘activitat fisica com recomanen les societats
internacionals.

L'objectiu de l'estudi 3 va ser avaluar l'efecte de l'activitat fisica de baixa
intensitat sobre la funcié endotelial de petita artéria, I'oxidacid, I’'estrés oxidatiu i

el greix abdominal en un grup de dones postmenopausiques amb sobrepés o
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obesitat. Es va observar que l'augment d’activitat fisica de baixa intensitat, un
increment en 2 hores a la setmana de caminar a ritme baix (corresponent a un
increment de 7 METs/hora/setmana), es va relacionar amb un augment de les
defenses antioxidants, avaluat per la concentracid i activitat dels enzims SOD i
GPx i de la funcié endotelial, avaluat mitjancant les concentracions d’ADMA i el
saRHI. L'augment d'aquests enzims va suggerir un millor estat antioxidant, tot i
que no es van observar diferéncies significatives en I|‘oxidacié dels lipids
plasmatics mesurats amb LDLox. Una possible explicacié d’aquest fet podria ser
que les particules LDLox plasmatiques son eliminades rapidament via hepatica i
amb la millora de la resposta antioxidant no s‘observin diferéncies significatives
sobre aquestes particules, pero si que la millora d’aquest sistema antioxidant es
podria relacionar amb la menor oxidacié de particules LDL oxidades a l'espai
subendotelial 3> %*°, tot i que en el nostre estudi no es van avaluar.

L'evidéencia actual suggereix que l'activitat fisica millora els factors de risc
cardiovascular classics, aixi com nous biomarcadors de risc cardiovascular com

1, 2, 250

I'estrés oxidatiu , la inflamacid ' o la disfuncié endotelial 31:2°1252, Es coneix

que la pérdua de pes, especialment a partir de greix visceral 2> perd també de

254 és un dels majors determinats d’aquests canvis. Avaluant el

greix subcutani
patré de greix abdominal mitjancant un métode validat i estandarditzat
d’ultrasons, hem observat que els resultats d’aquest estudi van ser independents
a la perdua de pes o a la variacié en la composicié del greix abdominal. Hem
observat que les concentracions d’ADMA disminueixen de forma significativa amb
un exercici de baixa intensitat. Fins al moment, no hi havia dades que un exercici

de baixa intensitat pogués disminuir el nivells d’ADMA en un grup de dones

postmenopausiques amb sobrepés o obesitat.
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Un altre resultat rellevant del treball va ser la disminucié significativa en la
freqliencia cardiaca en repos (FCR). La FCR ha estat associada com un potencial
accelerador del procés d’arteriosclerosi via els seus efectes negatius sobre
I’endoteli degut a l'estrés mecanic de flux i l'estrés tensional. De fet, les
modificacions en I'ambient hemodinamic degudes a l'acceleracié de la FCR
contribueixen a promoure l'arteriosclerosi en certes zones de |'arbre arterial 2°°.
Es conegut que I'activitat fisica millora la funcié cardiaca disminuint la FCR; tot i
aixi, és important assenyalar que petites variacions en el nivell d’activitat fisica
tenen un efecte positiu. Els canvis en la FCR van ser un dels principals
determinants de la millora del saRHI, fet que sosté en concepte que la
funcionalitat cardiaca esta lligada a la funcié endotelial i viceversa. D’acord amb
aquestes observacions, els estudis clinics amb ivabradina, un inhibidor selectiu
dels canals I, mostren una relacio forta entre la disminucié de la frequencia
cardiaca i la millora de la funcié endotelial **> 2°®, Aquesta associacid no esta
completament entesa, pero I'evidéncia dels estudis amb ivabradina descriu dues
possibles explicacions de la relacié entre la millora de la FCR i la funcio
endotelial. La primera és que disminuint la freqliieéncia cardiaca |'estres tensional
és més constant, conduint a un flux més constant que ajuda a una disminucié del

| 27, El segon esta

dany que ocasiona el flux no laminar sobre la paret arteria
associat amb l'estrés mecanic de cada batec cardiac. A una freqiiéncia més
elevada, la paret arterial es converteix en més rigida, fet que s’associa amb un
nivell accelerat de recanvi endotelial degut al major dany, una senescéncia
prematura de I'endoteli i un estrés tensional més elevat 3°. Els nostres resultats

van estar d’acord amb l'efecte global que la freqliencia cardiaca es relaciona amb

la millora de la funcié endotelial d’artéria petita i es podran fer extensius a la
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practica clinica suggerint un benefici de |'activitat fisica de baixa intensitat en un

grup de dones postmenopausiques amb sobrepes o obesitat.

Els nostres resultats reforcen el concepte que els canvis terapeutics sobre I'estil
de vida tenen una repercusié important sobre el risc cardiovascular global i la
funcié endotelial. Aquesta tesi aporta evidéncies que un patré de consum amb un
percentatge de macronutrients similar al patré de consum mediterrani té un
efecte significatiu sobre la funcid endotelial de petita artéria. Estudiant els
greixos alimentaris hem observat que el consum de greixos poliinsaturats de
cadena llarga omega-3 tenen un paper beneficids sobre la millora de la
inflamacid, oxidacio, biomarcadors de funcié endotelial i la funcid6 endotelial de
petita artéria. A més la practica d'activitat fisica d'intensitat baixa, augmentar
7METs/h/setmana, té un efecte beneficids enfront a la oxidacid, freqliéncia

cardiaca i funcié endotelial de petita artéria.

Els nostres estudis tenen diferents limitacions. Una d’'important i inherent a la
ubicacié de la Unitat, és que els pacients dels estudis sén pacients en prevencio
primaria amb un risc cardiovascular moderat o alt (estudi 1 i 2), fet que fa que
els resultats no siguin extrapolables a la poblacié general o a la poblacié en
prevencid secundaria. Tot i que es va realitzar una historia clinica completa i les
medicacions que prenien els pacients es van considerar en els tests estadistics,
una altra limitacié important podria ser la interferéncia que hi pot haver entre les
variables estudiades i els farmacs que prenien els pacients. Una altra limitacié
relacionada amb els estudis que avaluen la composicié nutricional amb variables
de risc cardiovascular, és que poden no tenir en compte la composiciéo o les

variacions en la composicié de micronutrients o oligonutrients, ja que aquests
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sovint no apareixen a les taules de composicié nutricional degut a que la
variabilitat sobre el mateix aliment és significativa. Una limitacié destacable de
I'estudi 1 és que es tracta d'un estudi observacional, per tant no es pot
interpretar una causalitat entre els resultats de millora de la funcié endotelial de
petita artéria i els diferents percentatges de consum de macronutrients. A més,
en aquest estudi es va utilitzar una metodologia per estratificar la ingesta que ha
estat desenvolupada a partir de la ingesta d’una poblacié representativa dels
Estats Units. Tot i aixi, estudis recents mostren que el patré de consum dels
participants del nostre territori amb risc cardiovascular moderat o alt és semblant
al consum que es realitza als Estats Units 2°8.

La major limitacié de l'estudi 3 és que el temps d’intervencié és relativament
curt, i que les dades sobre l'activitat fisica estan reportades directament pels
participants. Una perspectiva més amplia de temps i una activitat fisica
mesurada per altres métodes més precisos, ens podrien donar una major

informacid sobre l'efecte de |'estrés oxidatiu, les concentracions d’ADMA i la

freqliencia cardiaca en repds sobre la disfuncié endotelial de petita arteéria.
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Dels resultats obtinguts dels estudis documentats en aquesta tesi doctoral es pot
concloure que els canvis terapeutics de I'estil de vida tenen un efecte beneficids
significatiu sobre la millora de la funcié endotelial de petita artéria. Els nostres
resultats estan en concordanca amb la majoria d’evidéncies previes reportades
sobre canvis terapéutics de l'estil de vida i disfuncidé endotelial, avaluada per
altres métodes clinics o mitjancant metodes bioquimics d’avaluacié de la funcié

endotelial. En concret es pot concloure que:

1- Un patré de consum alimentari elevat en greixos i proteines i baix en hidrats
de carboni es relaciona amb una pitjor funcié endotelial de petita arteria,
especialment en les alteracions metaboliqgues més freqients, i que comporten
més risc cardiovascular com |'obesitat abdominal, la diabetis tipus 2 o la

sindrome metabolica.

2- L'efecte saludable dels greixos poliinsaturats de cadena llarga omega-3 sobre
Iindex saRHI reforca la idea que aquests acids grassos poden actuar com a
agents protectors vasculars en les artéries petites. Els resultats de la present tesi
van ser observats en el context de variacions en la ingesta enlloc de la utilitzacio
de suplements nutricionals, reforgant la nocid que, tot i petites variacions en el
consum de proteina, hidrats de carboni, greixos o l'augment del consum de
greixos poliinsaturats de cadena llarga omega-3 a llarg termini, en el context de
canvis factibles en el consum es relaciona amb la millora de la salut

cardiovascular.
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3- Els nostres resultats son consistents en que l'activitat fisica presenta un rol
important en la prevencié primaria i secundaria de la malaltia cardiovascular.
Hem observat que fins i tot quan es fomenta la practica d’activitat fisica de baixa
intensitat, sobretot en persones amb limitacions o poca adheréncia a programes
d’activitat fisica, s’observen resultats significatius sobre la millora de la funcid

endotelial de petita arteéria, la freqliéncia cardiaca i la capacitat antioxidant.

Tot i aixi, son necessaris estudis amb un periode d’intervenci6 més llarg, que
incloguin un major nombre de pacients ben caracteritzats de diferents zones
geografiques i controlant al maxim les possibles variables confusores per poder
establir un nivell d’evidéncia cientifica superior en relacié als canvis terapeéutics

de l'estii de vida i la funci6 endotelial de petita artéria.
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Degut a que els canvis terapeutics de l'estil de vida tenen la capacitat de
modular el funcionament de l’endoteli vascular de petita arteria, la inflamacid,
I'estrés oxidatiu i I'expressié de citoquines del teixit adipds, seria convenient
conéixer millor les vies metaboliques i de senyalitzacid cel-lular implicades en
aquests beneficis, amb la finalitat de poder optimitzar al maxim el tipus
d’intervencié sobre el canvi d’estil de vida. En el camp de la nutricié, la
nutrigendmica i la nutrigenetica sén una realitat a curt termini ja que en funcio
de les caracteristiques individuals es poden optimitzar processos metabolics. Tot
i aixi, amb el coneixement de les noves modulacions epigenetiques i regulacid
per micro ARN, queda un llarg cami per entendre com I'alimentacié pot jugar un
paper en la prevencié de les malalties cardiovasculars. A més en els camps del
tabaquisme o l'activitat fisica no es coneixen gaire els moduladors de resposta
beneficiosa per la salut, fet que és una mancanca per poder abordar aquestes

situacions de la millor forma possible.

Com s’ha demostrat en diferents estudis clinics i al llarg d’aquesta tesi doctoral,
els canvis terapéutics de l'estil de vida tenen la capacitat de millorar la funcié
endotelial de petita artéria. Es probable que a mig termini tinguem dades que
aquestes millores en la funcié endotelial de petita artéria es relacionin amb una
menor morbi-mortalitat cardiovascular. Per tant, aprofitar o fonamentar una
accié tant senzilla com un estil de vida saludable, referent a l'alimentacio,
activitat fisica o habit tabaquic, pot tenir una repercussié molt gran en tots els
sentits, comencant per la salut del pacient i acabant per la salut del nostre

sistema sanitari.
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