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RESUMEN

Marco tedrico: la esclerosis maltiple (EM) es una enfermedad neurodegenerativa
cronica, de caracter inflamatorio, desmielinizante y autoinmune. Entre sus mecanismos
patogénicos destaca un alto estrés oxidativo y alteraciones energéticas a nivel
mitocondrial que implican a su vez elevados niveles de inflamacién; y sintoméaticamente
cambios antropométricos, caracterizados por disminucion de la masa muscular
acompanada de aumento de la masa grasa, lo que conllevan incapacidad funcional
progresiva. Estos cambios suelen promover la presencia de obesidad, especialmente a
nivel abdominal, intimamente relacionada con la inflamacion, y que a su vez implica
riesgo de alteraciones cardiacas presentes en muchos de los pacientes.

La administracion del polifenol epigalocatequina galato (EGCG); y el aumento en sangre
de cuerpos cetdnicos (especialmente PHB) tras metabolismo hepatico de alimentos ricos
en acidos grasos de cadena media (AGCM) entre los que destaca el aceite de coco,
muestran efectos antiinflamatorios y beneficios sobre variables antropométricas y
bioquimicas, que disminuyen el riesgo cardiovascular.

Objetivos: como objetivo principal se plantea evaluar el impacto de la intervencién de
EGCG vy aceite de coco en los niveles de inflamacion relacionados con la actividad
cardiaca de pacientes con EM; y como objetivos secundarios, determinar la posible
mejora antropomeétrica, los cambios en el perfil lipidico y el impacto en el riesgo cardiaco,
tras la intervencion.

Material y métodos: se realizd un estudio piloto, prospectivo, analitico cuantitativo y
experimental mediante un ensayo clinico. La muestra poblacional inicial del estudio fue
de 72 pacientes diagnosticados de EM, de los cuales a 57 se les realizé el estudio
antropométrico; y finalmente 51 recibieron el tratamiento o placebo durante 4 meses, para
lo cual fueron asignados al azar en un grupo control y un grupo intervencion. Este ultimo
tomo la dosis diaria de 800 mg de EGCG y 60 ml de aceite de coco, mientras que el grupo
control recibio6 un placebo; todos los pacientes del estudio siguieron una dieta isocalorica
de naturaleza mediterranea, adaptada individualmente. Antes y después de la intervencion
se midieron: variables antropométricas, permitiendo detectar la presencia de obesidad
abdominal y riesgo cardiaco; diferentes marcadores en sangre como: niveles de BHB,
lipoproteinas (como colesterol total (CT), lipoproteinas de alta densidad (HDL) y baja
densidad (LDL), apolipoproteina A-1 (APOA-1) o triglicéridos (TG)), haptoglobina
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(Hp), proteina C reactiva (PCR), actividad de la paraoxonasa 1 (PONL1),
butirilcolinesterasa (BuChE), albdmina, cortisol, e interleuquina 6 (IL-6); y la Escala
Expandida de Estado de Discapacidad (EDSS) que determina la capacidad funcional.

Resultados: a nivel antropométrico, el 87,7% de los pacientes con EM presentan
obesidad abdominal, los cuales ademas presentan un indice de masa corporal (IMC),
porcentaje de grasa corporal, circunferencia de la cintura, ratio cintura cadera (RCC) y
ratio cintura altura (RCA) significativamente mas altos que los pacientes sin obesidad
abdominal. Ademas, la IL-6 es significativamente mas alta en los pacientes con obesidad
abdominal (mientras que no existen diferencias en los valores medios de la actividad de
PON1), y muestra una correlacion significativa y positiva con la circunferencia de la
cinturay RCA. Tras el tratamiento, se observo unicamente en el grupo intervencion una
disminucion significativa del porcentaje de grasa, RCC y el peso de grasa; y un aumento
significativo del porcentaje de masa muscular. Y en cuanto a los biomarcadores,
unicamente en el grupo intervencién aumentd significativamente en sangre: BHB,
BuChE, la actividad de PON 1 y la albumina; y la IL-6 y los triglicéridos disminuyeron
significativamente (al igual que EDSS, lo que representa una mejora en la capacidad
funcional). Mientras que en el grupo control solo disminuy0 IL-6. El cortisol no mostro
cambios para ninguno de los grupos. Ademas, la BuChE unicamente correlaciona
significativa y positivamente en el grupo intervencion con los porcentajes de masa grasa,
los niveles de TG en sangre y la actividad de PON1. También, y a pesar de que las mejoras
musculares solo se dan en el grupo intervencién, y que Hp muestra correlacion
significativa y positiva con los niveles de IL-6 y negativa con el porcentaje de mudsculo
previa a la intervencién, los niveles de Hp en la sangre no variaron en este grupo. En
cuanto a las lipoproteinas en sangre, el CT aumento significativamente en ambos grupos,
HDL aumento solo en el grupo control, y los TG, que muestran diferencia tendencia entre
los grupos (con incremento en el grupo control y disminucién en el de intervencion), tras
analisis como muestras independientes mostro diferencias significativas con niveles mas
bajos en el grupo intervencion. Ademas, solo en el grupo intervencion, los TG
correlacionan significativamente con los valores de EDSS de manera positiva, y a su vez
estos valores de EDSS correlaciona significativa y positivamente con los valores de PCR
en sangre, lo que parece indicar la relacion de los niveles elevados de TG e inflamacion

con la capacidad funcional.
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Finalmente, y posiblemente como consecuencia de estos cambios antropometricos y
moleculares, se pudo observar una mejora en el riesgo cardiaco unicamente en el grupo
intervencion, disminuyendo el nimero de pacientes de alto riesgo y aumentando el de
moderado o bajo riesgo.

Conclusiones: los pacientes de EM presentan obesidad abdominal asociada a mayor
inflamacion. La intervencion de EGCG vy aceite de coco en pacientes con EM parece
disminuir el estado de inflamacidn caracteristico de la enfermedad, lo que podria explicar
a su vez la disminucion en el riesgo cardiaco. Esto podria deberse a una mejora
antropomeétrica, con incremento de masa muscular y disminucion de masa grasa. En estos
cambios, BUChE parece tener un papel en el aumento de la actividad lipolitica, mientras
que la albimina y Hp podrian representar roles en: disminucion de grasa abdominal, y

regeneracion muscular asociada con mejora en el nivel de inflamacidn, respectivamente.

Palabras clave: Esclerosis multiple, inflamacion, riesgo cardiaco, epigalocatequina galato,

aceite de coco.



ABSTRACT

Theoretical framework: Multiple Sclerosis (MS) is a chronic neurodegenerative,
inflammatory, demyelinating, and autoimmune disease. Among its pathogenic
mechanisms, high oxidative stress and energy alterations at the mitochondrial level stand
out, which in turn imply elevated levels of inflammation; and symptomatically
anthropometric changes, characterized by a decrease in muscle mass accompanied by an
increase in fat mass, which leads to progressive functional disability. These changes often
promote the presence of obesity, mainly abdominal, which is closely related to
inflammation, which in turn implies the risk of cardiac alterations, present in many
patients.

The administration of polyphenol epigallocatechin gallate (EGCG); and the increase in
ketone bodies blood levels (specially BHB) after hepatic metabolism of foods rich in
medium-chain fatty acids (MCFA), among which coconut oil stands out, show
antiinflammatory effects and benefits on anthropometric and biochemical variables,
which reduce cardiovascular risk.

Objectives: the main objective is to assess the impact of EGCG and coconut oil
intervention in inflammation levels related to cardiac activity in MS patients; and as
secondary objectives, to determine the possible anthropometric improvement, changes in
the lipid profile and the impact on cardiac risk after the intervention.

Material and methods: a pilot, prospective, analytic, quantitative, and experimental
study was carried out by means of a clinical trial. The initial population sample of the
study was 72 patients diagnosed with MS, of which 57 underwent an anthropometric
study; and finally, 51 received the treatment or placebo for 4 months, for which they were
randomly assigned to a control group and an intervention group. The latter took the daily
dose of 800 mg of EGCG and 60 ml of coconut oil, whereas the control group received a
placebo; all patients in the study followed an individually adapted isocaloric diet of
Mediterranean nature. Before and after the intervention were measured: anthropometric
variables, allowing to detect the presence of abdominal obesity and cardiac risk; different
markers in blood such as: B-hydroxybutyrate (BHB) levels, lipoproteins (such as total
cholesterol (CT), high-density lipoproteins (HDL), low- density lipoproteins (LDL),
Apolipoprotein A-1 (APOA-1) and triglycerides (TG)), haptoglobin (Hp), C-reactive
protein (CRP), paraoxonase 1 (PONL1), butyrylcholinesterase (BuChE), albumin, cortisol



and interleukin 6 (IL-6); and the Expanded Disability Status Scale (EDSS) which
determines functional capacity.

Results: at the anthropometric level, 87.7% of MS patients present abdominal obesity,
who also present significantly higher a body mass index (BMI), body fat percentage,
waist hip ratio (WHR) and waist height ratio (WHtR) than patients without abdominal
obesity. In addition, IL-6 is significantly higher in patients with abdominal obesity (while
there are no differences in the mean values of PON1 activity) and shows a significant and
positive correlation with waist circumference and WHtR. After treatment, a significant
decrease in fat percentage, WHR and fat weight; and an increase in muscle mass was only
observed in the intervention group. And as for biomarkers, just in the intervention group
significantly increased in blood: HB, BuChE, PONL1 activity and albumin; and I1L-6 and
triglycerides decreased significantly (as did EDSS, which represents an improvement in
functional capacity). Whereas in control group only IL-6 decreased. Cortisol did not show
changes in either group. Furthermore, BUChE only correlated significantly and positively
in the intervention group with fat mass percentages, blood TG levels and PONL1 activity.
Also, and despite the fact that muscle improvements only occur in the intervention group,
and that Hp shows a significant and positive correlation with IL-6 levels and negative
correlation with pre-intervention muscle percentage, Hp levels in blood did not change in
this group. As far as lipoproteins in blood are concerned, CT significantly increased in
both groups, HDL increased only in control group, and TG, which showed a different
trend between both groups (with increase in control group and decrease in intervention
group), after the analysis as independent samples showed significant differences with
lower levels in the intervention group. Moreover, just in the intervention group, TG
significantly and positively correlated with EDSS values, and in turn, these EDSS values
significantly and positively correlated with CPR values in blood, which seems to indicate
the relation of elevated TG and inflammation levels with functional capacity.

Finally, and possibly as a consequence of these anthropometric and molecular changes,
an improvement in cardiac risk could be observed only in the intervention group, with a
decrease in the number of high-risk patients and an increase in those at moderate or low
risk.

Conclusions: MS patients show abdominal obesity associated with increased

inflammation. The intervention with EGCG and coconut oil in MS patients seems to
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decrease the inflammatory state characteristic of the disease, which could explain the
decrease in cardiac risk. This could be due to an anthropometric improvement, with
increased muscle mass and decreased fat mass. In this changes, BUChE seems to play a
role in the increase of lipolytic activity, while albumin and Hp could play roles in:
decrease in abdominal fat, and muscular regeneration associated with improvements in
inflammation levels, respectively.

Key words: multiple sclerosis, inflammation, cardiac risk, epigallocatechin gallate,
coconut oil.
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CAPITULO |

INTRODUCCION Y JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Mediante la presente tesis doctoral, se pretende profundizar en el impacto de un tratamiento
neuroprotector, en la relacion existente entre la inflamacion y la esclerosis multiple (EM),
vinculada a su vez al riesgo cardiaco. En cuanto al tratamiento objeto de nuestro anélisis, cabe
destacar que se basd en una asociacion de 2 moléculas complementarias que se seleccionaron a
partir de estudios previos en modelo clinico y modelo animal de la enfermedad. Concretamente,
por una parte, se selecciond la catequina Epigalocatequina galato (EGCG) por su eficacia
antioxidante y antiinflamatoria; y por otra, siguiendo la linea de actuacion de nuestro grupo
intervencion en estudios previos para enfermedades como Alzheimer o esclerosis lateral
amiotrofica (ELA), el aceite de coco, como fuente més importante a nivel nutricional de cuerpos
cetonicos en sangre (destacando a betahidroxibutirato (BHB) al tratarse del mas activo). Esta
asociacion podria representar un complemento a los tratamientos farmacoldgicos actuales para
la enfermedad al frenar el elevado estrés oxidativo, gracias principalmente a la actividad ya
reportada del polifenol; y al mejorar las alteraciones energéticas a nivel mitocondrial mostradas
en la enfermedad, debido a la actividad beneficiosa de los cuerpos cetonicos en la mejora del
funcionamiento de la cadena de electrones.

Para determinar la eficacia del tratamiento, se llevara a cabo una cuantificacion y valoracion de
diversos biomarcadores y variables antropométricas. Concretamente se mediran en sangre hasta
11 biomarcadores que se vincularan, por un lado, precisamente a los posibles cambios
antropomeétricos de los pacientes, y, por otro lado, a las variaciones en el perfil lipidico; que a su
vez podrian tener una repercusion directa en el elevado riesgo cardiaco que caracteriza a esta
poblacion.

Estas valoraciones también serviran para profundizar en la comprensién de la fisiopatologia de
la EM, en la que se estd evidenciando precisamente la existencia de alteraciones lipidicas

vinculadas a alteracion en los niveles de marcadores inflamatorios, y que podrian ser
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consecuencia de la ganancia de masa grasa que desarrollan los pacientes y que acompafa al
deterioro muscular.

Para llevar a cabo este estudio, se obtuvo una poblacion de pacientes de EM representativa de lo
gue se acepta en la actualidad para la enfermedad en cuanto a: edad media, ratio entre mujeres y
hombres, y proporcionalidad de los diferentes tipos de EM. Estos participantes se distribuyeron
aleatoriamente en grupo intervencion y grupo control. El ensayo tuvo una duracion de 4 meses,
obteniéndose y realizandose justo antes y después: las muestras sanguineas (para la
cuantificacion posterior de biomarcadores) y determinaciones funcionales y antropométricas
respectivamente.

La importancia que presenta esta tesis y, por tanto, lo que justifica su realizacion, es el abordaje
de la fisiopatologia precisamente a partir del conocimiento previo de los principales mecanismos
patogénicos de la enfermedad que conducen fundamentalmente a un proceso inflamatorio,
vinculado a su vez a cambios antropométricos que tienen un impacto directo en la discapacidad
funcional progresiva y que influye de manera decisiva en la calidad de vida de los pacientes y
en su estado emocional. Para ello se emplearan cantidades de EGCG nunca antes administradas
a nivel clinico, asi como un elevado volumen de aceite de coco diario; tratando de obtener una
cetosis, ya observada como beneficiosa para otras enfermedades que cursan con
neurodegeneracion. Este tratamiento, cabe destacar que se integrard en una dieta base de
naturaleza mediterranea, adaptada a las necesidades individuales de cada paciente y que
recibieron también los pacientes del grupo control a los que se les administrard placebo. Cabe
destacar, que, dadas las enormes propiedades beneficiosas de este tipo de dieta
(fundamentalmente a nivel inflamatorio, en la dislipemia y a nivel cardiaco objetos del estudio),
algunas de las mejoras se pueden esperar también en el grupo placebo.

En cuanto a la idoneidad de la realizacion de esta tesis doctoral por un enfermero, hay que
destacar que estos profesionales actualmente estan formando parte en la mayoria de los estudios
multidisciplinares que se realizan. Los enfermeros, son quizas de los profesionales del area de la
salud mas cualificados, dada su diversidad formativa, para la extraccion, procesamiento y
analisis de muestras bioldgicas. Ademas, dadas las competencias que actualmente tienen en su
formacion, también poseen la capacidad para valorar e interpretar los resultados de estos analisis.
A esto, hay que afiadir el contacto directo con el paciente, plenamente empatico, ya que entienden

el proceso de angustia que presenta el enfermo diagnosticado de una enfermedad cronica que no
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tiene cura. Cabe recordar, que la EM es la enfermedad incapacitante mas prevalente en personas
jovenes, y que esta prevalencia va en aumento.

Con el fin de lograr los objetivos que se plantean en este estudio, la tesis se estructura en tres
grandes bloques. El primero de ellos (capitulo 1) desarrolla la evidencia tedrica que justifica el
tratamiento empleado; para ello, partiendo de las caracteristicas de las principales enfermedades
neurodegenerativas, profundiza en todos los aspectos etioldgicos, patogénicos y clinicos de la
EM, para acabar abarcando la justificacion tedrica del tratamiento basado en la administracion
del aceite de coco y de la EGCG.

En segunda parte (capitulos Il, 111y IV) se desarrolla la metodologia del trabajo de investigacion,
estableciendo los objetivos principales y secundarios; y los resultados obtenidos que se muestran
en el mismo orden que los objetivos, para mayor comprensién y seguimiento del estudio.

En el tercer bloque (capitulo V), igualmente de manera cronoldgica en relacion a los objetivos,
se discuten los principales resultados y se ponen de manifiesto las principales limitaciones que
tiene el estudio, asi como las futuras lineas de trabajo como una continuacion de la tesis.
Finalmente, se muestran las conclusiones (capitulo V1) a partir de los objetivos planteados y de

las hipotesis de partida.

1. MARCO TEORICO

Las enfermedades neurodegenerativas (EN) se estan posicionando como uno de los principales
problemas de salud publica, debido a su alta incidencia (1). Se caracterizan por presentar
degeneracion de las células neuronales de modo cronico; y actualmente no tienen cura médica,
existiendo Unicamente tratamientos que consiguen aminorar el proceso degenerativo (2). Todas
ellas se manifiestan con una agregacion de proteinas, disfuncion mitocondrial, estrés oxidativo
y neuroinflamacion (2-4). En este sentido, cabe mencionar la predisposicion del cerebro a
desarrollar este tipo de patologias degenerativas principalmente como consecuencia del dafo
oxidativo, relacionado de manera directa con la acumulacién de especies reactivas de oxigeno
(ERO) y especies reactivas del nitrogeno (ERN). Este estrés oxidativo se debe, a su vez, al alto
consumo de oxigeno por parte de las neuronas, que presentan un mayor nimero de mitocondrias

respecto a otros tipos de células (5). Como consecuencia, las neuronas se caracterizan por su
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constante demanda energética, lo que las hace especialmente vulnerables a una alteracion en el
metabolismo energético (2-3).

Este grupo de enfermedades abarca diversas patologias, destacando entre ellas por su prevalencia
e incidencia: la enfermedad de Alzheimer (EA); la enfermedad de Parkinson; y la EM, que se
distingue y caracteriza a su vez por ser la segunda causa de discapacidad en la gente joven por
detrds de los accidentes de trafico, de ahi la importancia de avanzar en su prevencion y

tratamiento.

1.1. Definicion de la esclerosis multiple (EM)

En 1868, el profesor de neurologia Jean-Martin Charcot examiné el cerebro de una mujer
fallecida, que habia experimentado los mismos sintomas que ya habian sido recogidos en la
literatura de la época. Fue en esta fecha cuando se acufid como una enfermedad, siendo los
principales sintomas descritos: la disartria, ataxia y la presencia de temblores (6-7).

La EM es una enfermedad cronica, de naturaleza inflamatoria y autoinmune del sistema nervioso
central (SNC), que cursa con neurodegeneracion progresiva. Este dafio neuronal se basa
principalmente en el elevado estrés oxidativo e inflamacion a nivel central, lo que afecta a la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE), permitiendo que células T autorreactivas,
linfocitos B, macrofagos y células microgliales accedan y dafien especialmente la materia blanca
del cerebro y la médula espinal (8-10).

Como consecuencia de estos eventos, la caracteristica principal de dicha enfermedad es la
presencia de grandes lesiones en las vainas de mielina del SNC en la sustancia blanca y en la
gris. Estas lesiones van destruyendo progresivamente dichas vainas de mielina, cuya funcion es
recubrir los axones, permitiendo de este modo que la conduccion de la corriente eléctrica se
produzca de manera adecuada (11).

Este proceso conlleva gran inflamacion, ya que estd asociado a la expresiéon de citoquinas
proinflamatorias y diferentes conjuntos de linfocitos y monocitos. Es por esto que las lesiones
ocurren en un contexto de inflamacion que se inicia alrededor del torrente sanguineo. Por ello,
se puede apreciar lesion en las vainas, que va desde el borde, hacia la parte mas interna a medida

que progresa la enfermedad. Este patrén de afectacion perivenosa dénde se produce una
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desmielinizacion neuronal, caracteriza a la enfermedad de EM permitiendo ser diferenciada de

otras patologias mediante pruebas radioldgicas (12).

1.2. Incidencia y prevalencia de esclerosis multiple (EM)

La EM se considera como el principal trastorno neuroldgico del mundo, siendo la causa méas
comun discapacidad neurologica en los jovenes (13).

La epidemiologia de la enfermedad estd cambiando de forma brusca en varias regiones del
mundo. En este sentido se ha establecido una posible correlacion entre la latitud y la presencia
de la enfermedad. Sin embargo, no se ha podido determinar una distribucion geogréfica,
pudiéndose observar, conforme avanzan las actualizaciones en los datos de prevalencia, que esta
patologia es cada vez mas prevalente en todo el mundo. Ademas de ello se puede destacar que
la frecuencia también es més alta cada vez, siendo caracteristico el aumento de casos al revisar
la demografia de la enfermedad (14).

La organizacion mundial de la salud (OMS) en 2008 determind que la prevalencia de la
enfermedad se situaba en 30 por cada 100.000 personas a nivel mundial. Cuando se realiz6 una
revision mas actual en 2013 a través del mismo organismo, se observé que la prevalencia habia
aumentado situandose en 33 por cada 100.000, constituyendo un total de 2,3 millones de
personas que padecen la enfermedad (11). En la actualidad, la prevalencia mundial de la
enfermedad se estima que es de 35,9 por cada 100.000 personas, afectando a un total de 2,8
millones de personas (15). Espafia esta considerada como una region de prevalencia media-alta
con cifras que oscilan desde los 80-180 casos por cada 100.000 persona (16).

En cuanto a la edad, el diagndstico mas habitual se produce entre los 20 y 40 afios; siendo la
prevalencia mas elevada en las mujeres que en los hombres, ya que el riesgo para el sexo
femenino es dos veces superior al masculino, destacando cémo la ratio mujer: hombre en

regiones como el sur de Espafia se haya establecido en 3:1 (14).

1.3. Clasificacion de la esclerosis multiple (EM)
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Se trata de una enfermedad fluctuante que se clasifica principalmente segun los sintomas

clinicos. En funcidn de ellos se aceptan cuatro fenotipos (17):

Sindrome clinicamente aislado (CIS): se trata de una primera aparicion de la clinica, pero no
logra alcanzar la suficiente intensidad para ser diagnosticado como EM. Suele presentarse como
sintomas monofocales, que evolucionan de forma aguda y se resuelven en menos de 24h horas
(18).

EM remitente-recurrente (EMRR): se considera el estado mas comun para todos los pacientes
con EM. Se caracteriza por presentar periodos alternos de disfuncion neuroldgica, y momentos
de estabilidad clinica sin sintomas. La frecuencia entre los periodos suele variar entre los
pacientes. Cada periodo de recaida da lugar a déficits residuales lo que promueve un deterioro
progresivo (19).

EM progresiva primaria (EMPP): se trata de un subtipo poco comun en el que los pacientes no
padecen el fenotipo anterior, sino que presentan una progresion constante desde el inicio de la
enfermedad (20).

EM progresiva secundaria (EMPS): este subtipo es considerado el antecesor de la fase EMRR.
Fenotipicamente el curso no es uniforme; consiste en periodos de progresion acompafiados de
posibles recaidas superpuestas. Como principal caracteristica, resaltar que se trata de una etapa
con un grado de inflamacion persistente acompafiada de disfuncion mitocondrial y

neurodegeneracion (21).

1.4. Causas etioldgicas y factores de riesgo de la esclerosis multiple (EM)

Actualmente se desconoce la etiologia de la EM; sin embargo, se ha logrado identificar varios
factores de riesgo, ya sean ambientales o genéticos. En este sentido cabe destacar especialmente,
como ya se ha indicado, que afecta mayormente a las mujeres (14). Profundizando sobre todas
las variables ambientales y genéticas, a continuacion, se presentan las que han sido descritas
hasta el momento en la literatura cientifica:

Genéticas. La mayoria de enfermedades autoinmunes vienen asociadas con una region del

antigeno leucocitario humano (HLA), en especial los genes de HLA de la clase Il y I. Se ha
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estimado que aquellos individuos con una alteracion en dichos genes, poseen un mayor riesgo
de padecer la enfermedad (22,23).

Virus Epstein-Barr (VEB). Se ha demostrado de forma reciente que aquellas personas que han
manifestado clinicamente la enfermedad o contagio por el VEB a lo largo de su vida, tienen el
doble de riesgo de padecer EM (24); y concretamente, se ha descrito como padecer una infeccion
por dicho virus durante la adolescencia es especialmente relevante a la hora de aumentar
probabilidad de desarrollar la patologia. EI mecanismo por el cual el VEB podria influir en la
aparicion de EM sigue siendo desconocido. Una de las posibles explicaciones es por su
mimetismo molecular, pues las secuencias proteicas de VEB calcan las proteinas de las vainas
de mielina, induciendo autoinmunidad contra estas ultimas. Aquellos pacientes que desarrollan
EM suelen estar casi todos infectados con VEB; el hecho de que solamente unos pocos expresen
la enfermedad podria explicarse por la susceptibilidad genética (25).

Tabaquismo. Se puede sefalar que el tabaquismo establece un perfil proinflamatorio a nivel
pulmonar, lo que podria conducir a un dafio inmunoldgico en el SNC. Es por ello que ademas de
aumentar el riesgo de padecer EM, el consumo de tabaco altera la eficacia de muchos farmacos
basados en tratar de neutralizar ciertos anticuerpos vinculados directamente con el desarrollo de
la enfermedad. Ademas, el tabaco posee capacidad de interaccionar con los genes asociados a la
EM, por lo que interesantemente el efecto que puede producir el tabaquismo depende en gran
medida de la expresion genética (24,26).

Vitamina D/exposicion solar. Como se ha indicado anteriormente, numerosos estudios sefialan
una posible relacion entre la latitud y contraer la enfermedad. Dicha correlacion viene sustentada
por la exposicion solar. Es sabido que en funcion de la latitud en la que se encuentre un individuo,
se va a recibir mayor o menor indice de rayos ultra violetas. Estos rayos son de vital importancia
para la conversion de la vitamina D, en un compuesto activo y por tanto utilizable por el
organismo. Es diversa la literatura que recoge la disminucion del riesgo de padecer EM con unos
niveles altos de calcitriol, ya sean obtenidos mediante exposicion solar, suplemento nutricional
0 ingesta de dietas ricas en la vitamina (27-29).

Obesidad. Esta condicion nutricional se correlaciona con el riesgo de padecer EM dada su
interaccion a nivel genético con el gen HLA, ya descrito anteriormente como determinante en la
EM (22).
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1.5. Mecanismos patogénicos en esclerosis multiple (EM)

Entre los diversos mecanismos patogénicos que se manejan actualmente para la enfermedad,

destacan los siguientes.

1.5.1. Estrés oxidativo

Durante la respiracion mitocondrial se produce la fosforilacion oxidativa de adenosin trifosfato
(ATP), que da como resultado la generacion de ERO y ERN, que son consideradas esenciales
para el funcionamiento neuronal ya que desempefian un papel importante en la sefializacion
celular. Este proceso viene definido por la regularizacion de ciertos componentes que afectan a
diversas etapas celulares (30). Sin embargo, cuando existen niveles excesivos de estas especies,
pueden resultar nocivos para nuestro sistema nervioso (SN). En condiciones normales el cerebro
tiene la capacidad de regular eficazmente su estado oxidativo, neutralizando especialmente las
especies ERO. Pero cuando la produccion de ERO resulta excesiva, se supera la capacidad del
organo para eliminarla, y es cuando se produce una oxidacion extensa que provoca un dafio
oxidativo y deterioro neuronal. En el cerebro existen dos vias de proteccion para hacer frente al
acumulo de ERO: el sistema de enzimas antioxidantes (como la superéxido dismutasa (SOD)) y
los antioxidantes de bajo peso molecular (31). Dentro de estas dos vias de eliminacion de
especies ERO, destaca la actividad de la SOD, que es una enzima con tres isoformas (SOD1,
SOD2, SOD3) con diferentes localizaciones celulares (30). Su funcion es catalizar la eliminacion
de especies ERO mediante una reaccién en la que se produce peréxido de hidrégeno (H20y).
Esto es importante siempre y cuando el resultado de la reaccion producida por SOD se elimine
correctamente a través de la accion de la catalasa, ya que puede ocurrir que se sobreproduzca
H->0>, lo que puede conducir a una muerte celular (32).

En lo relativo a la EM, cabe destacar a nivel patogénico precisamente el elevado estrés oxidativo,
basado principalmente en la presencia de ERO. Dichas especies desencadenan una gran variedad
de cascadas moleculares que aumentan la permeabilidad de la BHE, alterando la morfologia del
cerebro y desencadenando la muerte neuronal. Como consecuencia, las ERO promueven lesiones
inflamatorias locales, que mas tarde desencadenan un trastorno mitocondrial causando una
neurodegeneracion e incluso una retroalimentacion positiva, lo que se traduce en un mayor estrés
oxidativo (33).
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Por tanto, una presencia excesiva de ERO vinculada a la disfuncion de las mitocondrias, puede
inducir dafio irreversible de las mismas. En este sentido cabe destacar que las mitocondrias son
un objetivo principal de ERO; concretamente el acido desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial,
por lo que son especialmente sensibles al dafio oxidativo, pues carecen de una alta capacidad de
reparacion. Ademas, las ERO mitocondriales gozan del poder oxidativo de ciertas proteinas
pertenecientes a la cadena de electrones, afectando asi a la respiracion mitocondrial (30). Por
ello, las neuronas susceptibles a la neurodegeneracion necesitan una mayor energia para poder
mantener sus funciones y su integridad estructural, y una interrupcién en el suministro energético
puede conducir a un estrés oxidativo celular que acelera el proceso de apoptosis (2).

En cuanto al estrés oxidativo en EM, también es importante tener en cuenta la desmielinizacion
que se produce (34-35); al tratarse de una enfermedad de origen inflamatorio se produce una
migracion celular y la consiguiente activacion del sistema inmunolégico. Los niveles elevados
de ERO, como ya se ha indicado, son capaces de modificar la BHE afectando asi a su
permeabilidad (36), y favoreciendo el paso de sustancias mas grandes entre las que destacan las
células inmunitarias, como principales formadoras de placas desmielinizantes caracteristicas de
la EM (37).

1.5.2. Alteraciones mitocondriales

Las alteraciones mitocondriales, como ya se ha mencionado en el apartado anterior, son un
mecanismo importante en el desarrollo de la EM. Las mitocondrias son los organulos
responsables de obtener energia para la célula, mediante el ciclo de Krebs (38). Ademas de ser
las encargadas de mantener con vida a las células, también poseen otras funciones como son el
almacenamiento de Ca*?, sefializacion celular y la apoptosis (37).

Al tener un mayor volumen de ERO se produce una reduccion en la produccion de energia. Cabe
recordar que el cerebro tiene una elevada tasa metabolica, pues emplea gran cantidad de energia
en la neurotransmisiéon (39). Cuando se tiene un axon desmielinizado, y por tanto falta de
componentes en la membrana, se observa una célula con mayores requerimientos energéticos.
Esto se debe a que los canales idnicos que favorecen la transmision del impulso se ven
aumentados en namero. Al producirse estos cambios estructurales, las mitocondrias también se

modifican a nivel estructural, localizacidn, morfologia e incluso en nimero. Como consecuencia
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de la reduccion en la produccion energética, el gradiente idnico no puede restablecerse una vez
se ha completado el impulso y se activa el canal de sodio/calcio, introduciendo Ca*? en el

citoplasma lo que da lugar a la cascada de muerte celular (37).

1.5.3. Inflamacion. Interleuquina 6 (1L-6)

Tanto las alteraciones mitocondriales como el elevado estrés oxidativo, tienen una repercusion
directa en el elevado estado de inflamacidn que presentan los pacientes con EM. EI SNC es
conocido como un érgano “inmunoprivilegiado”, que alberga numerosas poblaciones de células
mieloides como los macrdfagos o células residentes del SNC. Se conoce como neuroinflamacion
a una respuesta coordinada entre las células componentes del SNC, como por ejemplo la
microglia y los astrocitos (40). En esta condicion de neuroinflamacion se produce una atraccion
de otro tipo celular, las conocidas células T. La presencia de estos linfocitos T y también de los
B perivasculares, es mas pronunciada en pacientes que han fallecido al inicio de la enfermedad,
y sin embargo disminuye en pacientes con edad avanzada que presentan la enfermedad durante
muchos afos desde el diagnostico (41-42).

La EM es impulsada por una disfuncion del sistema periférico en la que los astrocitos y células
del SNC, pueden sufrir una desregularizacion de su actividad contribuyendo a la progresion de
la enfermedad (43). Diferentes estimulos de origenes organicos (presencias de toxinas o
infecciones) o estimulos externos (traumatismos) desencadenan una activacion de las células
anteriores, dando lugar a la neuroinflamacion caracterizada por la liberacion de mediadores
inflamatorios y microgliosis. Una vez producida dicha accion se producen dos respuestas: una
controlada donde el fin esta establecido; y otra desregulada que conlleva a la neuroinflamacion
cronica del SNC (43-44), donde se produce una induccién de sustancias proinflamatorias que
dan lugar a una exacerbacion de la enfermedad (43,45). Por tanto, la cascada inflamatoria se
caracteriza en gran medida por la liberacion de mediadores inflamatorios donde se puede
destacar a la familia de las citoquinas. Este tipo de moléculas tiene como principal caracteristica
la activacion de genes diana que favorece el desarrollo de diversos procesos celulares. Entre
todas estas destaca la interleuquina 6 (IL-6), que, ademas de propiedades proinflamatorias, es un

importante regulador de respuestas inmune (46).
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Analizando la estructura de estas moléculas, se pueden sefialar dos subgrupos: uno donde
presentan forma de una hélice alfa y otra con estructura retorcida. Esta diversidad estructural
marcara a que tipo de receptor plasmatico son capaces de activar, dando lugar por tanto a
diferentes actividades para una unica molécula (47). De acuerdo con lo anterior, varios estudios
han sefialado que los niveles IL-6 estan elevados en los pacientes con EM (48-49). En la EM se
produce una entrada de linfocitos y macrdfagos que son los precursores de la sintesis de dicha
citoquina (40,43). Esta sintesis podria estar involucrada con el aumento de la produccion de
anticuerpos y la diferenciacion de células T, que podria a su vez condicionar un estado

inflamatorio que promoviera la desmielinizacion en EM (40).

1.6. Signos y sintomas de la esclerosis multiple (EM)

Como consecuencia del perfil inflamatorio de la enfermedad, las caracteristicas clinicas de la
EM dependeran en exclusiva de qué zona haya sido afectada, siendo la aparicion de los sintomas
gradual, evolucionando a lo largo de los dias, remitiendo a las pocas semanas, y destacando como
las mé&s comunes (51):

» Neuritis Optica: se caracteriza por una pérdida de vision, o una alteracion como puede ser
dolor al movimiento de los ojos. Suele tratarse de un evento que tiene una duracion de
pocos dias. Cuando la afectacién se produce a nivel de la médula espinal, los sintomas
que recoge el episodio pueden variar desde alteraciones en la percepcion sensorial hasta
afecciones del movimiento.

» Discinesia paroxistica: se trata del segundo trastorno motor de la EM. Es considerada
COMO espasmos con una duracion menor a un minuto.

» Signo de Lhermitte: ocurre al realizar la flexion del cuello. Al producirse dicho
movimiento se produce una sensacion eléctrica que recorre todo el cuerpo, repentina e
incomoda, que va desde el cuello hacia la columna vertebral cuando flexionas el cuello.

* Incontinencia urinaria: es debido a una disfuncion del tracto urinario, basada en una

dificultad para el almacenamiento de la orina, lo que favorece la hiperactividad del
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musculo detrusor de la vejiga, dando lugar a la incontinencia que se acompafia de
urgencia urinaria e incremento de la frecuencia miccional.

» Diplopia: es la percepcion de 2 imagenes de un Unico objeto, y en estos pacientes dicha
alteracion se cree que viene dada por una lesién del nervio dptico.

» Tos: descartando problemas respiratorios, podria deberse a una alteracion de origen
neuroldgico, ya que el centro de la tos se encuentra ubicado a nivel medular.

» Alteraciones emocionales: los pacientes con EM se enfrentan a una gran incertidumbre
debido a la variabilidad de la enfermedad. Es por esto que mas de la mitad de los pacientes
experimentan sintomas depresivos/ansiosos durante el transcurso de la patologia. Se trata
de sintomas que ocasionan unos cambios fisioldégicos que desencadenan en un peor
pronostico para la enfermedad.

» Sintomas cardiacos: existe una cierta variedad de alteraciones de naturaleza cardiaca,
asociadas a la enfermedad. Entre estas destaca los casos de fibrilacion paroxistica en el

contexto de recaidas.

1.7. Alteraciones cardiacas en la fisiopatologia de la enfermedad

La disfuncion autondmica cardiovascular es comun en la EM y contribuye significativamente a
la discapacidad. En este sentido, se han evidenciado asociaciones entre un cambio de equilibrio
cardiovascular simpatico-parasimpatico hacia una mayor modulacién simpatica y lesiones
insulares e hipocampales izquierdas (52).

Las alteraciones cardiacas se podrian vincular a su vez a, por un lado, presencia de dislipemia, y
por otro, aparicion de cambios en la composicion antropométrica, donde la pérdida muscular que
caracteriza a la enfermedad se acompafia de aumento de masa grasa. Ambas variables, dislipemia
y composicion antropométrica, se relacionan con un estado inflamatorio que podria afectar a la

actividad cardiaca.

1.7.1. Dislipemia y alteraciones cardiacas

La dislipemia es una alteracion lipidica caracterizada por un incremento de los niveles de
colesterol, triglicéridos (TG) o ambos, siendo uno de los principales factores de riesgo para sufrir

un evento cardiaco. Esta alteracion suele venir acompafiada de un aumento del indice de masa
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corporal (IMC) y consecuentemente de adipocitos (53). Los adipocitos poseen la capacidad de
liberar citoquinas, lo que condiciona estar presente en un escenario inflamatorio (54-55). A su
vez, la discapacidad, y el estado proinflamatorio caracteristico de la EM mediado por la
liberacion desmesurada de citoquinas, puede provocar un aumento de estas lipoproteinas, de ahi
la correlacion de EM con dicha alteracion (56), que a su vez podria explicar en parte por qué los
pacientes con EM presentan un mayor riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares. Sin
embargo, en cuanto a la dislipemia existe evidencia contradictoria sobre los niveles de lipidos o
lipoproteinas en sangre que presentan los pacientes. Hay estudios que indican niveles de
colesterol mas elevados en EM en comparacion con controles sanos. Y especificamente en
Espafia, se ha reportado dislipidemia en un 31% de pacientes con EM (57); pero también se ha
publicado que hay menor frecuencia de hipercolesterolemia para estos enfermos, o nula
alteracion respecto a la poblacion general (58). Sin embargo, y a pesar de la falta de consenso,
cabe destacar la relevancia que tienen los niveles de ciertas lipoproteinas con la progresion de la
patologia; concretamente se ha visto asociacion entre mayores grados de discapacidad (segun la
escala de estado de discapacidad expandida (EDSS)) y mayores niveles de colesterol total y
lipoproteinas de baja densidad (LDL) (59-60), siendo especialmente relevante en los pacientes

con EMRR ya que impacta en la progresion de la enfermedad (61).

Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Una elevada presencia de citoquinas en sangre puede influir en las lipoproteinas HDL, al
provocar alteracion en su tamafio, composicion y funcidon. Estas moléculas lipidicas son
imprescindibles para el transporte del colesterol, ademas de presentar una funcion protectora
frente a elevadas concentraciones de 1L-6 (62). Relacionado con este aspecto, se ha observado
cémo los pacientes con EM que mas altos tienen sus niveles de HDL, son los que a su vez
presentan menor volumen de la lesion realzada con contraste (60). Ademas de la relacion de
HDL en el campo inflamatorio, ésta también juega un importante papel en la enfermedad
coronaria. La evidencia sitGa a dicha lipoproteina como un marcador relacionado con riesgo
cardiaco; concretamente, niveles muy bajos de HDL se asocian con un incremento de sufrir una

enfermedad cardiaca (63).
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Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

Los pacientes con EM poseen particulas de LDL mas pequefias. Esto afecta a su funcionamiento,
pues se ha descrito que el tamafio de la particula juega un papel muy importante en el desempefio
de sus funciones. Un tamafio reducido hace que la molécula sea mas susceptible a la oxidacion.
Ademas, la disminucidn en el tamafio también se ha relacionado con una menor afinidad por el
receptor de dicha particula, el LDLr. Esta afinidad disminuida, hace que la particula de LDL
adquiera actividad proinflamatoria. En la misma linea, un elevado nivel de lipoproteinas
circulantes por el plasma da lugar a la formacion de depositos en ciertas células, ocasionando un
mal funcionamiento de las mismas y un aumento de la inflamacion (64). Ademas, posiblemente
relacionado con el incremento inflamatorio, el empeoramiento de la discapacidad en EM se
asocia con niveles mas altos de LDL (60).

A nivel cardiocirculatorio, las células endoteliales pueden verse dafiadas por diversos factores,
entre ellos, la inflamacion y el estrés oxidativo que causa su disfuncién (65). Esta disfuncion
permitiria la entrada precisamente de LDL, cargada de colesterol, a la pared intima de la arteria.
La entrada desmesurada de esta lipoproteina produce la activacion de macréfagos cuya funcién
es envolver dichas moléculas. En este proceso se dan una serie de acontecimientos de caracter
proinflamatorio que derivaran en una liberacion desmesurada de citoquinas, mayor acimulo de
LDL y aumento en la produccion de ERO (66-67). Estos factores avivan la progresion de la placa
ateroesclerotica, hasta el punto de que puede desencadenar en su ruptura, dando lugar al evento

cardiaco.

Triglicéridos (TG)

Otro de los lipidos importantes son los TG, cuyos niveles elevados, al igual que ocurre con LDL,
se han vinculado significativamente con discapacidad funcional en EM (60).

Los TG también destacan como precursores de riesgo cardiaco (68). Los acidos grasos juegan
un importante papel en la generacion de energia en el cuerpo; para ello, los TG representan la
principal forma de almacenamiento y transporte de los acidos grasos, desde la mucosa intestinal
a los adipocitos y otras células. Este transporte, los TG lo consiguen mediante la actividad de los
quilomicrones. Gracias a ellos, los acidos grasos logran evitar la digestion hepética y pueden

pasar directamente al torrente circulatorio a través de la linfa (69). Sin embargo, la
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hipertrigliceridemia representa una de las principales alteraciones metabdlicas clinicas,
derivadas fundamentalmente de los malos habitos de vida vinculados a la obesidad. Los estados
de hipertrigliceridemia suelen asociarse a un ambiente de estrés oxidativo, donde se induce a la
liberacion de citoquinas e interleuquinas, desarrollando un ambiente inflamatorio (68), que suele
acompariarse de otros comportamientos como: la activacion de la cascada de coagulacion que da
lugar a una mayor formacién de coagulos, y la agregacion plaguetaria (68,70-71). Estos eventos

dan lugar a un aumento del riesgo cardiaco.

1.7.2. Cambios antropométricos y alteraciones cardiacas

Los parametros antropométricos tienen un papel en el diagndstico de ciertas enfermedades que
contribuyen a los eventos cardiacos. Estas enfermedades, responsables de aumentar el riesgo
cardiovascular, pueden estimarse y secuenciar utilizando diferentes parametros antropometricos,
los cuales pueden utilizarse como predictores de futuros eventos cardiacos. Es por ello que una
modificacion de los mismos, podria conducir a reducir las alteraciones cardiacas (72-73).

En cuanto a la EM, a pesar de que es una enfermedad del SN caracterizada por un proceso de
desmielinizacion mediada por la fuerte respuesta inmunolégica, el desarrollo de la patologia se
caracteriza por cambios también a nivel periférico, entre los que destacan los del sistema

musculoesquelético y el tejido graso.

* Tejido muscular

Los cambios que presentan los pacientes con EM en su sistema locomotor, se basan
fundamentalmente en la pérdida de tejido muscular que implica una disminucion progresiva de
la fuerza muscular méaxima (74-78). Esta debilidad ha sido asociada, no solo a la disminucion de
masa magra, sino también a cambios fisioldgicos en la estructura muscular de los pacientes con
EM, pudiéndose observar una perdida en el tamafio de las fibras musculares (72). Relacionados
con la perdida muscular, se ha descrito la importancia de ciertos biomarcadores, que pueden
ayudar a valorar el estado en la progresion de la patologia, o la respuesta a intervenciones

terapéuticas que tengan como objetivo la mejora en la actividad muscular y por tanto funcional.

Haptoglobina (Hp)
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La haptoglobina (Hp) es una proteina de origen mayoritariamente hepético (otros tejidos también
poseen la capacidad de sintetizarla), que tiene como principal funcién viajar por el torrente
sanguineo con la finalidad de unirse a la hemoglobina (Hb) libre para entregarla en el higado y
proceder a su eliminacién (79). Sin embargo, y como se muestra en la Figura 1, los niveles de
Hb se ven aumentados en condiciones prooxidantes (debido a una correlacion directa con el

incremento de la citoquina IL-6) o por un dafio musculoesquelético (80-81).

Inflammation ”_5 Muscle destruction

Hemolysis

Figura 1. Curso de la Esclerosis Multiple (EM) con altos niveles de inflamacién caracterizados por un aumento de interleuquina
6 (IL-6) de los que, a su vez, depende la expresion de Haptoglobina (Hp). Ademas de estar relacionada con la inflamacion, esta
enfermedad cursa con destruccion muscular, lo que a su vez se relaciona con la hemolisis; y esta hemélisis aumenta la
destrucciéon muscular como consecuencia de la actividad pro-oxidativa de la Hemoglobina (Hb). Sin embargo, por otro lado,
el aumento de Hp plasmatica promueve su unién a Hemoglobina libre (Hp-Hb), disminuyendo sus niveles en sangre y limitando
asi su accion pro-oxidativa. Fuente: elaboracion propia.
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Por tanto, y a pesar de que se produce un aumento de Hp como consecuencia del incremento de
IL-6, su actividad periférica contribuye a la reduccion del dafio oxidativo en el musculo al
neutralizar a la Hb libre. Al captar la Hb libre que se expulsa al espacio extravascular tras el dafio
muscular, se reduce la deficiencia de O2 en el musculo pues dicha Hb captada ya no forma la
relacion de Hb-O.. Esta funcidn es lo que caracteriza a la Hp como una molécula antioxidante
(82-84).

Ademas, no solo presenta actividad periférica; a nivel central también juega un importante papel
defendiendo a la mielina de la accién provocada por la Hb libre. Esta Ultima, se encuentra
presente en el SNC, resultante de la destruccion de eritrocitos dada la fragilidad de los mismos
en dicha enfermedad (86).

Sin embargo, cuando las reacciones de unién se producen en zonas de hemorragia, como puede
ocurrir en las zonas donde hay presente una placa ateroesclerética, la Gnica forma que posee el
organismo para eliminar el complejo Hp-Hb es mediante la accion especifica de macrofagos,
esencialmente los CD163. Este tipo de macrofagos tienen la capacidad de liberar sustancias pro
inflamatorias, entre ellas citoquinas tipo IL-6 (87). Dicho ambiente inflamatorio actda como un
circulo vicioso, dando lugar a una descompensacion de la placa, que a menudo desencadena en

su ruptura y por consiguiente conducen a un evento cardiaco (88).

Proteina C reactiva (PCR)

La proteina C reactiva (PCR) es un biomarcador de fase aguda, secretado por los hepatocitos, en
respuesta a citoquinas durante inflamacion, dafio tisular e infeccién. (89). Es por esto que niveles
mas altos de PCR se correlacionan normalmente con dafio muscular. El dafio puede darse por
distintos motivos; el primero de ellos es que la PCR posee la capacidad de activar la cadena de
apoptosis de las células musculares del tejido coronario, mediante la induccion de un gen. Por
otro lado, la PCR posee la capacidad de atraer monocitos hacia el masculo lo que promueve la
actividad proinflamatoria (90).

También esta directamente vinculada con alteraciones cardiocirculatorias. Durante la formacion
de placas ateroescleroticas la respuesta inflamatoria puede conllevar a elevar los niveles de esta
molécula. Y es que, entre los numerosos biomarcadores de dafio cardiaco, la PCR destaca en el

diagnostico de los eventos cardiacos; especialmente porque puede verse alterada en etapas muy
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tempranas, y sus niveles se mantienen estables durante todo el proceso patoldgico, siendo
ademas facil de cuantificar (89).

A parte de su capacidad diagnostica en los eventos cardiacos, la evidencia también apunta a que
la PCR puede inducir, por si misma, un evento cardiaco. Esto se debe a su capacidad de
activacion sobre la cascada de coagulacion, mediante macréfagos secretores de factor tisular (91-
92).

* Tejido adiposo

Cabe destacar que, no solo se ha evidenciado una pérdida de masa magra en EM, sino que
acompariando a la alteracion progresiva del tejido muscular también se observan cambios en los
porcentajes de masa grasa, caracterizados por un incremento progresivo de los mismos (81,93).
Se reconoce a la célula adiposa como una célula en anillo compuesta por una fina capa de
citoplasma que envuelve una gota de grasa. Sin embargo, este tejido es endocrino, inflamatorio
y metabdlicamente complejo. Estas cualidades vienen determinadas por la funcion reguladora
en el metabolismo de la grasa, ademaés de estar comunicado con el SNC y desempafiar un papel
importante en la respuesta inflamatoria (93-94).

La ubicacion de la grasa corporal tiene mayores implicaciones para los riesgos asociados a la
salud. Estudios recientes han conseguido demostrar que los nameros de macréfagos se
encuentran aumentados en las personas con obesidad frente a los individuos no obesos. Este
hallazgo, da sentido a que el tejido adiposo juegue un papel importante en la inflamacion,
teniendo ésta un origen en el sindrome metabolico. Esto hace que todos los estimulos de
sobrealimentacion, inactividad y envejecimiento den como resultado una activacion del tejido
adiposo, que desencadena una hipersecrecion de adipocinas pertenecientes a la familia de las
citoquinas (93). Por consiguiente, muchos estudios (95-100) han podido determinar que, en estos
individuos con mayor porcentaje de grasa, se encuentra una mayor expresion de proteinas
proinflamatorias como son la IL-6, factor de necrosis tumoral (TNF-a) y PCR entre otras. Estas
moléculas tienen un papel directo en el metabolismo disminuyendo la sensibilidad a la insulina,
lo que limita asi sus actividades antiinflamatorias, produciéndose a su vez una retroalimentacion

positiva en la cual se incrementa la secrecion de moléculas inflamatorias (93,95,101-103).
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A nivel clinico, los pacientes con EM tienen una serie de disfuncionalidades relacionadas con la
pérdida de masa muscular acomparfiada de aumento de la masa grasa (104,74). Entre estas
alteraciones destaca precisamente el incremento del riesgo cardiovascular (105); lo que puede
deberse, a que el cambio antropomeétrico indicado representa un aumento de los niveles lipidicos,
qgue conduce a sindromes cardiometabdlicos (106). Desde el mismo enfoque clinico, una
acumulacion de grasa abdominal es importante, ya que tiene una marcada relacion con el estado
inflamatorio de la enfermedad, (93) mediando en la produccién de citoquinas proinflamatorias.
Entre estas citoquinas, guarda especial relacion con la EM, la IL-6 (48). Ambas variables,
obesidad e IL-6, se encuentran correlacionadas positivamente, en especial con un aumento de la

grasa abdominal (107).

Paraoxonasa 1 (PON1)

Las paraoxonasas (PONs) son una familia de enzimas antioxidantes con propiedades
antiinflamatorias, compuesta por tres miembros: PON1, PON2 y PON3 (108). La PONL1 es una
glucoproteina sintetizada en el higado principalmente, a partir de la ingesta de dietas ricas en
grasa, como es la dieta mediterranea que ha demostrado un incremento de la sintesis de PON1
(109). Su principal funcién es hidrolizar los acidos grasos oxidados y proteger de la oxidacion a
las lipoproteinas, y especialmente la LDL (110-111). Como consecuencia, varios ensayos han
demostrado que se trata de una molécula con un alto poder antioxidante. Esto es debido a que
entre sus principales funciones se debe destacar: la eliminacion de perdxidos, la proteccion de
los macrofagos frente a la oxidacion y la eliminacion de compuestos organofosforados. Par tanto,
se puede sefialar que se trata de una molécula que forma parte de la inmunidad innata del
organismo (111-112).

Pero quizas la principal actividad antioxidante recae en la capacidad que posee para producir
compuestos inocuos para el entorno de células del SNC. Cuando los leucocitos producen ERO
o las membranas celulares producen fosfolipidos oxidados, es la PON1 la encargada de
trasformar dichas especies toxicas, actuando como agente neuroprotector (111).

Cuando aparecen estas sustancias toxicas, determinadas por un proceso inflamatorio crénico, se
genera un escenario tan anémalo que podria dafar los procesos enzimaticos desarrollados por

PONL. Dentro de estos productos toxicos, como es el caso de la Apolipoproteina A-1 (APOAL),
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la PON1 podria ver modificada sus funciones bioldgicas, y ademas se verian afectados sus
niveles (34).

En cuanto a su influencia en la actividad cardiaca, a nivel bioquimico el riesgo cardiaco se
correlaciona con niveles bajos de la molécula PON1 (113). Es mas, estos niveles disminuidos
incluso se han relacionado con un posible rol importante en la patogénesis de la enfermedad
cardiaca, dada la asociacion que establece con las lipoproteinas y el metabolismo del colesterol
(114).

Butirilcolinesterasa (BuChE)

La acetilcolina (Ach) es conocida por tratarse de uno de los principales neurotransmisores del
SNC vy del sistema nervioso periférico (SNP). Los neurotransmisores, especialmente los
colinérgicos, participan en el ajuste de la respuesta inmune durante la inflamacion. Ensayos
recientes han podido demostrar que la Ach es capaz de modular reacciones del sistema
inmunitario. Esto es debido a que puede inhibir la liberacion de mediadores proinflamatorios de
las células inmunes (115-119). La Ach es eliminada, para mantener la homeostasis, por la enzima
butilcolinesterasa (BUChE). Dicha enzima esta implicada en la EM durante los procesos de
desmielinizacion y en la neuroinflamacion. En este sentido, y como se muestra en la Figura
2, un aumento de la actividad de BUuChE da como resultado niveles mas bajos de Ach y por lo
tanto una ausencia de respuestas antiinflamatorias, favoreciendo asi las respuestas inmunitarias

proinflamatorias (120).
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Figura 2. Mecanismo inflamatorio ligado a la esclerosis maltiple (EM) en el que interviene butirilcolinesterasa (BuChE), que
se expresa principalmente por neuronas y acetilcolina (Ach) hidrolizada. Un aumento en la actividad de BUuChE en particular
aumenta la produccién de interleuquina 6 (IL-6) al disminuir los niveles de Ach, lo que se asocia con la aparicién de fatiga,
que es caracteristica de la enfermedad. Fuente: elaboracion propia

Por tanto, la BuChE parece estar relacionada con la actividad inmunoldgica, y su produccion
podria estar asociada con los niveles de marcadores especificos del proceso de activacion del
sistema inmunoldgico, entre los que se encuentra la 1L-6 (121).

La evidencia ha sefialado que los niveles de Ach son mas bajos en pacientes con EM que en los
sujetos sanos (122-123), al igual que se observan niveles mas altos de BUChE en los pacientes
enfermos (124). Esto conduce también a un aumento de IL-6 en sangre debido a la falta de
control de la retroalimentacion negativa de la Ach (125). Asi pues, un incremento de BuChE
podria jugar un papel importante como marcador de la inflamacién producida en la enfermedad
y relacionada con la progresion. En este sentido, los estudios de la enfermedad con modelos
animales (como en la encefalomielitis autoinmune experimental) han reportado una mayor
inflamacién y desarrollo de la enfermedad en relacion con una expresion més alta de BUChE en
el SNC (126).

Sin embargo, la funcién fisiologica de la colinesterasa plasmatica a nivel periférico no es bien

conocida. Por un lado, la expresion més alta de la enzima en el SNC en modelos animales podria
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correlacionarse con los niveles de BUChE en la sangre, porque los niveles en este tipo de muestra
estan fuertemente correlacionados con la actividad de la enzima de sintesis de Ach, la colina
acetiltransferasa; por lo tanto, la desregulaciéon debido a un aumento en BuChE podria indicar
un nivel de inflamacidn a nivel central (127); pero, por otro lado, BUChE ha estado relacionada
con el metabolismo de los lipidos y por lo tanto, esta actividad esta vinculada a niveles de
lipoproteinas en plasma (128-129). Es por esta razon que BuChE podria representar diferentes
roles, uno de los cuales es la sefializacion colinérgica en los estados de inflamacién en la EM, y
la otra es la metabolizacion de las grasas vinculadas a la inflamacion en patologias como el

sindrome metabdlico (130).

AlbUmina

El plasma estd formado por varios compuestos, como las proteinas entre las que destaca la
albumina como la mayoritaria, con un porcentaje de hasta el 50%. Presenta una vida media de
15-20 dias y diversas funciones, como, por ejemplo: transporte de ciertas moléculas o farmacos,
capacidad antioxidante y unién a metales (131-133). Durante la rotura de la integridad de la BHE
se produce el paso de diversas moléculas plasmaticas, entre las que se encuentra la albumina
(134). Dicho paso podria resultar beneficioso, pues la albumina, como se ha indicado
anteriormente, tiene la capacidad de unirse con los metales y al grupo hemo, que son capaces de
promover la sintesis de radicales libres; por lo que al ser captados por la albimina se disminuira
la concentracion de ERO (132-133,135). En este mismo sentido y como se recoge en la Figura
3, varios ensayos han determinado elevados niveles de metales pesados, en los vasos dafiados
cercanos a las BHE, zona en la que también se ha detectado gran cantidad de albimina (136138).
Ademas de esta actividad, los niveles de albumina pueden verse afectados por procesos
inflamatorios progresivos, en los que se verian disminuidos de una manera inversamente

proporcional a los de IL-6 que por tanto aumentarian (139).
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Figura 3. Interaccion de la interleuquina 6 (IL-6) con la albimina. La albimina tiene como principal funcién la captacion del
grupo hemo y de metales para su posterior eliminacion y disminucion de la inflamacion. La EM se caracteriza por ser una
patologia con niveles altos de IL-6. Existe una correlacion entre ambas moléculas, donde vemos que niveles altos de IL-6
ocasionan que los niveles de albdmina disminuyan. Fuente: elaboracién propia

Todas estas evidencias sefialan a la albimina como una molécula antioxidante y neuroprotectora;
aspecto al que habria que afiadir su actividad antiinflamatoria y antiagregante plaquetaria
(138,140-141), lo que la convierte en un buen marcador de alteraciones cardiovasculares que
cursan con una disfuncion endotelial, donde precisamente se ve incrementado el estado
inflamatorio y el estrés oxidativo (142). Por tanto, unos valores bajos de dicha molécula en suero
(hipoalbuminemia), se relacionan con diferentes alteraciones cardiacas como pueden ser: las que
se manifiestan en enfermedades de grandes vasos, insuficiencia en la bomba cardiaca,
alteraciones en la conduccion eléctrica del corazon o eventos tromboembélicos; pudiendo ser un

factor de riesgo de enfermedad cardiaca (143).
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Ademas de las funciones descritas anteriormente, la albimina es la encargada del transporte de
sustancias, destacando principalmente el de compuestos endogenos/exdgenos como puede ser el
cortisol (144).

Cortisol

El cortisol es una molécula de naturaleza lipidica sintetizada por el eje Hipotalamico-
PituitarioAdrenal (HPA). El eje HPA depende del nivel de estrés emocional percibido por el
individuo, siendo éste el estimulo que lo inicia. Debido a esta relacion, una persona sometida a
un estres cronico, evidenciara una estimulacion sostenida de dicho eje produciéndose una
liberacion desproporcionada de hormonas glucocorticoides (GCs). Los estimulos estresantes
activan el eje HPA, produciéndose inicialmente la secrecion de hormonas liberadoras de
corticotropina o corticoliberina (CRH) en el hipotalamo, que estimula a su vez la produccion de
corticotropina (ACTH) en la hipofisis, y que finalmente actla a su vez sobre el cortex adrenal
(concretamente la zona fascicular) responsable de la sintesis de hormonas glucocorticoides
(145).

Dentro de todos los GCs destaca la sintesis de cortisol (146-147). El cortisol sigue un patron
diario de secrecion (circadiano), de modo que los niveles aumentan rapidamente después de
despertar y disminuyen lentamente a lo largo del dia (148).

Sin embargo, la produccion y liberacion desmesurada de cortisol viene dada por la
hiperestimulacién del hipotalamo cuando este se encuentra en presencia de citoquinas
inflamatorias, como es el caso de la IL-6 y TNF-a (149). Cabe destacar que la hormona CRH
puede ser producida en otros tipos celulares, como las células inmunes. Esto plantea dos tipos
de hormona y por tanto dos funciones distintas. Por un lado, se encuentra la CRH de origen
central que aporta proteccion; y por otro la CRH de origen local que agrava la inflamaciéon (149).
En la mayoria de estudios, se evidencia que los pacientes con EM poseen unos niveles de cortisol
elevados respecto a las personas sanas (150-152). Esto podria ser consecuencia de los altos
niveles de depresion que presenta la enfermedad (153), lo que ademas desempefia un papel
notablemente relevante en la progresion de la patologia (154). Sin embargo, en la EM, el papel
de cortisol en la presencia de depresion y progresion de la enfermedad no estéa claro, ya que, por

un lado, la hiperactividad de HPA en algunos pacientes se ha asociado con una progresion mas

24



Universidad Catélica de Valencia “San Vicente Martir”

lenta de la enfermedad, dado la actividad inmunomoduladora de los glucocorticoides (155);
mientras que, por otro lado, el exceso de cortisol también conduce a dafios progresivos en la
actividad mitocondrial, causando niveles aiin mas altos de estrés oxidativo (156-157). Estaes la
razon por la cual la relacién de cortisol con la presencia de depresion en pacientes con EM podria
deberse a otros mecanismos. Entre estos, se debe tener en cuenta la presencia de masa grasa y
concretamente a nivel abdominal, ya que los niveles cronicamente altos de cortisol se han
asociado con la depresion a través de la presencia de grasa abdominal (158) presente en la
mayoria de estos pacientes (159), lo que esta vinculado a un peor prondstico (160).
Especificamente, es el cortisol activo en forma libre que pasa por la membrana celular, el que se
correlaciona positivamente con el porcentaje de grasa (161), y principalmente de la region
abdominal debido a una expresion mas alta de 11B-hidroesteroide deshidrogenasa tipo 1
(11BHSDI11) en esta region (162). Dado que es una molécula de naturaleza soluble en grasa, los
niveles de cortisol libre (aproximadamente 6%) (163) dependen de globulina (GBP, proteina de
unién a la globulina) que la lleva principalmente (164), asi como de la albimina que la transporta
en un 14% (165). Es por esto que los tratamientos que alteran los niveles de albimina en sangre

pueden variar los niveles de cortisol activos. Todos estos procesos se recogen en la Figura 4.

o
o® 15%

Cortisol+

cortisol libre

Contenido graso

Cortisol + GR
Adipocito
(grasa abdominal)

Figura 4. Accion del cortisol en el adipocito. El cortisol es una molécula de naturaleza lipidica; esto hace que su transporte en
sangre requiera de proteinas transportadoras. El 14% del cortisol total es transportado por la proteina albdmina, habiendo un
6% de cortisol en sangre que esta en forma libre. La cantidad de cortisol libre, se correlaciona positivamente con la masa grasa

corporal, principalmente de la region abdominal como consecuencia de una mayor expresion de 11p-hidroxiesteroide
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deshidrogenasa tipo 1 (7/4-HSD1) que transforma cortisona en cortisol. Las moléculas de cortisol (y no de cortisona) se unen
a su vez a su receptor, que una vez activado se transloca al nicleo donde actia como factor de transcripcion
Fuente: elaboracion propia

1.8. Tratamientos farmacologicos de la Esclerosis Multiple (EM)

La EM carece de un tratamiento farmacol6gico que cure la enfermedad; sin embargo, existe un
conjunto de farmacos, alguno de ellos con diferentes métodos de accion, que se emplean para
tratar de moderar el curso de la patologia. Estos farmacos suelen ser empleados con el fin de
reducir nuevos dafios en la sustancia blanca o bien evitar las recaidas y el aumento de la
discapacidad (166). Dentro de los farmacos més empleados para el tratamiento de la enfermedad
se encuentran aquellos que forman parte de las terapias modificadoras de la enfermedad (TME)

(167). Entre estos se encuentran:

» Farmacos intramusculares: estan destinados a reducir la frecuencia y gravedad de las
recaidas, asi como a disminuir las lesiones. Dentro de estos farmacos se localiza el interferon

beta-12, el acetato de glatiramer, y peginterferon beta-12 (167-169).

» Farmacos orales: pese a que se desconoce exactamente el mecanismo de accion de la EM,
se administra este grupo de farmacos (dimetilfumarato, fingolimod y teriflunomida) para
reducir la respuesta celular al estrés oxidativo y el nivel de linfocitos libres en el torrente
sanguineo (167). Ademas, como principal efecto adverso en relacion a la alteracion cardiaca
descrita anteriormente, estos farmacos suelen ocasionar eventos como la bradicardia,

arritmias o blogqueos cardiacos (167).

* Farmacos intravenosos: su uso consiste en la infusion de anticuerpos monoclonales
destinados a la lisis de células T, células B y compuestos de la serie blanca; se considera la
terapia més efectiva contra la EM (167-168).

Sin embargo, a pesar de todos estos tratamientos, a dia de hoy no existe un tratamiento curativo
de la enfermedad. Por lo tanto, es necesario plantear nuevas alternativas terapéuticas en base a

los mecanismos patogénicos previamente descritos.

1.9. Tratamientos no farmacoldgicos para la Esclerosis Multiple (EM)

26



Universidad Catélica de Valencia “San Vicente Martir”

La EM se considera una enfermedad compleja e impredecible que posee un curso fluctuante; es
por ello que su tratamiento requiere de un enfoque multidisciplinario en cuanto a su atencion.
Sin embargo, en los Gltimos tiempos se contempla como objetivo fundamental tratar de mejorar
el elevado estado inflamatorio que es comun a lo largo de toda la progresion de la enfermedad,
tratando de frenar el estrés oxidativo y de mejorar el estado energético mitocondrial de las

neuronas.

1.9.1. Polifenoles. Epigalocatequina galato (EGCG)

Una de las alternativas que podrian ser mas eficaces para frenar el estado de estrés oxidativo, es
la administracion de antioxidantes. Entre estos posiblemente destaca especialmente la eficacia
de los polifenoles. Los polifenoles son un grupo de fitoquimicos derivados de las plantas, que
contienen varios antioxidantes hidrosolubles, altamente beneficiosos para la salud. Dada su
abundancia en la dieta, los polifenoles se han establecido como adyuvantes habituales en el
tratamiento de ciertas patologias (170). En este sentido, cabe destacar que actGan como
hepatoprotectores ante un aumento en la oxidacion de los acidos grasos, modulando el estrés
oxidativo y la inflamacién (170). Comunmente estos compuestos se clasifican atendiendo a su
estructura quimica que suele estar formada por una estructura molecular caracterizada por la
presencia de uno o varios anillos fendlicos. Por tanto, existen varias clases y subclases de
polifenoles que se definen en funcion del nimero de anillos fenolicos que poseen y de los

elementos estructurales que presentan estos anillos (171-174):

* No Flavonoides
Acidos fenélicos: son unos compuestos polifendlicos derivados del acido cindmico. Suelen estar

presente en frutas, verduras, en el grano y en la cascara. Para ser liberados en el organismo deben

sufrir una hidrolisis mediante enzimas. EI méas conocido es el &cido galico.

Curcuminioides: es el responsable de dar color amarillento a ciertos alimentos. Como principal

polifenol en este subgrupo se encuentra la curcumina.

Estilbenos: dentro de este subgrupo el resveratrol es el mas habitual; puede obtenerse de

alimentos y bebidas derivadas de la uva.
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* Flavonoides
Isoflavonas: se caracterizan por tener un anillo B unido al anillo C3. Suelen estar presenta en las

legumbres; es por ello que estdn muy presente en las dietas de algunos paises.

Flavonoles: considerado el subgrupo mas abundante en todo el reino vegetal. La quercetina es

el flavonol més representativo del grupo. Este grupo suele estar presente en té y el vino.

Flavonas: al contrario de los flavonoles, este polifenol no se encuentra tan extendido. Se ha
determinado en algunos citricos y en el perejil, siendo los Gnicos alimentos comestibles ricos en

flavonas.

Flavanonas: estan muy presentes en los citricos y tomates, pese a que también pueden

encontrarse en plantas aromaticas.

Antocianidias: suelen encontrarse en ciertos cereales, vino tinto y algunos vegetales o frutas, por
lo que estan ampliamente distribuidas en la dieta humana. Es considerado uno de los grupos méas
importantes de pigmentos vegetales.

Flavanoles: como principal fuente de este grupo encontramos el chocolate, el vino y el té.

Esta clasificacion se recoge en la siguiente figura (Figura 5)

28



Universidad Catélica de Valencia “San Vicente Martir”
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Figura 5. Clasificacion de los polifenoles. Fuente: Elaboracion propia

Como se muestra en la figura anterior, dentro de los flavonoles se encuentra la EGCG, principal
catequina del té verde. Es abundante la literatura que correlaciona el consumo de té verde con la
prevencion y tratamiento de ciertas enfermedades nerviosas (175-177), y dicha capacidad recae
principalmente en la actividad de la EGCG (178-179). La EGCG (Figura 6) se muestra como
una de las mas eficaces frente al tratamiento de diversas enfermedades que cursan con
neurodegeneracion.
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OH
OH

Figura 6. Estructura quimica de la Epigalocatequina-3- galato (EGCG). Fuente: elaboracidn propia.

Se trata de una catequina con un gran poder antioxidante que se debe a su eficaz capacidad para
inhibir la formacion de fibrillas del péptido AB (principal precursor de ciertas enfermedades
neuronales) (179). Este péptido es formado a través de una reaccion mediada por la proteina
precursora de amiloide (PPA). La EGCG tiene la capacidad de interferir en la reaccion celular
inhibiendo la sintesis de dicho péptido. Como consecuencia, también es capaz de reducir el estrés
oxidativo generado a nivel neuronal, de ahi su eficacia frente a enfermedades de naturaleza
neurodegenerativa.

En cuanto a EM, se ha visto como muestra gran capacidad a la hora de disminuir la gravedad de
la enfermedad en modelos animales, pues reduce la inflamacidn cerebral y la desmielinizacién
(180) junto con una menor expresién de la citoquinas y quimiocinas inflamatorias (181). Esto en
parte podria deberse a su capacidad para atravesar la BHE y acumularse dentro de las
mitocondrias protegiéndolas del estrés oxidativo (182). Del mismo modo, otra caracteristica
beneficiosa para la EM es el blogueo en la produccion de ERO, atenuando ademas la oxidacion
lipidica. Dicho blogueo vendria determinado a dosis altas por la degradacion de la disfuncion
mitocondrial, lo que se traduce en una disminucién de muerte neuronal (178-179).

Otra caracteristica de este compuesto es su capacidad para quelar iones metales agregados.

Haciendo de nuevo hincapié en su estructura, los grupos hidroxilo ayudan a transformar dichos
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agregados en compuestos hidrofobos. Ademas, le permiten a la EGCG unirse a proteinas que ya
han sufrido una mutacion, y devolverlas a su estructura secundaria, recuperando asi la estabilidad
(176). A modo de resumen, este compuesto, debido a su estructura quimica, posee la capacidad
de intervenir en diferentes vias productoras de compuestos intermedios o bien unirse a
compuestos ya formados, transformandolos en formas no toxicas para el medio neuronal e
interviniendo asi en la fisiopatologia de las enfermedades neurodegenerativas. Ademas, cabe
destacar como su administracién mejora las aptitudes cognitivas, lo que confirma que EGCG
puede atravesar la BHE con eficacia. Finalmente, las mediciones séricas no corresponden con la
ingesta oral; esto es debido a que la absorcién del compuesto se produce en intestino delgado,
una vez ha sido expuesta a la accion de ciertos acidos (171).

En cuanto a sus posibles efectos adversos, siendo un complemento nutricional son escasos los
eventos negativos descritos que se le han atribuido. Unicamente se han documentado dos casos
de reaccion hepatica grave (en sujetos con dosis muy elevadas), y el resto han sido procesos

digestivos tipicos, entre los que destacan gases o alteraciones en la motilidad (183-184).

Epigalocatequina galato (EGCG) y mejoras antropométricas

Existe una relacion directa de la presencia de obesidad con un incremento en el estado de
inflamacion (185-187). En este sentido, en un escenario marcado por la obesidad se encuentra a
individuos con un alto estrés oxidativo dada la presencia de ERO (185). En todo este paradigma,
la literatura ha evidenciado el uso del té verde, en especial el de su principal polifenol EGCG,
como un agente anti-obesogénico. Esta capacidad le viene atribuida por su eficacia en la
reduccion de la absorcidn de grasas, e induccion a la modificacion del apetito (188-189). Ademas
de estas cualidades, la EGCG resulta interesante en el tratamiento de la obesidad y su marco
inflamatorio por su eficacia a la hora de eliminar ERO y radicales nitricos producidos durante el
sobrepeso (190).

Asimismo, la EGCG también ha demostrado una reduccién de los niveles de hierro (Fe) sérico,
muy elevados en la obesidad (191). También, entre los minerales, la EGCG puede modificar los
niveles de magnesio (Mg) aumentando su concentracion; la evidencia ha demostrado que el Mg
tiene una relacion directa con la glucosa, donde un aumento del mineral produce una

estabilizacion del pancreas y por tanto una normalizacion de los niveles de glicemia (192).
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Finalmente, también cabe destacar como la EGCG presente propiedades beneficiosas a la hora

de producir cambios fisiologicos relacionados con el metabolismo lipidico (193).

Epigalocatequina galato (EGCG) y mejoras en el riesgo cardiaco

En cuanto a la actividad cardioprotectora se ha establecido que dicho polifenol mejora muchos
de los marcadores descritos en el riesgo cardiovascular. Asi pues, la EGCG reduce los lipidos
libres en el torrente circulatorio, contribuye a mejorar las lesiones por isquemia, reduce el estrés
oxidativo, y ademas atenua la inflamacion protegiendo la funcion del tejido miocardico (194).
También, se ha podido observar en hombres obesos después de recibir 800 mg de EGCG a diario
una disminucion de la presion arterial diastolica lo que reduce el riesgo cardiaco (195), asi como
una disminucion significativa en LDL en mujeres posmenopausicas después de administrarles
800 mg tambien a diario (196).

1.9.2. Triglicéridos de cadena media (TGCM). Aceite de coco

La dieta juega un papel muy importante en la prevencion de numerosas enfermedades. Dentro
de los lipidos, un grupo destacado, son los triglicéridos de cadena media (TGCM), que estan
compuestos de acidos grasos saturados (AGS). Estos tienen en su estructura un nimero de
atomos de carbono que varia entre 6 y 12. Dentro de los AGs, destacan los acidos: caproico con
6 carbonos, caprilico con 8 carbonos, caprico con 10 carbonos y finalmente el ladrico que posée
12 4tomos de carbono en su estructura. Estos TG se diferencian de los de cadena larga, asi como
de los de cadena corta, en los procesos de digestion y absorcion que sufren. En este sentido, la
hidrolisis que se da en los de cadena larga es mucho mas lenta que la hidrolisis de los TGCM.
Asimismo, la principal diferencia entre ambos TG es la velocidad y eficacia de absorcion. Otra
de las peculiaridades de los AGCM es que estimulan menos que los AGCL la secrecion hormonal
de colecistoquinina (esta tiene un papel fundamental en la digestion, pues ayuda a contraer la
vesicula biliar para que se excrete la bilis, llegando finalmente al intestino delgado), de los
fosfolipidos biliares y también de colesterol.

Esto hace que en situaciones en las que hay deficiencia de sales biliares, los AGCM se absorban
igualmente, al no necesitar a estas sales en la misma medida, para emulsionarse; lo que les

diferencia de los AGCL que por el contrario si necesitan de la bilis para su absorcion (197). En
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la misma linea, ocurriria exactamente igual con la falta de lipasa pancreética en el duodeno, que
también depende a su vez de la falta de colecistoquinina. En este caso, como los TGCM
contienen acido caprilico (8C) y acido caprico (10C), estos se hidrolizan mediante las lipasas
gastrica, lingual, e intestinal, lo que permite ser absorbidos de manera rapida, sin necesitar la
presencia de lipasa pancreética ni el proceso de emulsion gracias a la bilis. También habria que
destacar que en el enterocito tampoco se reesterifican, lo que conlleva que no circulen a nivel
linfatico, sino que son transportados por la vena porta ya que pueden entrar en las células
intestinales en forma de diglicéridos y monoglicéridos. Estos a su vez se hidrolizan mediante la
lipasa de la mucosa de estas células, transformandose en AGCM vy glicerol; mientras que los
AGCM libres se unen a albiminay son transportados al higado via sanguinea a través de la vena
porta (Figura 7). Este proceso se realiza de manera especialmente rapida, como consecuencia de

que la velocidad del flujo sanguineo portal es mas alta que la linfatica (198).
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Figura 7. Metabolismo y absorcién tanto de los acidos grasos de cadena larga (AGCL) como de los acidos grasos de cadena

Intesting

media (AGCM). QL: quilomicrén linfatico; QP: quilomicrén plasmatico; HDL: lipoproteinas de alta densidad; AGL: acidos
grasos libres; LPL: lipoproteinlipasa; Qr: quilomicrén remanente; LRP: receptor del quilomicrén (199).

Por otro lado, parece que los AGCM podrian tener una funcion saciante del apetito a través de

ciertos mecanismos que se dan tras la absorcion, como son el aumento tanto de los &cidos grasos
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libres, como de los cuerpos cetdnicos obtenidos tras el metabolismo hepatico (200-201). Son
estos metabolitos resultantes, lo que aportan mayor interés para la actual tesis doctoral. Los
AGCM, una vez absorbidos y transportados al higado, son sometidos a B-oxidaciéon, la cual se
da especialmente en las mitocondrias de los hepatocitos (202), siendo los AGCM oxidados en
mayor cantidad que los AGCL (203-204). Posteriormente, gran parte del acetil-CoA que se
produce debido a la oxidacion de los AGCM a nivel mitocondrial, se emplea en la produccion

de estos cuerpos cetdnicos.

Teniendo en cuenta el pobre desarrollo a nivel farmacoldgico que existe en la actualidad frente
a esta enfermedad comentado previamente y la explicacion fisioldgica, se justifica que se
suministre a los pacientes con EM, TGCM para frenar y tratar de revertir los problemas

mitocondriales, y como consecuencia la muerte neuronal.

El aceite de coco es considerado como el alimento que contiene mas TGCMs (205). En este
sentido, cabe destacar que no es lo mismo que el aceite de palma, aunque se obtengan del mismo
fruto. EI de coco se extrae del endoespermo que es la pulpa blanca, mientras que el de palma se
obtiene del mesocarpo, que es la capa fibrosa no comestible (Figura 9). De entre los tipos de
aceite de coco, también hay tipos segn el modo de extraerlo, destacando el virgen que se obtiene
mediante presion en frio, la cual es mucho mejor ya que reduce considerablemente la cantidad

de triglicéridos de cadena larga (TGCL).
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Figura 8. Diferentes partes del coco (205).

Como se puede ver en la Figura 10, el aceite de coco aporta a la dieta una altisima cantidad de
AGCM. El hecho de que su aporte sea tan elevado es debido a que su composicion se basa
mayoritariamente en grasas saturadas, alrededor de un 90%, destacando las de cadena media. De
este porcentaje, aproximadamente un 45% es de acido laurico, seguido en grandes cantidades
por el palmitico, estearico y miristico. Por otro lado, el acido oleico solamente representa en
torno al 6%. También destaca en su composicion, la presencia de diversas vitaminas como la K

y la E asi como de iones como el hierro.
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Calorias 862 Kcal

Agua Og

Proteinas Og

Hidratos de Carbono Og
Grasas 100 g

de las cuales
Saturadas 86,5 g
Acido Ladrico 44,6 g
Acido miristico 16,8 g
Acido palmitico 8,2 g
Acido caprilico 7,5g
Acido cdprico 6g
Acido estedrico 2,8 g
Acido caproico 0,6 g
Monoinsaturadas 5,8 g
Acido oleico 5,8 g
Poliinsaturadas 1,8 g
Acido linoleico 1,8 g
Hierro 0,04 mg
VitaminaE 0,09 mg
VitaminaK 0,5 pg

Figura 9. Composicién por cada 100 gr de aceite de coco convencional (205).

Aceite de coco y mejoras antropomeétricas

La evidencia sefiala que la dieta cetogénica, o alimentos con altos contenidos en TGCM como el
aceite de coco, pueden ser protectoras en procesos neurodegenerativos como ocurre en EM,
demostrando una mejora cognitiva gracias a un aporte oral de TG (206-207). Este tipo de dietas
poseen la capacidad de aportar un equilibrio energético al cerebro neurodegenerado, donde se
evidencia una deficiencia en el uso de la glucosa, y por tanto de la energia que aporta (208-209).
En esta situacion de pérdida de balance energético, los cuerpos cetdnicos poseen la capacidad de
resolver estas alteraciones energéticas a nivel mitocondrial, ocasionando un efecto
neuroprotector, como ha sido evidencia en diversos trastornos neurologicos (210-213). Este
efecto se centra en diversos mecanismos. En primer lugar, el BHB, cuerpo cetdénico mas activo
y cuya obtencion se representa en la Figura 11, forma parte de un grupo de acidos
hidroxicarboxilicos que son capaces de activar determinados receptores de 4&cido

hidroxicarboxilicos (HCA) los cuales ayudan al mantenimiento de la homeostasis en condiciones
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metabolicas y dietéticas cambiantes. Es por ello que podria ser empleado en trastornos
metabolicos e inflamatorios (214). Por otra parte, el aceite de coco podria modular el uso de la
energia a nivel cerebral, aumentando los transportadores MCT1 y MCT4, mientras disminuye
los GLUT1 encargados del movimiento de cuerpos cetdnicos y glucosa a través de la BHE, y en
especial en el hipocampo y corteza prefrontal (215), regiones dafiadas en los pacientes afectados
con EM (216-217).
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Acetoacetil-CoA
CHyC—CH;—C—5—CoA

{ CoAS@ f CoA
COAS_@

(]3| \

2 CH,C—8—CoA Acetil-CoA

Figura 10. Conversion de acetil-CoA en betahidroxibutirato (BHB) (218)

Igualmente, la funcién muscular también puede verse modificada por la accion de los cuerpos
cetonicos mediante la modulacion de otros mecanismos. Asi pues, PHB presenta efectos
pleiotrépicos convirtiéndolo en un metabolito de sefializacion, que regula el estrés oxidativo y
la inflamacion (219) que son procesos caracteristicos en la fisiopatologia de enfermedades
relacionadas con la atrofia muscular. Ademas, los cuerpos cetonicos poseen actividad anabdlica
y anticatabolica en el musculo esquelético (220-223), destacando sobre todo el PHB (224). Por
Gltimo, los cuerpos cetdnicos restauran la actividad del complejo 1 de la cadena de electrones

(225), que se encuentra deteriorada en la enfermedad.
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Ademaés, los TGCM pueden promover la pérdida de peso a través del aumento del efecto térmico
de los alimentos. A esto habria que afadir que el consumo de grasa fomenta la saciedad,

ayudando a reducir la ingesta y en consecuencia promoviendo una bajada de peso (226).

Aceite de coco y mejoras del riesgo cardiaco

En cuanto al riesgo cardiaco asociado a la ingesta de aceite de coco, a pesar de que se ha aceptado
hasta la fecha que las grasas saturadas lo incrementan respecto a los aceites vegetales (destacando
entre ellas el aceite de coco y la mantequilla), estas evidencias son poco consistentes o presentan
grandes limitaciones como pone de manifiesto Eyres y cols, en 2016 (227). En este sentido, un
estudio reciente pone de manifiesto que el aceite de coco se comporta de manera similar al aceite
de oliva en relacion al impacto en los niveles de colesterol en sangre (sin producir cambios en
los niveles de colesterol total o LDL), e incluso aumenta los niveles de la lipoproteina HDL
aceptada como un eficaz cardioprotector como se ha descrito anteriormente (228). Ademas, los
cuerpos ceténicos procedentes de la oxidacion hepatica han demostrado disminuir los
marcadores inflamatorios, incluida la PCR. Esto es un aspecto muy prometedor en su presumible

beneficio, en la proteccidn frente al riesgo cardiovascular de forma directa (229).
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CAPITULO II

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Tras los antecedentes desarrollados en el marco tedrico, los objetivos que se plantean en la tesis

doctoral y la hipotesis de partida, son los siguientes:

2.1. Hipotesis

En relacion a los objetivos planteados, se establece la hipdtesis principal e hipotesis secundarias.

2.1.1. Hipodtesis principal

» Una intervencion basada en la asociacion de aceite de coco y EGCG disminuye el nivel de

inflamacién, mejorando la funcion cardiaca de pacientes con EM.

2.1.2. Hipdtesis secundarias

» El tratamiento con EGCG Yy aceite de coco mejora el perfil antropométrico de los pacientes
con EM.

» El tratamiento con EGCG y aceite de coco mejora el perfil lipidico de los pacientes con EM.
La intervencion con EGCG vy aceite de coco tiene un impacto positivo en el nivel de riesgo

cardiaco de los pacientes con EM.

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo principal (OP)

» Evaluar el impacto de la intervencion de EGCG Yy aceite de coco en la disminucion de los
niveles de inflamacidn, relacionados con alteraciones de la funcién cardiaca de pacientes con
EM.
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2.2.2. Objetivos secundarios (OSs)

OS 1. Determinar si se produce mejora antropomeétrica en pacientes con EM, tras tratamiento
con EGCG vy aceite de coco.

OS 2. Valorar los cambios en el perfil lipidico en pacientes con EM, tras tratamiento con

EGCG y aceite de coco.

OS 3. Analizar el impacto de la intervencion de EGCG y aceite de coco en el riesgo cardiaco.
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CAPITULO IlIlI

3. MATERIAL Y METODOS

En este apartado se describe todo el proceso a nivel metodoldgico llevado a cabo para el
desarrollo de la tesis doctoral, asi como el material y las técnicas instrumentales y estadisticas

empleadas.

3.1. Disefo del estudio

Se trata de un estudio prospectivo, analitico, cuantitativo y experimental de tipo piloto.

3.2. Muestra poblacional

Los participantes del estudio fueron pacientes de EM, todos ellos miembros afiliados de

diferentes asociaciones de EM en la region de la Comunidad Valenciana. Para este propdsito,

previamente se contactd con la direccion de cada centro para poder explicar el proyecto y ellos,

a su vez, enviaron la informacion a los pacientes de sus respectivas asociaciones. Un total de 72

pacientes diagnosticados de la enfermedad mediante el test McDonald realizado por neurélogos

(230), mostraron interés en participar. Tras el abandono inicial de 5 pacientes, finalmente 67

firmaron el consentimiento informado. De esta muestra poblacional, acudieron a la clinica para

el estudio antropométrico 57 pacientes; y finalmente, para la intervencion y tras aplicar los

criterios de seleccion que se indican a continuacion, se cont6 con 51 enfermos con la patologia.

Estos criterios de seleccion fueron concretamente:

» Pacientes de mas de 18 afios de edad, diagnosticados con RRMS o SPMS al menos desde
hacia un afio.

» Pacientes tratados con acetato de glatiramero e interferén beta, y que no habian tenido una
recaida en los ultimos 6 meses.

Por otra parte, los criterios de exclusion fueron:

e Mujeres embarazadas o lactantes.

» Pacientes con demencia, signos de abuso de alcohol o drogas.

* Pacientes con enfermedad cardiaca.
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» Pacientes con niveles de creatina dos veces por encima de los marcadores normales.
» Pacientes que estuvieran tratados con antidepresivos.

* Pacientes con enfermedades metabdlicas.

« Pacientes que hubieran sido incluidos en otros estudios.
Todo este proceso se recoge en el siguiente diagrama de flujo (Figura 12).

INSCRIPCION

!

n=72 PACIENTES

Abandonan
el estudio (n=5)

-

v
EVALUADOS PARA COMENZAR
(n=67)

Consentimiento
informado

—~— Acuden a la clinica para estudio

T antropométrico(n=57)
Excluidos (n=16)
> No cumplen criterios de |«
inclusion
‘ Aleatorizados (n=51) ‘
l ASIGNACION v

Asignados grupo control (n=24) ‘ ‘ Asignados grupo intervencion

(n=27)

J ESTUDIO J

Perdido durante el seguimiento Perdido durante el seguimiento
(consentimiento retirado) (n=1) (consentimiento retirado) (n=1)

Interrupcidn de la intervencion (ingesta de
dieta incorrecta (n=2)

Interrupcidn de la intervencion (ingesta de
dieta incorrecta (n=2)

ANALISIS
v v v
Analisis Analisis Analisis Anélisis
composicién composicién composicién composicion
corporal (n=17) corporal (n=21) corporal (n=16) corporal (n=25)
> Excluidos del > Excluidos > Excluidos del > Excluidos
analisis (no del analisis andlisis (no del analisis
asistira la (n=0) asistira la (n=0)
prueba prueba
nutricional nutricional
(n=4) (n=9)

Figura 11. Diagrama de flujo que se siguié para la obtencion de la muestra poblacional que formo parte del estudio.

Fuente: elaboracion propia
3.3. Procedimiento

Como se ha indicado previamente, los pacientes interesados en el estudio y sus familias,

recibieron una detallada informacién del mismo, tanto de forma verbal como escrita. Tras la
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aplicacion de los criterios de seleccion, los 51 pacientes que cumplieron los criterios de
seleccion, registraron el consumo de solidos y liquidos de los dltimos 7 dias. Una dieta
isocaldrica personalizada fue disefiada para cada uno de ellos, teniendo en cuenta la
fisiopatologia de cada paciente, en concordancia con la informacién obtenida de los pacientes y
tras una entrevista personal sobre sus habitos alimenticios. Para el disefio de las dietas, se emple6
el software “Easydiet Programa de Gestion de la Consulta”, para lo que se tuvieron que
introducir las caracteristicas antropométricas de cada paciente y sus patologias, de modo que se
pudieran determinar las necesidades caldricas, tanto a nivel de macronutrientes como de

micronutrientes.

3.4. Intervencion

Los 51 pacientes de EM fueron aleatoriamente divididos en el grupo intervencion (27 pacientes)
y el grupo control (24 pacientes). La aleatorizacion se realizo sin estratificacion extrayendo
consecutivamente sobres sellados con nimeros en su interior. EIl grupo intervencion recibio una
dieta isocalorica durante 4 meses (como se ha indicado adaptada a las caracteristicas
individuales de cada paciente, y dividida en 5 comidas al dia: desayuno, almuerzo, comida,
merienda y cena) enriquecida con 60 ml de aceite de coco virgen extra divididos en 2 tomas (30
ml en el desayuno y 30 ml en la comida, proporcionandoles para ello una jeringa calibrada y
pidiéndoles que administraran el contenido directamente en su boca), y suplementada con 800
mg de EGCG (administrados en dos capsulas de 400 mg, una ingerida por la mafiana y otra por
la tarde). Por otra parte, el grupo control siguié la misma dieta isocalorica que el grupo
intervencion durante los mismos 4 meses, pero sin el aceite de coco; y se le administré un
placebo (capsulas que contenian celulosa microcristalina, con el mismo tamario y color) para lo
cual siguieron las mismas pautas que el grupo intervencion. La dieta base que recibieron todos
los participantes del estudio (grupo control e intervencion) tuvo la siguiente distribucion
porcentual de los tres macronutrientes principales, en relacion al valor caldrico total: 20% de
proteinas, 40% de carbohidratos y 40% de lipidos de naturaleza mediterranea caracterizados por
no contener grandes cantidades de AGCM. De esta manera se tenia la seguridad de que los
participantes del grupo control no desarrollaran cetosis, ya que los porcentajes y las cantidades
de macronutrientes empleados con los pacientes del estudio no son los estipulados para una dieta
clasica cetogénica (231-232). Sin embargo, la cetosis en el grupo intervencion era previsible,

pues un gran porcentaje del 40% de los lipidos venia del aceite de coco rico precisamente en
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AGCM. En términos de catequinas, los nutrientes ricos en polifenoles, (especialmente té y café),
fueron evitados a la hora de disefiar la dieta base para todos los participantes del estudio, y que
se caracteriz por ser suficientemente caldrica, variada y equilibrada. Esta dieta se caracterizaba
por ser equilibrada, variada y con suficientes calorias, mediante la suministracion de
proporciones adecuadas de comida dividas en las 5 tomas diarias. Se destaco la necesidad del
consumo de proteinas con un alto valor bioldgico de origen animal como: pescado fresco,

huevos y productos lacteos (leche, yogur y queso); en detrimento de la carne y sus productos.

3.5. Mediciones

Las siguientes medidas se realizaron antes y después de la intervencién de 4 meses, en las
mismas condiciones y al mismo tiempo. En el caso especifico de las escalas, fueron llevadas a

cabo por el mismo neurdlogo asignado a cada paciente antes del estudio.

3.5.1. Mediciones antropométricas

Se llevaron a cabo las siguientes medidas: peso, altura, pliegues cutaneos y perimetros y
diametros, utilizando el método de Faulkner. Un antropometrista ISAK nivel 3 certificado, tomd
las medidas (233). Para medir el peso corporal (kg), se solicito a los participantes que usaran
ropa ligera, se quitaran los zapatos y se pusieran de pie en el centro de la bascula, mirando hacia
adelante, con las extremidades superiores descansando a ambos lados del cuerpo y tratando de
distribuir el peso por igual en ambos pies. La altura (cm) se midi6 sin que usaran zapatos, con
el sujeto en bipedestacion estatica y con los pies juntos, especificando que los talones formaban
un angulo de 45°, y asegurando que la cabeza estuviera en una posicion de plano Frankfort. La
circunferencia de la cintura (cm) se tomo en el punto entre la parte inferior de la ultima costilla
y la parte més alta de la cadera, al final de una exhalacion normal y con los brazos relajados a
cada lado del cuerpo. La circunferencia de la cadera se tomo con el sujeto de pie, con las piernas
y las rodillas juntas y los gluteos relajados. Para los pliegues cutaneos se colocé la cinta
antropomeétrica en la circunferencia maxima de los gluteos, perpendicular al eje longitudinal del
torso. Los puntos anatdmicos necesarios (tricipital, bicipital, subescapular, suprailiaco, creta
iliaca y abdominal) se marcaron con un lapiz dermogréafico antes de tomar medidas de pliegues
cutaneos. Todos los pliegues cutaneos (mm) se tomaron del lado derecho del participante. La

relacion cintura-cadera (RCC), que es una determinacion antropométrica para valorar los niveles
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de grasa abdominal, se determin6 empleando la relacion entre la circunferencia de la cintura 'y
la circunferencia de la cadera (234).

El riesgo cardiovascular obtenido a partir de la RCC, que se basa en la clasificacion ofrecida por
Yusuf'y cols. (235), fue calificado como riesgo alto (>1 en hombres; 0.85 en mujeres), moderado
(0.96-1.0 en hombres; 0.81-0.85 en mujeres) y bajo (<0.95 en hombres; 0.80 en mujeres). La
relacion cintura-altura (RCA) se determiné calculando la relacion entre las medidas de cintura
y altura (236). La ecuacion de Faulkner se empleo para calcular el porcentaje de masa magra
(237). En cuanto al peso 06seo, este se calculé con la formula de Rocha (238), mientras que para
para determinar el peso muscular con el que se obtuvo el porcentaje de masa muscular, se utilizo
la férmula de Matiegka (239).

El equipamiento usado para estas medidas fue: una balanza clinica portétil, modelo SECA, con
una capacidad de 150-200kg y con una precision de 100g; un estadiometro, modelo SECA 220
Hamburg, Germany con precision de 0,1 cm; una pinza mecanica de pliegues cutaneos, modelo
Holtain LTD Crymych UK, con una precision de 0,2 mm y un rango de medida de 0 a 48 mm;
un lapiz dermogréfico; una cinta antropométrica de metal inextensible y estrecha, modelo
Lufkin W606PM con una precision de 0,2 mm; y un paquimetro bicondilar para medir el
diametro de los huesos pequefios, modelo Holtain, con una precision de 1 mm y un rango de
medida de 0 a 140 mm (240).

3.5.2. Analisis de sangre y marcadores

Para las determinaciones séricas se llevd a cabo una analitica de sangre; para lo cual se
obtuvieron muestras de sangre de todos los pacientes a las 11 a.m. con estdmago vacio, a partir
de la vena periférica (cubital). Las muestras de sangre se recogieron en tubos de recoleccion de
sangre sérica BD Vacutainer Plus (Ref. 367815), dejandose a continuacién durante 30 minutos
para su coagulacion. La parte coagulada se separé centrifugando las muestras a 4000
revoluciones/minuto durante 10 minutos en una centrifuga refrigerada. Después de la
centrifugacion, el liquido sobrenadante (suero sanguineo) se transfirio a alicuotas de 0,5 ml que
se congelaron y se almacenaron a -80°C. Finalmente, a las 24 horas las alicuotas se
descongelaron y se realizaron las determinaciones

La concentracion de BuChE se determind por medio de un método descrito previamente por
Tecles y cols. (241). La IL-6 se midié usando la técnica de inmunoensayo ELISA

(EnzymeLinked ImmunoSorbent Assay) (R&D Systems). El cortisol se midio igualmente
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mediante un inmunoensayo quimioluminiscente utilizando kits comerciales (Immulite).
Mientras que los niveles de BPHB se midieron con un kit comercial (Randox Laboratories,
Crumlin, UK) y la actividad PONL1 utilizando 4-nitrofenil acético (242). La LDL, HDL, APOA-
1y TG también se midié utilizando el analizador (Olympus A400, Tokyo, Japan) y utilizando
las instrucciones del fabricante. La Hp se determiné por un método colorimétrico (Tridelta
Development Ltd., Kildare, Irlanda) en un analizador automatico (Cobas Mira Plus, ABX
Diagnostica, Montpellier, Francia). Finalmente, la concentracion de PCR y albdmina se midio
mediante reactivos comerciales (Beckman Coulter, OSR6147 en el caso de PCR y OSR6102 en
el caso de la albumina).

Todos los analisis mostraron una imprecision intra e interanalisis menor al 10%.

3.5.3. Escala Expandida de Estado de Discapacidad (EDSS)

La escala EDSS o test de Kurtzke se utiliza para determinar la discapacidad funcional en
pacientes de EM (243). Consiste en una escala ordinal, que se basa en una valoracién
neuroldgica de los ocho sistemas funcionales, que son: el piramidal, el cerebelar, el tronco del
encéfalo, el mental, el sensorial, el visual, el intestinal y el vesical; ademas de una evaluacién
de la capacidad de marcha. Como resultado, se obtiene un indice de discapacidad que oscila

entre 0 y 10, donde O representaria tener una salud normal y 10 la muerte por EM.

3.6. Consideraciones éticas

El estudio se desarrollé siguiendo las directrices de la Declaracion de Helsinki (244), una vez el
protocolo fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion Humana del Comité de Etica en
Investigacion Experimental de la Universidad de Valencia (nimero de procedimiento
H1512345043343).

3.7. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se llevé a cabo utilizando la herramienta SPSS v.23 (IBM Corporation,
Armonk, UN, USA). Los datos se presentan, como media = desviacion estandar, mediana y

rango, 0 numero de pacientes y porcentaje. Los datos categoricos se analizaron utilizando un
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test chi-cuadrado. Para las variables cuantitativas, en primer lugar, se determind la distribucion
de las variables mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. Para conocer las diferencias entre los
grupos control e intervencion al inicio del estudio, se utilizd una prueba t de Student para
muestras independientes en el caso de que las variables fueran paramétricas; en caso de ser no
paramétricas, se utilizé la prueba U de Mann-Whitney. Para conocer el efecto del tratamiento,
comparando los valores pre y post dentro de cada grupo, se utilizé una prueba t de Student para
muestras dependientes, en el caso de las variables paramétricas; y un test de Wilcoxon, en el
caso de las variables no normales. También se utilizo un test de Spearman de dos colas para
analizar la correlacion. Los analisis también incluyeron un analisis de varianza (ANOVA) de
dos vias (medidas repetidas; pre-test a post-test) por 2 (entre sujetos; grupos). Un valor p por

debajo de 0.05 se considero significativo.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS

En la presentacion de los resultados, y tras establecer las caracteristicas de la poblacion de
estudio, para una mayor compresion de los mismos se seguira el orden de los OSs planteados

derivados del OP, tratando de dar respuesta a los mismos.

4.1. Cambios antropométricos en pacientes con esclerosis multiple (EM), tras tratamiento
con epigalocatequina galato (EGCG) y aceite de coco (OS 1)

Se conto finalmente con una muestra poblacional de 51 pacientes diagnosticados con EM, de
los cuales el 72,5% tenia EMRR vy el 27,5% tenia EMPS. Los pacientes en el estudio tenian
entre 22 y 70 afios de edad, con porcentajes de ambos sexos (70,6% mujeres) que representan
lo que actualmente se considera para la enfermedad (245-246). Para esta poblacion, como se
describe en el apartado de material y métodos, se determiné el estado antropométrico. Las
variables antropométricas de la muestra poblacional: peso, altura, IMC, circunferencia de la
cintura, circunferencia de la cadera, RCC y RCA, se muestran en Tabla 1, en la que se tuvo en

cuenta el sexo de los pacientes.

Tabla 1. Valores antropométricos de la muestra poblacional de pacientes con esclerosis maltiple (EM)

Mujeres Hombres Total
Media DE Media DE Media DE
Peso (kg) 67.37 1391 7559 16.28 69.94 15.04
Altura (cm) 162.00 6.60 171.84 6.35 165.26 791

IMC (kgm?) 25.80 5.10 25.69 5.92 25.70 5.31
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Circunferencia  96.18 13.13 94.49 10.37 95.40 11.81
cintura (cm)
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Mujeres Hombres Total

Media DE Media DE Media DE

Circunferencia  108.70 12.45 98.81 10.69 104.14 12.56
cadera (cm)

RCC 0.89 0.09 096  0.08 0.92 0.09

RCA 0.60 0.08 0.55 0.07 0.58 0.08

IMC: indice de masa corporal; RCC: relacién cintura-cadera; RCA: relacion cintura-altura; DE: Desviacion estandar.

Para el anélisis antropomeétrico, también se determinaron los valores medios de los marcadores
IL-6 y PONL1 relacionados con el estado de inflamacién y oxidacién vinculados con el perfil
antropomeétrico, que se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Niveles en sangre de biomarcadores de inflamacion y oxidacion vinculados al estado antropométrico, determinados en
la muestra poblacional de pacientes con esclerosis maltiple (EM)

Mujeres Hombres Total

Media DE Media DE Media DE

IL-6 (pg/ml) 3.44 3.07 396 421 3.43 3.27
PONZ1(UI/L) 2.80 0.70 3.06 0.60 2.86 0.68

11-6: interleuquina 6 (valor medio de IL-6 normal 1,4 pg/ml); PON1: paraoxonasa 1; DE: desviacion estandar

Obesidad abdominal. Relacion con la interleuquina 6 (1L-6)

Ademas, en este estudio antropométrico, se valoré la presencia o no de obesidad abdominal. En
este sentido, 50 pacientes (87,7%) presentaron obesidad abdominal, mientras que 7 (12,3%) no
la presentaban. En la siguiente tabla (Tabla 3) también se muestran los valores medios
comparados de las variables antropométricas: peso, altura, IMC, circunferencia de la cintura,
circunferencia de la cadera, RCC, RCA y porcentaje de grasa; entre los pacientes con obesidad
abdominal y los que no la mostraron, teniendo en cuenta que ambos grupos tenian una media de
edad, peso y talla similar. Al analizar la comparacion, el IMC, el porcentaje de grasa corporal,
la circunferencia de la cintura, la RCC y la RCA fueron significativamente més altos en los

pacientes con obesidad abdominal. Sin embargo, no hubo diferencias en la circunferencia de la
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cadera.

Tabla 3. Comparacion de variables antropométricas entre pacientes con o sin obesidad abdominal

Sin obesidad Con obesidad
abdominal abdominal n
n=7 =50
Media DE Media DE Z p
Edad (afios) 41.00 18.46 51.48 9.36 —1.547 0.122
IL-6 (pg/ml) 1.77 0.80 3.79 3.43 ~2.087 0.037 *
PONL1 (UI/L) 2.97 0.20 2.90 0.71 —0.386 0.700
Peso (kg) 67.86 7.85 77.66 1434  —1.5550.120
Altura (cm) 172.80 4.49 165.47 9.17 —1.661 0.097
IMC (kg/m?) 2287 349 2854 502  -2.3940.017 *

Circunferencia de la

cintura (cm) 80.90 5.27 97.53 10.99 —3.2150.001 *

Circunferencia de la

100.00 8.60 104.74 13.02 —0.673 0.501
cadera (cm)

RCC 0.82 0.12 0.94 0.07 —2.338 0.019 *
RCA 0.47 0.02 0.59 0.07 —3.576 0.000 *
Porcentaje de grasa 16.68 3.00 21.36 4.30 —2.052 0.040 *

IMC: indice de masa corporal; RCC: relacién cintura-cadera; RCA: relacion cintura-altura; DE: desviacion estandar; Z:

prueba U de Mann-Whitney; * diferencias estadisticamente significativas p < 0,05
Al comparar los niveles de los marcadores bioquimicos en sangre, la IL-6 es significativamente

mas alta en los pacientes con obesidad abdominal, mientras que no existen diferencias en los
valores medios de la actividad de PONL1 (Tabla 4).
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Tabla 4. Comparacion de los niveles en sangre de marcadores bioquimicos entre pacientes con o sin obesidad abdominal

Sin obesidad abdominal Con obesidad abdominal

n=7 n=>50

Media DE Media DE Z p
IL-6 (pg/ml) 1.77 0.80 3.79 3.43 —2.087 0.037*
PONL1 (UI/L)  2.97 0.20 2.90 0.71 —0.386 0.700

IL-6: interleuquina 6; PON1: paraoxonasa 1; DE: desviacion estandar; Z: prueba U de Mann-Whitney; *diferencias
estadisticamente significativas p<0.05

Finalmente, siendo la IL-6 el biomarcador que muestra diferencias entre ambos grupos, se
determind la relacién entre sus valores y las variables antropométricas o la PON1, pudiéndose
observar una correlacion positiva con la circunferencia de la cintura y RCA; por lo tanto, para
esta poblacion, cuanto mayores son los niveles de la interleuquina en el suero, mayores son los
valores de estas variables. Por otro lado, no existe una correlacion significativa con el IMC, la

RCC, la circunferencia de la cadera, el porcentaje de grasa o la actividad de la PON1 (Tabla 5).

Tabla 5. Correlaciones de la interlequina 6 (IL-6) con variables antropométricas y paraoxonasa 1 (PON1)

PON1 IMC Circunferencia Circunferencia RCC RCA  Porcentaje de
de la cintura de la cadera Grasa
Coef. 0.318 0.217 0.407 0.194 0.291 0.413 0.235
IL-6 (pg/ml)
p 0.058 0.152 0.028 * 0.313 0.125 0.026 * 0.135

IL-6: interleuquina 6; PON1: paraoxonasa 1; IMC: indice de masa corporal; RCC: relacion cintura-cadera; RCA:
relacién cintura-altura; Coef.: Coeficiente de correlacion de Spearman; * correlaciones estadisticamente

significativas p < 0,05
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Cambios antropométricos

Después del anélisis antropométrico de la poblacion, el siguiente paso fue determinar los
cambios tras la intervencion. Estas variables sociodemogréficas, en las que también se incluye

el peso, el IMC y el porcentaje de masa grasa y de musculo, mostraron valores similares entre
los grupos antes de la intervencion (Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas sociodemograficas de la poblacién de estudio (grupo control y grupo intervencion)

GC Gl (N Total (N
(N=24) =27) =51)
Freq (%) Freq (%) Freq (%) Chi? p
Mujer 14 (58.3) 22 (815) 36(70.6) 3.279 0.07
Sexo
Hombre 10 (41.7) 5(18.5) 15 (29.4)
Recurrente— 17 (70.8) 20(74.1) 37(725) 0.067 0.80

remitente Tipo EM
Secundaria progresiva 7 (29.2) 7 (25.9) 14 (27.5)

Media + Media + Media +

DE DE DE Z )
49.83 + 44,56 + 47.04 +
Edad (afos) 12.42 11.27 1200 —1.558 0.12
14.21 + 11.89 = 12.98 =
Tiempo diagnéstico (afios) 8.40 9.74 912 1418 016
70.44 68,63 +
Peso (Kg) 18,13 13,56 —0.245  0.806 0.435
25.72 = 2592 +
IMC 601 £ 29 0.142 0887 0.351

1910+ 1934+
Masa grasa (%) 4.96 3.98 —0.370  0.71

38.38 + 39.39
Masa muscular (%) 4.15 288 —0.547  0.584

EM: esclerosis multiple; IMC: indice de masa corporal; GC: grupo control; Gl: grupo intervencion; DE: desviacion estandar;
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Z: prueba U de Mann-Whitney

Igualmente, antes de la intervencion también se cuantifico y comparo entre los grupos, los
niveles de diferentes moléculas o marcadores bioquimicos, como HB, BuChE, la actividad de
laPONL1, IL-6, cortisol, aloimina o TG. En la misma linea de los que se observo con las variables

antropomeétricas, estos valores fueron similares en los grupos control e intervencion.

Tabla 7. Niveles en sangre de marcadores bioquimicos de la poblacion antes de la intervencion (pre-test)

GC(N= GI(N=

24) 27)
Variable Media £ Media + Z p
DE DE
BHB 0.05+0.02 0.06 £0.04 —0.932 0.35

(Mmol/L)
BuChE (UI/L) 6.23+£1.48 5.79+1.48 —1.231 0.22

PON1 (Ul/L) 2.88+0.77 2.67£0.62 —0.832 0.41

IL-6 (pg/ml)  3.67 +2.94 3.66 +4.10 —0.705 0.48

Cortisol 15.5045.86 12.22+4.59 —1,930 0.054
(ng/dl)
Albimina 4,66 +0.41 4.69+0.29 —0.414 0.679
(g/dI)
TG 112,8+50 110,2+ —0.852 0.896
(mg/dl) 55,38

BHB: p-hidroxibutirato; BUChE: butirilcolinesterasa; PON1: paraoxonasa 1; IL-6: interleuquina 6; TG: triglicéridos; GC:

grupo control; GI: grupo intervencion; DE: desviacion estandar; Z: prueba U de Mann-Whitney

Posteriormente, tras los 4 meses de tratamiento, al comparar los cambios dentro de cada uno de
los grupos se observé como el porcentaje de grasa (que se encontraba dentro de los valores de
normalidad para el rango de edad en la poblacion de estudio para ambos grupos (19,10 + 4,96%
en el grupo control y 19,34 + 3,98% en el grupo intervencidn)), solo disminuy6 en el grupo que
recibio la intervencién. Esta disminucién en los niveles de masa grasa, estaria relacionada con
la mejoria significativa después de la intervencidn que se produjo también en los porcentajes de
la masa magra, donde se pasoé de 38,01 + 4,02% a 41,10 + 2,81%, y que no ocurrio en el grupo
control que paso de 38.38 £4.15% a 38.01% 4.02%.
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En cuanto a las otras variables antropométricas que se determinaron, se produjeron
disminuciones significativas en la RCC y el peso de grasa en el grupo intervencion, mientras que
no se observaron cambios en el grupo control. Finalmente, en términos de peso total, se detecto
una disminucion significativa en ambos grupos (Tabla 8).
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Tabla
8. Cambios antropométricos tras la intervencion, tanto en el grupo intervencién como en el control (mediciones Pre y
Post)
Grupo Control Pre (N =17) Post (N =17)
Mediana Rango Mediana Rango Z p
RCC 0.93 0.39 0.94 040 —-0.492 0.623

Masa grasa corporal (%) 18.19 16.19 17.72 19.22  —0.644 0.520

Peso de la grasa (Kg) 12.61 26.77 12.71 28.10 —0.355 0.723
Masa muscular (%) 38.88 16.30 39.10 17.69 —1.738 0.082
Peso (kg) 62.45 68.60 61.00 63.00 —2.723 0.006 *
Pre (N = 16) Post (N = 16)
Grupo Intervencion Mediana Rango Mediana Rango Z p
RCC 0.90 0.35 0.88 0.30 —2.183  0.029 *

Masa grasas corporal (%) 19.40 1450 17.63 13.34 —4.421 0.000 ***
Peso de la grasa (Kg) 12.95 20.85 11.17 1851 —4.373 0.000 ***
Masa muscular (%) 39.77 12.68  40.68 1197 -2.955 0.003 **

Peso (kg) 64.50 56.10 65.50 53.00 —3.076 0.002 **

RCC: relacion cintura-cadera; Z: test de Wilcoxon; *diferencias estadisticamente significativas p<0.05; ** diferencias

estadisticamente significativas p<0.01; ***diferencias estadisticamente significativas p<0.005

En este sentido, los resultados de ANOVA mostraron un efecto significativo de interaccion
tiempo-condicion. Por lo tanto, observamos que RCA [F (1.31) = 12,752; p = 0,001] y masa
grasa [F (1,48) = 21.275; p = 0,000] de los pacientes del grupo intervencion disminuyeron desde
el inicio, y sin embargo, estas variables incrementaron en el grupo control. Ademas, la masa
muscular [F (1.49) = 7975; p = 0,007] incrementd en los pacientes del grupo intervencion,

mientras que por el contrario se observo una disminucion en el grupo control (Tabla 9).
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Tabla 9. Comparacion de las puntuaciones de cambio de las variables antropométricas post intervencion, tanto
en el grupo intervencién como en el control

Grupo Control Grupo Inten

N=21 N =25

Media* DE Media * DE F p
IMC —0.5182 0.89418 —0.7629 1.03918 0.782 0.381
RCC Pre-Post —0.0029 0.03016 —0.0156 0.02421 1.761 0.194
RCA Pre-Post 0.0006  0.02045 —0.0238 0.01857 12.752 0.001

Masa grasa Pre-Post (%) 0.2152  1.54251 -1.7870 1.51905 21.275 0.000

Masa muscular Pre-Post (%) —0.5958 1.50057 0.8307 2.02952 7.975 0.007

IMC: indice de masa corporal; RCC: relacion cintura-cadera; RCA: relacion cintura-altura; PCR: proteina C reactiva; DE:

desviacion estandar; Chi2: prueba de Chi cuadrado; F: prueba de andlisis de varianza (ANOVA); * Cambio medio de

preprueba a post-prueba

Por otra parte, en cuanto a los biomarcadores, esta comparacion intragrupo pre-post indicé una
diferencia significativa solo para la IL-6 en el grupo control, que disminuyé después de 4 meses
del estudio. Sin embargo, se pudieron encontrar diferencias significativas en el grupo
intervencion para los niveles de BHB que aumentaron. Igualmente, en el grupo intervencion,
BuChE, la actividad de PON1 y la albimina aumentaron significativamente; mientras que la IL6
disminuyd significativamente, al igual que EDSS (lo que representa una mejora en la capacidad
funcional). Finalmente, los valores de cortisol y TG no mostraron cambios para ninguno de los
grupos (Tabla 10).

10. Comparacion de las puntuaciones pre-post intervencion, tanto en el grupo intervencion como en el grupo control

Grupo Control Pre Post
Media DE Media DE 4 p
BHB (Mmol/L) 0.05 0.02 0.04 0.04 -1.461 0.14
IL-6 (pg/ml) 3.67 2.94 1.37 1.15  -3.245  0.001*
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Tabla
BuChE (UI/L)

PON1 (UI/L)
Albumina (g/dl)
TG (mg/dl)

Cortisol (ug/dl)

Grupo Intervencion
BHB (Mmol/L)
IL-6 (pg/ml)
BUChE (UI/L)
PONL1 (UI/L)
Albumina (g/dl)

TG (mg/dI)

Cortisol (pg/dl)

6.23
2.88
4.66
112,8

15.50

Pre

Media

0.06

3.66

5.79

2.67

4.69

103,6

12.22

1.48

0.77

0.41

50

5.86

DE

0.04

4.10

1.48

0.62

0.29

55

4.59

6.37
2.87
4.55
141,9

15.62

Media

0.10
1.31
6.41
2.92
4.83
88,7

11.77

1.47

0.82

0.44

74,95

6.49

DE

0.10

2.09

1.76

0.68

0.19

30

3.89

-1.085
-1.586
-1.469
-1,034

-1.731

Z
-2.005
-4.074
-3.147
-3.722
-2.375
-1,399

-.317

0.28
0.11
0.142
,301

0.884

p

0.045*
0.000***
0.002***
0.000***
0.018*

,162

0.751

BHB: Betahidroxibutirato; IL-6: interleuquina 6; BUChE: butirilcolinesterasa; PON1: paraoxonasa 1; TG: triglicéridos; DE:

desviacion estandar; Z: test de Wilcoxon; *diferencias estadisticamente significativas p<0.05; diferencias estadisticamente
significativas p<0.01; ***diferencias estadisticamente significativas p<0.005

Butirilcolinesterasa (BuChE)

Dada la importancia descrita en el apartado del marco tedrico de la actividad de la BuChE a nivel

antropomeétrico, en esta tesis doctoral se realiz6 un analisis de la enzima en mayor profundidad.

En este sentido se determind la relacion de sus niveles con las variables antropométricas

analizadas, y con la actividad de PONL1; pudiéndose observar que hubo correlaciones positivas

entre los niveles de BuChE, y los porcentajes de masa grasa, los niveles de TG en sangre también

determinados y la actividad de PONL1. Sin embargo, estas correlaciones no ocurrieron en el grupo

control (Tabla 11).
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Tabla 11. Correlacion en el estudio entre butirilcolinesterasa (BhChE) y las otras variables tras la intervencion (post-test),
tanto en el grupo intervencion como en el control

Grupo Intervencion (N = 27)

Grasa (%) TG (mg/dl) PONL1 (UI/L)
BuChe (UI/L) Coef 0.752 0.522 0.448
p 0.000 ** 0.006 ** 0.022 *

Grupo Control (N = 24)

BuChe (UI/L) Coef 0.235 0.299 0.186

p 0.364 0.244 0.475
Grasa (%): porcentaje de grasa corporal; TG: triglicéridos; PON1: paraoxonasa 1; BuChE: butirilcolinesterasa; Coef:

coeficiente de correlacion de rango de Spearman; * diferencias estadisticamente significativas, p < 0,05; ** diferencias
estadisticamente significativas, p < 0,01

AlbUmina-cortisol

También resulta interesante las modificaciones que se produjeron en las moléculas albumina y
cortisol, cuya actividad esta relacionada, como se describe en el marco tedrico. En este sentido,
como se puede ver en la tabla anterior (Tabla 10), solo hubo un cambio en los niveles de
albumina, que aumentaron significativamente en el grupo intervencion. En la siguiente tabla, se

muestran de nuevos estos cambios, pero expresados como mediana y rango (Tabla 12).
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Tabla

12. Comparacion antes del tratamiento (pre) y después (post) de los valores de albdmina y cortisol entre los grupos

control e intervencion

Grupo control Pre (N = 21) Post (N = 21)

Mediana Rango Mediana Rango Z

Cortisol (pg/dl) 16.30 23.85 13.10 29.36 —1.731
Albumina (g/dl) 4.65 143  4.69 1.80 —1.469
Pre (N = 25) Post (N = 25)

Grupo Intervencion Mediana Rango Mediana Rango Z
Cortisol (ng/dl) 11.90 18.44 11.05 18.01 -0.317

Albtimina (g/dI) 4.65 114 481 0.86 —2.375

0.884

0.142

0.751

0.018 *

Z: test de Wilcoxon; *diferencias estadisticamente significativas p<0.05

Estos resultados, podrian determinar una disminucion en las concentraciones de cortisol libre en

el grupo intervencion.

Haptoglobina (Hp)

Viendo que a nivel muscular Unicamente se observaron mejoras significativas en el grupo

intervencion, a continuacion, se realizé un analisis mas profundo sobre el rol de la molécula Hp

en estas mejoras. En este sentido, se pudo observar como los niveles de Hp en la sangre no
variaron (pasando de 369,09 + 97,82 mg/dl a 390 + 91,15 mg/dl) (Figura 12).
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Serum Hp (mg/dl) Muscle mass (%)

before (Pre) and after (Post) intervention. before (Pre) and after (Post) intervention.

' *kk
; - '
Pre Post

Figura 12. Cambios obtenidos en el grupo intervencion en los niveles de Haptoglobina (Hp) y porcentaje de misculo, al
comparar las variables antes (pre) y después (post. Test de Wilcoxon se usé para ver las diferencias antes y después de la
intervencion. *** diferencias estadisticamente significativas p<0.001

Pr

e Post

También se analizé la relacién entre los niveles de Hp y la IL-6 como marcador de inflamacion,
pudiéndose observar como antes de la intervencion la proteina muestra una correlacion
significativa y positiva con la secrecion de IL-6, y negativa con el porcentaje muscular (Tabla
13).

Tabla 13. Correlaciones de haptoglobina con interleuquina 6 (IL-6) y porcentaje de masa muscular (% muscular), antes (pre)
y después (post) de la intervencion

IL-6 Pre % Musculo Pre
Variable Coef Sig Coef Sig
Hp Pre (mg/dl) 0.657 0.004 ** ~0.682 0.001 **
IL-6 Post % Mdsculo Post
Hp Post (mg/dI) 0.527 0.007 ** ~0.292 0.148

Hp: haptoglobina; IL-6: interleuquina 6; Coef: coeficiente de correlacion de rango de Spearman; **: diferencias
estadisticamente significativas p < 0,005

4.2. Cambios en el perfil lipidico en pacientes con esclerosis multiple (EM), tras
tratamiento con epigalocatequina galato (EGCG) y aceite de coco (OS 2)

Respondiendo al segundo objetivo secundario de la tesis, se realizé un analisis del impacto de la
intervencion en los niveles de los principales lipidos en sangre de la poblacion de estudio. Los
niveles previos a la intervencion, de: colesterol total, TG (ya mostrados anteriormente), LDL,
HDL y APOA-1 tanto del grupo control como del grupo intervencion, se muestran en la siguiente

tabla, pudiéndose observar que no existian diferencias entre ambos grupos.
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Tabla

Tabla 14. Parametros lipidicos al inicio del estudio tanto en el grupo intervencién como en el control

Grupo control Grupo intervencion MediatDE MediatzDE
p
CT (mg/dl) 210,8 £ 39,39 220,9 £ 35,96 .873u
TG (mg/dl) 112,8 £ 50 110,2 £ 55,38 .896u
LDL (mg/dl) 133,4 + 34,1 131,9 + 24,07 976t
HDL (mg/dl) 76,56 + 1522 84,81 +18.05 .249u
APOA-1 (mg/dl) 167,6 £ 21,77 178,7 £ 22,54 126u

CT: colesterol total; TG: triglicéridos; LDL: lipoproteina de baja densidad; HDL: lipoproteina de alta densidad; APOA-1:
apolipoproteina Al; DE: desviacion estandar. Prueba t de Student.
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Estos valores se encuentran ligeramente por encima de la normalidad para los valores de
colesterol total y de LDL. Sin embargo, el resto de las lipoproteinas, APOA-1, HDL y TG, se
sitlan en rangos de normalidad (247-248).

Tras la intervencion, al comparar las mediciones entre grupos del perfil lipidico, se pudieron
observar algunas diferencias (Figura 14). Concretamente, los niveles de CT aumentaron
significativamente en ambos grupos, pasando de 210,8 £+ 39,39 mg/dl a 236,4 £ 63,2 mg/dl (t =
-2,790; p = 0,013) en el grupo control; y de 220,9 £ 35,96 mg/dl a 232,5 + 41,89 mg/dl (z =
2,085; p = 0,037) en el grupo intervencion. EI HDL aument6 solo en el grupo control, pasando
de 76,6 + 15,2 mg/dl a 86 + 14,2 mg/dl (z = -2,533; p = 0,011); mientras que en el grupo
intervencion se mantuvieron constantes (84,8 + 18,1 mg/dl y 87,9 + 16,2 mg/dl en las
mediciones pre y post, respectivamente). LDL y APOA-1, no mostraron diferencias
significativas en ninguno de los grupos, aunque hubo una tendencia a aumentar los niveles de
APOA-1 en el grupo control.

Los niveles de TG, como se ha indicado anteriormente, mostraron diferentes tendencias en cada
grupo, aunque ninguno de ellos alcanzo significacion estadistica. Concretamente hubo una
tendencia a un aumento en el grupo control, pasando de 112,8 + 50 mg / dl a 142 + 75 mg / dI,
y una tendencia a una disminucion en el grupo intervencién, pasando de 103,6 + 55 mg/dl a 88,7
+30 mg/dl (z=-1.399; p =0,162). Sin embargo, al realizar el analisis de los parametros lipidicos
después del tratamiento por medias de muestra independientes, si se encuentran diferencias
significativas, con niveles mas bajos en el grupo intervencién (z = -2.201, p = .028). Estos

resultados se muestran graficamente en la Figura 14.
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Figura 13. Perfil lipidico antes y después de la intervencion en los grupos control e intervencién. TC: colesterol total; TG:
triglicéridos; LDL: lipoproteina de baja densidad; HDL.: lipoproteina de alta densidad; APOA-1: Apolipoproteina Al. Prueba
t de Student. *p <0 .05 para comparaciones dentro de cada grupo; a: p <0 .05 para comparaciones entre grupos.

Triglicéridos (TG)

Viendo que la unica diferencia en la tendencia de cambio entre ambos grupos, Gnicamente se de
en los niveles de TG, donde en el grupo intervencion se produjo una disminucion significativa
respecto a los niveles iniciales; y teniendo en cuenta la relacion establecida por otros autores
entre los niveles de esta lipoproteina y la capacidad funcional en pacientes con EM, se analizo
a continuacion la relacion entre los valores de la escala EDSS (escala de capacidad funcional),
y los niveles de TG y PCR como marcador de inflamacion. Este analisis muestra que Unicamente
en el grupo intervencion, existe significacién en estas correlaciones tras el tratamiento.
Concretamente, en cuanto a los TG sus niveles en sangre correlacionan significativamente con
los valores de EDSS de manera positiva, lo que significa que los pacientes que peor estaban a

nivel funcional eran los que mayores valores de TG en sangre tenian (Figura 15).
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Figura 14. Correlaciones entre la actividad funcional (valores escala EDSS) y los niveles de triglicéridos (TG) después de la
intervenciodn, en los grupos control e intervencion. TG: triglicéridos; EDSS: Escala Expandida de Estado de Discapacidad.

Test de Spearman. Correlacién estadisticamente significativas p < 0,005
Mientras que, en cuanto a la PCR, esta correlacion se da igualmente de manera positiva, lo que
podria indicar que los pacientes méas inflamados son los que tienen los niveles de discapacidad

funcional mas alta (Figura 16).
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Figura 15. Correlaciones entre la actividad funcional (valores escala EDSS) y los niveles de Proteina C reactiva (PCR) después

de la intervencién, en los grupos control e intervencion. PCR: proteina C reactiva; EDSS: Escala Expandida de Estado de
Discapacidad. Test de Spearman. Correlacion estadisticamente significativas p < 0,005
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4.3. Impacto de la intervencion con aceite de coco y EGCG en el riesgo cardiaco (OS 3)

En cuanto a las mejoras del tratamiento a nivel cardiaco, tras el periodo de intervencion se
pudieron observar algunas diferencias significativas entre el grupo control y el grupo
intervencion. Para determinar estos cambios, se analizaron determinadas variables ya indicadas
en apartados anteriores de este capitulo de resultados relacionadas con la actividad cardiaca
como: IMC, la actividad de laPON1, RCC, RCA, porcentaje de masa grasa, porcentaje de masa
muscular, albimina y PCR.

Como ya se ha indicado previamente, Unicamente el grupo intervencion mostré valores
significativamente mas bajos en RCC; y mas altos en la actividad de PON1, masa muscular y

albimina. Todos estos resultados se vuelven a mostrar en la Tabla 15.

Tabla 15. Comparativa entre los grupos control e intervencion tras el tratamiento, de los valores obtenidos en las diferentes variables

relacionadas con el riesgo cardiaco

Grupo Control Grupo  Intervencion

N=21 N =25

Media DE Media DE Z p
IMC 25.36 585 25.16 4.94 —0.068 0.946
PONZ1(UI/L) 2.49 0.79 297 0.65 -0.369 0.001"
RCC 0.94 0.08 0.87 0.09 -1.969 0.049"
RCA 0.60 0.09 055 0.07 —-1.515 0.130
Masa Grasa (%) 19.01 526 17.74 3.32 —0.701 0.483
Masa muscular (%) 38.01 4.02 41.10 2.81 -2.115 0.023"
Albtimina (g/dL) 4.55 0.44  4.83 0.19 2316 0.021"
PCR (mg/L) 4.72 355 350 2.02 —1.671 0.095

PON1: paraoxonasa 1; RCC: relacién cintura-cadera; RCA: relacion cintura-altura; PCR: proteina C reactiva; DE:
desviacion estandar; Z: prueba U de Mann-Whitney; * diferencias estadisticamente significativas, p < 0,05; *** diferencias

estadisticamente significativas, p < 0,005
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Ademas, algunas de estas variables antropomeétricas, sirvieron para calcular el riesgo cardiaco
(tal como se describe en el capitulo de material y métodos). Y en este sentido, se pudo observar
como, en cuanto al riesgo cardiaco, tras la intervencion no se observaron diferencias
significativas en el grupo control. Sin embargo, si se observaron cambios significativos en el
grupo intervencion en relacion a la distribucion de pacientes en los diferentes grupos de riesgo
cardiaco (tanto alto, como moderado y bajo); concretamente, disminuyé el nimero de personas

con alto riesgo cardiaco y aumentd el de los que presentaban o moderado o bajo riesgo (Tabla

16, Figura 17).

Capitulo IV

Tabla 16. Comparativa entre los grupos control e intervencion tras el tratamiento, en los niveles de riesgo cardiaco

Grupo Control Grupo Inten

N =17 N =16
Freq % Freq % Chi2 p
Bajo 8 471% 64 37.5% 2.343 0.310
Riesgo Cardiaco Moderado 1 5.9% 25.0%
Alto 8 471% 6 37.5%
Chi2: prueba de Chi cuadrado; Z: prueba U de Mann-Whitney
B Pre-test Cardiac Risk A idoitiiod ot

Cardiac Risk

Parc el iga
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Figura 16. Comparativa del porcentaje de pacientes con riesgo cardiaco bajo, moderado o alto, antes del tratamiento (pre test) y
después del tratamiento (post-test), entre los grupos control (azul) e intervencion (rosa).

Finalmente, tras aplicar la prueba ANOVA los resultados revelaron un efecto de interaccién
significativo en condiciones de tiempo. Por lo tanto, obtuvimos que tanto RCA [F (1.31) =
12,752; p = 0,001] como la masa grasa [F (1.48) = 21,275; P = 0,000] de los pacientes del grupo
intervencion disminuyeron respecto al inicio de la intervencion, mientras que por el contrario
aumentaron en los pacientes del grupo control. Ademas, la masa muscular [F (1.49) = 7975; p
= 0,007], albumina [F (1.43) = 8222; P = 0.006] y PON1 [F (1.41) = 4501; p = 0.040]
aumentaron en el grupo intervencion, al contrario de lo que se observo en el grupo control que

mostrd una disminucion (Tabla 17).

Tabla 17. Comparacion de las puntuaciones de cambio después de la finalizacion de la intervencion versus el control

Grupo Control Grupo Intervencion N =21 N =25

Media DE Media DE F p
PONL1 Pre-Post (UI/L) -0047 .40128 .2427 35522  4.501 040
RCC Pre-Post -.0029 .03016 -.0156 02421 1.761 194
RCA Pre-Post .0006 .02045 -.0238 .01857 12.752 .001*
Masa Grasa Pre-Post (%) 2152 1.54251 -1.7870 1.51905 21.275 .000*
Masa muscular Pre-Post 1.50057 .8307 2.02952 7.975 .007~*

-.5958
(%)
Albumina Pre-Post (g/dL)  -.1353 .36632 .1435 28599 8.222  .006*
PCR Pre-Post (mg/L) -.3230 5.72099 -.0889 1.85873.040 .843

PONL1: paraoxonasa 1; RCC: relacion cintura-cadera; Relacion cintura-altura RCA; PCR: proteina C-reactiva; DE: deviacién estandar;
Chi2: Test de Chi cuadrado; F: prueba de ANOVA; *Cambio medio de pre-prueba a post-prueba
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CAPITULO V

5.DISCUSION

Una vez expuestos los resultados obtenidos, en este apartado de discusion se van a analizar,
comparandolos con la evidencia cientifica publicada hasta el momento. Para ello, en la linea
mostrada en el apartado de resultados, esta discusion se va a estructurar segin los OSs

planteados.

5.1. Mejora antropométrica en pacientes con esclerosis multiple (EM), tras tratamiento
con epigalocatequina galato (EGCG) y aceite de coco (OS 1)

Los habitos alimentarios, que estan directamente relacionadas con las caracteristicas
antropometricas y que fueron previamente descritas en nuestro laboratorio (49), se caracterizan
especialmente por una elevada ingesta, tanto de hidratos de carbono simple como de lipidos
predominantemente constituidos por AGS. Estos habitos pueden a su vez estar relacionados con
variables asociadas a la propia enfermedad, entre los que se incluyen el tratamiento
farmacoldgico que es principalmente la ingesta de inmunomoduladores y glucocorticoides y que
a su vez producen cambios en la ingesta de alimentos y aumento de peso (249). El aumento,
derivado del consumo de glucocorticoides, se basa principalmente en un incremento del
porcentaje de grasa abdominal (250). Por tanto, esta dieta desequilibrada, junto con otras
variables y factores ambientales entre los que se encuentran la ingesta de ciertos farmacos,

podria contribuir a las caracteristicas antropomeétricas de la poblacién de estudio.

Obesidad abdominal. Relacion con la interleuquina 6 (I1L-6)

En este sentido, efectivamente se observé obesidad abdominal en nuestra muestra poblacional,
en un alto nimero de pacientes en los que el tejido adiposo en el abdomen se asocio con un
IMC, circunferencia de cintura, RCC, RCA y porcentaje de grasa significativamente mayores,

en comparacion con pacientes sin obesidad abdominal. Resultados similares se registraron en el
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estudio de Susan K. y cols. 2017, en el que el IMC se asoci6 positivamente con la ingesta de

proteinas y lipidos y negativamente con la ingesta de carbohidratos en pacientes obesos (251).

Ademas, la ingesta excesiva de carbohidratos simples esta relacionada con la obesidad y el
sobrepeso (252), asi como con un aumento del tejido adiposo en el abdomen (253). En cuanto
al impacto e influencia de la ingesta dietética sobre el nivel de inflamacion, hay que destacar
que una ingesta excesiva de lipidos se relaciona con el estrés oxidativo y la inflamacién
(254255). Ademas, a nivel clinico, uno de los principales sintomas de la enfermedad son las
alteraciones a nivel motor relacionadas con las alteraciones antropométricas observadas en la
enfermedad (256). En este sentido, se ha observado que una ingesta adecuada de lipidos mejora
la sensacion de fatiga en pacientes con EM (257). Por ello, entre las implicaciones practicas de
este analisis, encontramos que establecer nuevas pautas dietéticas basadas en la disminucién de
la ingesta elevada de lipidos, acompafiada de un menor porcentaje de carbohidratos simples que
también estan directamente relacionados con la produccion de citoquinas proinflamatorias
(258), podria ser una estrategia terapéutica para reducir el estado inflamatorio asociado a la
fatiga, implicando una mejora motora.

Entre estas citoquinas, nuestro estudio determind que la IL-6 tenia niveles elevados,
coincidiendo con lo publicado por otros autores (259). En cuanto a la relacion de IL-6 con las
variables antropomeétricas, existe una correlacion positiva con la RCA y el perimetro de cintura,
mientras que esto no ocurre con el porcentaje de grasa, la RCC, la circunferencia de caderay el
IMC; lo que parece indicar que la IL-6 se asocia positivamente con la grasa acumulada en la
zona abdominal, tal y como han observado otros autores (107). Esto se verifica con niveles
significativamente mas altos de la interleuquina en pacientes con este tipo de obesidad, lo que
también esta relacionado con el estado inflamatorio de la enfermedad (93). En este sentido,
parece confirmarse el papel fundamental de la IL-6 en el proceso inflamatorio de la patologia,
lo que esta en consonancia con otros resultados que la vinculan con la patogenia de la EM (260).
Sin embargo, debemos destacar que, en nuestro estudio, este aumento de IL-6 no se correlaciona
con los niveles de PON1. Este resultado indica que la acumulacion de grasa, particularmente en
el area del abdomen, esté relacionada con valores mas altos de IL-6, pero no esta relacionado
con la actividad de PON1 como marcador del estado de oxidacion total; por lo que, a pesar de
que PON1 es un marcador sensible a las mejoras antropométricas y metabolicas tras el

tratamiento nutricional en pacientes con EM (261) y que su actividad antioxidante es baja en la
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enfermedad (34), no es un buen marcador del estrés oxidativo asociado a la inflamacién para

esta enfermedad, coincidiendo con lo observado por otros autores (262).

Cambios antropométricos

La EM es una enfermedad de caracter inflamatorio que se caracteriza por la pérdida progresiva
de masculo asociada a un aumento de la grasa (263). En este sentido, se ha demostrado que el
antioxidante EGCG reduce la inflamacion y el porcentaje de grasa corporal (264). Ademas,
también el incremento de cuerpos cetdnicos en sangre se ha relacionado con cambios en la
composicidn corporal caracterizados por pérdida de peso (265) y aumento de la masa muscular;
por lo tanto, la pérdida de peso se debe principalmente a la pérdida de grasa (266) junto con una
disminucion de la inflamacion (267).

Coincidiendo con estos resultados, destaca el hecho de que, para nuestros pacientes, tras
administrar EGCG junto con aceite de coco (lo que provocd un aumento significativo de BHB
en suero), observamos que efectivamente hubo una disminucion significativa en el porcentaje
de grasa (que en nuestra poblacion estaba dentro de los niveles normales para personas sanas)
acompafiado de un aumento de la masa muscular, lo que no ocurrié para ninguna de las dos
variables en el grupo control de nuestro estudio.

Por otro lado, como ya se ha citado, hubo una disminucion significativa en los niveles de
citoquina IL-6. Sin embargo, los niveles de IL-6 en sangre también disminuyeron en el grupo
de control, lo que podria explicarse por los efectos a nivel microglial de la dieta mediterranea
administrada en ambos grupos. Recientemente se ha evidenciado que los oligodendrocitos
expuestos a estres oxidativo in vitro tienen el potencial de activar células de la microglia,
especialmente por medio de la IL-6, convirtiéndola en protagonista del proceso inflamatorio de
la enfermedad (268). IL-6 activa astrocitos y microglia, regulando la expresion de neuropéptidos
tras lesion neuronal, para, por ejemplo, enfermedades neurodegenerativas (269). En este sentido,
se ha demostrado que seguir una dieta mediterranea disminuye la produccion de citogquinas
proinflamatorias producidas en la microglia, y especialmente la IL-6 (270) observada a nivel
periférico (271). El efecto antiinflamatorio de esta dieta se debe a su composicion, caracterizada
por un bajo aporte de grasas saturadas de mantequilla, leche enteray carnes rojas, un alto aporte
de grasas monoinsaturadas del aceite de oliva, un adecuado aporte de omega- 6 frente a acidos
grasos poliinsaturados omega-3 del pescado, mariscos y frutos secos, bajos contenidos de

proteinas obtenidas de la carne roja, altas cantidades de frutas, verduras, aceite de oliva, hierbas
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y especias, y altas cantidades de fibra que se encuentran en productos de origen vegetal, como
verduras, frutas, cereales integrales, legumbres y frutos secos. Sin embargo, a pesar de que el
posible efecto antiinflamatorio de la dieta basal para ambos grupos esta determinado por una
disminucion de IL-6, en nuestro estudio la albdmina solo aumento en el grupo de intervencion.
Este resultado podria minimizar el efecto de la dieta, ya que la albimina se relaciona con la dieta
porque es un marcador del estado nutricional, pero también su aumento indica una disminucion
del estado inflamatorio (272); por lo tanto, los niveles estan inversamente correlacionados con

marcadores de inflamacion como la IL-6 (273).

Butirilcolinesterasa (BuChE)

En cuanto a los cambios antropométricos, posiblemente como consecuencia de mejoras con
disminucion del porcentaje de grasa en el grupo de intervencion, se observd un aumento
significativo de la actividad de PONL1 en suero (que no se observo en el grupo control), en linea
con lo publicado por otros autores tras el tratamiento con antioxidantes (272). Sin embargo, en
cuanto a BUuChE, a pesar de ser una enzima relacionada con la patogenia de la enfermedad
(274275), se observé un aumento significativo solo en el grupo de intervencidon de nuestro
estudio. Esto podria basarse en la actividad de la enzima en el metabolismo de los lipidos, como
ya observaron otros autores (276). En este sentido, los ratones BUChE KO se vuelven obesos
con una dieta rica en grasas (277), BUChE se asocia con los niveles de lipoproteinas en sangre,
tomando un papel en su metabolismo y correlacionandolo con sus niveles en patologias, como
el sindrome metabdlico (278). En este sentido, este papel en el metabolismo de los lipidos podria
explicar, por un lado, la correlacion positiva con la actividad de PON1 observada tras nuestra
intervencion, ya que ambas moléculas muestran esta actividad lipolitica (279-280), por otro
lado, la correlacion positiva con los niveles de grasa en este mismo grupo podria significar que
a mayor porcentaje de grasa, mayor actividad de BUChE. Ademas, también observamos una
correlacion positiva con los niveles de TG en sangre, como ya se observo en pacientes con riesgo
cardiaco (276). El aumento de la actividad de BUChE en nuestro estudio, asi como la correlacién
positiva con estas lipoproteinas, no seria consecuencia de la inflamacion derivada de niveles
elevados de TG (281), sino de un aumento de TG en sangre a partir del aceite de coco (que
contiene altos niveles de TCM), lo que posiblemente refleja un aumento en la actividad
lipolitica, que esta relacionado con el aumento de cuerpos cetonicos (BHB) observado en los

individuos. Por otro lado, los cambios logrados a nivel antropométrico y en los marcadores
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séricos también pueden estar correlacionados a nivel central, pues podriamos observar una
mejora en la capacidad funcional directamente ligada a la presencia de fatiga asociada, a su vez,
a la actividad de BUChE en el SNC (282). Estos resultados podrian confirmar los beneficios
clinicos tras mejoras antropométricas que podrian conducir a un aumento de BuChE en sangre,
destacando asi el papel que tiene esta enzima tanto a nivel central como periférico, como ya

sugirieron otros autores (283).

AlbUmina-cortisol

La EM se caracteriza por una alteracion mitocondrial de las neuronas como resultado de altos
niveles de estrés oxidativo relacionado con la obesidad y el deterioro neuromuscular (74) v, al
mismo tiempo, con la presencia de depresion cuya hormona principal es el cortisol (284). En
este sentido, los pacientes con EM tienen una hiperactividad del eje HPA, con el consiguiente
aumento de los niveles de ACTH y cortisol en la sangre (154).

EGCG puede reducir la disfuncion del eje HPA (285); y esto podria explicar su impacto en la
mejora de los niveles de depresidn: en pacientes con sintomas de ansiedad y depresion
relacionados con la esquizofrenia o el trastorno bipolar (286), o en modelo animal con esta
sintomatologia tras administrar la catequina durante 8 semanas (287). Estas mejoras coincidirian
con los resultados previamente publicados por nosotros para esta misma poblacion de estudio
donde observamos una disminucion en la depresion solo en el grupo de intervencion (288). Sin
embargo, no parece que este cambio se deba a una disminucion en los niveles de cortisol total
en la sangre, ya que en el grupo control sus niveles siguen siendo similares después del
tratamiento. Esto podria deberse al hecho de que, coincidiendo con estos resultados, se ha
evidenciado que la administracion de EGCG no disminuye los niveles de cortisol en la sangre
(289), aunque inhibe 11BHSDI. Esta enzima es responsable del paso de cortisona a cortisol
activo (véase Figura 4), que es la que finalmente se une a su receptor, produciendo el efecto
nocivo (290).

Ademas, es interesante resaltar el papel de la albiumina en la actividad de cortisol libre, ya que,
en situaciones de hipoproteinemia, se observan niveles mas bajos de transporte de cortisol, lo
que aumenta su forma libre a pesar de que sus niveles totales siguen siendo los mismos
(291293). Podria postularse que, en nuestro estudio, el aumento de la albimina puede conducir
a una disminucion en las cantidades de cortisol libre que puede unirse a su receptor (GR). Sin

embargo, se deben hacer mas estudios para confirmar estos mecanismos.
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Profundizando en el rol de la albumina, las altas concentraciones de esta proteina y la
disminucion de la masa de grasa corporal, podrian estar relacionadas con una disminucion de la
inflamacién. La albumina es una proteina de fase aguda negativa que disminuye en inflamacion
(294), y cuyos niveles bajos estan asociados con mayores porcentajes de grasa corporal y
mayores concentraciones de IL-6 y PCR en la sangre (138). Ademas, el exceso de masa grasa
corporal promueve la inflamacion, lo que agrava el pronostico de la enfermedad y, a su vez, esta
relacionado con la presencia de depresion en pacientes con EM (159). En este sentido, se ha
establecido una relacion especialmente significativa entre la depresion y la grasa cuando ésta
ultima se encuentra alrededor del abdomen (295-296). Por lo tanto, la reduccion obtenida de la
grasa en nuestro estudio, principalmente alrededor del abdomen, podria ayudar a explicar las
mejoras en los niveles de depresion en el grupo de intervencion, a través de una caida de la
inflamacién como resultado de mejoras antropomeétricas.

Debemos destacar que nuestros resultados coinciden con los obtenidos en otros estudios después
de administrar EGCG (297-298). Es importante sefialar que existe una relacion entre los
sintomas emocionales negativos y la EM. En nuestro estudio, los cuerpos cetonicos aumentaron
significativamente en el grupo de intervencidn después de administrar 60 ml diariamente. Las
dietas cetogénicas, y especialmente el consumo de aceite de coco, debido a sus altos porcentajes
en AGCM que exceden el 50% (200), son, como se ha descrito en el marco tedrico, la fuente
mas importante de cuerpos cetdnicos después del metabolismo hepatico. Los AGCM tienen un
alto nivel de oxidacion para obtener energia, evitando asi el almacenamiento en el tejido adiposo
y promoviendo un mayor uso de energia (299) que conduce a la pérdida de peso sin recuperacion
a largo plazo (300). Este efecto lipolitico de los cuerpos cetdnicos se ha asociado con mejoras

en la depresion (301-304) caracteristica de estos pacientes (305).

Haptoglobina (Hp)

Como consecuencia de la mejora significativa de la masa muscular promovida por el tratamiento
de EGCG Yy aceite de coco, nos resultd interesante profundizar, Gnicamente en el grupo que
recibid el tratamiento y que aumento6 el muasculo, en la funcion y cambios de la molécula Hp
relacionada directamente con la actividad muscular.

El aumento del musculo, cabe sefialar que, a pesar de ser significativo, apenas representd un
exiguo 1% en comparacion con el presentado inicialmente por los pacientes; sin embargo, en

nuestro laboratorio, al igual que el incremento que se muestra en la Figura 13, hemos podido
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observar una pérdida de aproximadamente -0,59% en el mismo periodo de tiempo con pacientes
con EM que no recibieron ningun tipo de tratamiento (306). Por lo tanto, el aumento observado
en nuestro estudio puede ser importante. En este sentido, existen pocos estudios que indiquen
una mejora en el porcentaje de masa muscular con intervenciones de la misma naturaleza; con
otro tipo de terapias, como la actividad fisica intensa, se han observado mejoras del 1,5% en 3
meses (307). Por lo tanto, estos resultados podrian confirmar la accion anabolica de BHB al
aumentar el masculo observado después de seguir dietas cetogénicas (308), que a su vez podria
verse potenciada por la actividad de EGCG como lo describen Kim ARy cols. (2017) quienes
demostraron como este polifenol aumenta significativamente el tamafio de las fibras musculares,
regenerando asi el muasculo esquelético en situaciones de deterioro muscular (309-310).
Ademas, nuestro estudio vio una disminucion considerable en IL-6, lo que posiblemente podria
indicar una reduccién en los niveles de inflamacion tanto del EGCG como del coco (como fuente
de BHB en sangre). Estos resultados podrian coincidir con lo ya observado por otros autores al
administrar EGCG, ya que este polifenol regula negativamente su expresion génica (311),
evidenciandose el efecto de cuerpos cetdnicos que disminuyen la sintesis de citoquinas en ratas
al bloguear los receptores NMDA (312).

Ademas, tras nuestra intervencion, los niveles de Hp en sangre no variaron. En este sentido,
cabe sefialar que una hemdlisis sostenida en el tiempo, como consecuencia de la progresion de
la enfermedad, es capaz de saturar los mecanismos tampon de fr-Hb por Hp, lo que induciria
una disminucion de sus niveles, facilitando ain mas la entrada libre de Hb al SNC a través del
BBHE dafiado (313), asi como una mayor destruccion muscular. Por tanto, el hecho de que los
niveles de Hp, tras 4 meses de tratamiento, no hayan disminuido sino que se mantengan,
mientras que los porcentajes musculares aumentan significativamente, podria estar asociado a
una mejora de la actividad muscular, posiblemente como consecuencia del efecto anabdlico a
nivel muscular (tanto de EGCG (314) como del aumento de BHB propiciado por la ingesta de
aceite de coco (315)), siendo nuestra hipdtesis que esta mejora podria estar mediada a su vez
por la neutralizacion de Hb libre. En consecuencia, este patrén en la secrecion de la proteina
podria estar asociado a su efecto antiinflamatorio, como ya se ha observado en otras
enfermedades, ya que promueve la union de Hb-Hp, inhibiendo asi la peroxidacion lipidica
estimulada por Hb y reduciendo la oxidacion (316). Ademas, esto no solo se considera actividad
antiinflamatoria, sino también actividad inmunomoduladora al regular los mediadores
proinflamatorios (317). Este hecho hace que la actividad de Hp adquiera especial relevancia en

términos de enfermedades autoinmunes. En particular, en modelos animales de EM, al inhibir
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la sintesis de Hp (EAE Hp knockout), se observo que la enfermedad era mucho mas grave, lo
que indica que los niveles de Hp en sangre tienen un papel destacado en la progresion de
enfermedades autoinmunes, y especificamente en MS (318), que nuestros resultados pueden
confirmar.

Por otro lado, también se analizaron posibles correlaciones de la proteina Hp. Al realizar esta
valoracion, antes de la intervencion la proteina muestra una correlacion positiva con la secrecion
de IL-6, lo que demuestra que en las condiciones caracteristicas de la EM de alta inflamacion y
destruccion muscular (como se evidencia en nuestro estudio con niveles muy por encima de la
normalidad de IL-6), cuanto mayor sea la secrecion de IL-6, mayor sera la expresion de Hp en
sangre (también muy por encima de los valores normales). Estos resultados coinciden con los
publicados en modelos animales de ratas diabéticas que presentaban alto estrés oxidativo e
inflamacién como consecuencia de la enfermedad, y donde también se registré una correlacion
positiva entre ambas moléculas (319). Sin embargo, a pesar de las mejoras en los niveles
inflamatorios determinadas por una disminucion significativa de I1L-6 después del tratamiento,
esta correlacion positiva se mantiene. Esto se explicaria por el propio mecanismo en la expresion
de Hp, que también depende precisamente de la secrecion de citoquinas (320).

A pesar de esta correlacion positiva entre 1L-6 y Hp tanto antes como después de 4 meses de
tratamiento, la correlacion entre secrecion de Hp y porcentaje muscular se invierte antes de la
intervencion (correlacion negativa); por lo tanto, no se registra ningdn tipo de relacion posterior
al tratamiento. Estos resultados podrian aportar informacion sobre el hecho de que antes de la
mejora muscular, la actividad de la proteina Hp estaria relacionada con la destruccion muscular,
tal y como indican otros autores (321). Sin embargo, y como se ha comentado anteriormente, al
mejorar el porcentaje muscular usando Hp para neutralizar la Hb libre al disminuir la hemdlisis,
no existe correlacion. Esto podria indicar que los niveles de Hp libre en sangre estan
relacionados con la destruccion muscular como consecuencia de la inflamacion, pero no con la
oxigenacion asociada a la recuperacion muscular. Tras analizar y debatir todos nuestros
resultados, las actividades de EGCG y BHB relacionadas con las variables analizadas, nos
permiten identificar a la molécula Hp como un biomarcador tanto de procesos inflamatorios
ligados a la destruccién muscular, como de mejora muscular tras algun tipo de intervencion

terapéutica de tipo anabolico y naturaleza antiinflamatoria.

5.2. Cambios en el perfil lipidico en pacientes con esclerosis multiple (EM), tras
tratamiento con epigalocatequina galato (EGCG) y aceite de coco (OS 2)
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A la hora de valorar y discutir los resultados relacionados con este objetivo, resulta importante
recordar que todos los participantes del estudio (grupo control y grupo intervencién) recibieron
de base una dieta mediterrdnea adaptada a las necesidades de cada paciente, que incluyo fuentes
proteicas, carbohidratos de bajo indice glucémico y verduras ricas en fibra; eliminando por
completo ultra procesados, aztcares simples y carbohidratos de alto indice glucémico (pues un
metabolismo glucémico disfuncional, produce un dafio mitocondrial que a su vez aumenta el
avance de la enfermedad por la atrofia axonal que produce la disminucién de ATP).

Sin embargo, como se ha indicado anteriormente, solo se produjo diferencias entre grupo
intervencion y placebo tras los 4 meses de intervencion, en los niveles de TG. Este resultado
puede discernir las dudas especialmente de la actividad del aceite de coco rico en grasas. Este
nutriente, se eligid como tratamiento para nuestra poblacion por evidencias previas que lo
identifican como uno de los neuroprotectores més eficaces frente a la inflamacion y el elevado
estres oxidativo, lo que se basa en la actividad conocida desde hace muchos afios de los cuerpos
cetonicos originados por el metabolismo hepatico, entre los que destacan los PHB (319). Estos
metabolitos mejoran la actividad mitocondrial, al representar una via energética alternativa para
las neuronas (320), por lo que suponen a dia de hoy una muy buena alternativa al tratamiento
farmacoldgico de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (321). Esta mejora en
la actividad mitocondrial puede deberse a que el aceite de coco se ha relacionado directamente
con una reduccion del tamafio de los adipocitos en los tejidos adiposos blancos, lo que hace que
se le vincule con una actividad eficaz en la mejora de la disfuncion del metabolismo lipidico
(322). Este rol del aceite de coco puede explicar a su vez, su eficacia en la mejora de un cuadro
de dislipemia, ya que su administracion: aumenta los niveles de HDL, y reduce los
triacilgliceroles hepaticos en modelo animal (323). Estos resultados coinciden con lo observado
en nuestro estudio, donde se produce un incremento en el CT en ambos grupos (intervencion y
control); consecuencia fundamentalmente de: un ligero incremento de LDL y APOAL no
significativos, y un aumento en el HDL que fue mayor en los pacientes del grupo control.

La unica diferencia en la tendencia del cambio entre grupo intervencién y grupo control, fue
precisamente en los niveles de TG, ya que en el grupo intervencion disminuyen
significativamente respecto a sus valores iniciales, mientras que en el grupo placebo se produjo
un efecto contrario, mostrando un incremento significativo; lo que justifica a su vez la eficacia
ya evidenciada, tanto del aceite de coco como de EGCG, en la disminucién de los niveles de los
TG en sangre (324-325).
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En este sentido, cabe recordar que la disminucion de la capacidad funcional (uno de los aspectos
clinicos que mas disminuyen la calidad de vida de estos pacientes), esta relacionada con los
cambios antropomeétricos. Vinculados con esos cambios antropométricos, caracterizados por un
incremento en los porcentajes de la grasa corporal (105), podrian estar precisamente los niveles
de TG en sangre, que son proinflamatorios y se asocian con mayor grado de oxidacién celular
y de afectacion energética a nivel de la mitocondria (56). En nuestra poblacion, los niveles de
TG en sangre no se muestran especialmente altos (estando dentro de la normalidad
(30.0160.0mg/dl)); pero la disminucion significativa tras los 4 meses que durdé la intervencion,
Unicamente en el grupo intervencion, podria explicar a su vez la mejora en la capacidad
funcional en el grupo intervencion (determinada mediante la escala EDSS), ya que ésta se
correlaciona significativamente y de modo positivo con los niveles de TG Unicamente en el
grupo intervencion. A lo que hay que afadir que, a su vez, la capacidad funcional se correlaciona
del mismo modo positiva y significativamente en el grupo intervencién, con un marcador de
inflamacién como es los niveles de PCR en sangre. Esto podria confirmar que los cambios que
se dan en ambas moléculas (TG y PCR) dependen, en el caso del grupo intervencion, de las
mejoras que se dan a su vez en la capacidad funcional tras administracion de EGCG y aceite de
coco vinculados a su vez a mejoras antropométricas (188, 189, 326-327).

Finalmente, cabe destacar que esta actividad beneficiosa de nuestro tratamiento con aceite de
coco, es contraria a la que se produce con otras dietas que también son ricas en grasa, pero de
otra naturaleza, ya que éstas se relacionan por ejemplo con exacerbacién de los efectos de las
placas amiloides en la enfermedad de Alzheimer, mientras que la dieta rica en aceite de coco
muestra un efecto neuroprotector potencial (328). Este efecto neuroprotector, podria ser debido
en parte también a la gran cantidad de polifenoles que presenta el aceite de coco, que una vez
aislados se ha visto como previenen las anomalias lipidicas inducidas por el cadmio y los indices
de riesgo cardiovascular al mejorar los sistemas de defensa antioxidantes (329). Este hecho,
justificaria que la intervencion de nuestro estudio se completara con otro polifenol, y
concretamente EGCG. EGCG actla protegiendo la peroxidacion lipidica con funcién
antiinflamatoria y antioxidante, lo que ejerce un papel neuroprotector; este rol es especialmente
interesante como complemento del aceite de coco, porque este polifenol se ha visto como
precisamente aumenta las concentraciones de acidos grasos libres en plasma, lo que sugiere un
mayor uso de lipidos como fuente de energia, mejorando funciones como la resistencia fisica
(330); o el estado cardiovascular. En este sentido, cabe destacar como los polifenoles se

caracterizan por sus efectos vasodilatadores, muestran efectos antiinflamatorios claros y pueden
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modular las vias apoptoéticas en el endotelio vascular, lo que se completa con la mejora del perfil

lipidico todo lo cual promueve las mejoras cardiacas (331).

5.3. Impacto de la intervencion de epigalocatequina galato (EGCG) y aceite de coco en el
riesgo cardiaco (OS 3)

Clinicamente, uno de los problemas mas importantes que presentan los pacientes con EM es el
elevado riesgo cardiaco que presentan, y que se debe fundamentalmente al exceso de grasa
abdominal (322-333) observada también en la muestra poblacional de esta tesis doctoral, y a la
pérdida de masa muscular (334). Estos cambios antropométricos estan vinculados directamente
con comorbilidades de naturaleza cardiacas (335). Por lo tanto, uno de los objetivos de la tesis
fue precisamente, como consecuencia o relacionado con las mejoras en el perfil antropométrico
y lipidico analizadas anteriormente, el de mejorar este riesgo cardiaco a traves del tratamiento
con altas cantidades de EGCG complementado con aceite de coco (336) y con una base de dieta
mediterranea. Como consecuencia del tratamiento, se pudo observar que efectivamente se
obtuvo una mejora significativa en el riesgo cardiaco en el grupo que recibio este tratamiento,
ya que aumentaron los porcentajes de pacientes con riesgo moderado o menor. Esto consolida
que este tipo de dieta podria permitir reducir la probabilidad de enfermedad coronaria ya descrito
(337). El papel del EGCG en esta mejoria cardiaca, se basaria en que, tal como se describe en
el marco tedrico, este polifenol protege frente a la peroxidacion lipidica (338); ademas, presenta
actividad antiinflamatoria y antioxidante, todo lo cual hace que su administracion se asocie a un
menor riesgo de enfermedades cardiovasculares (339).

En este sentido, cabe destacar que la reduccion del riesgo cardiaco se vincula principalmente
con la pérdida de la grasa abdominal. La EGCG muestra grandes propiedades antiobesidad, lo
que se basa en su capacidad para disminuir la proliferacion de adipocitos, la lipogénesis y la
sintesis de adipoquinas proinflamatorias (340) especialmente a nivel abdominal (341),
mejorando de este modo, las variables que hemos determinado (342). Por otra parte, y en la
misma linea, los cuerpos cetdnicos, en condiciones isoenergéticas se muestran eficaces en la
mejora de la tasa metabdlica basal (343) y reducen el apetito vinculado al efecto saciante que
presentan. Sin embargo, cabe destacar que esta actividad se muestra moderada en humanos, y
como consecuencia, el peso se pierde se relaciona directamente con la pérdida de grasa (344).
Ademas, hay que destacar que el riesgo cardiaco no solo depende de la grasa corporal, sino
también de la pérdida de masa muscular (345-346). Y en este aspecto, EGCG ha evidenciado
una actividad protectora y reparadora del musculo esquelético (347); y también cabe destacar

82



Universidad Catélica de Valencia “San Vicente Martir”

coémo tras la administracion de dieta cetogénica se han obtenido mejoras musculares (348).
Nuestros resultados respaldan estos hallazgos, ya que la intervencion de nuestro estudio
consiguid, unicamente en el grupo intervencion, un incremento en la masa muscular. La eficacia
de la intervencidn a nivel antropométrico parece confirmarse especificamente por las variables:
porcentaje de grasa, RCA y porcentaje muscular, tras aplicar el test ANOVA que asocia el efecto
de la duracion de la intervencién con el propio tratamiento.

Esta disminucion del riesgo cardiaco asociada a mejoras antropométricas también se ha
evidenciado a nivel bioguimico. La acumulacion de grasa abdominal contribuye directamente
al estado inflamatorio cronico de la enfermedad (349), aumentando la concentracion de
moléculas proinflamatorias relacionadas con el estado de oxidacién y el riesgo cardiaco. En
particular, en esta tesis, y para valorar las mejoras cardiacas del tratamiento relacionadas con
el tercer objetivo secundario, valoramos de nuevo los cambios en los niveles de albimina,
actividad de la PON1 y PCR, antes y después de la intervencion.

La albumina se ha correlacionado negativamente con el desarrollo de la EM, teniendo incluso
una relacion mas pronunciada a medida que avanza la enfermedad (349). En nuestro caso, como
ya se ha dicho se observo un aumento significativo solo en los pacientes tratados, lo que
demostrd que nuestra intervencion con EGCG y aceite de coco aumentd la concentracion de
esta proteina. Este efecto es beneficioso para el corazon, ya que bajas concentraciones de
albimina se asocian con enfermedad arterial coronaria o insuficiencia cardiaca (350), y la
hipoalbuminemia se considera un factor de riesgo cardiovascular (143). Ademas, un aumento
en los niveles de albumina podria potenciar los efectos del EGCG en nuestro tratamiento, ya
que se ha demostrado que la albumina se une al EGCG estabilizando este polifenol y
potenciando su poder antioxidante (351-352).

También obtuvimos un aumento igualmente significativo de la actividad de PON1, en linea con
lo publicado por otros autores que, por un lado, vieron un aumento significativo de la actividad
de la paraoxonasa al administrar polifenol resveratrol en ratones con aterosclerosis (ApoE-
ratones deficientes) (351) y, por otro lado, la administracion de catequinas en humanos aumentd
significativamente la PON1 en suero, provocando una disminucién de las citoquinas
proinflamatorias. En ratas, al seguir una dieta enriquecida con aceite de coco, hubo un aumento
significativo en la actividad de PONL1, a diferencia de lo que sucedi6 cuando siguieron una dieta
enriquecida con otros aceites, como aceite de copra, aceite de oliva y aceite de girasol (353).
Finalmente, la PCR, que esta relacionada con el desarrollo de la EM (105), como ya se vio

anteriormente no disminuyd después de la intervencion. Se podria esperar que la administracién
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de aceite de coco aumentara la PCR, como se ha descrito anteriormente (354); sin embargo, tras
la intervencion de nuestro estudio, los valores no aumentaron, sino que se mantuvieron en
niveles similares, lo que podria deberse al efecto compensador de la EGCG, cuya actividad
disminuye la secrecion de PCR (355).

Todos los cambios bioquimicos positivos obtenidos Unicamente en el grupo intervencion
también se observan tras aplicar el test ANOVA para albumina y PONL1 (cuya actividad incluso
empeora en el grupo control), lo que parece confirmar la eficacia del tratamiento, y
especialmente a nivel cardiaco.

Tras la discusion de nuestros resultados, cabe destacar que nuestro estudio presenta claras
limitaciones. Entre estas cabe destacar que la muestra poblacional es pequefa, e incluye
Unicamente pacientes de la Comunidad Valenciana. Por otro lado, pensamos que se deben
realizar estudios complementarios que profundicen sobre la mejora en la actividad mitocondrial
a nivel energético. También seria de interés la valoracion de otros marcadores relacionados con
el estado de inflamacién, que no se han tenido en cuenta en este estudio, como el TNF y la
citoquina antiinflamatoria IL-10. Ademas, la valoracion de estos marcadores, es interesante que
se realice, no Unicamente justo antes y después del estudio, sino también durante la intervencién
(tratando asi de profundizar en la actividad a nivel metabdlico del tratamiento) y durante los
meses posteriores al término de la intervencidn para comprobar la durabilidad del efecto de las
moléculas empleadas.

Por otra parte, seria interesante determinar, no solo el impacto de la intervencion a un nivel
periférico, sino también en términos del SNC, con la intencion de establecer por ejemplo la
relacion de BuChE (determinada en nuestro estudio) con Ach o el proceso de remielinizacion
que se ha observado recientemente después de seguir una dieta cetogénica.

Finalmente, cabe destacar que el riesgo cardiaco se ha determinado a partir de variables
Unicamente antropométricas, y en base a marcadores que estan relacionados con la actividad del
sistema cardiocirculatorio, pero seria muy interesante completar estos resultados con pruebas
de imagen y de funcionalidad cardiaca que analicen la actividad del SN simpatico y
parasimpatico, ayudando a entender todavia mas nuestros resultados. Es por esto que
proponemos futuras lineas de investigacion que se centren en estos parametros, empleando para
ello una poblacion mayor de pacientes con la enfermedad.

A pesar de estas limitaciones, teniendo en cuenta que los efectos secundarios de los
medicamentos utilizados para tratar a este tipo de paciente pueden producir numerosos efectos

negativos, y viendo que se consiguen numerosas mejoras (no solamente clinicas sino también
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bioguimicas), sugerimos que el desarrollo de tratamientos no farmacoldgicos basados en
terapias alternativas como la administracion de antioxidantes y neuroprotectores a partir de
fuentes nutricionales, puede resultar una alternativa muy positiva. Poder conocer el impacto
beneficioso de esta alternativa terapéutica, y comprender como logran estas mejoras como
hemos tratado de hacer en nuestro trabajo, nos permitira avanzar el conocimiento de la

enfermedad, mejorando la calidad de vida de estos pacientes.
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CAPITULO VI

6. CONCLUSIONES

Tras el andlisis y discusion de los resultados, obtenidos en respuesta a los objetivos planteados

y a partir de la hip6tesis de partida, las conclusiones del estudio son las siguientes:

La intervencion de EGCG y aceite de coco en pacientes con EM disminuye el estado de
inflamacidn caracteristico de la enfermedad, lo que explica a su vez una mejora en la funcion
cardiaca del tratamiento.

Los pacientes del estudio presentan obesidad abdominal, a consecuencia de los malos
habitos nutricionales, asociada a los altos valores de la IL-6 como marcador de inflamacion,
que, sin embargo, no se correlaciona con una actividad mas baja del marcador de oxidacion
PON1.

La administracion en estos pacientes de EGCG junto con un aumento de cuerpos cetonicos
en la sangre después de la ingesta de aceite de coco, provoca mejoras antropometricas
caracterizadas por una disminucién de la grasa corporal e incremento de la masa muscular.
En cuanto al rol de determinadas moléculas en estos cambios, la enzima BUChE parece tener
un papel en el aumento de la actividad lipolitica; ya que sus niveles aumentan después del
tratamiento y, al mismo tiempo, se correlacionan positivamente con el porcentaje de grasa,
los niveles de TG en sangre y la actividad de PONL1.

Tambiéen la combinacion de EGCG y aceite de coco se asocio con un aumento de la albimina
en la sangre sin que cambiaran los niveles de cortisol, y una disminucion de la grasa
abdominal; para pacientes que mostraron menor depresion que al inicio.

En cuanto a Hp, se ha evidenciado una relacion entre sus niveles y la actividad anabdlica
del tratamiento. En este sentido, su cuantificacién en sangre representa una herramienta

diagnostica para pacientes con EM, tanto con respecto al dafio muscular como a la
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regeneracion muscular asociada con una inflamacion més baja consecuencia del
tratamiento.
Los pacientes con EM del estudio presentan unos valores discretamente superiores para CT
y LDL. Sin embargo, tras los 4 meses de duracion del estudio, todos muestran las mismas
tendencias en el cambio, con incrementos en CT, HDL, LDL y APOA-1; a excepcién del
nivel de TG, que solamente se logra que disminuya tras la intervencion con EGCG vy aceite
de coco, aumentando en el grupo que no lo reciben, y estando esta disminucion relacionada
con la mejora funcional y con la disminucion de inflamacion representada por la
concentracion de la PCR en sangre.
La administracion del antioxidante EGCG vy aceite de coco disminuye el riesgo cardiaco en
pacientes con EM. Esta disminucion se determina como resultado de la mejora de dos
variables diferentes: antropométricas con reduccion en RCC y aumento en el porcentaje
muscular; y de analitos séricos, con aumento de la actividad de PON1 y de los niveles
albdmina en la sangre.

Estas conclusiones, parecen confirmar tanto la hipétesis principal planteada en la tesis, como

las hipotesis secundarias.
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