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Resum

La Sindrome Metabolica €s una de las causes més importants del desenvolupament de
malaltia cardiovascular, diabetis, fetge gras no alcoholic o trastorns neurodegeneratius. No
obstant, encara es desconeixen molts dels mecanismes subjacents mitjancant els quals aquest
sindrome contribueix a l'increment del risc cardiometabolic o neurocognitiu. La ressonancia
magnetica és una modalitat de diagnostic per la imatge que es caracteritza per la seva gran
capacitat per determinar i quantificar diferents propietats d'un mateix teixit aconseguint
detectar canvis precocos que serien imperceptibles en altres modalitats. L'objectiu general
d'aquesta tesi consisteix en posar de manifest la utilitat d'alguns biomarcadors avangats de
ressonancia magnetica per a la identificacid de canvis preclinics associats a la sindrome
metabolica que contribueixen a l'increment del risc cardiometabolic o neurocognitiu en

individus sense antecedents de diabetis o malaltia vascular isquemica.

En primer lloc es va avaluar l'efecte de la sindrome metabolica i els seus components
sobre la rigidesa arterial mitjancant I'analisi de la velocitat de 'ona del pols en arteria carotida
comu per ressonancia magnetica. Es van reclutar 35 individus amb sindrome metabolica 1 35
controls agrupats segons la seva edat (superior o inferior a 55 anys). Per I’analisi estadistic es
van utilitzar els valors residuals de la correlacio entre la edat i la rigidesa arterial. Els resultats
van mostrar un augment de la rigidesa en arteria carotida associada a la sindrome metabolica
en individus de mitjana edat (p = 0.001); perd no en la poblacié major de 55 anys (p = 0.313).
La presencia de la sindrome metabolica es va associar a l'increment de la rigidesa arterial de
manera independent a l'edat, sexe o pressio arterial (p = 0.007). La presencia d'hipertensio (p
= 0.018) i hipertrigliceridemia (p = 0.002) van ser identificats com els components de la
sindrome metabolica que més contribueixen a l'increment de la rigidesa de I'arteria carotida

comu.

En segon lloc es van utilitzar biomarcadors de ressonancia magnetica per identificar els
components de la sindrome metabolica que contribueixen a l'increment del diposit de ferro

hepatic i cerebral. A més, es va avaluar 'impacte neurocognitiu associat a la sobrecarrega ferro.



En l'estudi van ser inclosos 23 individus amb obesitat (index de massa corporal
>30kg/m?) i 20 controls sans en qué es va analitzar la resisténcia a la insulina, l'esteatosi
hepatica i el rendiment cognitiu. Els resultats van mostrar un augment significatiu del diposit
de ferro hepatic (p <0.001) i cerebral al nucli caudat (p <0.001), lenticular (p = 0.004),
hipotalem (p = 0.002) i hipocamp (p <0.001) en individus amb obesitat. Es va observar una
relacio entre l'increment del diposit de ferro hepatic i el diposit de ferro al nucli caudat (p
<0.001), hipotalem (p = 0.009) i hipocamp (p <0.023). Els principals factors que es van
identificar com a precursors de diposit de ferro van ser la resistencia a la insulina 1 l'obesitat.
Finalment, la sobrecarrega de ferro cerebral associada a l'obesitat es correlacionava amb un

empitjorament del rendiment cognitiu en les funcions executives.

En conclusid, aquesta tesi posa de manifest la potencial utilitat dels biomarcadors de
ressonancia magnetica per avaluar 1 monitoritzar el risc preclinic associat al a la sindrome

metabolica en individus sense antecedents de diabetis o malaltia vascular isquémica.



Resumen

El Sindrome Metabolico constituye una de las causas més importantes del desarrollo de
enfermedad cardiovascular, diabetes, higado graso no alcohdlico o trastornos
neurodegenerativos. Sin embargo, ain se desconocen muchos de los mecanismos subyacentes
mediante los cual este sindrome contribuye al incremento del riesgo cardiometabdlico o
neurocognitivo. La resonancia magnética es una modalidad de diagndstico por la imagen que
se caracteriza por su gran capacidad para determinar y cuantificar distintas propiedades de un
mismo tejido logrando detectar cambios precoces que serian imperceptibles en otras
modalidades. El objetivo general de esta tesis consiste en poner de manifiesto la utilidad de
algunos biomarcadores avanzados de resonancia magnética para la identificacion de cambios
preclinicos asociados al sindrome metabdlico que contribuyen al incremento del riesgo
cardiometabdlico o neurocognitivo en sujetos sin antecedentes de diabetes o enfermedad

vascular isquémica.

En primer lugar se evalu6 el efecto del sindrome metabolico y sus componentes sobre la
rigidez arterial mediante el andlisis de la velocidad de la onda del pulso en arteria cardtida
comun por resonancia magnética. Se reclutaron 35 sujetos con sindrome metabdlico y 35
controles agrupados segtin su edad (superior o inferior a 55 afios). Para el andlisis estadistico se
utilizaron los valores residuales de la correlacion entre la edad y la rigidez arterial. Los
resultados mostraron un aumento de la rigidez en arteria cardtida asociado al sindrome
metabdlico en sujetos de mediana edad (p=0.001); pero no en la poblaciéon mayor de 55 afios
(p=0.313). Asimismo, la presencia del sindrome metabdlico se asocié al incremento de la
rigidez arterial de manera independiente a la edad, sexo o presién arterial (p=0.007). La
presencia de hipertension (p=0.018) e hipertrigliceridemia (p=0.002) fueron identificados
como los componentes del sindrome metabdlico que mas contribuyen al incremento de la

rigidez en arteria carétida comun.

En segundo lugar se utilizaron biomarcadores de resonancia magnética para identificar
los componentes del sindrome metabdlico que contribuyen al incremento del depdsito de
hierro hepatico y cerebral. Ademas, se evalué el impacto neurocognitivo asociado a la

sobrecarga hierro.



En el estudio fueron incluidos 23 sujetos con obesidad y 20 controles sanos en los que
también se analizaron la resistencia a la insulina, la esteatosis hepatica y el rendimiento
cognitivo. Los resultados mostraron un aumento significativo del depdsito de hierro hepatico
(p<0.001) y cerebral en nicleo caudado (p<0.001), lenticular (p=0.004), hipotdlamo
(p=0.002) e hipocampo (p<0.001) en sujetos con obesidad. Se observd una relacion entre el
incremento del depdsito de hierro hepatico y el deposito de hierro cerebral en nucleo caudado
(p<0.001), hipotdlamo (p=0.009) e hipocampo (p<0.023). Los principales factores
identificados como precursores de deposito de hierro fueron la resistencia a la insulina y la
obesidad. Finalmente, la sobrecarga de hierro cerebral asociada a la obesidad se

correlacionaba con el empeoramiento del rendimiento cognitivo en las funciones ejecutivas.

En conclusion, esta tesis pone de manifiesto la potencial utilidad de algunos biomarcadores
de resonancia magnética para evaluar y monitorizar el riesgo preclinico asociado al sindrome

metabolico en sujetos sin antecedentes de diabetes o enfermedad vascular isquémica.



Abstract

Metabolic Syndrome is one of the most important causes for the development of
cardiovascular disease, diabetes, nonalcoholic fatty liver disease or neurodegenerative
disorders. However, the underlying mechanisms by which metabolic syndrome contributes to
increase cardiometabolic and neurocognitive risk are still unknown. Magnetic resonance is an
imaging modality characterized by its ability to identify and quantify different tissue properties
and detect early changes that would be imperceptible in other modalities. The aim of this work
is to demonstrate the utility of some advanced biomarkers by magnetic resonance for
identifying preclinical changes associated with metabolic syndrome that contribute to increased

cardiometabolic and neurocognitive risk in subjects without diabetes or ischemic disease.

Firstly, the effect of metabolic syndrome and its components on arterial stiffness was
evaluated by analyzing the pulse wave velocity in the common carotid artery using MRI. Thirty-
five subjects with metabolic syndrome and 35 control subjects grouped by age (above or below
55 years) were recruited. In order to eliminate the effect of age on arterial stiffness the
statistical analysis was performed by using the residuals of their correlation. Carotid stiffness
was higher in middle-aged subjects with metabolic syndrome than in those without (p=0.001);
but no differences were found in elder subjects (p=0.313). The metabolic syndrome was
associated with increased carotid stiffness regardless of age, sex, blood pressure and waist
(p=0.007). The components contributing independently to an increased pulse wave velocity

were hypertension (p=0.018) and hypertriglyceridemia (p=0.002).

Secondly, magnetic resonance biomarkers are used to identify the components that
contribute to increased hepatic iron concentration and brain iron overload. In addition, the
impact of brain iron on cognitive performance was evaluated. The study included 23 obese
subjects and 20 healthy controls that insulin resistance, hepatic steatosis and cognitive
performance were assessed. Increased iron concentration was significantly detected at the
caudate nucleus (p<0.001), lenticular nucleus (p=0.004), hypothalamus (p=0.002),
hippocampus (p<0.001), and liver (p<0.001) in obese subjects. There was a positive
correlation between liver and brain iron at the caudate (r=0.517, p<0.001), hypothalamus

(r=0.396, p=0.009), and hippocampus (r=0.347 p<0.023).



Obesity and insulin resistance were found the main factors that contribute to tissue iron
deposition. Finally, obesity-associated brain iron overload was correlated with worse cognitive

performance on executive functions.

In conclusion, this thesis demonstrates the potential utility of magnetic resonance to
evaluate the preclinical risk associated with metabolic syndrome in subjects without diabetes or

ischemic disease.



Capitulo 1

Introduccion

1.1 Motivacion

La obesidad es considerada una enfermedad metabdlica que contribuye al incremento
del riesgo de morbilidad y mortalidad por enfermedad cardiovascular (ECV), diabetes mellitus
(DM), insuficiencia renal, problemas articulares, enfermedad de higado graso no alcohdlico
(EHGNA), trastornos neurodegenerativos, y cancer (1-3). El estilo de vida sedentario junto a
una dieta hipercaldrica provoca una serie de cambios metabolicos que desencadenan o facilitan
el desarrollo de multiples factores patogénicos. De este modo, la obesidad se suele acompanar
de alteraciones relacionadas con el aumento de la resistencia a la insulina, hipertrigliceridemia,
bajas concentraciones de colesterol HDL e hipertension. La concomitancia de estos factores de

riesgo se conoce con el nombre de Sindrome Metabdlico (SMet).



Rigidez Arterial en Carotida y Depésito Tisular de Hierro mediante Resonancia Magnética

No obstante, ademas del SMet, la obesidad también estd asociada a la presencia apneas
del suefo, importantes alteraciones en el metabolismo del hierro, asi como a la induccion de

un estado proinflamatorio y protrombdético crénico(4).

La prevalencia de la obesidad y el SMet en el mundo adn va en aumento y en edades
cada vez mas tempranas. Informes realizados por la World Obesity Federation estiman que
actualmente en el mundo hay cerca de un billon de adultos con sobrepeso y mas 475 millones
con obesidad. Estos mismos informes revelan que en la poblacion infantil la obesidad y el
sobrepeso afectan a mas de 200 millones de nifios (5). Dada su alta mortalidad y comorbilidad
asociada junto a su gran prevalencia, actualmente la obesidad constituye uno de los problemas
de salud més importantes y con mayor impacto socio-economico a la que se enfrentan las

sociedades del siglo XXI.

A pesar de los avances significativos en el manejo diagndstico y del gran conocimiento
epidemioldgico, genético y molecular desarrollado en las dltimas décadas, ain no se conoce
con exactitud todos los mecanismos patogénicos subyacentes al SMet. Tampoco existen unos
criterios diagnosticos claramente establecidos que permitan identificar y monitorizar todas sus
potenciales manifestaciones y complicaciones clinicas asociadas. No obstante, se ha observado
que la normalizacion del peso mediante el ejercicio fisico y habitos saludables permite la
recuperacion positiva del estado cardiometabdlico (6). Dado este potencial caracter de
reversibilidad, se ha subrayado la necesidad de incorporar nuevos biomarcadores mediante
técnicas no invasivas que permitan establecer algoritmos mas precisos de clasificacion y
monitorizacion del riesgo cardiometabodlico. Especialmente en aquellas fases preclinicas y

asintomaticas, donde la intervencion preventiva y terapéutica resulta mas eficaz.

Desde que en diciembre del 1983 el profesor Jaume Gili introdujo la resonancia
magnética (RM) en nuestro pais hasta la fecha, esta modalidad de imagen se ha convertido en
una pieza clave en el avance y desarrollo de multitud de especialidades médicas y cientificas
(7). Actualmente la RM constituye una de las principales herramientas utilizadas en el
diagndstico y manejo clinico en oncologia, neurologia, traumatologia, cardiologia o psiquiatria
entre otras disciplinas. La RM es una modalidad de imagen no ionizante, no invasiva, precisa y
reproducible caracterizada por su gran capacidad para obtener informacién morfoldgica,

fisiologica, metabolica y funcional de los tejido.
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Esta gran capacidad multiparamétrica ha sido aprovechada ampliamente y
principalmente en el estudio de entidades patoldgicas de manifestacion clinica. Sin embargo,
aun existe escasa evidencia del potencial rol que puede tener la RM para la identificacion y
monitorizacion de cambios estructurales y metabdlicos preclinicos asociados al SMet y sus

factores de riesgo.

Asi pues, el punto de partida y motivo de la presente tesis consiste en explorar una
nueva linea de investigacion y conocimiento basada en el estudio y desarrollo de
biomarcadores preclinicos de RM que permitan mejorar el manejo clinico-terapéutico del

SMet y sus componentes.

1.2 El Sindrome Metabolico

El SMet es una alteracion metabdlica que se define por la presencia de distintos
factores de riesgo interrelacionados que incrementan de manera directa la morbilidad por
ECV, DM tipo 2y trastornos neurodegenerativos (Figura 1) (3). Sus principales componentes
vienen determinados por la presencia de obesidad, dislipidemia, hipertension arterial (HTA) y
resistencia a la insulina (RI). Aunque la prevalencia del SMet pueda variar segtn el criterio
diagnostico utilizado y de otros factores como la edad, el sexo, la raza o la etnia, se estima que
en adultos estd alrededor del 15% y el 30% en Europa y Estados Unidos respectivamente (8,9).
Ademas, su prevalencia va en aumento y en edades cada vez menores, probablemente debido a

la obesidad endémica y estilos de vida en las sociedades occidentales.

Inicialmente este trastorno fue descrito en 1988 por Reaven con el nombre de sindrome
X, que posteriormente se renombré como SMet, considerando la RI como su componente
principal (10). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propuso una nueva clasificacion
basada en la RI con la presencia de dos y o mas factores de riesgo relacionados con la HTA,

dislipidemia, obesidad o microalbumindria (11).
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Poco después, la European Group for the study of Insulin Resistance elimind la
microalbuminria como componente del SMet y excluy6 el indice de masa corporal (IMC) como

medida de obesidad introduciendo nuevos puntos de corte a los anteriormente descritos (12).

FACTORES DESENCADENANTES

Medio Ambiente i Estilo de Vida Componentes Genéticos Nutricion Dieta
Cancer Estrés Fisico
Tiroides Dolor lumbar, articular
Endometrio, Mieloma Osteoartritis
Esofago, Pancreas Falta de aliento
Rinon OBESIDAD Apnea del sueilo
Trastornos hormonales Calidad de Vida
Menstruacion irregular Baja autoestima
Infer?i]idad. - | Dislipidemia | Ansiedad / depresion
Oyanc.y p.o].lmstlco I Trastornos alimentarios
Hipotiroidismo | Hipertension | Discriminacion social

| Resistencia Insulina |

vV

SINDROME METABOLICO

Inflamacion Diabetes Tipo 2 Deterioro Cognitivo Precoz
Distuncién Endotelial Estrés Oxidativo Enfermedad de Alzheimer
Aterosclerosis Esteatosis / Esteatohepatitis Enfermedad de Parkinson

_________________ | S S T

FACTOR DE RIESGO
CARDIOVASCULAR METABOLICO NEUROCOGNITIVO

., ’

~

~———

Figura 1. Complicaciones asociadas a la obesidad y al Sindrome Metabélico. La dieta y el estilo de vida
son los principales desencadenantes de la obesidad. La presencia prolongada de la obesidad puede
inducir a multiples complicaciones en las que destaca la dislipidemia, la resistencia a la insulina y la
hipertension. Juntos conforman el llamado Sindrome Metabolico que estd asociado a alteraciones
metabdlicas relacionadas con el incremento del riesgo cardiovascular, metabdlico y neurocognitivo.

En 2001, el National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 111, redefinio
el SMet diferenciandose de las anteriores en que la RI no es elemento imprescindible para el
diagnéstico del SMet (13). Més tarde, la American Heart Association/National Heart, Lung, and
Blood Institute (AHA/NHLBI) modifico el punto de corte de la alteracion de la glucosa en

ayunas (14).
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La International Diabetes Federation publico nuevos criterios donde la obesidad pasaba a
ser un requisito obligatorio de SMet y se establecian distintos puntos de corte segun la
poblacion estudiada (4). Finalmente en 2009 se estableci6 una definicién de consenso a partir
de los criterios propuestos por la AHA/NHLBI y estableciendo distintos puntos de cortes en la

medida de la obesidad segin la poblacion (15).

Ademas de los factores aceptados que actualmente constituyen el SMet, también se ha
propuesto incluir otras manifestaciones como el estado proinflamatorio y protrombdtico

crénico(4), la presencia de EGHNA (16) o la apnea del sueno (17).

1.2.1 Factor de Riesgo Cardiovascular

La presencia del SMet se asocia a una mayor carga ateroesclerdtica subclinica (18,19), y
provoca mayor mortalidad y morbilidad por ECV independiente a la edad, el sexo y la raza
(8,20-24). Ademads, dados los mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes de sus componentes
como la RI y la obesidad, a menudo precede al desarrollo de la DM tipo 2 o a la EGNHA.
Procesos que dafian ain mas el sistema cardiovascular. A pesar del gran conocimiento
epidemioldgico desarrollado a partir del estudio Framimgham a principios de los afios 50 (25)
y los grandes avances en la clasificacion del riesgo cardiovascular, el SMet y sus componentes

siguen siendo los principales factores desencadenantes de morbimortalidad por ECV.

Debido a su capacidad predictiva para la ECV, el diagndstico del SMet ha sido
propuesto para la clasificacion y monitorizacion del riesgo cardiovascular en poblaciones
susceptibles de ECV. Sin embargo, actualmente existe un amplio debate y controversia acerca
de si esta entidad representa un sindrome especifico por si mismo, o si su riesgo asociado
supera la suma de sus componentes individuales. Incluso se ha cuestionado su valor real para

determinar el riesgo cardiovascular.
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1.2.2 Factor de Riesgo Metabdlico

La presencia del SMet también se asociada a distintos factores de riesgo metabdlicos
relacionados con alteraciones en el deposito de hierro y lipidos. Alteraciones metabdlicas que
tienen como principal organo regulador y de manifestacion el higado. Por lo tanto, el SMet
constituye uno de los principales problemas de salud que no so6lo contribuye al incremento del
riesgo cardiovascular sino que también contribuye al desarrollo de factores de riesgo

metabolicos precursores de la EHGNA y la RI.

La EHGNA se define por una serie de condicionantes clinicos que provocan una
esteatosis macrovesicular del higado. La obesidad induce a la incapacidad del tejido adiposo
para almacenar y metabolizar toda la grasa. Esto provoca el aumento del tejido adiposo
visceral junto el desborde de lipidos que acaban acumulandose de forma ectdpica fuera del
tejido adiposo; especialmente en el higado. La prevalencia de la EHGNA en las sociedades
desarrolladas esta entre el 15y el 30% de la poblacion adulta, aunque en sujetos con obesidad
o DM puede llegar hasta el 70%. La EGNHA se ha relacionado con el desarrollo y aceleracion
de la arteriosclerosis subclinica, con mayor morbimortalidad por ECV, y con un peor
prondstico tras un infarto de miocardio (26-30) . Ademas, la EHGNA es el principal agente
causante de la patologia crénica del higado evolucionando a cirrosis y a carcinoma
hepatocelular (Figura 2). El espectro de esta enfermedad incluye un rango de entidades

clinicas que van desde la simple esteatosis has la esteatohepatitis no alcohdlica (26).

El SMet es también un predictor independiente del incremento del estrés oxidativo
sistémico, factor que contribuye en la patogénesis de la RI y la ECV (31). El hierro es un
elemento fundamental en el proceso oxidativo como regulador del acamulo de lipidos y
oxidacion. Estudios recientes ponen de manifiesto el potencial rol del hierro y su acimulo
como precursores de la RI, la EHGNA y también de algunos trastornos neurodegenerativos
(32-35). Esto es relevante porque se ha identificado un estado clinico-patoldgico primario
caracterizado por el incremento del depdsito de hierro hepatico (DHH) con saturacion de

transferrina normal en presencia del SMet (36,37).
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El exceso de DHH interactiia con los radicales del oxigeno de modo que su acimulo
induce a la fibrosis y a una mayor RI. En consonancia, también ha sido observado un
incremento del DHH en pacientes con EGHNA o homeostasis de la glucosa alterada (38,39).
Sin embargo, no existe ain una evidencia clara de la relacion entre el DHH y los mecanismos

desencadenantes de Rl y EHGNA.

1.2.3 Factor de Riesgo de Neurocognitivo

Existe creciente evidencia de la estrecha relacion que existe entre la homeostasis
metabdlica, la estructura cerebral y la capacidad cognitiva en pacientes con SMet (40-43). De
hecho, estudios de casos y controles han demostrado que la obesidad y la RI estan asociadas a
un peor rendimiento cognitivo en funciones ejecutivas, de memoria, atencion o velocidad de
procesamiento (44-46). Ademds, la obesidad y la RI se han asociado a un mayor riesgo de
desarrollar demencia y determinados trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de

Alzheimer (46-49).

Existe una relacion bidireccional entre los componentes del SMet y el cerebro. Una
dieta rica en grasas induce cambios inflamatorios en el hipotilamo que contribuye a la
resistencia de la leptina, el incremento de peso y a una alteracion central de la sensibilidad a la
glucosa (50-52). La insulina contribuye a la sinaptogénesis y a la remodelacion sinaptica.
Ademds, regula el metabolismo de la glucosa cortical y la expresion de ciertos
neurotransmisores como la acetilcolina y la norepinefrina que tienen implicaciones en el
rendimiento cognitivo (41). En presencia del SMet se han descrito algunos cambios cerebrales
en asociacion a los componentes del SMet. En concreto se han observado alteraciones
estructurales y funcionales manifestados por una disminucion del volumen de sustancia blanca,
la reduccion del volumen sanguineo en cOrtex cerebral, alteraciones de la sustancia blanca,
pérdida de conectividad cerebral o aumento de la gliosis hipotaldmica (40,53-55). Sin embargo,
aun se desconocen los mecanismos subyacentes mediante los cual la el SMet, y en particular la
obesidad y la RI, contribuyen al empeoramiento cognitivo o a la demencia. De hecho, los
parametros convencionales de obesidad, tolerancia a la glucosa o de RI no explican el

desarrollo de alteraciones cognitivas ni neurodegenerativas (56,57).
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La mejor comprension de los mecanismos subyacentes mediante los cual el SMet y sus
componentes contribuyen al dafio cerebral y cognitivo puede permitir el desarrollo de
estrategias preventivas y terapéuticas mas eficaces que permitan reducir o atrasar sus

manifestaciones clinicas.

1.3 Relevancia y limitaciones de la Clasificacion

del Riesgo Preclinico

La promocién de la salud (PS) y prevencion primaria (PP) estdn aceptadas como las
estrategias mas eficaces para reducir la morbimortalidad y retrasar la aparicion aguda de
cualquiera de las manifestaciones clinicas relacionadas con el SMet. En términos generales
parten del conocimiento que la obesidad y el SMet se desarrollan durante décadas,
caracterizandose por una larga fase asintomética en que es posible modificar el curso de la
enfermedad mediante actuaciones especificas. La PS y PP tienen la capacidad de introducir
estilos de vida saludables en la sociedad y determinar las estrategias preventivas mas eficaces.
Ademas, el control y el manejo de los factores de riesgo que componen el SMet como la HTA,
la dislipidemia, la obesidad y la DM son algunos de los principales campos de actuacion e

intervencion de la PPy PS.

En la actualidad, la intensidad de las intervenciones de PP y PS se determina a partir de
la clasificacion del riesgo cardiovascular o metabdlico. Esta clasificacion del riesgo se realiza
mediante la utilizacion de distintos de modelos predictivos basados en marcadores de riesgo.
Por ejemplo, existen distintos modelos predictivos para la clasificacion del riesgo
cardiovascular como Framingham (Framimgham Risk Score) (58) utilizada principalmente en
los Estados Unidos, la evaluacion del riesgo coronario sistémico (SCORE) (59) utilizada
principalmente en Europa, y también la clasificacion ReGiCor (Registre Gironi del Cor) (60)
utilizada en la provincia de Girona. Sin embargo, las estrategias de PP y PS pueden ser

inadecuadas o ineficaces sin una correcta clasificacion del riesgo cardiometabdlico.
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Debido el caracter progresivo y subclinico del SMet y a la compleja interaccion de sus
muchos componentes, los actuales modelos de clasificacion de riesgo presentan importantes
limitaciones. En primer lugar, los algoritmos predictivos se basan en factores de riesgo muy
prevalentes, lo que produce que sean menos discriminativos en la prediccion. Ademads, estos
modelos predictivos ignoran marcadores de riesgo relevantes relacionados con la RI, obesidad,
estado vascular, antecedentes familiares, sedentarismo o estilos de vida. Finalmente, muchos
de los cambios y alteraciones producidos por el SMet se dan de manera progresiva y
asintomatica y en poblacion considerada de bajo riesgo. Incluso un estado avanzado de
afectacion cardiometabdlica puede estar presente en ausencia de sintomatologia clinica. Estas
limitaciones han puesto de manifiesto la necesidad de incorporar nuevos biomarcadores
mediante técnicas no invasivas que permitan clasificar y monitorizar de manera mas precoz y

precisa el riesgo cardiometabolico asociado al SMet.

La RM es una modalidad de imagen no invasiva y no ionizante caracterizada por su
gran capacidad para el estudio multiparamétrico de los tejidos. La RM permite detectar
alteraciones y cambios tisulares muy precoces que serian imperceptibles en otras modalidades
de imagen. Esta gran habilidad esta dando lugar al desarrollo de un nuevo concepto de imagen
de RM basado en el estudio de biomarcadores de dano tisular precoz y asintomético. Lo que
algunos han denominado como imagen preclinica mediante RM. Asi pues, son necesarios
estudios que incorporen biomarcadores avanzados de RM que permitan identificar y
monitorizar cambios estructurales y metabdlicos preclinicos asociados al SMet y sus
componentes. Estos nuevos biomarcadores de RM tienen el importante y dificil reto de
proporcionar un nuevo conocimiento que permita mejorar los algoritmos actuales de

clasificacion e intervencion del riesgo cardiovascular y metabolico.
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1.4 Presentacion de los Articulos

La presente tesis se basa en el andlisis de biomarcadores avanzados de RM que pueden
ser de utilidad para la identificacion y monitorizacion de las alteraciones preclinicas de riesgo
asociadas al SMet y sus componentes. En particular, esta tesis pone de manifiesto el potencial
valor de la RM para determinar el efecto de los componentes del SMet sobre la elasticidad
arterial en arteria cardtida y el deposito hierro hepatico y cerebral en sujetos sin antecedentes

de DM o ECV.

El primer articulo que conforma esta tesis se titula “Carotid Pulse Wave Velocity by
Magnetic Resonance Imaging is increased in Middle-aged Subjects with the Metabolic
Syndrome” y ha sido publicado en International Journal of Cardiovascular Imaging en 2014
(ISNN, 1569-5794; Factor de Impacto, 2.64). En este articulo se utiliza la RM para cuantificar
la velocidad de la onda del pulso en arteria car6tida comin como indice de elasticidad vascular

y se analiza el efecto que tiene el SMet y sus componentes sobre la rigidez arterial.

El segundo articulo de esta tesis se titula “Brain Iron Overload, Insulin Resistance and
Cognitive Performance in Obese Subjects: a Preliminary MRI Case-Control Study” y ha sido
publicado en la revista Diabetes Care en noviembre de 2014 (ISNN, 1569-5794; factor de
Impacto, 8.57). En este trabajo se realiza un abordaje multiorgdnico de RM para la
cuantificacion del deposito de hierro hepatico y cerebral en sujetos con obesidad. Ademas, se
identifican los factores determinantes de su acimulo y se evalda el impacto cognitivo asociado

a la sobrecarga de hierro cerebral.

Los trabajos que conforman esta tesis establecen importantes e innovadoras
aportaciones al conocimiento de como el SMet contribuye al riesgo cardiovascular, metabolico

y neurocognitivo. En concreto:

* Por primera vez se utiliza la RM para determinar la velocidad de la onda del pulso en
arteria cardtida comun en sujetos con riesgo cardiovascular y se pone de manifiesto su

potencial utilidad para determinar el dafo vascular precoz asociado al SMet.
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Se demuestra que el SMet contribuye al aumento prematuro de la rigidez arterial en arteria

carotida de manera independiente de la edad y la tension arterial.

Se identifica la presencia de HTA e hipertrigliceridemia como los factores de riesgo del

SMet que mas contribuyen al aumento de la rigidez arterial en arteria carétida.

Se describe por primera vez la relacion en paralelo que existe entre el aumento en del

deposito de hierro hepético y cerebral en presencia de obesidad.

Se identifica la obesidad, la sensibilidad a la insulina y la grasa intrahepatica como los
principales desencadenantes de depdsito de hierro hepatico, confirmando asi, la estrecha

interrelacion que existe entre ellos.
Se identifica un incremento del depdsito de hierro en hipotdlamo, hipocampo, nicleo
lenticular y caudado asociado a la presencia de obesidad y se establecen los puntos de corte

que permiten determinar la presencia de sobrecarga de hierro asociada a la obesidad.

Se identifica la obesidad y la resistencia a la insulina como predictores independientes del

deposito de hierro cerebral.

Se demuestra el rol de la sobrecarga de hierro cerebral como potencial precursor del

empeoramiento en el rendimiento cognitivo en sujetos con obesidad.
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1.5 Estructura de la Tesis

La presente tesis esta estructurada del siguiente modo. Tras la seccion introductoria del
capitulo 1, se describen en el Capitulo 2 las bases tedricas e investigaciones previas en la que se
basan las hipotesis planteadas en esta tesis. En el Capitulo 3 se presentan las distintas hipotesis
de trabajo y los objetivos de estudio. El Capitulo 4 constituye el nucleo central de la tesis y
contiene la transcripcion de los articulos publicados. El Capitulo 5 incluye una breve discusion
de los resultados més relevantes y se debate el potencial rol de la RM en el manejo del riesgo
preclinico asociado al SMet. Finalmente en el Capitulo 6 se presentan las principales
conclusiones y las futuras lineas de trabajo. Finalmente se incluye un ultimo capitulo de anexo

con otras publicaciones y actividades cientificas realizadas dentro del marco de esta tesis.

20



Capitulo 2

Base Teorica e Investigacion
Previa

El SMet resulta de la compleja interaccion sinérgica y sistémica de multiples factores de
riesgo que producen alteraciones funcionales o estructurales que inducen al dafo tisular. El
arbol arterial, el higado, el cerebro y el tejido adiposo son los principales 6rganos afectados por
la presencia de los factores de riesgo del SMet. Del mismo modo, el deterioro progresivo de
estos tejidos da lugar a las manifestaciones clinicas mas importantes del SMet relacionadas con
la ECV, la DM tipo 2 y trastornos neurocognitivos (Figura 2). Dado el caracter evolutivo y
progresivo del SMet resulta fundamental identificar potenciales biomarcadores de riesgo
preclinico que permitan identificar de manera precoz un incremento del riesgo cardiovascular,
metabolico o neurocognitivo. No obstante, los biomarcadores de RM deben ser capaces
ademas, de poder ofrecer informacion adicional y relevante que no pueda ser obtenida

mediante los métodos convencionales.
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A continuacion se describe la base teorica y estado del arte de los biomarcadores de
riesgo cardiovascular y metabolico utilizados en esta tesis. Ademads, se detallan las principales
limitaciones de los métodos convencionales de medida, y finalmente se presentan los

fundamentos técnicos de los biomarcadores de RM utilizados en esta tesis.

| SINDROME METABOLICO

|
—

Obesidad

—

Resistencia Insulina

]-— DEPOSITO DE HIERRO (?)

o

.- o

Tejido Adiposo Disfuncional

Fenotipo Desfavorable

Esteatosis

de los lipidos |

1,
Incr

Peroxidacion ; N

-
b0 o

<+

Dieta Sana Dieta Desequilibrada
Actividad fisica Sedentarismo
— Dislipidemia

Cirrosis
Fallo Hepatico, hepatocarcinoma

2 P
= 4. 77 Inflamicion),

' A A
estrés oxidativo | Pl 75 7
IS o e i - 1Mm

—0. "/

=

Deterioro
Neurocognitivo

Enfermedad de Alzheimer
Enfermedad de Parkinson
Deterioro cognitivo precoz

Factores proaterogénicos
Inflamacion

t

Hipertensién

—

Presion del Pulso

I

G | Lesion Endotelial

[y

2
| IModulacién Simpatica |

I Reflexion onda Central I

18

[y

I'—hl Rigidez Arterial I

I Aterosclerosis

—
Aterosclerosis ~
( Enfermedad Cardiovascular ) Rigidez Arterial (?)
o
RTINS
*Infiltracion Grasa LN o
Fibrosis -
| Disfuncion diastélica | ’ \ J
e «
\_ Hipoperfusion cronica - Infarto silente - Infarto isquémico )

Figura 2. Interrelacion entre los componentes del Sindrome Metabélico y sus complicaciones clinicas.
Las complicaciones clinicas del Sindrome Metabdlico vienen determinadas por la compleja interaccion
y sinergia entre los distintos factores de riesgo. Tejido adiposo disfuncional desencadena esteatosis
hepética que puede evolucionar a esteatohepatitis y cirrosis por interaccion de la resistencia a la
insulina y el estrés oxidativo. A su vez, la obesidad induce a un estado de dislipidemia e hipertension
que favorece el desarrollo de enfermedad cardiovascular isquémica mediante la relacion sinérgica del
aumento de la rigidez arterial y la aterosclerosis. Finalmente, factores de riesgo como la obesidad,
resistencia a la insulina, hipertension o estrés oxidativo se asocian al deterioro cognitivo. Esta tesis
analiza el rol del deposito de hierro tisular y de la rigidez arterial mediante resonancia magnética como
biomarcadores de riesgo precoz en relacion a los componentes del Sindrome Metabdlico.
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2.1 La Rigidez Arterial: Marcador de Riesgo
Cardiovascular

La arteriosclerosis es una enfermedad sistémica y difusa que afecta principalmente a las
paredes arteriales del cerebro, corazon y extremidades inferiores. Sus manifestaciones clinicas
son la principal causa de mortalidad y discapacidad en los paises desarrollados. Existen
distintos mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes que danan la integridad de la pared vascular
y que dan lugar a la arteriosclerosis. Los principales son el depésito lipidico que da lugar a la

aterosclerosis, y otro ocasionado por el aumento de la rigidez arterial (RA).

2.1.1 La aterosclerosis

En general, la aterosclerosis empieza por una lesion del endotelio, normalmente
producida por fuerzas de friccion locales y que es intensificada por algunos de los factores de
riesgo asociados al SMet como un nivel de colesterol de lipoproteina de baja densidad (LDL)
elevado, la HTA, la DM, ademas del consumo de tabaco o infeccion. En la pared intima del
endotelio lesionado aparece una acumulacion de LDL. Esto provoca una respuesta
autoinmune que genera una formacion de células espumosas cargadas de lipidos que
posteriormente se depositan conjuntamente con el colesterol, formando asi la placa de
ateroma. Paralelamente, se crea una capa fibrosa que envuelve el core lipidico. La ruptura de
esta capa y la consecuente extravasacion de su contenido al torrente sanguineo van a provocar

el accidente vascular isquémico (61).

El grosor del complejo intima-media en arteria cardtida comin, medido mediante
ecografia, es un marcador establecido del proceso de aterosclerosis. Su mayor potencial radica
en que es un método no invasivo, tecnoldgicamente muy asequible y poco costoso, que se
correlaciona con los factores de riesgo vascular clasicos y ademds tiene valor predictivo
independiente para los accidentes vasculares isquémicos (62-64). Por este motivo, este
marcador vascular ha sido muy utilizado para la cuantificacion de la arteriosclerosis y
habitualmente se ha propuesto como herramienta de cribado para identificar pacientes de alto
riesgo cardiovascular (65-67).
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Sin embargo, existe cierta evidencia que indica que incorporar el grosor intima-media
como biomarcador vascular no mejora el valor predictivo de las clasificaciones del riesgo
tradicionales (68-72). Ademds, tampoco es recomendado para valorar la eficacia de las
intervenciones de PP y PS ni algunos tratamientos farmacologicos debido a que el progreso de
la aterosclerosis puede ser muy variable entre sujetos (72). Todo ello ha hecho que el potencial
valor del grosor de la intima-media en arteria cardtida para la estratificacion del riesgo en la

poblacion asintomatica haya quedado entredicho.

2.1.2 La Rigidez Arterial

La elasticidad arterial de los grandes vasos proximales es el resultado del alto ratio de
elastina-colageno que existe en sus paredes y que progresivamente se reduce en los vasos
periféricos. La elasticidad en un segmento arterial no es constante y depende de su capacidad
de distension y de la presion arterial. El aumento de la RA ocurre con la edad y es
intensificada por factores de riesgo que provocan una progresiva degeneracion de las fibras
elasticas. El incremento de la RA provoca cambios estructurales en el medio vascular como la
rotura de elastina y el depdsito de colageno y calcio. También se ha asociado a cambios en el

tono muscular, causados en parte por factores endoteliales como el 6xido nitrico.

La RA resulta del aumento de la presion del pulso arterial que afectando
principalmente en la pared del vaso y Organos y corazon. En las paredes, la alteracion
estructural se relaciona en un primer momento a los cambios mecéanicos ocasionados por el
aumento del estrés vascular y de presion. Las localizaciones mas sensibles a lesion endotelial y
son los segmentos vasculares con bifurcacion, en que el flujo es mas turbulento y presentan
mayor oscilacion de estrés. En el corazon, la RA provoca un aumento de la carga en los
ventriculos, reduciendo su eficiencia en la eyeccion y perfusion cardiaca. Esto ocasiona que el
sistema vascular presente una mayor presion arterial sistolica, y por tanto una mayor
sobrecarga. La prolongacion crénica de esta situacion induce a una hipertrofia del miocardio

aun existiendo una presion arterial normal (73-75).
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El incremento de RA es un importante factor de riesgo predictivo independiente de
morbilidad y mortalidad de origen vascular y estd asociado a numerosos factores de riesgo
vasculares (76-84). En poblacion de bajo riesgo existe una relacion fisioldgica entre la edad y la
RA (85-87). En cambio, se ha observado que la magnitud de este incremento de RA puede
variar en funcion de la carga de riesgo cardiovascular. En particular, se ha observado que la
RA aumenta de forma prematura en pacientes con DM tipo 2 hasta llegar a una meseta
funcional (88,89). El SMet acelera el proceso de RA (81,90-94). Sin embargo, atin no se
conoce de manera exacta los mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes al SMet que contribuyen

ala RA.

Existen distintos métodos de analisis e indices de RA pueden diferenciarse segin la valoren
de forma sistémica, regional, local o a partir de las reflexiones de onda (95). Entre ellos
destacan los indices basados en el analisis de la reflexion de la onda de presion arterial entre la
fase sistdlica y diastolica, los indices basados en la distension vascular calculados a partir de la
diferencia de diametro del vaso en fase sistOlica y diastolica. Sin embargo, uno de indices de
RA més utilizados es el basado en la medicion de la velocidad de onda del pulso (VOP) entre
dos puntos. La VOP, inicialmente descrita por Bramwell and Hill (96), depende de la densidad
de la sangre, del area intraluminal por la que transcurre y de la compliancia de la pared del
vaso. Su principio se basa en que la presion del pulso generada por la eyeccion ventricular es
propagada a través del arbol vascular a una determinada velocidad que es determinada por la
geometria y las propiedades elasticas de la pared arterial. De este modo, la VOP se define por
la ecuacién de Moens-Korteweg, de forma que VOP= V(Eh/2pR), donde E corresponde al
Young’s Modulus de la pared arterial, / es el grosor de la pared, p es la densidad de la sangre y

R corresponde al radio arterial al final de la diastole.

Una version simplificada y de mayor utilidad clinica para la valoracion de la VOP consiste
en la obtencion de la cuantificacion del flujo en dos puntos separados a una determinada
distancia. A partir de estas mediciones se puede obtener la VOP de forma que VOP= Ax/At en
que Ax equivale a la distancia entre los dos puntos de medicion y At corresponde al tiempo de

transito del pulso entre los dos puntos.
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2.1.3 Cuantificacion de la Rigidez Arterial: Limitaciones de los

Métodos Convencionales

El patrén oro para para la estimacion de la RA consiste en la medida de la VOP en
aorta mediante ecografia o transductor por presion medida a partir de la distancia entre la
arteria cardtida y arteria femoral (figura 3) (95,97). Esta técnica tiene como principal ventaja
su bajo coste, accesibilidad y relativa rapidez. El incremento de la VOP en aorta es un
predictor independiente de morbi-mortalidad de origen vascular (76,78,79,81,82) y se ha
asociado a la HTA (83,98), el incremento del GIM en arteria cardtida (99), la insuficiencia

renal (100), la DM (84) y al SMet (94).

Sin embargo, el valor de la VOP en aorta para la clasificacion del riesgo cardiovascular
parece ser limitado (98,101-104). Especialmente en aquellos individuos en que coexistan
distintos componentes del SMet, dado que las variaciones de VOP en aorta se explican
principalmente por la edad y la HTA (105). Ademads, el aumento de la rigidez en aorta ocurre
en fases relativamente avanzadas de arteriosclerosis, lo que limita su utilidad en la clasificacion
del riesgo en las etapas mas iniciales del proceso. Por estos motivos, existe un creciente interés
en poder identificar incrementos prematuros de RA en segmentos vasculares mas sensibles y

poder determinar estados de arteriosclerosis mas incipientes (106).

Por otro lado, aunque estan ampliamente aceptadas y validadas, los métodos
convencionales para la medicion de la VOP tienen importantes limitaciones. En primer lugar,
estos métodos no permiten la medicion de la VOP de segmentos vasculares especificos,
limitandose a grandes segmentos vasculares muy distantes entre si. De este modo, la VOP
obtenida resulta de la media de un largo trayecto vascular compuesto por arterias de distinta
composicion muscular y elastica. En cambio, para que la estimacion de RA sea mas precisa es

preferible poder acceder a segmentos vasculares mas cortos y especificos.
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Estudio convencional de la velocidad de la onda del pulso en aorta
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Figura 3. Estudio convencional de la velocidad de la onda del pulso en aorta mediante el método
convencional. Mediante tonOmetro por presion o transductor de ecografia se obtienen las curvas de

velocidad del flujo en arteria cardtida y femoral. Mediante cinta métrica se estima la distancia o
recorrido que existe entre los dos puntos de medicion. Finalmente la velocidad de la onda del pulso es
calculada a partir del producto de la distancia por la diferencia de tiempo entre las mediciones flujo.

También cabe considerar el error inducido dado que en estas técnicas no se cumplen las
hipotesis de formulacion de la VOP descritas, en la cual sOlo se puede atribuir a tubos
cilindricos infinitamente largos y cuyas paredes son de grosor uniforme. Finalmente, la medida
de la distancia entre los puntos se realiza de manera manual con cinta métrica y por encima de
la superficie corporal. Esto da lugar a importantes errores sistematicos en la medida de la VOP

puesto que simplemente se realiza una cruda aproximacion al trayecto vascular (107).
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2.2 Deposito de Hierro Tisular: Marcador de

Riesgo Metabolico y Neurognitivo

El hierro es un elemento esencial implicado en el transporte de oxigeno, estrés oxidativo
y metabolismo celular aerdbico. Se almacena principalmente en ferritina y hemosiderina que
sirven como amortiguador frente al déficit o exceso de hierro. Ejerce un papel fundamental en
el proceso oxidativo de los tejidos como regulador del acimulo de lipidos y su oxidacion. Este
elemento es precursor de radicales hidroxilos altamente reactivos a la reaccion de Fenton que
dan lugar al estrés oxidativo y a la peroxidacion de lipidos que contribuyen al dafho tisular
(108). Existe una creciente evidencia que pone de manifiesto el potencial rol del hierro, y
especialmente a su excesivo acimulo tisular, como factores subyacentes a la patogénesis de la
RI, la EGHNA, la ECV y a algunos trastornos neurodegenerativos (32-35,37,108-112). Esto
ha suscitado un gran interés en determinar el rol del deposito de hierro tisular en el desarrollo

de las manifestaciones del SMet.

2.2.1 Deposito de Hierro Hepatico y Esteatosis: Marcadores de Riesgo
Metabdlico

El higado tiene un rol principal en el metabolismo del hierro siendo el 6rgano regulador
y de mayor capacidad para su almacenamiento. Existe una relacion sinérgica entre el deposito
lipidico y el DHH. La sobrecarga de DHH induce el aumento de la peroxidacion lipidica y
estrés oxidativo que provoca el deterioro del proceso de lipogénesis, mayor RI y fibrosis
hepatica (108). En individuos con prediabetes y DM tipo 2 se ha observado que el aumento del

DHH contribuye al incremento del depdsito lipidico en el higado (38,39).
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Asi mismo, en presencia de la EGHNA el DHH se ha asociado a la progresion de la
esteatosis simple a la esteatohepatitis (113,114). El mecanismo exacto de la progresion de la
EHGNA no es del todo conocido aunque probablemente incluye dos procesos: 1) uno
relacionado con el acimulo excesivo de triglicéridos en el hepatocito y 2) otro relacionado con
un incremento del estrés oxidativo que origina un incremento de la necrosis celular y una
activacion de las células de Ito, ambos desencadenantes de la fibrosis y progresivamente la
cirrosis hepatica. Se han descrito algunos de los factores responsables del deposito de hierro en
la EHGNA como son factores genéticos, Rl y la eritrofagocitosis de las células de Kupffer. Sin
embargo, no existe ain una clara evidencia de la relacion entre el DHH y los mecanismos

patogénicos de la EHGNA (108,115).

2.2.2 Deposito de Hierro Cerebral: Marcador de Riesgo Neurocognitivo

En el cerebro el hierro estd implicado en el transporte de oxigeno, la produccion de
mielina, la sintesis de neurotransmisores, asi como al estrés oxidativo. No obstante, este alto
requerimiento de hierro converge con la alta susceptibilidad al dano cerebral provocado por la

peroxidacion que genera el hierro (116,117).

El acimulo de radicales libres de hierro en sustancia gris, debido a un exceso del
proceso oxidativo, puede dar lugar a un deterioro cognitivo precoz y a una serie de trastornos
neurodegenerativos (34). En modelos animales y humanos que depdsito de hierro cerebral
(DHC) se ha asociado a un deterioro cognitivo, y se ha identificado como un potencial factor
subyacente a algunos trastornos neurodegenerativos como son la enfermedad de Parkinson,
Alzheimer o Huntington (34,35). El DHC ocurre con la edad, especialmente a partir de los 40
anos y el mayor acimulo se localiza en ganglios basales (116). Sin embargo, existe una
creciente evidencia de que existen otros factores subyacentes que pueden actuar como
precursores del DHC. De este modo, se ha demostrado que la obesidad inducida por la dieta
aumenta los niveles de especies reactivas de oxigeno en el cerebro que promueven peor
rendimiento cognitivo (118). Asi mismo, en ancianos se ha observado una correlacién positiva

entre el incremento del DHH y DHC (119).
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La presencia del SMet y sus componentes se asocia a cambios estructurales y
funcionales del tejido cerebral que inducen a una pérdida de la capacidad cognitiva y al
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (40-43). Sin embargo, existe escasa evidencia
de la relacion que pueda existir entre los componentes del SMet y el incremento DHC y de

como éste puede repercutir en el rendimiento cognitivo.

2.2.3 Cuantificacion de la Esteatosis y Deposito de Hierro Tisular:

Limitaciones de los Métodos Convencionales

El examen histologico mediante biopsia es el patron de oro para cuantificar el
contenido lipidico o de hierro tisular. No obstante, su caracter invasivo y coste, no resulta un
método apropiado para ser aplicado a estudios longitudinales ni en sujetos sanos. Por todo
ello, se han propuesto distintos marcadores de modalidades no invasivas también tutiles para su

estimacion y monitorizacion.

Por su carécter no invasivo, bajo coste, inocuidad y alta disponibilidad, la ecografia es el
método mas accesible para la estimacion del depdsito lipidico en el higado y el diagnostico de
la EHGNA; sin embargo su potencial diagnostico depende del grado de experiencia del
operador. Ademas, s6lo permite una valoracion cualitativa, clasificando la esteatosis en 3
estadios en funcién del grado de ecogenicidad del higado: Grado leve, incremento de la
ecogenicidad del higado respecto la corteza renal o el parénquima esplénico con buena
visualizacion vascular hepatica; Grado moderado, pobre visualizacion vascular hepatica; Grado
severo, dificultad para visualizar el diafragma (Figura 4). Estudios previos han reportado unas
tasas de sensibilidad del 60-94% vy especificidad del 84-95% en la deteccion de esteatosis
hepatica (120-122).
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Esteatosis Hepatica mediante Ecografia

-
—

Moderada Severa / grave

Figura 4. Estudio de la esteatosis hepatica mediante ecografia. La ecografia inicamente permite la
valoracion cualitativa de la esteatosis y su severidad a partir de la relacion ecogénica entre higado y la
corteza renal.

Por otro lado, los valores en sangre de la ferritina y otros marcadores circulantes como
la hemosiderina, transferrina o saturacion de transferrina son utilizados para la monitorizacion
del metabolismo del hierro. No obstante, estos marcadores circulantes no constituyen por si
mismos una estimacion directa del deposito tisular. Tampoco son utiles para discriminar la
concentracion de hierro que pueda existir en distintos 6rganos. Ademads, existen diversos
factores como son la inflamacion y el tratamiento farmacoldgico que pueden alterar sus

valores.
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2.3 Biomarcadores de Riesgo mediante

Resonancia Magnética

La RM es una modalidad de diagnodstico por la imagen que permite el estudio de los
tejidos de manera no invasiva y sin radiaciones ionizantes (Figura 5). El fenémeno de la RM se
basa en un complejo mecanismo basado en la sefial producida por los nacleos de hidrogeno en

interaccion con ondas de radiofrecuencia y que estan sometidos a un alto campo magnético.

Fenomeno de Resonancia Magnética

CAMPO MAGNETICO RADIOFRECUENCIA
NUCLEOS DE
HIDROGENO
Absorcion energética l RESONANCIA
Emision energética l RELAJACION

Espacio k

Transformada de Fourier

IMAGEN DE RM ESPECTROSCOPIA

Figura 5. El fenémeno de la resonancia magnética. La resonancia magnética es una modalidad de
imagen que permite el estudio de los tejidos de manera no invasiva y sin utilizar radiacion ionizante. El
fendmeno se basa en la capacidad de absorcion y emision de energia de radiofrecuencia de los ntcleos
de hidrégeno que estan sometidos bajo un potente campo magnético. La liberacion de energia por
parte de los ntcleos de hidrogeno es recogida en forma de sefnal analdgica y almacenada en el espacio
k. Esta senal puede ser representada en forma de imagen o espectroscopia a partir de algoritmos
basados en la transformada de Fourier.
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La RM se caracteriza principalmente por ser la herramienta diagnodstica de mayor
versatilidad permitiendo ofrecer informacion morfoldgica, fisiologica, funcional y metabolica.
Esta versatilidad permite a la RM tener la capacidad de realizar un abordaje multiparamétrico
y multiorganico de las distintas manifestaciones fisiopatologicas que se dan en presencia del

SMet y sus componentes.

2.3.1 Estudio de la Velocidad de l1a Onda del Pulso

La RM ha demostrado ser una herramienta precisa y reproducible para la obtencion de
la VOP en modelos artificiales (123,124), arterias pulmonares (125,126) y aorta (127,128). La
VOP es cuantificada mediante la técnica angiografica en contraste de fase 2D con
sincronizacion cardiaca retrospectiva. Dicha técnica se basa en la aplicacion de un gradiente
bipolar que genera una diferencia en el desfasamiento de los espines estaticos (tejido
estacionario) respecto los espines en movimiento (sangre). Este desfasamiento es proporcional
a la velocidad y a la direccion del flujo lo que permite cuantificar el paso de flujo sanguineo en

un determinado corte y a lo largo del ciclo cardiaco.

La RM ha sido utilizada para la medicion de la VOP en aorta en pacientes con DM
(129,130), HTA (131), obesidad (132), SMet (133) y fumadores (134). Sin embargo, su
principal ventaja respecto a los métodos convencionales radica en la posibilidad de poder
medir la VOP de manera directa en segmentos vasculares especificos e inaccesibles en otras
modalidades. Ademas, permite la determinacion exacta de la longitud del segmento analizado
indistintamente de la fisionomia o composicion del individuo. Esto es relevante dado que el
potencial valor predictivo del aumento de la RA en segmentos especificos es un punto clave de
interés para la evaluacion precoz del riesgo cardiovascular. Asi pues, estudios de RM han
podido determinar que la medida de RA en arco adrtico es mas sensible que la medida de RA
aortica global para determinar dano cerebral (131), rigidez subclinica (86), tolerancia a la

glucosa (135) o bajas concentraciones de colesterol HDL (133).
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Estudios previos han demostrado la viabilidad del analisis de la VOP en arteria carotida
comun mediante RM (figura 6), subrayando la necesidad de establecer cudl puede ser su
potencial rol en la clasificacion del riesgo cardiovascular (136,137). La arteria cardtida es un
segmento vascular muy relevante habitualmente afectado por la aterosclerosis y la RA que
aumentan el riesgo de infarto cerebral (138-140). Sin embargo, no existen estudios que
analicen la VOP mediante RM en arteria cardtida comuan y la influencia que ejercen los

componentes del SMet sobre la misma.

Velocidad de 1a onda del puslo en ACC mediante RM

’ Gradiente
bipolar

Espines estacionarios

Espines en movimiento ( G ~v
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\\//\ \\w

Figura 6. Estudio de la velocidad de onda del pulso en arteria carétida comiin mediante resonancia
magnética. La resonancia magnética es la iinica modalidad de imagen que permite el anélisis de la VOP
en segmentos vasculares cortos y especificos como la arteria cardtida comun. La aplicacion de un
gradiente bipolar provoca un desfase de los espines proporcional a la velocidad del flujo y que es
representada en imagen en escala de grises. A partir de la cuantificacion de la velocidad del flujo a lo
del ciclo cardiaco puede ser calculada la VOP entre los dos puntos de corte.
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2.3.2-1 Estudio de la Esteatosis Hepatica

La RM se ha establecido como una de las herramientas mas precisas para el estudio del
contenido lipidico hepatico (141,142). Su principal ventaja radica en que es la inica modalidad
que permite realizar el estudio cuantitativo del deposito lipidico de manera no invasiva (Figura
7). Aunque existen muchas técnicas de RM que permiten la cuantificacion de la grasa, todas
ellas se basan en la explotacion de la diferencia de precesion que existe entre el agua y la grasa

(210Hz en 1.5T). Principalmente se puede distinguir dos métodos distintos.

Esteatosis Hepatica mediante RM

ESTEATOSIS SEVERA

Metil (CH3) y Metileno (CH2) en la molécula del triglicerido

ESPECTROSCOPIA RM

FRACCION GRASA SENAL LIPIDOS ESPECTROSCOPIA RM

Agua Grasa Fraccion Grasa
846,8023 14,6622 1,7027

Figura 7. Estudio de la esteatosis hepatica mediante resonancia magnética. La resonancia magnética
permite el estudio cuantitativo y cualitativo de la esteatosis hepatica mediante el método Dixon
(imagen) y espectroscopia. La presencia de esteatosis provoca una elevacion de sefial (en imagen y
espectroscopia) que es proporcional al depésito lipidico. A partir de la cuantificacion de la variacion de
sefnal puede ser calculada la fraccion grasa de un determinado tejido.
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Espectroscopia por RM: considerada el método de referencia para la cuantificacion de la

grasa intrahepatica de manera no invasiva. Los resultados obtenidos mediante espectroscopia
por RM han mostrado fuertes correlaciones con el grado histologico de esteatosis con unos
indices de sensibilidad del 87-100% y especificidad del 90-100% 15-17 (143-148). Se diferencia
de la RM convencional en forma que presenta la informacion del espectro de componentes
bioquimicos correspondientes a los principales metabolitos presentes en un tejido. El deposito
lipidico puede ser diferenciado porque su diferente composicion quimica hace que su
frecuencia de resonancia también sea distinta. La espectroscopia por RM tiene la capacidad
para detectar y cuantificar pequenas cantidades de lipidos intrahepaticos que serian
imperceptibles por otras modalidades de imagen (149-151). Sin embargo, su principal
inconveniente radica en que su estudio se limita a un uUnico voxel de adquisicion sin poder

ofrecer informacion del higado completo.

Meétodo Dixon: descrito por Dixon en 1984 (141) se basa en el desplazamiento quimico
producido por el agua y la grasa. El depdsito lipidico se estima a partir de la variacion de sefal
obtenida en imégenes potenciadas en T1 en fase y fase-opuesta. En las imagenes en fase la
sefnal viene determinada por la cantidad de agua y grasa, mientras que en las imagenes en fase
opuesta la senal de grasa es sustraida a la del agua. Dado que la diferencia de senal entre las
imagenes viene determinada por el contenido lipidico en un determinado voxel, la fraccion de
grasa puede ser cuantificada. Actualmente, se han desarrollado nuevas técnicas basadas en el
método Dixon que incluyen la obtencion de mas imagenes en fase y fuera fase que permiten
corregir los errores en la medida inducidos por el efecto de caida de sefial de T2* (152-154). El
calculo del deposito lipidico mediante el método Dixon y sus variantes se asocian a los
resultados obtenidos en espectroscopia y a el grado histopatoldgico de esteatosis aunque la

magnitud de la correlacion varia en funcién de la técnica Dixon utilizada (153).
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2.3.2-2 Estudio del depoésito de hierro tisular

La introduccion del cdlculo cuantitativo del deposito de hierro mediante RM ha tenido
un impacto profundo en el conocimiento y manejo de las manifestaciones que afectan a
sobrecarga de hierro tisular, especialmente aquellas que afecta al corazon, higado y cerebro

(117,155-157).

La RM ha demostrado ser una herramienta precisa y reproducible para la cuantificacion
del depdsito de hierro en higado, pancreas, cerebro, corazén e incluso en cartilago (156,158-
164). La principal ventaja de la RM es su inocuidad y alta reproducibilidad, mostrando una
variabiliad intraobservador casi insignificante y una variabilidad entre equipos muy baja
(165,166). Esto ha dado lugar a que actualmente la RM sea considerada una herramienta
fundamental en todos los ensayos clinicos basados en la quelacion del hierro asi como en el

manejo diagnostico y clinico de las alteraciones del hierro como la talasemia.

El calculo del deposito de hierro tisular mediante RM se basa en los cambios en los
tiempos de relajacion inducidos por la heterogeneidad del campo magnético local y las
propiedades intrinsecas del tejido (figura 8). Las células con alto contenido en hierro, elemento
paramagnético, inducen un gradiente de variacion que provoca el desplazamiento aleatorio de
fase de los protones de hidrogeno, afectando asi su tiempo de relajacion. De este modo, la
sefnal de relajacion en cada tejido queda en parte afectada por la contribucion del deposito de
hierro. Sin embargo, se considera que las unicas formas de hierro que tienen un efecto
paramagnético suficientemente fuerte como para afectar significativamente a la sefial de RM

se concentran en la de ferritina y hemosiderina (117,167).

Existen distintos métodos mediante los cual la RM puede determinar el depdsito de
hierro en un determinado 6rgano o tejido (117). Uno de los principales métodos estd basado
en el andlisis de la caida de sefial T2*. Esta técnica se basa en la adquisicion de imagenes en
distintos tiempo de eco en que la sefal del varia en funcidn de la susceptibilidad magnética del

tejido.
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El analisis de la intensidad de senal en las distintas imdgenes permite calcular la caida
exponencial de sefial en T2* de modo que IS(t)=IS, e-t/T2*. Posteriormente, mediante el
calculo de 1000/T2* se obtiene el valor de R2* que es expresado en hercios. Los valores de R2*
han sido ampliamente correlacionados con el depoésito de hierro tisular por lo que son
utilizados como marcador indirecto de concentraciéon de hierro en un determinado tejido

(117,156,168).

Deposito de Hierro Tisular Mediante RM

CAIDA DE SENAL T2*

Figura 8. Estudio del depésito de hierro tisular mediante resonancia magnética. Existen distintos
métodos de resonancia magnética que permiten calcular o estimar el deposito de hierro tisular. Uno de
los métodos mas utilizados estd basado en la caida de sefal en T2*. Dado que el depdsito de hierro
provoca una mayor caida de sefal T2*, éste puede ser estimado a partir del calculo del valor
exponencial R2* y expresado en Hz. Los mapas de R2* corresponden a dos sujetos sin (isquierda) y con
(derecha) deposito de hierro en nucleos caudados y lenticular.
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Otro método de cdalculo de DHH especifico para el higado consiste en el descrito
inicialmente por Gandon y cols. (169) y posteriormente optimizado con dos tiempos de eco por
Alustiza y cols. (160). Este método permite calcular de manera directa el DHH a partir de la
variacion de senal hepatica en dos imagenes obtenidas en distintos tiempo eco. En esta técnica
la variacion de sefal en higado es normalizada por la intensidad de senal del musculo

paravertebral.

El depdsito de hierro mediante RM ha sido ampliamente correlacionado con
marcadores circulantes de hierro y con determinados alteraciones patoldgicas incluyendo la
talasemia, hemocromatosis y algunos trastornos neurodegenerativos (111,155,170-172). Sin
embargo, estudios recientes ponen de manifiesto la utilidad del calculo de hierro mediante RM
para el estudio de las manifestaciones precoces que afectan al SMet y a sus componentes. En
concreto, la RM ha sido utilizada para identificar un mayor DHH en pacientes con prediabetes
y DM (38). Asi como para determinar que parte de la variacion entre la grasa hepatica y la

sensibilidad a la insulina viene explicada por el DHH (39).

Debido a la capacidad para medir el depdsito de hierro en distintos tejidos, la RM
también ha contribuido a determinar la correlacion positiva que existe entre el DHH y el DHC
en ancianos (119). No obstante, aun existe escasa evidencia de los factores de riesgo que
contribuyen al incremento del depdsito de hierro tisular y de su potencial impacto metabodlico
y/o cognitivo en presencia del SMet. Asi pues, la RM puede ser de utilidad para identificar los
factores del riesgo del SMet que contribuyen al incremento del DHH y DHC y para evaluar su

impacto metabdlico y cognitivo.
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Capitulo 3

Hipotesis y Objetivos

La presente tesis parte de la hipdtesis general que biomarcadores de RM de dafio
estructural o metabdlico preclinico pueden permitir mejorar la clasificacion y monitorizacion
del riesgo cardiovascular, metabdlico y neurocognitivo asociado a la presencia del SMet y sus

componentes. De esta hipdtesis general derivan las siguientes hipétesis especificas:

1. El estudio de la velocidad de la onda del pulso en arteria car6tida mediante RM puede
contribuir a determinar el riesgo cardiovascular asociado al SMet y a identificar los

componentes del SMet que més contribuyen a la arteriosclerosis carotidea subclinica.
2. El estudio del deposito de hierro mediante RM puede permitir identificar los factores que

mas contribuyen al acimulo de hierro tisular y a determinar el riesgo metabdlico y

neurocognitivo asociado a la obesidad.
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De las hipotesis especificas planteadas se desprenden los siguientes objetivos en relacion al

riesgo cardiovascular asociado al sindrome metabdlico:

1. Determinar la asociacion que existe entre el aumento de la velocidad de onda del pulso
en arteria carotida comun mediante RM y la presencia del SMet en sujetos libres de

enfermedad cardiovascular isquémica o diabetes.

2. Identificar los componentes del SMet que més contribuyen a al aumento de la de la
velocidad de onda del pulso en arteria cardtida comiin mediante RM en sujetos libres

de enfermedad cardiovascular isquémica o diabetes.

Y los siguientes objetivos en relacion al riesgo metabdlico y neurocognitivo asociado a la

obesidad:

1. Identificar los componentes del SMet que contribuyen al incremento del depdsito de

hierro hepatico y cerebral en sujetos con obesidad.

2. Evaluar el impacto cognitivo del incremento del deposito de hierro hepatico y cerebral

mediante RM en sujetos con obesidad.
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Abstract

Arterial pulse wave velocity (PWV), an independent predictor of cardiovascular disease,
physiologically increases with age; however, growing evidence suggests metabolic syndrome (MetS)
accelerates this increase. Magnetic resonance imaging (MRI) enables reliable noninvasive
assessment of arterial stiffness by measuring arterial PWV in specific vascular segments. We
investigated the association between the presence of MetS and its components with carotid PWV
(cPWV) in asymptomatic subjects without diabetes. We assessed cPWV by MRI in 61 individuals
(mean age, 55.3 + 14.1 years; median age, 55 years): 30 with MetS and 31 controls with similar age,
sex, body mass index, and LDL-cholesterol levels. The study population was dichotomized by the
median age. To remove the physiological association between PWV and age, unpaired t tests and
multiple regression analyses were performed using the residuals of the regression between PWV
and age. cPWV was higher in middle-aged subjects with MetS than in those without (p = 0.001), but
no differences were found in elder subjects (p = 0.313). cPWV was associated with diastolic blood
pressure (r =0.276, p = 0.033) and waist circumference (r = 0.268, p = 0.038). The presence of MetS
was associated with increased cPWV regardless of age, sex, blood pressure, and waist (p = 0.007).
The MetS components contributing independently to an increased cPWV were hypertension (p =
0.018) and hypertriglyceridemia (p = 0.002). The presence of MetS is associated with an increased
cPWV in middle-aged subjects. In particular, hypertension and hypertriglyceridemia may contribute
to early progression of carotid stiffness
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Abstract

OBJECTIVE The linkage among the tissue iron stores, insulin resistance (IR), and cognition remains
unclear in the obese population. We aimed to identify the factors that contribute to increased
hepatic iron concentration (HIC) and brain iron overload (BIO), as evaluated by MRI, and to evaluate
their impact on cognitive performance in obese and nonobese subjects.

RESEARCH DESIGN AND METHODS We prospectively recruited 23 middle-aged obese subjects
without diabetes (13 women; age 50.4 + 7.7 years; BMI 43.7 + 4.4 kg/m2) and 20 healthy nonobese
volunteers (10 women; age 48.8 + 9.5 years; BMI 24.3 + 3.54 kg/m2) in whom iron load was assessed
in white and gray matter and the liver by MRI. IR was measured from HOMA-IR and an oral glucose
tolerance test. A battery of neuropsychological tests was used to evaluate the cognitive
performance. Multivariate regression analysis was used to identify the independent associations of
BIO and cognitive performance.

RESULTS A significant increase in iron load was detected at the caudate nucleus (P < 0.001),
lenticular nucleus (P = 0.004), hypothalamus (P = 0.002), hippocampus (P < 0.001), and liver (P <
0.001) in obese subjects. There was a positive correlation between HIC and BIO at caudate (r = 0.517,
P < 0.001), hypothalamus (r = 0.396, P = 0.009), and hippocampus (r =0.347 P < 0.023). The area
under the curve of insulin was independently associated with BIO at the caudate (P = 0.001),
hippocampus (P = 0.028), and HIC (P = 0.025). BIOs at the caudate (P = 0.028), hypothalamus (P =
0.006), and lenticular nucleus (P = 0.012) were independently associated with worse cognitive
performance.

CONCLUSIONS Obesity and IR may contribute to increased HIC and BIO being associated with worse
cognitive performance. BIO could be a potentially useful MRI biomarker for IR and obesity-
associated cognitive dysfunction.
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Capitulo 5

Discusion

Los articulos presentados ponen de manifiesto el valor potencial que puede suponer
incorporar nuevos biomarcadores de imagen de RM con el objetivo de identificar de manera
preclinica el riesgo cardiometabdlico asociado a la obesidad y la presencia de los factores
riesgo que constituyen el SMet. En particular, se utilizo la resonancia magnética para evaluar
el efecto de los componentes del SMet sobre la elasticidad arterial y el deposito hierro tisular

en sujetos sin antecedentes de diabetes o enfermad vascular isquémica.

En este capitulo se repasa y discute los principales resultados de cada uno de los trabajos
presentados y se concluye con la discusidon conjunta incidiendo en el potencial rol y utilidad

que puede tener la RM para la clasificacion y manejo del riesgo cardiometabolico preclinico.
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5.1 Rigidez Arterial en Arteria Carotida y su

relacion con el Sindrome Metabolico

La RM ha demostrado ser una herramienta precisa y reproducible para la cuantificacion
de la RA en tramos vasculares especificos evitando las limitaciones de los métodos
convencionales (125,127,136). Esto ha dado lugar al uso de la RM para determinar el valor
predictivo del incremento de la RA en segmentos vasculares especificos (86,131,133,135). Sin
embargo, aun no habia sido evaluada la VOP en arteria comin mediante RM como
biomarcador de arteriosclerosis subclinica en presencia del SMet y sus factores de riesgo. Este
estudio pone de manifiesto la relacion que existe entre el SMet y el aumento de la VOP en
arteria cardtida. En particular, la presencia del SMet fue asociada al aumento de la VOP de
manera independiente a la edad, sexo o tensiOn arterial en sujetos de mediana edad sin

antecedentes de enfermedad vascular isquémica o DM.

En este estudio se observa la asociacion positiva entre la RA y la edad. Sin embargo, la
magnitud de la correlacion fue menor en el grupo de individuos con SMet. Este dato apoya las
observaciones previas que indican que el aumento de la RA en relacion a la edad es acelerado
ante la presencia de determinados factores de riesgo (85,86,88). En concreto, este estudio
demuestra un aumento de la RA en sujetos con SMet de mediana edad, pero no en la
poblacion mayor de 55 afos. Estudios previos de ecografia también han identificado una
reduccion de la distension carotidea en presencia del SMet en jovenes y mediana edad. Esto
sugiere que incluso en las primeras décadas de la vida pueden producirse importantes cambios
estructurales en la arteria carétida (173,174). Contrariamente, parece que la presencia del
SMet no contribuye al aumento de la RA carotidea en sujetos mayores de 55 afnos (175). Estos
datos permiten plantear la hipdtesis que la presencia preclinica del SMet durante décadas
puede acelerar el aumento de la RA en arteria cardtida hasta llegar a una meseta funcional en

la que ya no sea posible eximir un mayor aumento (88,89,176).
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La HTA e hipertrigliceridemia fueron identificados como los factores de riesgo del
SMet que més contribuyen al aumento de la VOP en arteria cardtida. Asimismo, la
combinacion de estos dos factores de riesgo fueron los que determinaban una mayor RA.
Debido a su dependencia fisioldgica, es bien conocido que la HTA es el factor de riesgo que
mas contribuye al incremento de la RA (105). Sin embargo, y en concordancia con estudios
previos, también se identifica la hipertrigliceridemia como uno de los factores que contribuyen
al incremento de la RA (174,177,178). De hecho, la dislipidemia junto a la obesidad es uno de
los principales factores que contribuyen a la formacion de aterosclerosis. El mecanismo por el
cual estos factores contribuyen al aumento de la RA puede ser explicado por la degeneracion
de las fibras elasticas producidas por el depdsito de colageno o calcio y algunas disfunciones
endoteliales. Asi pues, este estudio confirma que la hipertrigliceridemia contribuye a la

progresion de la RA en sujetos de mediana edad.

5.2 Deposito de Hierro Tisular y su relacion con el

Sindrome Metabolico

Este estudio pone de manifiesto el rol del DHH y DHC mediante RM como
biomarcador de riesgo metabdlico y neurocognitivo. En primer lugar se demostro el aumento
del DHH y DHC en hipocampo, hipotdlamo, nuicleo caudado y lenticular asociado a la
presencia de obesidad. Ademads, se identificaron la obesidad y la RI como predictores
independientes del DHH y DHC. La relevancia de los resultados obtenidos radica en que se
identifica por primera vez el incremento del DHC como biomarcador de empeoramiento

cognitivo asociado a la obesidad.

De este modo, el estudio permite apoyar la hipotesis que en un contexto de RI y
obesidad existe un incremento de DHC del que se deriva un peor rendimiento cognitivo
(33,40,41). Asi mismo, se subraya el potencial rol de la RM para el estudio del DHC como
biomarcador precoz de la disfuncidon cognitiva asociada a la presencia del SMet y sus

componentes.
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Los componentes del SMet asociados de manera independiente al incremento del DHH
fueron la obesidad, la RI y la esteatosis hepatica. Estudios previos han demostrado la
interrelacidon que existe entre estos factores de riesgo y el DHH (38,39). Sin embargo, en este
estudio se identifica ademas que el incremento del DHH se acompafna de un incremento del
DHC en caudado, hipocampo e hipotdlamo del cual la obesidad y la RI son predictores
independientes. Estos hallazgos sugieren que la obesidad junto a la RI producen alteraciones
en el metabolismo del hierro que afectan de manera sistémica mediante el excesivo acimulo
en aquellos tejidos en que se deposita. Del mismo modo, se desprende la potencial utilidad de
realizar un abordaje multiorgdnico en futuros estudios o ensayos clinicos que pretendan

evaluar el deposito de hierro tisular en presencia de los componentes del SMet.

Estudios previos ya han senalado la posible influencia de la obesidad y la RI sobre el
DHC. En modelo animal con obesidad inducida mediante dieta se ha observado que una
correlacion positiva entre la progresion de la RI 'y el DHC en sustancia negra (179). Asi
mismo, ha sido descrito un aumento del DHC en ganglios basales en pacientes con fallo
hepatico (180). No obstante, en este estudio se muestra que el incremento del DHC en
hipotalamo, hipocampo y ntcleo caudado se correlaciona con peores puntuaciones en los test

de velocidad motor, atencion, flexibilidad cognitiva y memoria.

Los mecanismos exactos mediante los cual el DHC puede producir el empeoramiento
cognitivo se desconocen. Es probable que en un contexto de alteracion metabolica del hierro,
su excesivo acimulo sea precursor del incremento del estrés oxidativo provocando muerte
neuronal y disfuncion cognitiva (118). Por lo tanto cabe considerar que las funciones cognitivas
reguladas por aquellas regiones de mayor DHC se vean afectadas. Del mismo modo, el dafio
estructural ocasionado en estos nucleos podria producir una interrupcion de las proyecciones
corticales que podrian explicar parte del peor rendimiento cognitivo observado en los sujetos

obesos.

Finalmente, este estudio demuestra el potencial valor de la RM como biomarcador de
deposito de hierro tisular pudiendo ser de gran utilidad para evaluar cambios estructurales y

funcionales preclinicos en sujetos con el SMet y sus componentes.

74



CAPITULO 5. DISCUSION

5.3 El rol de la RM para la clasificacion del riesgo

cardiometabolico preclinico

La RM permite el estudio de los tejidos de manera no invasiva mediante la aplicacion
de distintos pulsos de radiofrecuencia, por lo que no usa radiacion ionizante. Su principal
ventaja respecto otras modalidades de imagen radica en la gran capacidad para determinar
distintas propiedades de un mismo tejido. En esta tesis han sido utilizados algunos
biomarcadores de RM especificos de elasticidad arterial, depdsito de hierro tisular y esteatosis.
Sin embargo, el gran avance tecnoldgico que ha sufrido la RM en los dltimos anos esta
facilitando el desarrollo de nuevos biomarcadores preclinicos més precisos que tienen el valor
potencial de permitir una mejor comprension y clasificacion del riesgo cardiovascular,
metabolico y neurocognitivo asociado al SMet. En concreto, nuevas técnicas de cuantificacion
del depésito de hierro y lipidico van a poder no sélo mejorar la precision de la medida (153),
sino también podrian ser utilizados para identificar estados de oxidacion lipidica en los tejidos.
Asi mismo, a nivel cerebral es previsible que el avance en biomarcadores de conectividad
estructural y funcional mediante RM permita una mejor comprension y monitorizacion de los
muchos cambios estructurales y funcionales asociados al SMet. Estos biomarcadores de RM
pueden llegar a tener el impacto de, por un lado, ofrecer a la PS y PP una nueva herramienta
de identificacion y monitorizacion del riesgo asociado al SMet y por otro lado, el de introducir
nuevas dianas terapéuticas que permitan un mejorar o retrasar las complicaciones clinicas del

SMet.

Pese a todo, a dia de hoy la RM tiene importantes limitaciones que condicionan su
utilidad real para la clasificacion del riesgo preclinico asociado al SMet. La primera, y quiza la
mas relevante, es su alto coste. En el ano 2003 se estim6 que el coste anual de los estudios de
RM sélo era superado por las modalidades de tomografia por emisiéon de positrones y
cateterizacion cardiaca (181). Otro aspecto limitante de la RM consiste en el elevado consumo
de tiempo, tanto en la adquisicion como en el analisis de las imagenes. Aunque estos factores
no sean determinantes para la incorporacion de la RM para estudios especificos o ensayos
clinicos, si que limita enormemente la accesibilidad y aplicabilidad para la monitorizacion de

las estrategias de PS 'y PP.
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Actualmente sOlo las evaluaciones econdmicas, particularmente los analisis de coste-
efectividad, pueden determinar y justificar la incorporacion de nuevos biomarcadores de RM
para la clasificacion del riesgo preclinico y asintomatico. Estos estudios requieren de los datos
relativos al coste y de la informacion clinica relevante relacionada con el proceso patoldgico
estudiado. Desafortunadamente, en un contexto de riesgo multifactorial, asintomético y
probablemente de décadas de evolucion impiden o dificultan el analisis del coste-beneficio que
supondria incorporar la RM en la clasificacion del riesgo preclinico. Asi mismo, teniendo en
cuenta el contexto econdmico actual cabe considerar la inviabilidad de que la imagen de RM
preclinica pueda establecerse como herramienta diagnodstica de uso general en sujetos

asintomaticos.

Este paradigma de potenciales beneficios y limitaciones obliga a plantear y definir el rol
de la RM en PP y PS para que sea de utilidad en el manejo preclinico del SMet y sus
componentes. En este sentido cabe considerar en primer lugar que la premisa basica que debe
seguir la incorporacion de cualquier nuevo biomarcador mas costoso en la clasificacion del
riesgo preclinico. Esta premisa bdasica consiste en que un nueo biomarcador debe permitir
mejorar los modelos predictivos actuales de manera significativa. Un biomarcador de riesgo
preclinico mas avanzado, més preciso o mas reproducible puede resultar de nula utilidad si no

permite mejorar el valor predictivo de los modelos de riesgo.

Otro aspecto muy relevante a considerar va a ser la seleccion de los rangos de edad de la
poblacion diana a quienes pueda beneficiar la imagen preclinica de RM. Desde los primeros
anos de vida, determinados estilos de vida y la exposicion a los factores de riesgo resultan
determinantes para la progresion de las manifestaciones clinicas del SMet en la edad adulta.
Este hecho da lugar a la necesidad de identificar el riesgo preclinico en poblaciones cada vez
mas jovenes. Esto significa que los biomarcadores de RM deben ser capaces de poder
identificar pequenos cambios estructurales o funcionales muy incipientes precursores de
enfermedad. Asimismo, este factor es fundamental implica que contra més precoz sea el riesgo
identificado, mayor sera la capacidad de intervencion y efectividad de la PP y PS. Asimismo,
dado el caracter progresivo de la enfermedad este factor resulta fundamental dado que contra
mas prematura sea la identificacion del riesgo, mayor serd la capacidad de intervencion y

efectividad de la PPy PS.
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Finalmente, tal y como esta tesis demuestra, los biomarcadores de RM pueden aportar
un mayor conocimiento de los mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes al SMet y a mejorar la
clasificacion del riesgo preclinico. No obstante, el nuevo conocimiento generado a partir del
estudio de la imagen preclinica de RM deberia ser aprovechado también para facilitar el
desarrollo y validacion de otros indices equivalentes mediante técnicas no invasivas y menos

costosas que si puedan ser facilmente integradas en las rutinas asistenciales de PPy PS.
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Capitulo 6

Conclusiones

Esta tesis presenta la utilidad de la RM para el estudio de las alteraciones preclinicas de
riesgo cardiovascular, metabolico o neurocognitivo asociado al SMet. En concreto, expone el
valor de la RM para determinar el efecto del SMet y sus factores de riesgo sobre la elasticidad
arterial en arteria cardtida y depdsito hierro tisular en sujetos sin antecedentes de DM o
enfermad vascular isquémica. A continuacion se presentan las principales conclusiones de esta

tesis.
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Las principales conclusiones en relacion al riesgo cardiovascular asociado al sindrome

metabolico a los que esta tesis permite llegar son:

1. Existe un incremento prematuro de la VOP en arteria carotida comun en presencia del
SMet en sujetos de media edad. La hipertension y la hipertrigliceridemia son los
factores de riesgo del SMet que mas contribuyen al incremento de la VOP en arteria
carOtida comun.

2. FEl estudio de la VOP en arteria carétida comin mediante RM puede ser de utilidad en
la clasificacion del riesgo cardiovascular en poblacion joven o de media edad
proporcionando importante informacion acerca de los cambios vasculares precoces

asociados al SMet.

En relacion al riesgo metabdlico y neurocognitivo asociado a la obesidad las principales

conclusiones son

1. En un contexto de RI, la presencia de la obesidad se asocia a un aumento en
paralelo del depodsito de hierro hepatico y cerebral. La obesidad junto a la RI,
ademas de la esteatosis en el caso del higado, son los factores que més contribuyen
al deposito de hierro tisular.

2. La sobrecarga de deposito de hierro asociado a la obesidad en hipotidlamo,
hipocampo y nicleo caudado se correlaciona con el empeoramiento del rendimiento

cognitivo de las funciones ejecutivas.

Finalmente, esta tesis pone de manifiesto la potencial utilidad de biomarcadores de RM
para evaluar y monitorizar el riesgo cardiometabdlico y cognitivo preclinico asociado al SMet

en sujetos sin antecedentes de diabetes o enfermedad vascular isquémica.
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Anexo

Articulos y comunicaciones
cientificas relacionadas con
esta tesis

En este capitulo anexo se presenta toda la actividad cientifica adicional que ha sido
realizada en el marco de esta tesis y que constituyen nuevas aportaciones al conocimiento del
riesgo cardiometabolico asociado al SMet y sus componentes. En concreto se presentan dos
articulos ya publicados, los articulos que estan actualmente en revision editorial, asi como las

principales contribuciones a congresos nacionales e internacionales
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7.1 Otros articulos publicados

Puig J, Blasco G, Daunis-I-Estadella J, Molina X, Xifra G, Ricart W, Pedraza S, Fernandez-
Aranda F, Fernandez-Real JM. Hypothalamic damage is associated with inflammatory

markers and worse cognitive performance in obese subjects. J Clin Endocrinol Metab. 2014

Nov 25:5c20142682. [Epub ahead of print]. Factor de impacto 6.3.
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Hypothalamic damage is associated with
inflammatory markers and worse cognitive
performance in obese subjects

Josep Puig, MD,"3, Gerard Blasco, BSc,’, Josep Daunis-i-Estadella, PhD,?,
Xavier Molina, BsC', Gemma Xifra, MD,?, Wifredo Ricart, MD, PhD,?,
Salvador Pedraza, MD', Fernando Fernandez-Aranda, PhD?,

José Manuel Fernandez-Real, MD, PhD?

'Department of Radiology (IDI), Girona Biomedical Research Institute (IDIBGI), Hospital Universitari de
Girona Dr Josep Trueta. Girona, Spain; “Department of Computer Science, Applied Mathematics and
Statistics, University of Girona. Girona, Spain; >Department of Diabetes, Endocrinology and Nutrition,
Girona Biomedical Research Institute (IDIBGI), Hospital Universitari de Girona Dr Josep Trueta, and CIBER
Fisiopatologfa de la Obesidad y Nutricién (CIBERobn). Girona, Spain; “Department of Psychiatry, Hospital
Universitari de Bellvitge, and CIBER Fisiopatologia de la Obesidad y Nutricion (CIBERobn). Barcelona,
Spain

Context: Growing evidence implicates hypothalamic inflammation in the pathogenesis of diet-
induced obesity and cognitive dysfunction in rodent models. Few studies have addressed the
association between obesity and hypothalamic damage in humans and its relevance.

Objective: To determine markers of obesity-associated hypothalamic damage on diffusion tensor
imaging (DTI) and to determine whether DTI-metrics are associated with performance on cognitive
testing.

Design and Participants: This cross-sectional study analyzed DTI-metrics (primary (),), secondary
(A,), and tertiary (A5) eigenvalues; fractional anisotropy (FA); and mean diffusivity (MD)) in the
hypothalamus of 24 consecutive middle-aged obese subjects (13 women; 49.8 = 8.1 years; body
mass index [BMI] 43.9 = 0.92 Kg/m?) and 20 healthy volunteers (10 women; 48.8 + 9.5 years; BMI
24.3 * 0.79 Kg/m?).

Outcome: measures: Hypothalamic damage assessed by DTI-metrics and cognitive performance
evaluated by neuropsychological test-battery.

Results: A, values in the hypothalamus were significantly lower in obese subjects (P<0.0001). The
sensitivity, specificity, and positive and negative predictive values for obesity-associated hypotha-
lamic damage by A,<1.072 were 75%, 87.5%, 83.3%, and 80.7%, respectively. Patients with hy-
pothalamic A,<1.072 had higher values of BMI, fat mass, inflammatory markers, carotid-intima
media thickness, and hepatic steatosis and lower scores on cognitive tests. Combined BMI and
alanine aminotransferase had the strongest association with hypothalamic damage reflected by
A,<1.072 (AUC=0.89).

Conclusions: DTI detects obesity-associated hypothalamic damage associated with inflammatory
markers and worse cognitive performance. This study highlights the potential utility of A, as a
surrogate marker of obesity-associated hypothalamic damage.
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E2 Hypothalamic damage in obesity and cognition

ittle is known regarding how brain systems that pro-
L mote weight stability are altered in obesity (1). Grow-
ing evidence implicates immune-cell-mediated tissue in-
flammation as a mechanism linking obesity to insulin
resistance and comorbidities such as cardiovascular dis-
ease (2). In animals, high-fat diets lead to increased in-
flammatory signaling in body-weight-regulating areas of
the hypothalamus critical for energy homeostasis, con-
tributing to leptin resistance and weight gain, (3-5) with
reactive gliosis in the hypothalamic arcuate nucleus and
median eminence (6).

Magnetic resonance imaging (MRI) can help study hy-
pothalamic cytoarchitecture. Lee et al (7) found high-fat
diets increased T2 relaxation times in rats’ mediobasal
hypothalamus, reflecting increased astrocytosis and mi-
croglial accumulation. Conventional MRI sequences,
such as T2-weighted sequences, show signal changes in
brain tissue related to pathophysiological phenomena
such as astrocytosis or microglial accumulation.

Diffusion tensor imaging (DTI), an MRI technique that
uses information on the predominant direction and degree
of water diffusion, reveals microstructural brain-tissue
damage after ischemia, infection, or inflammation (8). The
degree that diffusion is direction-dependent (anisotropy)
depends on the level of tissue organization and integrity
and on the degree of freedom of water diffusion along
axons, across cell membranes, and in extracellular space.
The magnitude of diffusion characteristics can be calcu-
lated as eigenvectors/eigenvalues. Three eigenvalues are
used to calculate fractional anisotropy (FA), a DTI-metric
of the relative difference in water diffusivities along mul-
tiple axes: A (principal axis or axial diffusivity), repre-
senting water motion along axons, and A, and A5 (shorter
perpendicular axes or radial diffusivity), representing dif-
fusion across the axon (8). Gray-matter density and mi-
crostructure can be assessed by mean diffusivity (MD) or
other DTI-metrics (9). DTI can provide new and more
precise information about possible changes in the micro-
structure of the hypothalamus.

Few studies have evaluated brain-tissue diffusion in
obesity. Hypothalamic apparent diffusion coefficients
(ADC) are higher in obese than nonobese subjects, (10)
suggesting microstructural damage. Body mass index
(BMI) correlates with FA in cerebral white matter (11-13).
Hypothalamic gray-matter loss correlates with cognitive
impairment in multiple sclerosis (MS); (14) however, obe-
sity-associated hypothalamic damage’s impact on cogni-
tive function is poorly understood. We assessed obesity-
associated hypothalamic damage by DTTand examined its
impact on cognitive performance.

J Clin Endocrinol Metab

Subjects and Methods

Subjects

From January to September 2012, we recruited 24 consecu-
tive obese subjects undergoing MRI in a study evaluating the role
of intestinal microflora in nonalcoholic fatty liver disease. We
included subjects aged 30 to 65 years with BMI > 30 kg/m? and
excluded those with systemic disease, infection in the previous
month, serious chronic illness, ethanol intake > 20g per day, or
taking medications that might interfere with insulin action. We
enrolled 20 healthy subjects (BMI < 25 kg/m?) as controls. Con-
trol subjects were normotensive and selected on the basis of sim-
ilarity in age and sex compared to obese subjects and the absence
of a personal history of inflammatory diseases or current drug
treatment. The institutional review board (IRB) approved the
study, and all subjects provided informed written consent.

Study Protocol

Patients underwent anthropometric measurements, abdom-
inal (15) and vascular (16) ultrasonography, and, after 8 hours
fasting, provided blood for measurement of plasma lipids, glu-
cose, and insulin. Glucose and lipid levels were determined by
standard laboratory methods. Subjects underwent standard 75 g
oral glucose tolerance tests, with determination of glucose and
insulin at 0, 30, 60, 90, and 120 minutes. The area under the
curve (AUC) for glucose and insulin was then calculated using the
trapezoidal method. Serum insulin was measured by radioim-
munoassay (RIA). Insulin resistance was determined by the ho-
meostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR).
Serum alanine aminotransferase (ALT) and y-glutamyltrans-
ferase (GGT) levels were determined using enzymatic methods.
Serum lipopolysaccharide-binding protein (LBP) levels were
measured by human-LBP enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) (HyCult Biotechnology, Huden, the Netherlands).

Body Composition
Fat mass was determined via dual energy x-ray absorptiom-
etry (GE Lunar iDXA; Milwaukee, WI).

Magnetic resonance imaging

All patients underwent MRI on a 1.5T Intera scanner (Philips
Healthcare, Best, the Netherlands). The protocol included axial
fluid-attenuated inversion recovery (FLAIR) and DTI sequences.
For FLAIR, the parameters were repetition time (TR), 7569msec;
echo time (TE), 115msec; inversion delay, 2200msec; flip an-
gle,90°; matrix,256 X 192; section thickness, 3 mm; interslice
gap, 1 mm; and FOV, 230 X 180 mm. DTI data were acquired
using single-shot EPI sequences with the SENSE parallel imaging
scheme to reduce scanning time and minimize artifacts. Diffu-
sion-sensitized gradients were applied along 15 noncollinear di-
rections with a b-value of 1000 seconds/mm?. Other acquisition
parameters were TR/TE,6795/72ms; FOV,23 X 23c¢m; and ma-
trix size,112 X 112. Forty-five contiguous 3-mm axial sections
covering the brain were acquired parallel to the anteroposterior
line. DTI scanning took 3 minutes.

Data Processing

DTT images were coregistered; a neuroradiologist blinded to
clinical information wused dedicated software (Olea
SphereV.2.0,La Ciotat,France) to place free-hand regions of in-
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terest (ROIs) in the right and left sides of the hypothalamus using
validated landmarks (17). Primary(A,), secondary(A,), and
tertiary(A5) eigenvalues, FA, and MD were calculated. DTI mea-
surements were repeated 1 month later to assess intraobserver
agreement. Values of DTI-metrics were obtained by averaging all
voxels within the ROI (Supplemental Figure 1). Mean values
from the each side were averaged for statistical analyses. Mean
ROI area was 5 *= 1.5 mm?. The hypothalamus was visually
inspected for abnormalities on FLAIR.

Neuropsychological assessment

Cognitive performance was assessed with the Wechsler Adult
Intelligence Scale (WAIS) third edition (vocabulary, digit span,
picture completion, and picture arrangement subsets). Attention
and executive functions were assessed with the Trail Making
Test (parts A and B) and modified Wisconsin Card Sorting test.
Processing speed and selective attention were assessed with the
Stroop Neuropsychological Screening Test. Risk-taking and im-
pulsive behaviors were assessed with the lowa Gambling Task.

Statistical analysis

Results are expressed as means=*standard deviation for con-
tinuous variables and as frequencies for categorical variables. To
determine differences with respect to the presence of obesity, we
used Student’s ¢ test for quantitative variables and the y* test for
qualitative variables. To calculate the A, cutoff to predict hypo-
thalamic damage, we used receiver operator characteristic
curves. For each variable, differences according to the prespeci-
fied hypothalamic A, cutoff were tested using Student’s # test or
the x” test. Multivariate logistic regression and stepwise regres-
sion analyses were used to identify independent predictors of
hypothalamic damage. The intraclass correlation coefficient
(ICC) was used to classify intraobserver reliability as fair (ICC =
0.5-0.7), good (0.7-0.9), or almost perfect (>0.90). Statistical
significance was set at P < .05. Statistical analyses were per-
formed with Minitab, Version 16.2.1 (Minitab, State College,
PA).
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Results

Supplemental Table 1 reports subjects’ characteristics.
The intraobserver consistency for DTI measurements in
the hypothalamus was good (ICC = 0.809). Mean A, hy-
pothalamic values were lower in obese subjects (P <.001).
The mean hypothalamic A, cutoff that best discriminated
obese from control subjects was 1.072 (Figure 1). The
sensitivity, specificity, and positive predictive value (PPV)
and negative predictive value (NPV) for hypothalamic
damage by mean A,<1.072 were 75%, 87.5%, 83.3%,
and 80.7%, respectively (AUC:0.854; 95%CI:0.742—
0.96). Nossignificant differences were found for A,, A5, FA,
or MD. After adjustment for age and sex, subjects with
hypothalamic A;<1.072 had significantly increased val-
ues of BMI, fat mass, ALT, GGT, C-reactive protein
(CRP), LBP, carotid intima-media thickness, and preva-
lence of hepatic steatosis (Table 1). Interestingly, when
studying obese and control subjects separately, the hypo-
thalamic A, correlated negatively with fat mass within
obese subjects (r=-0.51, P = .01) but not in nonobese
subjects (r = 0.05, P = .8). We also found significant
differences with respect to total fat mass according to a
hypothalamic A, cutpoint of 1.072 (Table 1). In a stepwise
linear regression analysis, fat mass (P < .0001) and
HOMA-IR value (P = .037), but not age, independently
contributed to 22.4% of A; hypothalamic variance. Fi-
nally, while fat mass (P < .0001) and HOMA-IR (P =
.011) contributed to 56% of hypothalamic A, variance
among women, this was not observed in men.

The BMI cutoff that best discriminated hypothalamic
damage was 34 kg/m?, yielding 80.7% sensitivity, 83.3%
specificity, 87.5% PPV, and 75% NPV (AUC:0.829; P <

0.95 1.00 1.05 1.10 1.15 120 )‘1

Figure 1. A, Obese subjects had lower hypothalamic primary eigenvalues (A1) (P < .001). B, To calculate the A1 cutoff to predict hypothalamic
damage, we used receiver operator characteristic curves. C, Patients with hypothalamic A,<1.072 had higher BMI. The equation of the linear

regression analysis was BMI = 114.32-75.13(A,), r = 0.58, P = .001.
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Table 1.

and neuropsychological tests in all 44 individuals

Univariate associations of mean hypothalamic A, DTI-metric and clinical, laboratory, ultrasonographic data

Hypothalamic
mean

Hypothalamic
mean

A,<1.072 (n = 26) A,>1.072 (n = 18) value

Gender(male/female) 13/13 8/10 0.717

Age(years) 49.385 (8.668) 49.444 (9.018) 0.983

Bl\/ll(kg/mz) 40.385(9.212) 27.322 (7.687) <0.001""

Waist 108.712 (38.198) 91.222 (18.252) 0.050
circumference(cm)

Fat mass (kg) 42.82 (19.8) 27.52 (13.9) 0.005""

Systolic blood 135.5 (20.506) 128.778 (19.368) 0.276
pressure(mmHg)

Diastolic blood 74.923 (12.579) 73.778 (14.132) 0.784
pressure(mmHg)

Current smoking(no/ 12/6/8 9/7/2 0.254
former/yes)

Total cholesterol(mg/dl) 187.462 (42.296) 209 (34.626) 0.071

HDL--cholesterol(mg/dl) 51.231 (14.949) 58.889 (15.733) 0.114

Triglyceride(mg/dl)” 4.442 (0.577) 4.401 (0.479) 0.800

Glucose AUC(mg/dl/ 17 062.462 (5255.036) 14 964.167 (4223.845) 0.151
min)

Insulin AUC(mU/liter/ 7650.358 (6131.49) 8791.389 (8591.502) 0.635
min)

HOMA-IR(mean = sb) 3.473 (2.747) 2.512 (3.502) 0.337

Aspartate 18.077 (12.977) 7.765 (12.794) 0.015™"
aminotransferase(U/
liter)

Alanine 30.577 (13.822) 18.722 (3.77) <0.001""
aminotransferase(U/
liter)

v-glutamyltransferase(U/liter) 32.077 (23.394) 24.722 (23.649) 0.315

Ultrasensitive CRP(mg/ 0.715 (0.859) 0.289 (0.373) 0.031""
dl)

LBP(ng/liter) 29.003 (12.417) 20.502 (10.559) 0.019™"

Hepatic steatosis(no/ 7/19 15/3 0.001""
yes)

cIMT(mm) 0.78 (0.165) 0.664 (0.197) 0.049™"

WAIS-IIl vocabulary 38.533(12.27) 46.182 (4.895) 0.041""
subtest

WAIS-IIl digit span 14.2 (3.59) 16.333 (3.676) 0.143
subtest

WAIS-IIl picture 34.267 (2.52) 33.583 (3.63) 0.586
arrangement subtest

WAIS-III picture 18.533 (8.943) 17.792 (7.344) 0.815
completion subtest 1

WAIS-IIl picture 18.233 (8.664) 18.542 (6.72) 0.918
completion subtest 2

Trail making test(part 49.267 (18.591) 29.909 (11.167) 0.003"™"
A)

Trail making test(part B) 107.533 (28.2) 107.909 (68.12) 0.987

Stroop 56.2 (8.385) 55.909 (9.268) 0.935
Neuropsychological
Screening Test

lowa Gambling Task 47.4 (6.243) 44.818 (8.658) 0.412

Wisconsin Card Sorting 54 (5.774) 11.6 (1.265) 0.001""

Test

Abbreviations: AUC, area under curve; BMI, body mass index; cIMT, carotid intima-media thickness; CRP, C-reactive protein; HDL, high density
lipoprotein; HOMA-IR, homeostasis model of assessment-insulin resistance; LBP, lipopolysaccharide-binding protein; WAIS-IIl, Wechsler Adult
Intelligence Scale-Third Edition. “this variable was log transformed. ““Parameters with P < 0.05.

.001). The ALT cutoff that best discriminated hypotha-

lamic damage was 23.5 U/, yielding 69.2% sensitivity,
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94.4% specificity, 94.7% PPV, and 68% NPV (AUC:
0.829;P = .005). The LBP cutoff that best discriminated
hypothalamic damage was 24.1ng/l, yielding 73% sensi-
tivity, 83.3% specificity, 86.3% PPV, and 68.1% NPV
(AUC:0.720;P = .031)(Supplemental Table 2).
Hypothalamic gray-matter loss defined as A,<1.072
significantly correlated with worse cognitive performance

(Table 1).

Discussion

Obesity is known to be associated with gray and white
matter changes, (10-13) and with hypothalamic inflam-
mation in experimental models (3-5, 7). Obesity is also
well known to affect cognitive performance (18, 19). To
our knowledge, this would be the first study exploring
cognitive function in association with hypothalamic in-
flammation in obese subjects. In this cross-sectional study,
lower mean hypothalamic A, in obese subjects suggests
neuronal damage. Interestingly, the strongest predictor of
hypothalamic damage in the multivariate analysis was
combined BMI and ALT. Fat mass and insulin resistance
contributed independently to hypothalamic A, variance.
Of note, even within obese subjects, fat mass was signif-
icantly associated with hypothalamic A, and this was es-
pecially remarkable among women. Mueller et al had pre-
viously reported sex-dependent influences of obesity on
cerebral white matter (11). Other factors associated with
altered hypothalamic microstructure on DTT were the in-
flammatory markers CRP, LBP, and carotid intima-media
thickness. These findings support the idea that liver and
brain damage are interrelated with vascular status in obe-
sity-associated inflammation, contributing to comorbidi-
ties such as insulin resistance and cardiovascular disease.

Rapid-onset inflammation and reactive gliosis in the
hypothalamus of rodents consuming high-fat diets repre-
sents a response to neuronal injury, probably induced by
ischemia or excitotoxicity (3-5, 7). Detecting and quan-
tifying obesity-related hypothalamic damage in vivo rep-
resents a challenge. Longer hypothalamic T2 relaxation
times in mice on high-fat diets probably reflect increased
numbers of glial cells, reactive astrocytosis, and/or de-
creased neuronal populations (7). When visual assessment
detected no signal-intensity abnormalities in a study of 34
human subjects, Thaler et al (6) devised a quantitative
approach to compare mean signal intensity within ROIs in
the mediobasal hypothalamus using ratios with ROIs in
adjacent amygdalar tissue to show that obese individuals
had higher T2 hyperintensity in the mediobasal hypothal-
amus suggestive of gliosis.

DTl is promising for in vivo brain-damage assessment.

jcem.endojournals.org E5

DTI-metrics express the degree of diffusion anisotropy
from obstacles limiting molecular movement in some di-
rections in brain tissue. We found that A, rather than FA,
accurately discriminated obese subjects based on hypo-
thalamic microstructural changes. DTI-metrics probably
differ with the stage of disease. As FA is obtained from
eigenvalues representing relative differences in water dif-
fusivities along multiple axes, subtle alterations in micro-
architecture could be expressed first as a decrease in A4,
because the largest eigenvalue will point in the direction of
the largest diffusion coefficient; thus, A, could detect early
changes in hypothalamic glia better than FA, which would
decrease later. Altered DTI-metrics do not prove gliosis,
because edema or tumor would yield similar results. How-
ever, we excluded subjects with evidence of neurological
abnormalities, making these alternative explanations un-
likely. Furthermore, as in animal models, the signal sug-
gestive of gliosis correlated positively with BMI but not
with age or sex. The association with obesity was strong,
lending translational relevance to preclinical studies by
suggesting that hypothalamic neuronal injury and associ-
ated gliosis are also present in human obesity; therefore,
DTl is a promising technique to detect and follow up these
endpoints.

Our correlations between hypothalamic structural
changes and cognitive tests agree with studies showing
worse executive function after hypothalamus-pituitary-
adrenal axis dysfunction (20). The hypothalamus is cru-
cial for emotional regulation and vital functions, but it
also has numerous bidirectional connections with other
subcortical and cortical areas; (20, 21) moreover, animal
and human studies demonstrate projections from the hy-
pothalamus to all prefrontal regions (22). The hypothal-
amus is also linked to the hippocampus, amygdala, and
insular cortex—regions usually associated with cognitive
and executive functions (21). This complex system enables
close integration of cognitive and emotional information
and might explain the hypothalamus’s role in cognitive
performance.

Our study has limitations, including the relative small
sample size. Future studies with larger samples will allow
regression analyses to assess associations in greater detail.
The hypothalamus’ size and location make it susceptible
to motion distortion and partial-volume effects. However,
the good intraobserver reliability for DTI-measurements
and their correlation with cognitive performance suggest
DTI detects obesity-induced hypothalamic damage, al-
though this must be confirmed histologically in experi-
mental models. Monitoring hypothalamic changes over
time might help define the course and potential reversibil-
ity of hypothalamic damage. A longitudinal study, fol-
lowing primary hypothalamic eigenvalues and metabolic
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parameters over time in patients at high risk for obesity is
required to substantiate these findings. We cannot say
whether hypothalamic damage is involved in the patho-
genesis of obesity or is simply a marker of obesity or as-
sociated conditions like HOMA-IR or obstructive sleep
apnea (OSA). We collected no data on years’ education, an
important predictor of cognitive performance.

In conclusion, our preliminary data indicate that A,
could be useful for assessing hypothalamic damage in
obese individuals. Given that the hypothalamus plays a
pivotal role in the control of food intake and energy ex-
penditure, this approach may offer new perspectives in
further studies aimed at detecting obesity-induced hypo-
thalamic damage and in attempts to predict the response
to different treatments.
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Summary

Objective Whether nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD)
can predict atherosclerosis in obese patients remains unclear.
The aim of our study was to investigate the usefulness of
NAFLD and other cardiometabolic parameters in predicting sub-
clinical atherosclerosis in obese patients.

Design, Patients and Measurements We studied 314 consecu-
tive obese subjects (223 women; mean age, 45-04 £+ 9-34 years;
body mass index 44-3 + 5 kg/m?) and 47 healthy lean individuals.
Hepatic steatosis and atherosclerosis [carotid intima-media thick-
ness (cIMT) >0-8 mm and/or presence of plaques] were evaluated
ultrasonographically. Liver biopsies were obtained in 51 patients.
Results In obese patients, mean c-IMT was greater in those
with NAFLD (P < 0-001). Hepatic steatosis and age were inde-
pendent predictors of atherosclerosis: the NAFLD-associated OR
for atherosclerosis was 5-96 (95%CI, 1-60-22-25; P = 0-008) in
men and 8:26 (95%CI, 4-02-16-99; P < 0-001) in women, and
the age-associated OR for atherosclerosis was 1-14 (95%CI,
1-07-1-22; P <0-001) in men and 1:12 (95%CI, 1-08-1-17;
P < 0-001) in women. The sensitivity, specificity and positive
and negative predictive values of steatosis for atherosclerosis
were 78:70%, 70-50%, 74:00% and 75-60% (AUC = 0-840) in
men >43.5 years and 86-90%, 52-50%, 68-80% and 76-80%
(AUC = 0-761) in women >47-5 years, respectively. Agreement
between ultrasound-diagnosed steatosis and histology was good
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(ICC = 0-79). Combined NAFLD and age was the strongest pre-
dictor of atherosclerosis in obesity.

Conclusions Nonalcoholic fatty liver disease and age may be
independent risk factors for carotid atherosclerosis in obese indi-
viduals. Obese men and women with steatosis aged over 43-5
and 47-5 years, respectively, should be screened for carotid ath-
erosclerosis. However, further evidence is necessary before sug-
gesting an intervention based on current findings.

(Received 20 August 2014; returned for revision 15 September
2014; finally revised 29 November 2014; accepted 7 December
2014)

Introduction

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is characterized by
excessive fat accumulation in hepatocytes, ranging from simple
steatosis to steatohepatitis and cirrhosis." The prevalence of
NAFLD in the obese is 70-90%.> Although the gold standard for
diagnosing NAFLD is liver biopsy, ultrasonography correlates
well with histology and is the commonest way of diagnosing
hepatic steatosis in clinical practice.’

Epidemiological studies suggest increased cardiovascular mor-
tality in patients with NAFLD.* Carotid intima-media thickness
(c-IMT), a validated marker for subclinical atherosclerosis, is
strongly associated with cardiovascular risk.> Recently, NAFLD
was included among the components of metabolic syndrome;
some case-controlled and cross-sectional studies have demon-
strated an association between hepatic steatosis and carotid ath-
erosclerosis.® 1> Moreover, c-IMT has been related to the
histopathological severity of NAFLD, independently of classical
risk factors.” NAFLD has been related to atherosclerosis in
healthy nonobese men, seemingly due to visceral fat accumula-
tion and insulin resistance.” However, little evidence is known
about NAFLD-associated cardiovascular risk in obesity.®
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We investigated whether hepatic steatosis and other anthropo-
metric and metabolic parameters could predict subclinical caro-
tid atherosclerosis (cIMT >0-8 mm and/or presence of plaques)
in obese individuals without known cardiovascular disease.

Subjects and methods

From January 2010 to February 2012, we consecutively recruited
314 obese subjects from the ongoing multicenter FLORINASH
Project, undertaken to evaluate the role of intestinal microflora
in adults with NAFLD. Inclusion criteria were age 3065 years,
body mass index (BMI) >30 kg/m* and ability to understand
study procedures. Exclusion criteria were history of cardiovascu-
lar disease (coronary heart disease, stroke, heart failure, periph-
eral vascular disease or congenital heart disease), systemic
disease, infection in the previous month, serious chronic illness,
ethanol intake >20 g/day or use of medications that might inter-
fere with insulin action. We enrolled 47 healthy lean subjects
(BMI <25 kg/m?) as controls. The institutional review board
approved the study protocol, and consent has been obtained
from each subject after full explanation of the purpose and nat-
ure of all procedures used.

Study protocol

Patients underwent anthropometric measurements, vascular and
abdominal ultrasonography, and, after 8 h fasting, provided
blood for measurement of plasma lipids, glucose and insulin.
Glucose and lipid levels were determined by standard laboratory
methods. Serum insulin was measured in duplicate by monoclo-
nal immunoradiometric assay (Medgenix Diagnostics, Fleunes,
Belgium). The intra-assay CV was 5-2% at a concentration of
10 mU/l and 3-4% at 130 mU/l. The interassay CVs were 6-9%
and 4-5% at 14 and 89 mU/I, respectively. Insulin resistance was
determined by the homeostasis model assessment of insulin
resistance (HOMA-IR). Serum alanine aminotransferase (ALT)
and gamma-glutamyltransferase (GGT) levels were determined
using enzymatic methods.

Ultrasound evaluation

We used a Siemens Acuson S2000 (Mochida Siemens Medical Sys-
tem, Tokyo, Japan) ultrasound system with a 3-5 MHz convex
transducer to scan the liver and a 7-5 MHz linear array transducer
to scan carotid arteries. Images were independently evaluated by
two radiologists blinded to clinical and laboratory data.

Hepatic steatosis was graded as absent, mild, moderate or
severe according to conventional criteria.'* Carotid arteries were
evaluated according to the Mannheim Consensus.'> c-IMT val-
ues were manually measured in the far wall of each common
carotid artery in a proximal segment and in a plaque-free seg-
ment 10 mm from the bifurcation. The mean c-IMT value for
each subject was calculated from these four measurements. Val-
ues >0-80 mm were considered increased.”” A plaque was
defined as a focal thickening >1-2 mm in any of 12 carotid seg-
ments (near and far walls of the right and left common carotid

arteries, bifurcation and internal carotid artery). Atherosclerosis
was considered present when ¢-IMT >0-8 mm and/or plaques
were present.

Liver histology

Liver biopsies were obtained in the 51 patients who underwent
bariatric surgery. Liver biopsies were analysed by a single pathol-
ogist expert in hepatic pathology. Haematoxylin and eosin, Mas-
son’s trichrome and reticulin stains were performed in each liver
sample. Histological features of steatosis, lobular inflammation,
hepatocellular ballooning and fibrosis were scored using the
scoring system for NAFLD.'® Lobular inflammation was graded
0-3 based on inflammatory foci in a 200x field (0 is none, 1 is
<2 foci, 2 is 2—4 foci, and 3 is >4 foci). Liver disease (specifically
tumoural disease and HCV infection) and thyroid dysfunction
were specifically excluded by biochemical work-up.

Framingham risk scores calculation

The framingham risk scores (FRS) is calculated using a standard
score sheet that is gender specific and includes the following
variables: age, blood pressure, total cholesterol, HDL cholesterol,
smoking history and history of diabetes.'” The FRS sheets were
used for estimating the 10-year probability of developing CHD
in our patients with NAFLD. Thus, this comparative average 10-
year CHD risk refers to the risk estimate derived from the expe-
rience of the Framingham Heart Study population.'”

Current smoking status was defined as any self-reported
smoking. Hypertension was defined as mean resting blood pres-
sure >130/85 mmHg, over two measurements or use of antihy-
pertensive medications at the onset of NAFLD diagnosis. Fasting
blood levels of glucose, triglycerides, total cholesterol and HDL
cholesterol were measured in a standardized laboratory.

Statistical analysis

Results are expressed as means + standard deviations for contin-
uous variables and as frequencies for categorical variables. The
skewness and kurtosis of the distributions required logarithmic
transformation for statistical analysis of plasma triglycerides,
HOMA-IR and C-reactive protein. We used Student’s t-test to
determine differences in quantitative variables, and the chi-square
test to determine differences in qualitative variables related to the
presence of atherosclerosis. To examine possible sex differences in
the associations between NAFLD and carotid atherosclerosis, we
also analysed men and women separately. Multivariate logistic
regression was used to identify independent predictors of athero-
sclerosis. To calculate the age cut-offs to predict atherosclerosis,
we used receiver operator characteristic curves. Intraclass correla-
tion coefficients (ICC) were used to determine the degree of agree-
ment between observers on the assessment of steatosis and carotid
plaques and between the grade of steatosis by ultrasound and his-
tology; agreement was classified as fair (ICC = 0-5-0-7), good
(0-7-0-9) or almost perfect (>0-90). Pearson correlation was used
to determine agreement on c-IMT. Statistical significance was set
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at P < 0-05. Statistical analyses were performed with miNITAB, Ver-
sion 16.2.1 (Minitab, State College, PA, USA).

Results

The prevalence of NAFLD in the obese individuals (n = 314;
223 women; mean age, 45-04 £ 9-34 years) was 63-4%
(Table 1). Carotid atherosclerosis was detected in 110 (35%)
(45% of the men, 30-8% of the women) (Table 2). After adjust-
ment for confounding factors (blood pressure, triglycerides, total
cholesterol, fasting glucose and fasting insulin), subjects with
NAFLD had a greater mean c-IMT (0-757 £ 0-156 mm for
men; 0-720 & 0-150 mm for women) than those without
(0-591 £ 0-119 mm for men; 0-579 4 0-095 mm for women)
(P <0-001) (Table 1). Among men, NAFLD and age were the
only variables that differentiated whether atherosclerosis was
present (P < 0-001). Women with atherosclerosis also had

NAFLD and age predicts atherosclerosis in obesity 5

higher systolic and diastolic blood pressure, fasting glucose, 2-h
glucose during oral glucose tolerance test, fasting insulin,
HOMA-IR, aspartate aminotransferase and ALT. The prevalence
of steatosis in patients with atherosclerosis was 92-7% in men
and 84-1% in women.

Multivariate analysis revealed ultrasound-detected steatosis
and age were independent predictors of carotid atherosclerosis
(Table 3). The NAFLD-associated OR for atherosclerosis was
5-96 (95% CI, 1-60-22-25; P = 0-008) in men and 8:26 (95% CI,
4.02-16-99; P < 0-001) in women. The age-associated OR for
atherosclerosis was 1-14 (95% CI, 1-07-1-22; P < 0-001) in men
and 1-12 (95% CI, 1-08-1-17; P < 0-001) in women.

The sensitivity, specificity and positive and negative predictive
values of steatosis for atherosclerosis were 86:90%, 52:50%,
68-:80% and 76-80% (AUC 0-761), respectively, in women
>47.5 years and 78-70%, 70-50%, 74-00% and 75-60% (AUC
0-84), respectively, in men >43-5 years (Fig. 1).

Table 3. Multiple logistic regression analysis: predictors of atherosclerosis (cIMT >0-8 mm and/or presence of plaques) among 314 obese individuals

Univariate Analysis

Men (n = 91) Women (n = 223)
Odds ratio Area under QOdds ratio Area under
Independent variable B-coefficient  (95% CI) P-value the curve B-coefficient  (95% CI) P-value the curve
Hepatic steatosis 1-785 596 (1-60-22-25) 0-008 0-62 2-112 8:26 (4-02-16-99)  <0-001 0-73
Age (years) 0-134 1-14 (1-07-1-22) <0-001 0-79 0-117 1-12 (1-08-1-17) <0-001 0-76
Triglyceride (mg/dl)* 0-788 220 (0-85-5-71) 0-105 0-58 0-657 1-93 (1-00-3-74) 0-052 0-59
Alanine aminotransferase (U/I)  0-003 1-00 (0-99-1-02) 0-729 0-52 0-035 1-04 (1-01-1-06) 0-002 0-62

Multivariate analysis

Model B-coefficient Odds ratio (95% CI) P-value Area under the curve
Men (n = 91) 1.857 6.41 (1.37-29.96) 0.018 0.81
Hepatic steatosis and age 0.134 1.14 (1.07-1.22) 0.000
Women (n = 223) 2.003 7.41 (3.43-16.02) 0.000 0.84
Hepatic steatosis and age 0.111 1.12 (1.07-1.17) 0.000
Hepatic steatosis and triglyceride (mg/dl)* 2.048 7.75 (3.75-16.03) 0.000 0.75
0.407 1.50 (0.71-3.17) 0.285
Hepatic steatosis and ALT (U/1) 2.054 7.80 (3.63-16.77) 0.000 0.74
0.016 1.02 (0.99-1.04) 0.148
Age and triglyceride (mg/dl)* 0.118 1.13 (1.08-1.17) 0.000 0.77
0.688 1.99 (0.96-4.11) 0.063
Age and ALT (U/l) 0.121 1.13 (1.08-1.18) 0.000 0.78
0.034 1.03 (1.01-1.06) 0.007
Triglyceride (mmol/1)* and ALT (U/1) 0.554 1.74 (0.89-3.42) 0.108 0.63
0.033 1.03 (1.01-1.06) 0.004
Hepatic steatosis, age, and triglyceride (mg/dl)* 1.923 6.84 (3.13-14.97) 0.000 0.84
0.111 1.12 (1.07-1.17) 0.000
0.309 1.36 (0.60-3.10) 0.462
Hepatic steatosis, age, and ALT (U/1) 1.970 7.17 (3.14-16.38) 0.000 0.84
0.119 1.13 (1.08-1.18) 0.000
0.017 1.02 (0.99-1.04) 0.209

ALT, alanine aminotransferase; cIMT, carotid intima-media thickness.
*Triglyceride variable was log transformed.

© 2014 John Wiley & Sons Ltd
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The interobserver agreement was almost perfect for steatosis
(ICC = 0-97), carotid plaques
(ICC = 0-82) and good for steatosis identification between ultra-

good for assessment of
sound and histology (ICC = 0-79). Pearson’s correlation for
c-IMT was 0-75.

Discussion

We evaluated the predictive value of hepatic steatosis among
other anthropometric and metabolic parameters for cardiovascu-
lar risk defined as carotid atherosclerosis reflected in ¢-IMT and
plaques on ultrasound in obese adults. Combined NAFLD and
age was the best predictor of atherosclerosis, more useful than
other combinations of parameters (NAFLD, age, BMI, blood
pressure, glucose, lipids, HOMA-IR and liver enzymes). Our
findings add to those reported by Fracanzani et al.,'”” who dem-
onstrated that steatosis and age were independent risk factors of
vascular damage in nonobese patients with NAFLD, with odds
ratios of 6-9 and 6, respectively. Similarly, in our cohort,
NAFLD increased the frequency of atherosclerosis 5-96-fold in
men and 8-26-fold in women. Recent studies show that patients
with ultrasound-diagnosed NAFLD have greater ¢-IMT and
prevalence of carotid plaques than controls.®"> Although the
exact role of NAFLD in the pathogenesis of atherosclerosis is
unclear, endothelial dysfunction, oxidative stress, subclinical
inflammation, abnormal lipid and glucose metabolisms, and
other metabolic abnormalities are probably involved. Increased
c-IMT in obese middle-aged women without known cardiovas-
cular disease has been reported.'®!® In obesity, other factors that
could affect c-IMT include type 2 diabetes, insulin resistance
and secreted proinflammatory factors like free fatty acids, adipo-
nectin, tumour necrosis factor-o or other adipocytokines.”* A
recent study in a healthy multi-ethnic cohort found that the

Fig. 1 Distribution of carotid atherosclerosis @
according to sex, hepatic steatosis and age. The age
cut-off values are represented with dashed lines
(men, 43-5; women, 47-5).

association between steatosis and carotid atherosclerosis did not
remain significant after adjustment for either BMI or waist cir-
cumference, indicating that rather than an independent risk
marker for atherosclerosis, steatosis may derive from excess adi-
posity.® Excess body fat may result in steatosis because excess
adipose tissue becomes the primary source of fatty acids that
deposit in the liver, being responsible for approximately 60% of
triglyceride accumulation.*'

As epidemiological studies suggest increased cardiovascular
mortality in patients with NAFLD, detecting early vascular dam-
age is important."”> Our finding that steatosis was the variable
with the strongest independent association with atherosclerosis,
indirectly supports previous studies suggesting that hepatic fat
accumulation itself could be atherogenic.””'> The histopathologic
severity of NAFLD is closely associated with increased c-IMT,
independent of classical risk factors, insulin resistance and meta-
bolic syndrome.”® Our study provides a clinically useful cut-off
age for predicting atherosclerosis when ultrasound detects stea-
tosis: 43-5 years for men and 47-5 years for women, which are
close to the mean age in our sample.

Some limitations of our study merit comment. As the subjects
were recruited from a study with a different primary outcome
objective, there would be chances of this being influenced by a
significant selection bias. NAFLD was diagnosed by ultrasound,
not by histology. Although ultrasound is operator dependent
and usually detects steatosis only when more than 30% of
hepatocytes are compromised by fat,” we found good agreement
(ICC = 0-79) between ultrasound and biopsy for grading steato-
sis. A larger sample might enable other robust indicators of ath-
erosclerosis in obese adults to be identified. The number of men
being studied appears to be disproportionately small to arrive at
a definite conclusion. Our cross-sectional design cannot deter-
mine causality; only a longitudinal approach could determine

© 2014 John Wiley & Sons Ltd
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the real effects of steatosis and age on carotid atherosclerosis.
Although ¢-IMT has been well established as a surrogate of ath-
erosclerosis and has been associated with both prevalent and

2223 ¢ IMT and cardiovascular

incident cardiovascular disease,
risk is clearly not the same. No evidence has been put forth to
suggest that an intervention will substantially alter the course of
the disease. Finally, the age range of the study subjects was rela-
tively high. Therefore, the influence of disease related variables
like obesity would be very different depending on the duration
of disease exposure.

In conclusion, we found nonalcoholic fatty liver disease and
age are strong independent predictors of atherosclerosis in obese
adults. Therefore, we recommend routine carotid evaluation to
identify early atherosclerotic changes in obese adults with ultra-
sound-diagnosed nonalcoholic fatty liver disease, especially in
men older than 43-5 years and in women older than 47-5 years.
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CAPITULO 7. ANEXO

7.2 Articulos en revision editorial

A continuacion se citan los articulos que en fecha de 10 de diciembre de 2014 estan en fase

de revision editorial:

= Puig J, Blasco G, Daunis-I-Estadella J, Moreno M, Ametller G, Molina X, Xifra G, Ricart
W, Pedraza S, Fernandez-Aranda F, Fernindez-Real JM. Lower serum osteocalcin
concentrations are associated with brain microstructural changes on magnetic resonance
imaging and worse cognitive performance. En revision en International Journal of Obesity.

Factor de impacto 5.3.

» Ferniandez-Real JM, Serino M, Blasco G, Puig J, Daunis-i-Estadella J, Ricart W, Burcelin
R, Portero-Otin M. Gut microbiota interacts with brain microstructure and function. En

revision en Scientific Reports. Factor de impacto 5.

7.3 Contribuciones a Congresos

Adicionalmente, de este trabajo de tesis se derivan las siguientes aportaciones en congresos

nacionales e internacionales:

» Blasco G, Puig J, Daunis-i-Estadella J, Molina X, Xifra G, Pedraza S , Ricart W,
Fernandez-Real JM. Brain Iron Overload Correlates with Metabolic Homeostasis and
Cognitive Dysfunction in Obese Subjects. 74th Scientific Sessions of the American Diabetes

Association. San Francisco 2014. Poster cientifico.

= Blasco G, Puig J, Molina X, Daunis-i-Estadella J, Ferndndez-Real JM y Pedraza S. La
Obesidad y la Esteatosis se asocian a la Concentracion de Hierro Hepatico en Individuos
con Obesidad. XXXII Congreso Nacional de la Sociedad Espafnola de Radiologia Médica
(SERAM). Oviedo 2014. Comunicacion oral.
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Oviedo 2014. Comunicacion oral.

Blasco G, Puig J, Molina X, Daunis-i-Estadella J, Ferndndez-Real JM y Pedraza S.
Asociacion entre la Aterosclerosis Subclinica y la Estructura Cerebral en Individuos con
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Comunicacion oral.
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Oviedo 2014. Comunicacion oral.
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Ponencia invitada.
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