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1. Antecedentes

1.1. Epidemiologia de la demencia

En adultos mayores, una de las principales causas de discapacidad es la demencia,
caracterizada por una deterioracion cognitiva a nivel de memoria, aprendizaje,
comprension u orientacion, lo cual llega a interferir en su vida diaria. La forma més
comun de demencia es la enfermedad del Alzheimer, afectando a méas del 60% de los
casos (Petersson & Philippou, 2016). Actualmente, se estima que hay 46.8 millones de
personas en todo el mundo que padecen algun tipo de demencia, pudiéndose duplicar
cada 20 afios (Livingston et al., 2020). Los paises mas afectados por este tipo de
patologia son Brasil y Turquia (Figura 1A). Respecto a Europa central, se estima que
50 de cada 1000 personas de entre 85-89 afios sufren algun tipo de demencia (Figura
1B).
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Figura 1. Epidemiologia de la demencia. (A) Prevalencia de Alzheimer y otras
demencias global incluyendo ambos sexos por cada 100.000 habitantes. Los territorios
coloreados de azul corresponden a las menores prevalencias, mientras que los
coloreados de rojo son aquellos con mayores prevalencias. (B) Estimacion de la

incidencia de demencia en mayores de 60 afios (Garre Olmo, 2018; Nichols et al.,
2019).

Por otro lado, el coste de los cuidados indirectos y cuidados médicos llegan
hasta los 27.500 euros por persona en el caso de Europa occidental (Wimo et al., 2011).
Ademas, las cinco terapias aprobadas actualmente por la Administracion de Drogas y
Alimentos (FDA) (4 inhibidores de la colinesterasa y 1 antagonista del receptor de N-
metil-d-aspartato) muestran cierta capacidad para tratar los sintomas de la demencia,
pero no consiguen modificar su curso (Casey et al., 2010). A pesar del elevado nimero

de investigaciones en el area, tan solo un farmaco (memantina) ha recibido una
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indicacion de la FDA (Cummings et al., 2014). Debido a estas alarmantes cifras y ante
la falta de tratamientos eficaces, resulta pertinente abordar los factores de riesgo
modificables con tal de prevenir la aparicion de patologias cognitivas.

1.2.Biomarcadores sanguineos de demencia y Alzheimer

Una de las caracteristicas mas comunes del Alzheimer es la presencia de placas
amiloides cerebrales, las cuales se encuentran en el espacio extracelular. Estas placas se
componen mayoritariamente por el péptido b-amiloide (Cheignon et al., 2018). Los
niveles de b-amiloide circulantes se asocian a individuos diagnosticados con Alzheimer
mediante neuroimagen. Los niveles de b-amiloide 42 son més bajos y los de b-amiloide
43 son mas altos en el suero de los pacientes con Alzheimer en comparacion con los
sujetos sanos. Por tanto, los ratios en plasma de Ab42 y Ab43 son un biomarcador
sanguineo fiable de la enfermedad del Alzheimer (Hosoki et al., 2021).

La proteina Tau se codifica por el gen MAPT vy tiene una funcién clave en el
citoesqueleto neuronal, puesto que facilita la polimerizacién de la tubulina en la
formacion de los microtubulos (Gra Menéndez et al., 2002). En el caso de p-taul81, se
trata de un componente clave en los ovillos de degeneracion neurofibrilar de proteina
Tau dentro de las neuronas, comunmente asociadas a la enfermedad del Alzheimer. Asi,
a mayores niveles de p-taul81 circulante, mayor sera el nimero de agregaciones y peor
sera el grado de Alzheimer (Hosoki et al., 2021).

Por ultimo, la GFAP es una proteina cerebral especifica de las células de la
astroglia, implicadas en dar soporte a la actividad de las neuronas y en la regulacion de
la barrera hematoenceféalica. Tras el dafio cerebral, las células de la astroglia reaccionan
elevando la expresion de GFAP en sangre. Por tanto, los elevados niveles de esta
proteina en el plasma sanguineo es un indicador de dafio cerebral y de la fase
asintomatica del Alzheimer (Katisko et al., 2021).

1.3. Efectos de la dieta en la inflamacion y la neurodegeneracion

Aunque existan distintas causas asociadas a la demencia, las Gltimas evidencias
indican que los factores modificables como el estilo de vida juegan un rol importante en
la salud cognitiva. En este contexto, el tipo y la calidad de dieta podrian afectar a la
aparicion y desarrollo de la demencia (Petersson & Philippou, 2016). Actualmente, se
desconocen los mecanismos que subyacen a los efectos cognitivos de las dietas
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controladas, pero los estudios sugieren que las vias inflamatorias podrian estar
involucradas (Scarmeas et al., 2018). La inflamacion estd estrechamente relacionada
con la patogenia de la enfermedad de Alzheimer (Heppner et al., 2015). Los macr6fagos
microgliales en el cerebro se activan de forma cronica durante el envejecimiento (Dilger
& Johnson, 2008), especialmente en condiciones patoldgicas (Akiyama et al., 2000),
para promover la produccion sostenida de citocinas proinflamatorias, incluidas la
interleucina-1p, la interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral. alfa (TNF-a)
(Heppner et al., 2015). La produccion de estas moléculas puede perpetuar el ciclo de los
procesos neuroinflamatorios, incluida la amiloidosis, la muerte neuronal (Block et al.,
2007) (Figura 2), el adelgazamiento cortical, la disminucion del volumen cerebral (Gu
et al.,, 2017), los eventos asociados con la enfermedad cerebrovascular como
microhemorragias o infartos y neurodegeneracion (Gu et al., 2019; Heneka et al., 2015).
Los estudios genéticos han proporcionado pruebas solidas del papel causal de la
neuroinflamacion en la enfermedad de Alzheimer, con mutaciones en algunos genes de
la microglia, como TREMZ2 y CD33, asociados de forma independiente con un mayor

riesgo de enfermedad de Alzheimer (Hickman et al., 2018).
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Figura 2. Muerte neuronal por ciclo neuroinflamatorio (Block et al., 2007).

La dieta también tiene un impacto en la regulacion del sistema inmunologico
(Calder et al., 2017), y algunos nutrientes y componentes bioactivos pueden influir en
los procesos neuroinflamatorios. Por ejemplo, los polifenoles, las grasas insaturadas y

las vitaminas antioxidantes suprimen el estrés oxidativo y la neuroinflamacion (Devassy
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et al., 2016; Milanski et al., 2009; Monacelli et al., 2017), mientras que las grasas
saturadas promueven la inflamacion, especialmente en el hipotdlamo (Milanski et al.,
2009). La creciente evidencia sugiere que la inflamacion periférica y las alteraciones en
la microbiota intestinal pueden amplificar la neuroinflamacion y acelerar la
neurodegeneracion (Kowalski & Mulak, 2019; Pistollato et al., 2018), y que estos
factores externos también pueden estar influenciados por la dieta (Minihane et al.,
2015). Por lo tanto, estos resultados sugieren que las dietas ricas en componentes
antiinflamatorios prevengan la neuroinflamacion directamente a traves de vias

inmunitarias e indirectamente a través del microbioma intestinal y la circulacion.

1.4. La dieta mediterranea

La dieta Mediterranea, también conocida como dieta al estilo Mediterraneo, se trata
de un conjunto de costumbres dietéticas y gastrondmicas ancestrales propias de las
zonas que rodean las aguas del mar Mediterraneo. Esta dieta se caracterizara por los
alimentos propios de estas regiones, incluyendo una alta ingesta de pescado, verduras,
frutas, legumbres, frutos secos, semillas, cereales y aceite de oliva, un consumo

moderado de pescado, aves, huevos, queso, yogur, vino y un bajo consumo de carne.

Segln una actualizacion de la piramide de la dieta Mediterranea (Figura 3) (Serra-
Majem et al., 2020), el agua, las frutas (1-2 piezas), verduras (> 2 piezas), aceite de
oliva, cereales y pan (1-2 piezas) deben ser los alimentos mayormente consumidos por
cada racion diaria. Diariamente, se recomienda consumir productos lacteos (2 piezas),
frutos secos (1-2 piezas) y legumbres. Las fuentes de proteina animal como las carnes
blancas (2 piezas), el pescado y el marisco (> 2 piezas) y los huevos (2-4 piezas) pasan
a consumirse de forma menos frecuente, pasando de su consumo diario a semanal. En la
parte mas alta de la piramide, aparecen los alimentos azucarados (< 3 piezas) y las
carnes rojas (< 2 piezas) y procesadas (1 pieza) las cuales deben consumirse de forma

muy ocasional y semanalmente (Serra-Majem et al., 2020).

Se enfatiza también la preferencia por alimentos locales, frescos y de temporada.
Ademas, el ejercicio fisico regular, dormir las horas recomendadas, la convivencia y el
consumo de vino con moderacion son otras de las recomendaciones asociadas al patrén

de la dieta mediterranea. Por ultimo, esta pirdmide actualizada involucra a un nuevo
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factor de impacto ambiental que tiene en cuenta la sostenibilidad de la produccion de los

alimentos (Serra-Majem et al., 2020).
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Figura 3. Pirdmide de la dieta Mediterranea actualizada. Figura extraida del articulo de
Serra-Majem et al., 2020.

Culinary activities

Existen diferencias importantes en los patrones de la dieta mediterranea segun la
region o el area geografica de procedencia. En el caso de Espafia, por ejemplo, la
cercania al mar podria explicar el elevado consumo de pescado de la poblacion. Por otro
lado, los habitantes de Italia consumen mas cantidad de pasta, un habito asociado a su
propia cultura y raices. Otros paises mediterrdneos como aquellos pertenecientes a los
continentes asiaticos o africanos apenas consumen vino en comparacion con los

mencionados anteriormente (Balanza et al., 2007).

De igual forma, también existen diferencias temporales e histéricas que han
provocado cambios en el patron dietético de los pueblos del mediterraneo con el paso
del tiempo. En las Gltimas décadas, los paises mediterraneos han aumentado su ingesta
total de energia aportada por las grasas de origen animal y han disminuido el consumo

total de carbohidratos. Asimismo, la disponibilidad de frutas, verduras, legumbres,
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mariscos y huevos ha mejorado en el area Mediterranea con el paso de los afios,

facilitando asi su inclusion semanal y diaria en la dieta (Marquez-Sandoval et al., 2008).

1.5. La dieta mediterranea y la demencia

Las ultimas investigaciones al respecto se estan enfocando en los patrones
dietéticos que puedan retrasar el origen y progresion de la demencia con un impacto
positivo en la salud publica. Son muchos los estudios prospectivos que asocian los
patrones dietéticos con el menor riesgo de demencia. Los metaanalisis muestran un
riesgo reducido de padecer demencia con una mayor ingesta de verduras y frutas (Jiang
et al., 2017), pescado (S. Wu et al., 2015) y con una buena adherencia a la dieta
mediterranea (Singh et al., 2014).

La gran mayoria de estos estudios de asociacion dieta-cognicion se centran en la
dieta mediterranea, puesto que su adherencia sugiere una prometedora proteccion en la
aparicién y evolucion de la demencia. En particular, algunos autores asocian los efectos
beneficiosos de la dieta mediterranea en la enfermedad del Alzheimer ya que asegura
una adecuada ingesta de vitamina B, folatos y &cidos grasos omega 3, los cuales forman
parte de la sintesis de ciertos neurotransmisores y fosfolipidos. En otro estudio
longitudinal llevado a cabo en Italia se observd que la dieta rica en acidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados se asocia con una mejora cognitiva en individuos de
edad avanzada que seguian la tipica dieta mediterranea (Solfrizzi et al., 2006). Por otro
lado, una baja adherencia a la dieta mediterranea se ha relacionado con un mayor riesgo
de padecer deterioro cognitivo leve y Alzheimer (Gardener et al., 2012), sugiriendo que
este patron dietético podria asociarse con un efecto neuroprotector a través de sus
propiedades antiinflamatorias, la disminucion del estrés oxidativo y la proteccion
cardiovascular (Singh et al., 2014).

Respecto a aspectos cognitivos generales, el estudio de Knight et al., el cual
involucré a un total de 166 individuos mayores de 65 afios con funciones cognitivas
normales, mostrd resultados positivos para la dieta mediterranea (Knight et al., 2015).
Aguellos sujetos intervenidos que siguieron las recomendaciones de la dieta
mediterranea durante seis meses mostraron una mejora en la memoria, atencion, vision
espacial y habilidades 6culo-motoras, variables sensibles al envejecimiento. Asimismo,
los resultados también mostraron que los individuos intervenidos mostraron cambios
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positivos en los biomarcadores relacionados con las capacidades psicolégicas como el

estrés, el suefio, la ansiedad y la depresion (Knight et al., 2015).

Cabe destacar el estudio de Nagpal et al., en el que asocié los cambios de la
microbiota intestinal asociada al Alzheimer con la adherencia a la dieta Mediterranea
(Nagpal et al., 2019). Este estudio involucr6 a un nimero reducido de sujetos (N=17)
con una media de edad de 65 afios y de los cuales 11 presentaban problemas cognitivos.
Sabiendo que la presencia de Bifidobacterium y Lachnobacterium aumentan los
biomarcadores de Alzheimer en el fluido cerebroespinal y que las especies
Enterobacteriaceae, Akkermansia, Slackia, Christensenellaceae y Erysipelotriaceae los
reducen, los sujetos intervenidos mostraron una regulacion en la abundancia de dichas
especies, asociandose con una reduccion en el riesgo de padecer Alzheimer (Nagpal et
al., 2019).

1.6. Fuentes proteicas y demencia

A pesar de estos esperanzadores resultados, otros estudios incitan a la
controversia con respecto a la dieta mediterranea y su efecto beneficioso en la
disfuncion cognitiva. En el estudio de Takeuchi & Kawashima, los resultados revelaron
que una ingesta moderadamente alta de carne, una ingesta alta de pan y una ingesta baja
de verduras y frutas se asocian con un menor riesgo de aparicion posterior de demencia
(Takeuchi & Kawashima, 2021). Estas conclusiones estdn de acuerdo con un estudio
reciente, en el cual se sugiere que el bajo consumo de carne se asocia con un mayor
riesgo de demencia en comparacion con el consumo regular. De igual forma, un estudio
de cohorte anterior reveldé que una ingesta adecuada de proteinas (20% de la ingesta
caldrica total) y una alta ingesta de grasas se asocian con una reduccion significativa de
padecer demencia (Roberts et al., 2012). Esta asociacion podria deberse a que el
consumo proteico ayuda en el mantenimiento de las membranas neuronales y las células
cerebrales, y a que algunos aminoacidos son criticos como precursores en la biosintesis
de neurotransmisores (Kouvari et al., 2016). Ademas, la ingesta de proteinas ayuda a la
retencion muscular en adultos mayores, lo que puede ser clave en la prevencion de la

demencia (Kouvari et al., 2016).

Esta controversia incita a evaluar la repercusion de la calidad y cantidad proteica
en la funcionalidad cognitiva de los ancianos. Algunos resultados de los estudios mas

recientes motivan dicha evaluacion: el alto consumo de pescado previene la demencia
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(Nozaki et al., 2021) y el bajo consumo de carne incrementa el riesgo a largo plazo de
demencia y Alzheimer (Ngabirano et al., 2019). Estos resultados coinciden con los de
Albanese et al., en los que se quiso asociar el consumo de carne o pescado con el riesgo
de demencia. Los autores observaron que el consumo de pescado se asociaba de forma
inversa con la demencia, mientras que el consumo de carne se relacionaba

positivamente con los diagnosticos de esta patologia (Albanese et al., 2009).

1.7. Otras dietas y alimentos asociados a la demencia

Si bien la mayor parte de la investigacion se ha centrado en la dieta mediterranea y
en la dieta para frenar la hipertension (Dietary Approaches to Stop Hypertension,
DASH), ain queda mucho por aprender sobre la combinacion ideal de alimentos y
nutrientes para una salud cognitiva optima durante el envejecimiento. Ademas de la
dieta mediterranea, la dieta dedicada a controlar la hipertension ha demostrado una
asociacion prometedora con la reduccion del deterioro cognitivo (Tangney et al., 2014)
y la reduccion del Alzheimer (L. Wu & Sun, 2017), aungue los resultados no llegan a

ser del todo consistentes.

Respecto al consumo de pescado, su ingesta moderadamente alta se ha asociado con
un menor riesgo de demencia. Entre los nutrientes del pescado, el 4cido
docosahexaenoico (DHA) vy el eicosapentaenoico (EPA) tienen efectos protectores
contra la neurodegeneracion (S. Wu et al., 2015). Aun asi y dado que el pescado tiene
metilmercurio, una neurotoxina, se ha demostrado que el aumento de la ingesta de

pescado esta asociado con los niveles de mercurio en el cerebro (Morris et al., 2016).

Otros estudios también han analizado el efecto del consumo de pan en la demencia,
concluyendo que su alto consumo se asocia a un riesgo significativamente menor. Un
reciente metaanalisis indicO que las bajas concentraciones de vitamina D se han
relacionado con un mayor riesgo de padecer deterioro cognitivo (Cao et al., 2016).
Dichos componentes nutricionales ejercen su funcion protectora de distintas formas. Se
ha demostrado que apagan las principales vias y procesos fisiopatoldgicos relacionados
con el desarrollo de la demencia (en particular, la enfermedad de Alzheimer),
incluyendo los depositos de amiloide, la degeneracion neurofibrilar, la pérdida de
sinapsis, la inflamacion, el aumento del estrés oxidativo, los defectos en la funcién
mitocondrial y produccion de energia celular, la pérdida de integridad vascular y la

lesion neuronal (Swaminathan & Jicha, 2014).
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A pesar de estos prometedores resultados, los estudios observacionales presentan
una serie de limitaciones. Entre éstas estaria el hecho de que la evaluacion dietética
generalmente se suele completar tan solo una vez antes de la determinacion del
resultado, y también la elevada heterogeneidad en las puntuaciones utilizadas para
definir la dieta, asi como la evaluacidén cognitiva (Valls-Pedret et al., 2015). Para
abordar estos problemas y avanzar en el campo, el presente proyecto tendra en cuenta
estos factores para evitar la falta de consistencia de los resultados. El disefio del estudio
incluye un sistema de puntuaciones tanto para la dieta como para el nivel de deterioro

cognitivo y se realizara un seguimiento a lo largo de todo el proceso.

Algunos autores han recomendado los estudios de neuroimagen como la tomografia
por emision de positrones (PET) y la medicién de biomarcadores cerebrales para
investigar los cambios neuroldgicos asociados con la dieta desde las primeras hasta las
Ultimas etapas del deterioro cognitivo (Cagnin et al., 2007). Por ello, el presente
proyecto permitird la medicién de la activacion de la microglia in vivo mediante PET,
avanzando asi en la comprension actual de los efectos mecéanicos de la modificacion de

la dieta sobre la neuroinflamacion cerebral y la demencia.

Sobre la disparidad observada de las conclusiones con respecto a la ingesta de carne,
nuestro proyecto servird para esclarecer las dudas, siendo la evaluacion de la calidad y
cantidad proteica de la dieta mediterrdnea uno de los objetivos principales.
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3. Hipotesis de trabajo

La demencia afecta a una porcién cada vez mayor de la poblacion anciana, lo
que lleva a la necesidad de disefiar nuevas estrategias de prevencion y tratamiento para
controlar el auge de esta enfermedad. Gracias a las Ultimas investigaciones se han
identificado nuevos métodos para la deteccidn precoz de la demencia, asi como nuevos
biomarcadores que indican el alcance de la demencia o el Alzheimer en un individuo.
Por otro lado, la dieta mediterranea ha demostrado multiples beneficios, entre ellos la
prevencion de la aparicion y progresion de la demencia. A pesar de los estudios
relacionados con la dieta mediterranea y la demencia en ancianos, son muchas las
limitaciones que impulsaron el disefio del proyecto MEDPRO. Ademéas de ser
inconsistente con la calidad de las proteinas de los grupos de alimentos que componen
la dieta, la mayoria de los resultados se basaron en evaluaciones cognitivas y de
alimentacidn irregular. Por tanto, la hipotesis del presente trabajo “la dieta mediterranea
y la calidad proteica de la misma afectan de manera positiva a la salud cognitiva de los
ancianos institucionalizados”. Para responder a dicha hipotesis, el proyecto establece los
objetivos principales de conocer los beneficios de la dieta mediterranea en el deterioro
cognitivo de ancianos institucionalizados, evaluando ademas la repercusion de la
calidad y cantidad proteica. Para ello, se intervendra nutricionalmente a un total de 250

institucionalizados de la comarca del Mar Menor en base a la dieta mediterranea.
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4. Objetivos

4.1. Obijetivos principales

Objetivo principal 1: conocer los beneficios de la dieta mediterranea en el

deterioro cognitivo de ancianos institucionalizados.

Obijetivo principal 2: evaluar la repercusion de la calidad y cantidad proteica de

la dieta mediterranea en la funcionalidad cognitiva.

4.2. Objetivos especificos

» Analizar los cambios en los biomarcadores cerebrales de la poblacion de estudio
derivados de la intervencion nutricional.

= Comprobar los cambios en la microbiota intestinal de los ancianos involucrados
que resulten de la intervencién nutricional.

= Conocer los cambios a nivel neurolégico (PET y cuestionarios) derivados de la
intervencion nutricional.

= Analizar estadisticamente las correlaciones entre los biomarcadores, la

microbiota y las iméagenes PET.
5. Material y métodos

5.1. Disefio experimental

El proyecto propuesto consta de un ensayo aleatorizado, multicéntrico y de
simple ciego que tiene como objetivo mejorar las funciones cognitivas de un grupo de
ancianos institucionalizados mediante una intervencion nutricional basada en las
recomendaciones de la dieta mediterranea, comparando los resultados con un grupo
control. El grupo intervenido se dividira en 3 subgrupos; uno que seguira las
recomendaciones de la dieta mediterranea y otros dos grupos que recibirdn una dieta
mediterranea modificada, en la que la principal fuente proteica serd la carne o el
pescado. El grupo control seguira una dieta habitual de residencia. Los individuos
reclutados incluyen hombres y mujeres de edad comprendida entre los 70 y los 99 afios,
excluyéndose aquellos ancianos que no puedan seguir la dieta mediterranea por
problemas de salud o sufran de demencia por causas externas al envejecimiento.
Mediante un continuo seguimiento durante tres afios, se obtendran los resultados de

funcionalidad cognitiva mediante encuestas, muestras bioldgicas e imagenes cerebrales.
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5.2. Sujetos de estudio y criterios de seleccion

Los ancianos institucionalizados de diferentes residencias de la comarca del Mar
Menor seran reclutados para llevar a cabo el presente estudio. Estos ancianos incluiran a
hombres y mujeres de edad comprendida entre 70 y 99 afios. Asimismo, deberan

cumplir los criterios de seleccidn descritos a continuacion.

Criterios de inclusién

e Consentimiento informado por parte del residente o su familia para acceder al
historial médico.

e Con més de 3 afios institucionalizados, con tal de asegurar la adherencia a la
dieta de la residencia.

e Con algun tipo de demencia.

Criterios de exclusién

= Ancianos cuya demencia derive de un accidente externo al deterioro cognitivo
por envejecimiento.

= Individuos que necesiten dietas especiales como las adaptadas a celiacos.

= Historial de alergias a alimentos incluidos en la dieta mediterranea.

» Individuos con problemas neuroldgicos graves o de deglucién y digestion que
les impida adherirse a la intervencion nutricional.

= Dificultad o inconveniencias para cambiar sus habitos dietéticos.

» Condicion médica o farmacoldgica que impida el seguimiento de la dieta

mediterranea.

Del total de individuos involucrados y de forma aleatorizada, el 75% recibira la
intervencion nutricional y el 25% formaran parte del grupo control. Asimismo, el grupo
de intervencién se dividira en tres subgrupos: el 25% seguira las recomendaciones de la
dieta mediterranea (DM), otro 25% seguira la dieta mediterranea siendo las carnes rojas
y blancas la principal fuente de proteinas (DMC) y el restante 25% seguira la DM pero

con el pescado como fuente principal de proteinas (DMP).

El personal de enfermeria asignard a cada participante al correspondiente grupo
siguiendo las tablas de aleatorizacion en bloques de 63 individuos, los cuales se

equilibran por sexo y edad. Estas tablas fueron elaboradas por la unidad de estadistica
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de la Universidad de Murcia y proporcionan una secuencia aleatorizada y estratificada
para la clasificacion de cada anciano en el grupo correspondiente. Los tres estratos de
aleatorizacion estratificada se construyeron de acuerdo al sexo y la edad.

5.3. Intervencion nutricional

Durante los afios de duracion del estudio, los candidatos elegidos para el grupo
de intervencion nutricional DM seguiran las recomendaciones de la dieta mediterrdnea
descritas en la tabla 1. Este subgrupo pasaria a consumir recetas con alta cantidad de
aceite de oliva, >=2 raciones de verduras al dia (al menos una de ellas seran verduras
frescas en una ensalada), >2-3 raciones diarias de fruta fresca (incluyendo zumos
naturales), >=3 raciones a la semana de legumbres, >=3 raciones a la semana de
pescado 0 marisco (al menos una racion de pescado graso), >=3 raciones a la semana de
frutos secos, carnes blancas y rojas (aves sin piel o conejo) evitando las procesadas
(hamburguesas, salchichas), al menos dos veces a la semana recetas con tomate, ajo y
cebolla, afiadiendo especias. Para las salsas que acompafien a la pasta o al arroz, se
utilizara tomate, ajo y cebolla con abundante aceite de oliva. Ademas, se restringira el
consumo de los siguientes alimentos: mantequilla 0 margarina, fiambres, paté, bebidas
azucaradas o carbonatadas, dulces, bolleria industrial (como tartas, donuts o galletas),

patatas fritas 0 comida pre-cocinada.

El subgrupo Dieta Mediterranea Carne (DMC) seguira las mismas
recomendaciones que el grupo DM a excepcién del consumo de pescado y marisco el
cual cambiard a 2 raciones por semana, mientras que el consumo de carne subird a 6

VECES por semana.

El subgrupo Dieta Mediterranea Pescado (DMP) seguird las recomendaciones
del grupo DM a excepcion del consumo de carne, el cual se reducird a 2 veces por

semana, mientras que el consumo de pescado y marisco subira a 6 raciones por semana.

El grupo control permanecera adherido a una dieta habitual en las residencias
donde estan institucionalizados. Para evitar heterogeneidad entre las diferentes dietas, se
recogid la informacion de todas ellas y se elabord una dieta basal que representaria la
dieta habitual de la residencia. Por tanto, la dieta control incluye dos raciones al dia de

verduras, una o dos raciones al dia de fruta, una o dos raciones a la semana de
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legumbres, dos raciones de pescado a la semana, nada de frutos secos y cuatro o cinco

raciones de carne, incluyendo carnes blancas y carnes rojas.
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Tabla 1. Dietas de cada uno de los grupos de estudio.

Proyecto MEDPRO

Grupo DM DMC DMP Control

Grasas Aceite de oliva virgen extra Aceite de oliva virgen extra  Aceite de oliva virgen extra Aceite de oliva virgen
extra

Verduras >=2 raciones/dia >=2 raciones/dia >=2 raciones/dia 2 raciones/dia

Fruta >2-3 raciones/dia >2-3 raciones/dia >2-3 raciones/dia 1-2 raciones/dia

Legumbres  >=3 raciones/sem >=3 raciones/sem >=3 raciones/sem 1-2 raciones/sem

Pescado o >=3 raciones/sem 2 raciones/sem 6 raciones/sem 2 raciones/sem

Marisco 1 de pescado graso 1 de pescado graso 3 de pescado graso

Frutos secos

Carnes

Aderezo

>=3 raciones/sem

>=3 raciones/sem
Carnes blancas

Carnes rojas

Especias

>=3 raciones/sem

6 raciones/sem
Carnes blancas

Carnes rojas

Especias

>=3 raciones/sem

2 raciones/sem
Carnes blancas

Carnes rojas

Especias

0 raciones

4-5 raciones/semana
Carnes blancas

Carnes rojas

Especias

DM, dieta mediterranea; DMC, dieta mediterranea carne; DMP, dieta mediterranea pescado.
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5.4. Seguimiento

Para el adecuado seguimiento de los pacientes, firmard un convenio con cada
una de las residencias para establecer la participacion y las funciones del personal de
enfermeria, cocina y otros cuidadores que atiendan a los ancianos. Este personal fue
debidamente formado mediante charlas y guias establecidas para la aplicacion de la
dieta mediterranea. Ademas, se aportaran plantillas donde se anotaria cualquier tipo de
incidencia que afectase al seguimiento de las dietas o a la salud del anciano. Por otro
lado, el convenio con el Hospital Los Arcos del Mar Menor permitira el transporte y
recepcion de muestras bioldgicas, asi como la citacion de los ancianos para conseguir

las imagenes cerebrales al inicio y al final del estudio.

Para las visitas a la residencia, asegurar la adherencia de los individuos a las
dietas establecidas y la recogida de datos de forma periddica, se contratard a dos
dietistas por residencia. Por Gltimo, el contrato del servicio de analisis del centro de
Investigacion servira para obtener los resultados de las muestras bioldgicas, asi como

los resultados estadisticos de la comparacion entre los tres grupos de estudio.

Los participantes reclutados recibiran un seguimiento durante tres afos, con el
objetivo de conseguir un seguimiento lo mas largo posible y evitando que los individuos
dejen el estudio de forma temprana.

Tabla 2. Resumen de la recogida de datos del estudio.

Inicio Afo 1 Afio 2 Afo 3

Consentimiento informado X
Cuestionario dieta X X X X
Evaluacién funcional
o X X X X

(cuestionario)
Evaluacién funcional

o X X X X
(actividades)
Muestras biologicas X X X X
Neuroimagen X X
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5.5. Evaluacion de la funcionalidad cognitiva

Mediante las visitas llevadas a cabo por los dietistas, se evaluara la
funcionalidad cognitiva de los ancianos de estudio mediante un cuestionario (Anexo I)

y diferentes actividades dedicadas a ancianos con demencia.

En primer lugar, se les consultard a los cuidadores y/o enfermeros de cada
residencia sobre el nivel de dependencia de los ancianos con el objetivo de clasificar su
nivel de demencia segun la Escala Clinica de Clasificacion de la Demencia (CDR)
(Reisberg et al., 1985). Estas preguntas involucraran la solucion de problemas, la
independencia en actividades de cuidado personal, su participacion en las actividades,
su nivel de orientacion en tiempo y espacio, la ayuda requerida por parte del personal y

la incontinencia (Tabla 3).

Tabla 3. Escala Clinica de Clasificacion de la Demencia (Reisberg et al., 1985).

CDR-0  Sin demencia
CDR-0.5 Demencia muy leve — Los problemas de memoria son leves, pero
consistentes
» Dificultad leve para solucionar problemas
» Leve discapacidad en la vida diaria
» Pueden llevar a cabo su cuidado personal
CDR-1  Demencia leve — La pérdida de memoria es moderada, especialmente para
eventos recientes e interfiere con sus actividades diarias.
» Dificultad moderada para solucionar problemas
» No puede realizar tareas diarias de forma independiente
» Dificultad con las actividades diarias y hobbies
CDR-2  Demencia moderada — Pérdida de memoria mas grave, sélo recuerda
material muy aprendido.
» Desorientacion espacial y temporal
» Dificultado para solucionar problemas
» Poca o nada de independencia
>

No puede llevar a cabo tareas simples
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» Pocos intereses
CDR-3  Demencia severa — pérdida de memoria grave
» Desorientacion espacial y temporal
Sin capacidad para resolver problemas
No puede participar en ninguna actividad fuera de la residencia
Requiere ayuda con todas las tareas

YV V VYV V

Requiere ayuda con el cuidado personal
» Incontinencia frecuente

CDR, Escala Clinica de Clasificacion de la Demencia.

En segundo lugar, se les realizara una serie de pruebas a los ancianos mediante
un cuestionario. A través de este test, se examinara al paciente mediante unas sencillas
preguntas. Al inicio del test, se le pedira al individuo que recuerde tres palabras para
que las memorice. A continuacion, se le pedira dibujar un reloj en un papel marcando
todos los numeros e indicando una hora en concreto (Anexo 1), se le pedira que
comente alguna noticia de la Gltima semana y por ultimo se le pedird que nos diga cual
eran las tres palabras que se habia memorizado al principio. Cada uno de los pasos de
esta encuesta valdrd un punto, por lo que nos dard informaciéon sobre el nivel de
demencia del anciano. Debido a que estas actividades pueden variar por cada visita
realizada, se evitara que el anciano encuestado las realice de memoria, asegurando la

eficacia de cada prueba.

5.6. Extraccion, procesamiento y analisis de las muestras bioldgicas

El profesional de enfermeria serd el responsable directo para la extraccion,
procesamiento y almacenamiento de las muestras bioldgicas. Toda esta plantilla tendran
experiencia y con un registro de aprendizaje certificado para realizar las tareas descritas.
Durante el reclutamiento de los sujetos, estos trabajadores acudirdn a sesiones de
formacion sobre el proyecto en cuestion. Las muestras de sangre y heces seran extraidas
al inicio del estudio y cada tres meses durante los tres afios de estudio de acuerdo con

los protocolos descritos a continuacion.

5.6.1. Manipulacién de las muestras de sangre

Para las muestras de sangre, se extraeran un total de 38,5 mL en ayunas en cada

una de las residencias donde se realiza el presente estudio. Las extracciones se

24



Proyecto MEDPRO

realizaran en todos los casos en la vena cubital. Los mililitros extraidos seran
distribuidos en distintos tubos EDTA, citrato y gel-cristal SST (Tabla 4). El tubo de
plastico K3E EDTA (frio) y un tubo de gel-cristal SST (para homocisteina) se
refrigeraran en hielo antes de la extraccion; después de la recogida de sangre, los tubos
permaneceran en frio. Las muestras de suero, plasma citrato y plasma EDTA se
distribuiran en alicuotas de 650 uL y almacenadas a -80°C para futuros analisis en los

laboratorios.

Tabla 4. Muestras de sangre extraidas cada tres meses.

Numero de tubos Volumen (mL)

Tubo de cristal K3E EDTA 4 4.5
Tubo de plastico K3E EDTA 1 3

(frio)

Tubo de cristal 9NC Citrato 1 4.5
Tubo de gel-cristal SST 2 4

Tubo de cristal K3E EDTA* 1 5

TOTAL 9 38.5

*El 10% de la muestra sera analizada para la busqueda de biomarcadores, el resto se

almacenara para futuros analisis.

Los tubos EDTA se centrifugaran a 400 G durante 30 minutos para separar el
plasma del componente celular. Las fracciones de plasma se alicuotaran en tubos

eppendorf y almacenadas a -80°C hasta ser analizadas.

5.6.2. Estudio hematol6gico y biomarcadores cerebrales

Para el estudio hematoldgico se analizaran distintas variables, las cuales se

describen en la Tabla 5.

Tabla 5. Variables del estudio hematoldgico

Num. | Variable

1 Recuento de eritrocitos
2 Hemoglobina
3 Hematocrito

4 Volumen Corpuscular Medio (VCM)
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Hemoglobina Corpuscular Media (HCM)

Concentracion Corpuscular media de hemoglobina (CHCM)

Tamario de distribucién de los eritrocitos (RDW)

Recuento plaquetario

Ol 0Ol N| O O

VVolumen plaquetario medio (MPV)

10 Tamario de la distribucion plaquetaria (PDW)

11 Recuento de leucocitos (WBC)

12 Histograma diferencial de WBC

13 Linfocitos

14 Porcentaje de granulocitos

15 Porcentaje de eosindfilos

16 Basofilos y otros elementos sanguineos

Ademés del estudio hematoldgico, se evaluardn los perfiles lipidicos vy
metabolicos de cada uno de los individuos. Estos resultados serviran para identificar
aquellos cambios derivados de la intervencion nutricional y controlar posibles
alteraciones sanguineas (Tabla 6). Mediante el método colorimétrico enzimatico, se
mediran las variables de calcio, fosfolipidos, é&cido drico, fésforo, colesterol,
triglicéridos, glucosa y hierro. Para llevar a cabo este paso, se utilizaran los kits de
Roche-Boehringer, los cuales estaran adaptados al analizador Hitachi 917. Por otro lado,
el colesterol HDL se estudiara mediante precipitacion. Del mismo modo, el colesterol
LDL se determinara mediante precipitacion selectiva y de forma indirecta o directa. A
través de la técnica de inmunoturbidimetria con el analizador Beckam Array 306
(analizador especifico de proteinas), se evaluaran los niveles de las apolipoproteinas, la
transferrina y ferritina y la pre-albumina. Por Gltimo, se llevara a cabo el inmunoensayo

enzimatico con el sistema AIA-600 para estudiar los niveles de insulina en sangre.

Sin excepciones y siguiendo la normativa aplicable a la red hospitalaria pablica,

todas las evaluaciones sanguineas pasaran por controles internos y externos de calidad.
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Tabla 6. Variables analizadas a partir de las muestras de sangre para evaluar el perfil

lipidico plasmético y metabdlico-nutricional de la poblacion de estudio.

Perfil lipidico plasmatico

Triglicéridos
Colesterol total
Fosfolipidos
HDL-colesterol
LDL-colesterol
Apolipoproteina B
Apolipoproteina Al
Apolipoproteina A

Perfil metabodlico-nutricional

Glucosa
Insulina
Prealbdmina
Hierro
Ferritina
Transferrina
Acido Urico
Calcio
Faésforo

Los biomarcadores cerebrales analizados a partir de las muestras de sangre seran
b-amiloide, el cual serd medido por espectrometria de masas, el p-taul81, analizado

mediante un equipo de Simoa ® y la proteina acidica fibrilar glial mediante ELISA.

5.6.3. Estudio de la microbiota intestinal

Las muestras de heces seran recogidas el mismo dia de la preparacion de la
solucion fecal, siendo recolectadas en recipientes estériles en condiciones de asepsia. Se
transportaran desde las residencias hasta los laboratorios de la Universidad de Murcia en
nevera refrigerada, manteniéndose en frio durante el trayecto mediante el empleo de

acumuladores en frio.
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Siguiendo el protocolo de Nagpal et al., el ADN genomico se extraera de 200
mg de muestra fecal utilizando QiaAMP PowerFecal DNA Kit (Qiagen, CA, USA)
(Nagpal et al., 2019). Se amplificardn las regiones hipervariables identificadas
utilizando primers universales y los amplicones se purificaran con beads magnéticas
AMPure ® (Agencourt). Los productos purificados se cuantificaran utilizando el
fluorimetro Qubit-3 (InVitrogen) y la libreria del amplicén se generard de acuerdo con
los métodos de Caporaso et al. (Caporaso et al., 2012). Este producto de PCR purificado
se secuenciara en un equipo de Illumina MiSeq y se analizardn mediante el software
QIIME (Quantitative Insights into Microbial Ecology; version 1.9.1). La diversidad del
microbioma se analizard utilizando un analisis coordinado principal utilizando la
version 0.9.3 de EMPeror. Asimismo, el analisis discriminatorio lineal se aplicard para
identificar los taxones bacterianos presentes en distintas medidas entre los grupos

intervenidos y el grupo control.

Para explorar las actividades metabolicas de las comunidades bacterianas
intestinales, se utilizara le herramienta bioinformatica PICRUSt (Investigacién
Filogenética de Comunidades por Reconstruccion de Estados no observados). De esta
forma, se predeciran los genes funcionales de los microorganismos. Subsecuentemente,
las familias de genes se anotaran segun la enciclopedia de genes y genomas Kyoto

(KEGG) para generar las rutas funcionales KEGG.

5.7. Neuroimagen

Para la deteccion de placas tipicas de la enfermedad del Alzheimer, la
tomografia por emision de positrones (PET) seré utilizada en los ancianos involucrados
en el estudio. La Sociedad de Imagen Molecular y Medicina Nuclear proporciona guias
en las que se recomienda que los pacientes estén en ayunas durante 4-6 horas antes de
comprobar los niveles de glucosa. Si la glucosa es adecuada para la neuroimagen, una
linea intravenosa se coloca y el paciente se quedara en una habitacion silenciosa durante
al menos 10 minutos. Tras los 10 minutos, se administra contraste intravenoso y el
individuo debera quedarse callado y quieto. El escaneado se realiza 30-60 minutos
después de la administracién. Después de la adquisicion, las imagenes son procesadas y
enviadas a un servidor para ser visualizadas y analizadas de forma cuantitativa y

cualitativa (Figura 4).
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AD patient

["'C]PIB PET

Figura 4. Imagenes cerebrales tomadas por PET de un individuo normal y un paciente

con Alzheimer.

Las pruebas PET se llevaran a cabo en el hospital al inicio y una vez al afio
durante los 3 afios de duracion del proyecto. En caso de que alguno de los ancianos deba
dejar el seguimiento y han pasado méas de 6 meses desde el inicio del estudio, se le
realizara el PET para poder comparar los resultados.

5.8. Organizacién de datos y analisis estadistico

La unidad de informatica y estadistica de la Universidad de Murcia desarrollaran
y actualizaran una base de datos. Los datos que provengan de las encuestas, los
resultados de los andlisis de biomarcadores y microbiota y los diagnosticos de
neuroimagen seran incluidas en esta base de datos de forma Iégica y ordenada. Una vez
al mes, la unidad enviard informes sobre informacion faltante o erronea a los
coordinadores. De forma periddica, se realizaran revisiones para detectar duplicados,

ausencia de datos o errores.

Por otro lado, se disefi6 una web en la que se publicaran los resultados y las
bases de datos, que podran ser descargadas por investigadores autorizados. Para mayor

seguridad y privacidad, se requerira una identificacion personal y una contrasefia para
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acceder a estos datos. Ademas, este sistema web también podra utilizarse para mantener

el contacto con el Data Manager de la unidad informatica.

El proyecto sera supervisado por la Dra. Cristina Martinez (Hospital Los Arcos
del Mar Menor), el cual serd asistido por un Comité de Investigacion Médica para
aplicar las decisiones estratégicas durante los afios de estudio. La coordinacion,
investigacion y supervision interna del proyecto se llevaran a cabo por 7 categorias
distintas: las unidades de administracion, soporte tecnologico, comité de investigacion y
comité ético, estadistica, soporte médico, universidad e investigacion. La Tabla 7

muestra las actividades llevadas a cabo por cada unidad.

Respecto al Comité de Investigacibn médica encabezada por Dfia. Senena
Corbaldan Garcia, incluye a los coordinadores de cada una de las unidades, el
investigador responsable de cada unidad de laboratorio y el Data Manager. Estos
coordinadores seran invitados a revisar la implementacion del protocolo y monitorizar
el progreso del estudio de forma anual. Ademas, se les informara periédicamente por e-
mail con los analisis y datos recogidos para asegurar la continuacién del estudio. Por
ultimo, se llevaran a cabo reuniones por video llamada y en persona con los comités una

vez al afo.

Tabla 7. Descripcion de las responsabilidades de cada unidad

Unidad Responsabilidades

Administracion Organizacién general

o Soporte técnico y tecnoldgico informéatico, mantenimiento
Soporte tecnolégico )
de los equipos

Comité de Investigacion | Elaboracion de protocolos y supervision del seguimiento.

Comité ético Evaluacion y aprobacion de los protocolos.

) Anélisis estadistico, organizacion de las bases de datos,
Estadistica y Data _ _ )
elaboracion de informes, desarrollo de herramientas
Manager ) .
informaticas y software.
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o Asistencia médica en tareas clinicas. Neuroimagen.
Soporte médico . o
Analisis de las imagenes cerebrales

o Reclutamiento de pacientes, intervencion nutricional,
Universidad _, _
extraccion de muestras, recogida de datos.

Instituto de Investigacion | Analisis de las muestras bioldgicas.

Los analisis principales incluirdn un analisis dentro de los mismos grupos de los
biomarcadores cerebrales y la microbiota al principio y al final del estudio, ademas de la
progresion por cada tres meses transcurridos y la comparaciéon entre los dos grupos
intervenidos y el grupo control con respecto a los mismos parametros. Estos analisis se
llevaran a cabo a partir de las bases de datos disefiadas y los softwares de R y SPSS.
Segn la normalidad de las variables, se compararan mediante correlaciones de
Spearman, Test T, Test de Mann-Whitney, ANOVA vy test de Friedman, entre otros. Se
consideraran como estadisticamente significativas las diferencias con un p-valor < 0.05.

La visualizacion de los datos se llevara a cabo mediante el paquete ggplot2 de R.

De esta forma, se observaran los cambios en los biomarcadores cerebrales y la
microbiota intestinal derivados de la intervencion nutricional. Los analisis seran

llevados a cabo por la unidad de estadistica del Instituto de Investigacion.

5.9. Control de calidad

En cualquier proyecto o estudio de investigacion, la calidad es una de las prioridades
a ser consideradas. De este modo, se garantiza que los resultados obtenidos sean lo méas
fiables posible. Por tanto, el presente estudio contara con las medidas de control de
calidad necesarias, tanto dentro de cada uno de los centros y laboratorios involucrados
como en cada uno de los procesos realizados. Incluyendo un extensivo analisis del
proceso general, se pueden detectar, minimizar y eliminar la posible variabilidad
presente, asi como disefiar y optimizar los protocolos de actuacion para evitar errores en

las fases méas importantes del estudio.

Para asegurar los controles de calidad y la optimizacién de los protocolos, se
organizaron las debidas reuniones con los responsables de cada uno de los centros

involucrados con el objetivo de establecer los métodos y el cronograma de accion. Estas
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reuniones sirvieron para la elaboracién de manuales explicativos de cada una de las

partes del estudio.

5.10. Consideraciones éticas y confidencialidad

De acuerdo con la Declaracion de Helsinki (Rev. Hong Kong, septiembre de
1989), las Buenas Préacticas Clinicas de la CEE (Documento 111/3976/88 de julio de
1990) y la normativa espafiola vigente en materia de investigacion clinica en humanos
(Real Reglamento de Ensayos Clinicos, Decreto 561/1993), este estudio se llevd a cabo
tras la evaluacion y aprobacion del Comité de Etica del Consejo Superior de

Investigaciones Cientificas.

Ademas, aparte de la explicacion detallada en los manuales disponibles, se
obtendra el consentimiento informado por escrito de cada individuo y de sus familiares

antes de iniciar el estudio en cada una de las residencias.

Toda aquella informacion generada durante el estudio, incluyendo los resultados de
los cuestionarios, manuales, bases de datos, analisis, etc. Estard protegido del uso no
autorizada por personas externas a la investigacion. De esta forma, toda la
documentacion serd estrictamente confidencial, pudiendo ser inspeccionada por las

autoridades del sector sanitario.

5.11. Politica de publicacién

Los resultados de la investigacién se difundiran en revistas internacionales de alto
impacto, en linea con la trayectoria del equipo investigador. Ademas, los resultados se
difundiran tanto en congresos nacionales como internacionales. Todo el equipo
investigador, segun su grado de implicacion en el proyecto, participara de la autoria de

estas actividades de difusion.

5.12. Limitaciones del estudio

Entre las limitaciones del presente proyecto, se encuentra el tamarfio poblacional, el
cual podria haberse aumentado con el involucramiento de mas residencias de Espafia,
los factores externos que puedan influenciar en la adherencia a la intervencion
nutricional, la gran variabilidad de niveles de demencia dentro de la poblacion de

estudio y la situacion dietética de partida, en la que los ancianos seguian dietas muy
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distintas segun la residencia en la que estaban institucionalizados. Esta ultima limitacion
intentd compensarse mediante el disefio de una dieta que reuniese los componentes de
todas las dietas seguidas por las distintas residencias, creando un grupo control Gtil para

realizar las comparaciones pertinentes.

Otra de las limitaciones recae en el tiempo de duracion de la intervencion
nutricional, la cual podria ser insuficiente para observar efectos significativos en la
funcionalidad cognitiva de los pacientes. El presente estudio se centra Gnicamente en el
efecto de la intervencion nutricional basada en la dieta mediterranea, pero la inclusion
de otros factores como los suplementos vitaminicos o el ejercicio fisico podrian resultar

en mayores beneficios sobre la demencia de los ancianos.

6. Plan de Trabajo

El presente estudio pretende dar respuesta a las preguntas fundamentales: ¢Cuéles
son los beneficios de la dieta mediterranea en la demencia? ;Cuéles son los mecanismos
detras de estos beneficios? ;Cudles son las variables mas sensibles a la intervencion
nutricional MEDPRO? ;Afecta a la microbiota intestinal? ¢;Cuales son las fuentes
proteicas mas beneficiosas? Como se correlacionan las diferentes variables estudiadas

con el grado de demencia?

6.1.Listado de tareas

TAREA 1: Promocién de la adherencia

Para asegurar la adherencia de los grupos DM, DMC y DMP en las residencias,
se proporciond un curso formativo de 10 horas a los trabajadores involucrados en el
cuidado dietético de los pacientes, asi como a los cocineros y enfermeras. Ademas, se
repartieron folletos informativos y completos sobre la dieta a seguir, los cuales fueron

disefiados y revisados por profesionales dietéticos.

El personal dietista proporcionara la informacion sobre el beneficio de la dieta
mediterranea a la plantilla de la residencia y los individuos involucrados, destacando las
ventajas de su seguimiento y transmitiendo un mensaje positivo sobre el beneficio de la
dieta en la funcionalidad cognitiva de los ancianos. Las charlas informativas motivaran
a seguir las recomendaciones de la dieta mediterranea, apoyandose por la posibilidad de

gue los ancianos institucionalizados puedan mejorar sus capacidades cognitivas o
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prevenir la gravedad de la enfermedad. Ademas, se les informara sobre las importantes

implicaciones de los resultados del estudio de cara a la salud de la poblacion envejecida.
SESION 1: “Habitos de vida saludables”.

SESION 2: “Grupos de alimentos en la dieta mediterranea”. Se describira la piramide
alimenticia de la dieta mediterranea para que conozcan cudles son las cantidades

recomendadas y en las que se centrara el presente estudio.

SESION 3: “El Proyecto MEDPRO”. Durante esta sesion se hablara de los puntos més
importantes del proyecto, exponiendo el contexto actual, las necesidades de la

realizacion del mismo y las implicaciones que supondra.

Ademas de las charlas informativas a los profesionales implicados en el estudio,
la idea es que los familiares de los participantes también estén debidamente informados,
por lo que seran invitados a las charlas y se les proporcionaran folletos informativos y

las grabaciones de las sesiones en caso de que no logren asistir.
TAREA 2: Visitas a los participantes y citas médicas

Para la obtencion de los resultados durante el seguimiento de los ancianos, se
requerird de la participacion de cuatro dietistas y cuatro enfermeros por residencia
involucrada. Durante estas visitas, se rellenaran los cuestionarios y se llevaran a cabo
las actividades disefiadas para evaluar la funcionalidad cognitiva, se obtendrén las
muestras bioldgicas, se recogeran las posibles incidencias anotadas por los trabajadores
de la residencia y se asegurara de que los ancianos involucrados siguen el estudio

correctamente.

En la primera visita y antes de empezar la intervencion, los ancianos
involucrados seran entrevistados para conocer su estado neuroldgico y dietético.
Asimismo, se le informara sobre los beneficios de la dieta mediterranea, sea del grupo
control o del grupo intervenido. En todo momento, los dietistas no sabran a qué grupo
pertenece cada paciente entrevistado. Este personal sera el encargado de transportar las
muestras bioldgicas del primer dia de estudio de todos los individuos involucrados, las
cuales seran extraidas y numeradas con los correspondientes cddigos por el personal de
enfermeria de la residencia. Durante el primer mes tras el reclutamiento, los individuos
seran enviados al hospital para obtener las iméagenes cerebrales que informaran sobre la

funcionalidad cognitiva de los pacientes al inicio del estudio.
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Debido a que los cuestionarios y la recogida de muestras biologicas no suponen
un riesgo adverso para los ancianos, este control se realizara mediante una visita cada
tres meses durante los 3 afios de estudio. De forma contraria y debido al coste de
transporte y la exposicion radiologica, las imagenes neurologicas se obtendran al inicio
y una vez al afo en el mes de octubre. En caso de que alguno de los sujetos de estudio
abandone el proyecto antes de finalizar, se recogeran muestras bioldgicas y las
imagenes radioldgicas la misma semana. De este modo, aseguramos la disposicion de

los resultados al inicio, durante y al final del proyecto para cada individuo.

Mediante el andlisis de biomarcadores cerebrales sanguineos, los cambios de la
microbiota intestinal y la interpretacion de las imagenes PET se buscaran las diferencias
significativas con respecto al punto inicial del estudio, identificando aquellas variables
que presenten los p-valores mas significativos y por tanto nos indiquen el mayor efecto

de la dieta mediterranea y de la calidad proteica en la funcion cognitiva y la demencia.
TAREA 3: Estudio de los biomarcadores sanguineos

TAREA 3.1. Biomarcadores sanguineos de la demencia: Los posibles cambios en los

biomarcadores cerebrales b-amiloide, p-taul81 y la proteina acidica fibrilar glial
(GFAP) indicaran el efecto de la intervencion nutricional y la calidad proteica en la
demencia. Las técnicas de espectometria de masas, Simoa ® y ELISA seran utilizadas
para obtener los valores de interés. Al inicio del estudio, se evaluaran los niveles de
partida de estos tres biomarcadores en los ancianos involucrados en el estudio. Dado
que se habran seleccionado aquellos individuos con demencia, se espera gque estos
biomarcadores se encuentren alterados, indicando niveles leves o graves de demencia y
Alzheimer. El andlisis se llevard a cabo por el centro de investigacion de la Universidad
de Murcia. Por lo tanto, mediante la intervencion nutricional se pretende regular los
niveles de alguno de estos tres biomarcadores, ralentizando el avance de la demencia en

los ancianos institucionalizados.

TAREA 3.2. Otros analisis de sangre: asimismo, se controlaran las posibles

alteraciones en el perfil lipidico y el perfil metabdlico-nutricional de los ensayos, asi
como mediante el estudio hematologico con el objetivo de controlar posibles efectos
adversos derivados de la intervencion nutricional que puedan poner en peligro la salud

del sujeto de estudio.
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TAREA 3.3. Andlisis bioinformatico: mediante los analisis estadisticos con el uso de

programas bioinformaticos llevados a cabo por la unidad de estadistica, se detectaran las
correlaciones significativas entre las variables analizadas y el grado de demencia del
individuo. Los analisis multivariantes ayudaran a discriminar entre el gran nimero de
variables y ayudaran a crear una “firma” que ayude en el diagnostico y la evaluacion del

nivel de demencia.

TAREA 4: Estudio de los cambios en la microbiota intestinal en los pacientes

intervenidos

TAREA 4.1. Deteccidn de las poblaciones microbianas: a partir de las muestras fecales,

se generaran las librerias y se analizaran mediante el software QIIME y la versién 0.9.3
de EMPeror. Al igual que con los analisis de biomarcadores sanguineos, los
investigadores serén los responsables de esta actividad. De esta manera, se identificaran
aquellas poblaciones que se correlacionen de forma significativa con el grado de
demencia de los ancianos y se comprobara si la intervencién nutricional tiene un efecto

significativo en esta flora intestinal.

TAREA 4.2. Estudio de la actividad metabolica microbiana: de forma paralela, se

exploraran las actividades metabdlicas de estas comunidades mediante PICRUSL.

TAREA 4.3. Analisis especifico poblacional: a partir de las librerias generadas, se

comprobarad la presencia de las poblaciones Bifidobacterium, Lachnobacterium,
Enterobacteriaceae, Akkermansia, Slackia, Christensenellaceae y Erysipelotriaceae,
especies que se han relacionado con el aumento o la reduccién de biomarcadores de

Alzheimer en el fluido cerebroespinal.

TAREA 5: Cambios neurolégicos derivados de la dieta registrados por imagenes
PET

Actualmente, se necesitan mas estudios que asocien las imagenes PET a los demas
biomarcadores, por lo que el presente proyecto aportard informacion valiosa que
ayudara a conocer el grado de fiabilidad de los biomarcadores propuestos, asi como el

efecto de la dieta mediterranea en el progreso de dichas placas.

Los ancianos involucrados en el estudio seran llevados a los correspondientes

hospitales para tomar las iméagenes PET al inicio y al final del estudio. De esta forma,
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los médicos y médicos investigadores del hospital interpretaran los resultados y

valoraran el progreso de las placas.
TAREA 6: Cambios en el nivel cognitivo mediante los cuestionarios

Al igual que con el andlisis de las muestras bioldgicas, los ancianos seran
evaluados por el personal de enfermeria y dietética mediante cuestionarios y actividades
para conocer su grado de demencia cada 3 meses. Ademas del grado de demencia
indicado en sus historiales médicos, estas pruebas ayudardn a conocer de manera mas
especifica cuales son sus habilidades cognitivas y podran ser evaluadas a lo largo del

estudio con el objetivo de detectar mejoras asociadas a la intervencién nutricional.

TAREA 7: Correlacion entre las variables analizadas y los cambios derivados de la

intervencion nutricional

Al final del estudio, se acabaran de completar todos los datos obtenidos a lo
largo de los afios, siendo revisados correctamente antes de su andlisis. Mediante los
softwares de R y SPSS, la unidad de estadistica realizara un exhaustivo analisis que
incluya la deteccion de las variables mas sensibles al efecto de la intervencion
nutricional, analisis de correlaciones y graficos temporales en los que se observen los

cambios de forma progresiva, entre otros analisis.
Impacto de los resultados (TAREAS 1-7)

Los resultados extraidos de estos analisis serviran por un lado para confirmar la
fiabilidad de estas moléculas como biomarcadores de demencia, puesto que seran
relacionadas con las imagenes PET. Por otro lado, aportara informacién valiosa sobre la
microbiota intestinal como indicadora de la demencia. Por ultimo y como objetivo
principal, los resultados aportardn datos importantes sobre el efecto de la intervencion
de la dieta mediterranea en el grado de demencia de los ancianos institucionalizados en

comparacion con las dietas habituales de las residencias.

TAREA 8: Evaluacion de la calidad y cantidad proteica de la dieta mediterranea

en la funcionalidad cognitiva

Con la asignacion de dos grupos diferentes que reciban una intervencion
nutricional segun la fuente proteica (carne o pescado), se analizaran los cambios en los
biomarcadores cerebrales, la microbiota intestinal, la puntuacion de los test cognitivos y

las imagenes PET de la misma forma que en el Objetivo 1 (TAREAS 3-7). Del mismo
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modo, se llevaran a cabo los analisis estadisticos correspondientes para observar las

correlaciones entre la fuente proteica principal y las distintas variables estudiadas.

Esta parte del estudio ayudara a completar la informacion sobre los beneficios de
la dieta mediterranea en la poblacion de ancianos institucionalizados con demencia de

una forma mas especifica, ya que se centra en la calidad de las fuentes proteicas.
Impacto de los resultados (TAREA 8)

La posible identificacion de las fuentes proteicas de la dieta mediterranea que
aporten mas beneficios a nivel cognitivo en los ancianos con demencia podria conllevar
el disefio de dietas mediterraneas especificas para esta parte de la poblacién. Ademas,
ayudaria a esclarecer las dudas sobre el nivel de ingesta de carne y la calidad proteica en

relacion con los beneficios contra el Alzheimer y la demencia.

A modo de resumen, la siguiente tabla muestra de qué forma responderan las
diferentes tareas a los objetivos planteados en el presente estudio. Ademas, se describen

cudles seran los instrumentos o métodos que permitiran extraer las conclusiones.

Tabla 8. Resumen de los pasos del estudio que responderan a los objetivos especificos

planteados.
Objetivo Tareas
Obijetivo especifico 1 TAREA 3: Estudio de los biomarcadores

Analizar los cambios en los 3209UINEOS

. > 1. H s
SRR s el de 3.1. Biomarcadores sanguineos de la

poblacion de estudio. demencia
> 3.2. Otros analisis de sangre
» 3.3. Andlisis bioinformatico

TAREA 7: Evaluacion de la calidad y cantidad

proteica de la dieta mediterranea en la

funcionalidad cognitiva

Objetivo especifico 2 TAREA 4: Estudio de los cambios en la

microbiota  intestinal en los  pacientes

Comprobar los cambios en la

microbiota intestinal de los intervenidos:

ancianos involucrados. > 4.1. Deteccion de las poblaciones

microbianas
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> 4.2. Actividad metab6lica microbiana
» 4.3. Andlisis especifico poblacional
TAREA 8: Evaluacion de la calidad y cantidad

proteica de la dieta mediterranea en la

funcionalidad cognitiva

Obijetivo especifico 3 TAREA 5: Cambios neurolégicos derivados de

la dieta registrados por imagenes PET

Conocer los cambios a nivel

(PET y TAREA 6: Cambios en el nivel cognitivo

cuestionarios) derivados de la

neurologico
mediante cuestionarios

TAREA 8: Evaluacion de la calidad vy cantidad
proteica de la dieta mediterranea en la

intervencion nutricional.

funcionalidad cognitiva

Obijetivo especifico 4 TAREA 7: Correlacion entre las variables

analizadas y los cambios derivados de la

Analizar estadisticamente las
intervencién nutricional

TAREA 8: Evaluacion de la calidad y cantidad

proteica de la dieta mediterranea en la

correlaciones entre los

biomarcadores, la microbiota y

las imagenes PET.
funcionalidad cognitiva

6.2 Cronograma

Durante los primeros tres meses de estudio, se llevara a cabo el reclutamiento de los
ancianos institucionalizados en cada una de las residencias involucradas. Tras aplicar
los criterios de exclusion e inclusion y seleccionados los sujetos de estudio, se les
extraerd las muestras de sangre y heces para los correspondientes analisis, se les
realizard la prueba de imagen PET en el hospital y se les realizara el cuestionario de
nivel de cognicion. De esta forma, obtendremos los resultados basales de inicio del
estudio que seran comparados con el resto de resultados obtenidos a lo largo de los 3

anos.

Aprovechando estos meses iniciales, se impartira la formacion a los profesionales
involucrados en el estudio, ademas de repartir los manuales correspondientes. Asi, todo
el personal estara convenientemente preparado para llevar a cabo las distintas fases del

proyecto.
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Una vez recogidos todos los datos y al mismo tiempo que se pasen de forma
organizada a las bases de datos, se asignardn los grupos de intervencion y el grupo
control y empezara la parte intervencional del estudio. A partir de este momento hasta
septiembre del tercer afio de proyecto, los grupos seguirdn las dietas que les
corresponda, manteniendo la maxima adherencia en todo momento. Desde marzo del
primer afio hasta septiembre del tercer afio, se obtendran las muestras bioldgicas de
sangre y heces, asi como las iméagenes PET. Estas muestras seran analizadas a medida

que se vayan obteniendo con cada tres meses transcurridos.

A partir del mes de septiembre del tercer afio y recogidos todos los datos mensuales
y de imagen PET, se procedera a los analisis estadisticos para obtener las conclusiones
definitivas del estudio. Con tal de acelerar estos analisis, la mayor parte ya se habra
realizado conforme se obtenian los datos mensuales y durante los dos primeros afios de
estudio, pero no sera hasta los ultimos meses del tercer afio que se obtendran los
resultados finales y la publicacion de los mismos.

Los distintos pasos del plan de trabajo que responderan a los objetivos planteados se
llevardn a cabo de forma paralela desde el inicio hasta el final del estudio, con un
continuo seguimiento, integracion de los resultados en las bases de datos y analisis

estadisticos.

Por ultimo se redactaran las conclusiones del estudio de intervencién y se realizard
la publicacion de los resultados en revistas de alto impacto y en las bases de datos

universitarias.

En la siguiente tabla se muestra el calendario de actividades en las visitas a los

participantes y las citas médicas al hospital:

Tabla 9. Calendario de recogida de muestras bioldgicas, citas médicas y cuestionarios.
Las recogida de muestras biologicas se muestra en amarillo (sangre) y verde (heces)
cada tres meses. La obtencion de los cuestionarios y test se marca en naranja cada tres
meses. Por Gltimo, en azul, se marcan las citas médicas para la obtencion de iméagenes

PET al inicio del estudio y una vez al afio en el mes de octubre.

Ano | Ene | Feb | Mar | Abr | May | Jun Jul | Ago | Sep | Oct | Nov | Dic
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7. Aportaciones del estudio

Este proyecto tiene los objetivos principales de conocer los beneficios de la dieta
mediterranea en el deterioro cognitivo de ancianos institucionalizados, evaluando
ademas la repercusion de la calidad y cantidad proteica. Las diferentes intervenciones

nutricionales planteadas en el estudio pretenden responder a las preguntas planteadas.

En relacién a los resultados que se obtengan de esta intervencion, serviran para
aportar informacion y confirmar los beneficios de la dieta mediterranea a nivel de
biomarcadores sanguineos de demencia, microbiota intestinal asociada a los
biomarcadores de Alzheimer y neuroimagen PET. Las conclusiones del proyecto
serviran para motivar a las residencias y a la poblacion envejecida a adoptar cambios en
la dieta, disefiar nuevas estrategias nutricionales de prevencién y de tratamiento y a

utilizar los biomarcadores propuestos en los futuros ensayos.

Estos resultados seran redactados apropiadamente para su publicacion en revistas de
alto impacto. Ademas, estos resultados seran expuestos tanto en las webs de los
hospitales y las universidades involucradas como en congresos y jornadas cientificas.
De esta forma, tanto la comunidad cientifica como la no cientifica podran informarse
sobre los resultados extraidos y acceder a los links disponibles sobre las
recomendaciones de la dieta mediterranea, los cuales podran ser descargables en

formato de dietas facilmente entendibles y con un facil seguimiento.
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Como una de las fortalezas principales de este programa, la combinacion de cuatro
métodos distintos (cuestionarios, PET, biomarcadores sanguineos y microbiota
intestinal) lo convierten en uno de los proyectos mas completos. Mientras que otros
estudios se centran en uno 0 mas métodos de evaluacion, el presente proyecto pretende
incluir la mayor cantidad de variables posibles relacionadas con la funcionalidad
cognitiva, con el objetivo de revelar los mecanismos por los cuales la dieta mediterranea
aporta sus beneficios. Ademas, los biomarcadores intestinales y sanguineos surgieron
recientemente, por lo que su incorporacion en el proyecto MEDPRO le otorgara mayor

valor cientifico e innovador.
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ANEXO |
Test de nivel cognitivo

Cadigo del paciente:
Fecha:

Paso 1: Memorizacion de palabras

Mirar directamente al residente y decir “Por favor, escuche atentamente. Voy a decir
tres palabras que quiero que me repitas e intentes recordar. Estas palabras son
(seleccionar palabras de una de las versiones). Por favor, repitelas”. Si la persona no es

capaz de repetirlas después de tres intentos, pasar al paso 2.

Las siguientes palabras se han utilizado en estudios clinicos (1-3).

Version 1 Versioén 2 Versién 3 Versién 4 Version 5 Versién 6

Silla Lider Ciudad Rio Capitan Hija
Amanecer Estacion Cocina Nacion Jardin Cielo
Platano Tabla Bebé Dedo Imagen Montafia

Paso 2: Dibujo del reloj

Decir: “Ahora quiero que dibujes un reloj. Primero, pon todos los numeros en la
posicion correcta”. Cuando lo complete, continuar “Ahora, pon las manecillas a las 11 y

cuarto”.

Para este ejercicio se debe utilizar la plantilla mostrada a continuacion. Repetir las
instrucciones las veces que sea necesario. Pasar al siguiente paso si el reloj no queda

completado antes de 3 minutos
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N

N

Paso 3: Actualidad

“;Puedes decirme alguna noticia que haya ocurrido recientemente?

(Recientemente = la pasada semana. Si responde con un dato general, como por ejemplo

“una guerra” o “ha llovido mucho”, preguntar por los detalles. Tan so6lo cuentan las

respuestas especificas.

Paso 4: Memoria

Se le pide a la persona que diga las tres palabras que habia memorizado inicialmente en

el Paso 2. Decir: “;Cudles eran las tres palabras que te he pedido que memorices?”

Apuntar la version elegida y las respuestas del residente.

Version:

Respuestas:
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Puntuacion final

Paso

Paso 1 (0-3 puntos)

Paso 2 (0 0 2 puntos)

Paso 3 (0-1 puntos)

Proyecto MEDPRO

Detalles de la respuesta Puntos

1 punto por palabra correcta

Reloj normal = 2 puntos. Un reloj normal debe
tener todos los nimeros dispuestos de forma
correcta, sin duplicados ni posiciones vacias.

Las manecillas bene sefalar a la hora indicada.
La longitud de las manecillas no se puntda. Si

no es capaz de dibujar el reloj o se niega a
hacerlo, se daran 0 puntos

Dar un punto si la respuesta es valida

Puntuacion total
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