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FIRMA DEL PROMOTOR

He leido el protocolo de ensayo intervencional titulado “ACCIONES BENEFICIOSAS DE
COMPUESTOS FENOLICOS DEL ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA EN ISLOTES
PANCREATICOS Y SU IMPACTO EN LA PREVENCION DE LA DIABETES TIPO 2",
version 2.0 de 13 de Octubre de 2017 y acepto cumplir todo lo establecido en el mismo y todas
las leyes y normas que sean aplicables, incluidas, pero no limitadas a, las directrices de la Buena
Préctica Clinica (BPC) de la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH) y de los
principios éticos de la Declaracion de Helsinki.

Itziar Ochotorena Zubizarreta Firma:
Por parte de FIMABIS

Cargo: Directora Gerente Fecha:
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PANCREATICOS Y SU IMPACTO EN LA PREVENCION DE LA DIABETES TIPO 2",
version 2.0 de 13 de Octubre de 2017 y acepto cumplir todo lo establecido en el mismo y todas
las leyes y normas que sean aplicables, incluidas, pero no limitadas a, las directrices de la Buena
Préactica Clinica (BPC) de la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH) y de los
principios éticos de la Declaracion de Helsinki.

Dr. Fco. Javier Berm(dez Silva Firma:
Investigador Principal

Centro: IBIMA - Hospital Regional de Méalaga Fecha:
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1. ABREVIATURAS

AOVE: Aceite de oliva virgen extra.

BSSPA: Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia

BPC: Buena préctica clinica

CIH: Conferencia internacional de armonizacion

DHPG: Di-Hidroxi-fenil-glicol

ER: Reticulo Endoplasmico

HbA1c: Hemoglobina glicosilada

HT: Hidroxitirosol

IBIMA: Instituto de Investigacion Biomédica de Malaga

IDF: Federacion Internacional de Diabetes

IPAQ: Cuestionarios internacionales de Actividad Fisica

PREDIMED: Prevencion Primaria de la Enfermedad Cardiovascular con la Dieta Mediterranea
ROS: Especies reactivas de oxigeno

TBARS: Sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico

TRPAL: Transient receptor potential cation channel, subfamily A, member 1
T2D: Diabetes mellitus tipo 2

UGC: Unidad de Gestion Clinica
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2. RESUMEN

2.1 TITULO DEL ESTUDIO

ACCIONES BENEFICIOSAS DE COMPUESTOS FENOLICOS DEL ACEITE DE OLIVA
VIRGEN EXTRA EN ISLOTES PANCREATICOS Y SU IMPACTO EN LA PREVENCION
DE LA DIABETES TIPO 2

2.2 cODIGO DE PROTOCOLO
P1-0247-2016

2.3 INVESTIGADOR PRINCIPAL DEL ENSAYO
Dr. Francisco Javier Bermudez Silva

2.4 CENTRO EN EL QUE SE PREVE REALIZAR EL ENSAYO
1. Hospital Regional Universitario de Méalaga (Malaga).

2.5 COMITE ETICO DE INVESTIGACION QUE HA EVALUADO EL ENSAYO
Comité de Etica e Investigacion Provincial de Malaga.

2.6 MEDICAMENTO/SUSTANCIA CON EL QUE SE VA A REALIZAR EL ENSAYO
e Aceite de oliva virgen extra con altos niveles de oleocanthal.
e Aceite de oliva con bajos niveles de oleocanthal.

2.7 OBJETIVO PRINCIPAL DEL ENSAYO
Obijetivar posibles mejoras en los niveles de marcadores inflamatorios sistémicos en sujetos
obesos pre-diabéticos intervenidos dietéticamente con el AOVE rico en oleocanthal.

2.8 DISENO DEL ENSAYO
Ensayo prospectivo cruzado aleatorizado doble ciego.

2.9 ENFERMEDAD O TRASTORNO EN ESTUDIO
Diabetes mellitus tipo 2.

2.10 VARIABLE PRINCIPAL
Inflamacion sistémica

2.11 POBLACION DE ESTUDIO Y NUMERO TOTAL DE PACIENTES
Se prevé incluir un total de 130 pacientes adultos diagnosticados de obesidad y pre-diabetes
mellitus, divididos en dos grupos de 65 pacientes.

2.12 DURACION DEL ENSAYO
Ocho meses.

2.13 CALENDARIO Y FECHA PREVISTA DE FINALIZACION

Fecha de autorizacion del estudio: Cuarto trimestre de 2017.
Fecha de inclusion del primer paciente: Cuarto trimestre de 2017.
Fecha de inclusion del Gltimo paciente: Primer trimestre de 2018.
Fecha de cierre del estudio: Segundo trimestre de 2018.
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3. INFORMACION GENERAL

3.1 IDENTIFICACION DEL ENSAYO

Titulo: ACCIONES BENEFICIOSAS DE COMPUESTOS FENOLICOS DEL ACEITE DE
OLIVA VIRGEN EXTRA EN ISLOTES PANCREATICOS Y SU IMPACTO EN LA
PREVENCION DE LA DIABETES TIPO 2.

Cdédigo de Protocolo: P1-0247-2016

Version: 3.0 de 28 de Noviembre de 2017

3.2 DESCRIPCION DEL MEDICAMENTO/SUSTANCIA A ESTUDIO

e Aceite de oliva virgen extra con altos niveles endégenos de la molécula oleocanthal.
Esta molécula no se adicionara a los aceites, esté presente de manera natural en
aquellos AOVEs correspondientes a determinadas variedades de aceitunas, y su
concentracién varia en funcion del momento de la cosecha y de la climatologia anual.
Por tanto, se seleccionaran aceites con alto contenido en esta molécula.

e Aceite de oliva con bajos niveles de oleocanthal. Esta molécula no se eliminara de los
aceites por ninglin método, simplemente se seleccionaran aceites que demuestren
niveles indetectables o tan solo trazas en analisis de laboratorio.

3.3 DATOS RELATIVOS AL PROMOTOR

Fundacién Pablica Andaluza para la Investigacién de Méalaga en Biomedicina y Salud
(FIMABIS)

Calle Dr. Miguel Diaz Recio 28, 29010, Mélaga

TIf: 951 440 260

Fax: 951 440 263

Email: fimabis@fimabis.org

3.4 DATOS RELATIVOS AL INVESTIGADOR PRINCIPAL

Francisco Javier Bermudez Silva

Investigador Nicolas Monardes

Unidad Intercentros de Endocrinologia y Nutricién Hospital Regional de Méalaga
Instituto de Investigacion Biomédica de Mélaga (IBIMA)

Hospital Civil, Pabellén 2, s6tano, Laboratorio de Hormonas-Investigacion

3.5 CENTRO EN EL QUE SE PREVE REALIZAR EL ENSAYO
Hospital Regional Universitario de Malaga

Pabellon C (Hospital Civil)

Plaza del Hospital Civil, s/n

29009 Malaga

3.6 DURACION DEL ENSAYO

El primer paciente se incluira una vez obtenida la autorizacion del Comité de Etica e
Investigacion Provincial de Méalaga y de la realizacion de la visita de inicio. Se prevén
aproximadamente 5 meses para el reclutamiento de los 130 pacientes y 3 meses adicionales para
el cierre definitivo del ensayo. Por tanto la duracion total prevista del ensayo sera de 8 meses.
Las fechas previstas son las siguientes:

- Fecha de inclusién del primer paciente: Cuarto trimestre de 2017

- Fecha de inclusién del ultimo paciente: Primer trimestre de 2018

- Fecha de cierre del ensayo: Segundo trimestre de 2018
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4. BASE RACIONAL DEL ENSAYO
4.1 INTRODUCCION
Diabetes Tipo 2 e Inflamacion

De acuerdo a la Federacion de Diabetes Internacional, 382 millones de personas estaban
afectadas de diabetes en 2013 (Atlas online de la IDF), y la prevalencia de la enfermedad se
espera que aumente hasta los 592 millones de personas en 2035. La diabetes tipo 2 (T2D)
constituye actualmente una verdadera pandemia, tratdndose de una enfermedad cronica,
sistémica y de lento progreso cuyo tratamiento requiere de farmacos con un excelente perfil de
seguridad a largo término. Este hecho afiade una dificultad adicional en la busqueda de
tratamientos con un adecuado ratio riesgo/beneficio, comparado con otras enfermedades agudas
que no requieren de ese requisito. Es por ello que cada vez se esta prestando mas atencion a
posibles terapias basadas en compuestos naturales o alimentos funcionales, dandose también
una creciente importancia a la prevencion mediante la incorporacion en la dieta de alimentos
con acciones beneficiosas mas alla de las meramente nutricionales (alimentos funcionales). La
T2D esta generalmente precedida de obesidad, inflamacién de bajo grado y resistencia a
insulina, y se origina cuando la incrementada secrecion de insulina pancreética es incapaz de
mantener la normoglucemia. Se considera que el dafio progresivo en las células del islote
pancreatico es el desencadenante principal de la T2D ya que, mientras que la resistencia a
insulina se mantiene relativamente constante en el tiempo y solo incrementa ligeramente con la
edad, el deterioro de la masa de células beta pancreéticas es continuo, siendo cada vez menor la
capacidad de secretar insulina , eventualmente culminando en la necesidad de la terapia
sustitutoria con insulina.

Se conocen multiples mecanismos implicados en los defectos de la secrecidn de insulina
por parte de la célula beta, como la glucotoxidad, lipotoxicidad, estrés oxidativo, estrés del
reticulo endoplasmaético (ER) y formacion de depoésitos amiloides en los islotes (1). La
contribucion relativa de cada uno de estos procesos no esta clara pero, interesantemente, todos
estos procesos estan asociados con la respuesta inflamatoria (2-4). En los islotes pancreéticos, la
elevada concentracién de glucosa incrementa la actividad metabélica de las células del islote,
llevando a un incremento en la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que
promueve la activacién del inflamasoma NLRP3 y caspasa 1, activando de esta manera la
produccion de IL-1p madura (5), la cual a su vez induce la produccién de otras citoquinas como
IL-6, IL-8, TNF-a y MCP-1 que promueven la atraccion de macrofagos y otras células inmunes.
Por otro lado, el incremento en la demanda de insulina también incrementa el estrés del RE, lo
cual activa el inflamasoma (4). Incluso el polipéptido amiloide producido por los islotes tiene
capacidad para interaccionar con las células inmunes promoviendo sintesis de IL-1p via
inflamasoma (3). Aunque el proceso inflamatorio podria inicialmente ser beneficioso para
contrarrestar la resistencia a insulina, promoviendo la proliferacién de células beta y la
produccion de insulina (6), acaba deviniendo en un ciclo vicioso por la autoestimulacion de IL-
1B en receptores de los islotes, amplificando la produccion de IL-1p y generando en los
macrofagos residentes de los islotes un fenotipo pro-inflamatorio que lleva a disfuncion del
islote. Por su parte, la resistencia a insulina también esta asociada a la respuesta inflamatoria,
estando implicados en estos procesos el estrés del reticulo, la inflamacion asociada al
incremento en la acumulacion de lipidos, y la muerte celular por lipotoxicidad, hipertrofia e
hipoxia. Todos estos procesos provocan la liberacion de citoquinas como IL-1p, TNF-a, IL-8 y
MCP-1 que llevan a la acumulacion de células inmunes y activacion del inflamasoma. Estos
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procesos relacionados con la resistencia a insulina han sido descritos en adipocitos, hepatocitos
y células del musculo esquelético.

Por todo lo mencionado anteriormente, la inflamacion crénica se considera un factor
muy importante en la etiologia y fisiopatologia de la T2D, con potencial para ser una diana
terapéutica (7). De hecho, se estan ensayando aproximaciones terapéuticas farmacolégicas
contra la T2D basadas en combatir la inflamacion. Se han obtenido resultados prometedores con
anticuerpos humanizados contra IL-1p, los cuales tienen una vida media de unas 3 semanas y
permiten una dosificacion mensual (8-10). Todos ellos mostraron capacidad para mejorar el
metabolismo de la glucosa en pacientes diabéticos, sin evidencias de efectos adversos. Por otro
lado, se ha visto que los bloqueantes del TNF-a, producido por los adipocitos en las fases
iniciales de la inflamacion tisular, mejoran la glucemia en ayunas (11). Finalmente, el salsalato,
un tipo de salicilato que no inhibe las enzimas Cox, mejord el metabolismo de la glucosa en
estadios tempranos de la enfermedad, incrementd la adiponectina y redujo la actividad NF-xB
en el tejido adiposo (12). Sin embargo, este tratamiento incrementd los niveles de LDL-
colesterol y los niveles de albimina en orina, efectos que desaparecieron tras el cese del
tratamiento (12).

Inflamacion, Dieta Mediterranea y Compuestos Fenolicos del Aceite de Oliva Virgen
Extra

Mientras que la investigacion en terapias farmacolégicas con anti-inflamatorios parece
ofrecer resultados esperanzadores para los pacientes con T2D, no podemos perder de vista el
importante papel de la dieta (y dentro de ella la de algunos micronutrientes presentes en
determinados alimentos) asi como de los habitos fisicos y el envejecimiento en la modulacién
de la respuesta inflamatoria, el estrés oxidativo y otros procesos que estan alterados en la T2D y
otras enfermedades metabdlicas (13). Interesantemente, el estrés oxidativo esta asociado con el
nimero de componentes del sindrome metabolico (14), al igual que ocurre entre la inflamacion
y el nimero de desérdenes metabdlicos (15). Existen un gran cantidad de estudios que
relacionan la dieta mediterranea con la proteccién contra el desarrollo de enfermedad
cardiovascular. Y dentro de estos una parte importante de ellos estan relacionados con las
acciones cardiovasculares beneficiosas del aceite de oliva. A este respecto, el estudio
PREDIMED ha puesto en valor el aceite de oliva virgen extra, confirmando su capacidad para
disminuir los eventos cardiovasculares mayores (16). Entre los mecanismos de proteccion, este
estudio encontr6 mejoras en las moléculas inflamatorias circulantes, tanto en el estudio piloto
(17), como en un estudio final mas especifico (18). Asimismo, se detectaron mejoras en
marcadores de estrés oxidativo como la LDL oxidada, que fueron paralelas a disminuciones en
TBARSs de células mononucleares (19), y en la capacidad anti-oxidante no enzimatica (20); sin
embargo, no se encontrd asociacion entre la capacidad anti-oxidante y la mortalidad (21).

Entre los componentes del aceite de oliva virgen extra, los polifenoles constituyen un
grupo de compuestos muy apreciados por sus propiedades anti-inflamatorias y anti-oxidantes,
que parecen ser clave en las acciones beneficiosas de estos aceites (22-27). Dos de los
polifenoles mas abundantes en el aceite de oliva virgen extra son el tirosol y el hidroxitirosol
(HT). En concreto, el HT ha sido directamente relacionado con efectos protectores de la
disfuncion endotelial (28) y con modulacion de la respuesta inflamatoria (29). Otro polifenol
abundante es el 3, 4-dihydroxyphenylglycol (DHPG), que también ha sido relacionado con estos
efectos (29). Curiosamente, el HT y el DHPG son capaces de actuar de manera sinergistica
inhibiendo la agregacion plaquetaria (30). Junto a estos polifenoles, existen otros mas apolares y
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gue son menos abundantes, como la oleaceina y el oleocanthal, no estando presentes en todos
los aceites de oliva virgen extra, dependiendo sus niveles de la variedad de aceituna, del
régimen de lluvias, de la fecha de recogida y del proceso de obtencion del aceite. En
concordancia con las propiedades anti-inflamatorias generales de los polifenoles del aceite de
oliva, la oleaceina ha sido descrita como potenciadora de la actividad anti-inflamatoria en
macrofagos humanos (31) e inhibidora de la actividad de los neutrdfilos (32). Por su parte, el
oleocanthal ha sido descrito como un anti-inflamatorio natural, una molécula con curiosas
similitudes al ibuprofeno, dado que parece activar el mismo receptor que este en la garganta
(TRPAL), provocando el picor caracteristico de algunos aceites virgen extra (33-35).

Los mecanismos de accion de estos compuestos fenolicos son bastante desconocidos, siendo el
hidroxitirosol el méas estudiado. Se han descrito diversas vias de accion para este compuesto,
como la regulacidn de la biogénesis mitocondrial (36), la interferencia con la activacion de ERK
1/2 (37), la induccion de la degradacion del receptor de EGF (38), acciones a través de vias
dependientes de GPR30 (39), modulacion del receptor cannabinoide CB1 (40, 41), ... pero su
actividad no ha sido asociada a la activacion/inhibicién de un receptor concreto. Por su parte, la
oleaceina disminuye la expresién del receptor CD163 (31), mientras que el oleocanthal activa el
receptor TRPAL (42), sin que exista mucha méas informacion al respecto.

4.2 JUSTIFICACION

Por todo lo comentado anteriormente, el tratamiento intervencional con aceite de oliva
enriquecido en oleocanthal nos permitira valorar si una intervencidn dietética con aceites que
contienen niveles enddgenos altos de este polifenol podria ser suficiente para mejorar los
parametros inflamatorios, oxidativos, asi como otros metabdlicos en pacientes en riesgo de
desarrollar T2D, lo cual teéricamente deberia ir vinculado a un retraso en el desarrollo de la
enfermedad. Esto Ultimo es un aspecto a abordar en futuros estudios en humanos, asi como la
posibilidad de desarrollar y probar aceites de oliva u otros alimentos funcionales, enriquecidos
en estos compuestos, que pudieran ser un apoyo nutricional para pacientes en riesgo de
desarrollar esta enfermedad.

4.3 HIPOTESIS

El aceite de oliva virgen extra enriquecido en oleocanthal disminuye la inflamacion sistémica en
humanos, asi como otros parametros metab6licamente relevantes, como los oxidativos,
potencialmente contribuyendo a retardar el denominado "fallo de la célula beta" que dispara la
T2D.

4.4 OBJETIVOS

El objetivo general del presente ensayo es estudiar la actividad anti-inflamatoria y anti-oxidante
de aceites de oliva virgen extra enriquecidos en oleocanthal, en sujetos humanos en alto riesgo
de desarrollar diabetes tipo 2.

El objetivo especifico del estudio es:

Realizar un estudio intervencional prospectivo cruzado doble ciego con aceite de oliva virgen
extra rico en oleocanthal en personas en riesgo de diabetes tipo 2 evaluando la mejora del estado
inflamatorio y oxidativo basal, asi como otros pardmetros metabdlicos.
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5. DISENO DEL ESTUDIO

5.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio intervencional prospectivo, aleatorizado, cruzado, doble ciego.
5.2 DISENO GLOBAL DEL ESTUDIO

Se propone un ensayo de intervencidn con dos grupos de sujetos obesos pre-diabéticos que
seran asignados inicialmente, de manera aleatoria, a una de las siguientes intervenciones
nutricionales:

A) Sustitucion del aceite de consumo habitual por un aceite de oliva virgen extra rico en
oleocanthal (experimental).

B) Sustitucion del aceite de consumo habitual por un aceite de oliva sin oleocanthal (control).

Al mes de la intervencion, se procedera a llevar a cabo un periodo de "lavado" de 15 dias. Tras
el periodo de lavado, los sujetos llevaran a cabo otra intervencidn nutricional de un mes de
duracidn en la cual los sujetos previamente asignados al grupo "A" seran asignados al grupo "B"
y viceversa. Al inicio y al final de cada mes de intervencion se procedera a una toma de datos y
muestras con objeto de valorar el efecto de las intervenciones en la salud de los sujetos.

5.3 INTERVENCION Y ASIGNACION DE LA MISMA

La intervencidn se realizara sobre dos grupos de 65 sujetos obesos pre-diabéticos, y consiste en
sustituir todo el aceite de consumo de la unidad familiar por los aceites objeto de estudio. En
concreto se van a estudiar dos aceites de oliva, uno con alto contenido en la sustancia
oleocanthal (experimental) y otro con bajo contenido en esta molécula (control).

Para llevar a cabo la sustitucion efectiva de todo el aceite de consumo habitual de los sujetos
participantes en el estudio, se les entregara 1 litro de aceite por semana (para familias de hasta 3
miembros) 6 1.5 litros de aceite por semana (para familias de mas de 3 miembros).

La asignacion inicial de los pacientes a uno u otro tratamiento sera de forma aleatoria utilizando
una tabla de nimeros aleatorios. La asignacion aleatoria seré 1:1 sin estratificacion. Este
procedimiento se realizard una vez que el paciente haya firmado el consentimiento informado.
La lista generada serd custodiada en el archivo del promotor.

5.4 CREACION DE UN BIOBANCO

A todos los pacientes ademas de solicitarle su consentimiento informado para participar en el
estudio, se les solicitara su consentimiento para la cesién de muestras bioldgicas para la
creacion de un biobanco. Se recogeran en los dias 0 y 30 de cada periodo de intervencion una
muestra de sangre de 18,5 mL (10 mL de suero, 5 mL de plasma para anélisis del perfil
inflamatorio y oxidativo, y 5 mL para mediciones de hormonas) para ulteriores estudios
relacionados con el metabolismo, inflamacién y oxidacion. Las muestras de los pacientes
incluidos en el estudio seran procesadas y congeladas a -80°C de forma temporal durante el
ensayo en el hospital donde se incluye al paciente siguiendo protocolos normalizados. A la
finalizacion del seguimiento del ultimo paciente incluido en el centro, se realizara un Unico
envio y cesién con todas las muestras al biobanco del Hospital Regional de Malaga-IBIMA, que
forma parte del biobanco del sistema sanitario publico de Andalucia (BSSPA).
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6. SELECCION DE SUJETOS
6.1 POBLACION A ESTUDIO

Se estudiara una poblacion de pacientes de ambos sexos de 40-65 afios, diagnosticados de pre-
diabetes mediante la medicion de la hemoglobina glicosilada (5.7-6.4), y que cumplan el resto
de los criterios de inclusion, asi como que no presenten ninguno de los criterios de exclusion, y
gue acepten participar de forma voluntaria en el estudio. Para ello, se partira de la poblacién del
estudio Pizarra, un estudio epidemioldgico de la UGC de Endocrinologia y Nutricion del
Hospital Regional de Mélaga que ha permitido tener informacion detallada de pardmetros
antropométricos, bioquimicos, de habitos alimenticios y de estilo de vida en una cohorte de
unos 1700 sujetos. Partiendo de dicha base de datos, se procedera a llamar a los candidatos con
parametros de pre-diabetes, para su posible inclusién en el estudio, previo consentimiento
informado y confirmacion de los criterios de inclusion y exclusion. En caso que se considere
necesario, se reclutaran también candidatos de las consultas de Obesidad y Nutricion de la UGC
de Endocrinologia y Nutricién.

6.2 CRITERIOS DE INCLUSION

- Adultos (40-65 afios)

- Obesos: BMI 30-40

- Hemoglobina glicosilada (HbA1c): 5.7-6.4.
- Firma del consentimiento informado.

6.3 CRITERIOS DE EXCLUSION
- Diagnostico previo de Diabetes Mellitus.

- Gestantes

- Diagnéstico de algun tipo de neoplasia

- Enfermedades inflamatorias en curso (Enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, artritis, ...) y/o
tratamientos con anti-inflamatorios

- Mujeres en terapia hormonal sustitutiva

- Comer regularmente fuera de casa mas de 3 comidas (almuerzo o cena) a la semana (salvo que
se trate de comida casera preparada con el aceite de casa).

6.4 IDENTIFICACION DE LOS SUJETOS

Los pacientes seran identificados con un codigo numérico de identificacion secuencial, el cual
sera asignado a cada paciente segln orden correlativo de inclusion cuando otorgue su
consentimiento informado. Este codigo tendra tres nimeros en funcion del orden de
aleatorizacion asignado. En el caso que un paciente sea incluido en el estudio, y se considere no
apto para continuar en el estudio o bien el paciente retire su consentimiento, el cédigo que tenia
asignado ese paciente no podra ser reutilizado para el siguiente paciente consecutivamente
asignado.

El promotor solo podréa identificar a los sujetos por el cédigo que les ha sido asignado, su fecha
de nacimiento, sexo y fecha de firma del consentimiento informado. El investigador mantendra
un registro con los nombres de los pacientes y el cddigo de identificacion asignado.

6.5 CRITERIOS DE RETIRADA Y ANALISIS PREVISTO DE LAS RETIRADAS Y ABANDONOS
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Se define como retirada la situacion en que un paciente incluido finaliza su participacion en el
ensayo clinico antes de completar el protocolo, independientemente de las circunstancias.

Los pacientes interrumpiran su participacion en el ensayo si se produce alguna de las siguientes
situaciones:

- Cuando el paciente no coopere o no cumpla los requerimientos del estudio.
- Resultado(s) anormal(es) de los procedimientos de las exploraciones.

- Desviacion grave del protocolo.

- Retirada del consentimiento por parte del paciente.

- Pérdida de seguimiento del paciente.

Debera registrarse en el Cuaderno de Recogida de Datos la fecha y el motivo por el que un
sujeto interrumpe su participacion en el ensayo. El paciente tiene derecho de discontinuar el
estudio en el momento que lo desee y cualquier paciente puede ser retirado del estudio por
cualquier motivo beneficioso para su bienestar.

7. DESARROLLO DEL ENSAYO Y EVALUACION DE LA RESPUESTA

7.1 EVALUACION DE LA EFICACIA

La eficacia de la intervencion dietética sera evaluada por su capacidad para mejorar el estado
inflamatorio sistémico. Para ello se mediran los niveles sanguineos de una bateria de citogquinas
inflamatorias, incluyendo hs-CRP, IL-6 y TNF-alfa.

Ademas, se valoraré la mejora en el estado oxidativo, el peso corporal y el perfil metabdlico,
incluyendo la microbiota intestinal. También se realizara un analisis de bioquimica estandar.

Para evaluar el estado oxidativo se mediran los niveles séricos de LDL-oxidada, 8-isoprostano,
TBARS, proteinas carboniladas y la capacidad anti-oxidante.

Para evaluar el perfil metabolico se mediran la glucemia, hemoglobina glicosilada, HOMA-IR,
leptina, adiponectina e insulina. Asimismo, la composicion de la microbiota intestinal sera
determinada en una muestra de heces.

7.2 EVALUACION DE LA SEGURIDAD

Al tratarse de una intervencion nutricional con un alimento, y en dosis iguales a las consumidas
de manera habitual, no se considera necesario realizar evaluacion de seguridad de la
intervencion.

7.3 DESARROLLO DEL ENSAYO

Los sujetos candidatos al estudio seran vistos en una consulta cedida al grupo de investigacion
epidemioldgica de la UGC en la localidad malaguefia de Pizarra, de donde toma nombre el
estudio Pizarra, y que dispone de todo lo necesario para la ejecucion del ensayo. Asimismo, en
caso de necesitarse reclutar pacientes de las consultas de Obesidad y Nutricion de la UGC de
Endocrinologia, estos pacientes serian vistos en la consulta H del Pabellén 3, sétano, del
Hospital Civil. Para el desarrollo del ensayo los pacientes realizaran las siguientes visitas:
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Visita de seleccién/inclusion, dia 0.

Los pacientes candidatos se identificaran a través de la base de datos del estudio epidemioldgico
Pizarray, en caso de no haber suficientes, de las consultas de obesidad y nutricién del Hospital
Civil de Malaga. Una vez identificado el paciente candidato, se le informara por carta del
estudio y se le avisara de una proxima llamada telefénica para confirmar a una primera visita de
seleccion/inclusién con una muestra de orina y heces. En dicha visita, se informara
detalladamente al sujeto sobre el estudio, se evaluaran los criterios de inclusion y exclusion y se
les facilitaran los consentimientos informados. Una vez firmados, el investigador aleatorizara al
paciente a través de una tabla de nimeros aleatorios a una rama de tratamiento. Una vez
asignada la rama de tratamiento que comienza el paciente, se realizara la recoleccion de datos
antropomeétricos, clinicos, de habitos dietéticos y de actividad fisica.

Asimismo, se tomaran muestras de sangre para un analisis estandar bioquimico, mediciones de
parametros inflamatorios y perfil metabdlico y de estrés oxidativo. Se recogera la muestra de
orina y heces solicitada por teléfono y se le entregara entre 1 y 1.5 litros del aceite
correspondiente por semana, en funcién del tamafio familiar (familias de hasta 3 miembros, 1
litro por semana; familias de mas de 3 miembros 1.5 litros por semana), para un periodo total de
un mes. Se les hara énfasis en que todo el aceite de cocinar de la casa durante ese mes debe ser
sustituido por el aceite entregado, de modo que sea consumido tanto en crudo como en los
guisos y frituras. No se daran consejos sobre cambios de dieta o habitos saludables.

Visita seguimiento dia +30.

A los 30 dias de la intervencion nutricional se citara al paciente solicitandole que traiga una
muestra de orina y heces. Se registraran de nuevo los datos antropométricos, clinicos, de
habitos dietéticos y de actividad fisica. También se tomaran muestras de sangre para
bioquimica, parametros inflamatorios, perfil metabélico y perfil oxidativo.

Se le pedira que durante los siguientes 15 dias no consuma el aceite que se le entregd, y que
vuelvan a consumir el habitual de casa. Asimismo, se les emplazaré para una siguiente visita al
final de los 15 dias del periodo de "lavado".

Visita seguimiento dia +45.

Tras el periodo de lavado, se volvera a ver al paciente, que traerd una nueva muestra de orina 'y
heces y se volveran a registrar los datos antropométricos, clinicos, de habitos dietéticos y de
actividad fisica. También se tomaran muestras de sangre para bioquimica, parametros
inflamatorios, perfil metabdlico y perfil oxidativo. Se les emplazara a una nueva intervencion
dietética de un mes, pero utilizando el otro aceite al usado en el primer periodo de intervencion.
Asi, los pacientes que realizaron con anterioridad el ensayo con el aceite rico en oleocanthal, lo
haran ahora con el aceite sin oleocanthal, y viceversa. De nuevo, se les hara énfasis en que todo
el aceite de cocinar de la casa durante ese mes debe ser sustituido por el aceite entregado, de
modo que sea consumido tanto en crudo como en los guisos y frituras. No se daran consejos
sobre cambios de dieta o habitos saludables.

Visita fin de seguimiento, dia +75.

Una vez terminada esta segunda intervencion dietética de 30 dias, se vera al paciente al que se le
habra solicitado de nuevo que traiga una muestra de orina y heces. Se registraran de nuevo los
datos antropométricos, clinicos, de habitos dietéticos y de actividad fisica. También se tomaran
muestras de sangre para bioquimica, parametros inflamatorios, perfil metabdlico y perfil
oxidativo.
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8 ANALISIS ESTADISTICO

8.1 TAMANO MUESTRAL

El tamafio muestral se ha calculado en base a la diferencia entre las medias poblaciones de
sujetos con diabetes o sin diabetes en el marcador inflamatorio hsCRP, con un error alfa=0.05 y
un error beta=0.2. De acuerdo a estos parametros, para este estudio se necesitan dos grupos de
65 sujetos cada uno.

8.2 VARIABLES RECOGIDAS

En el presente ensayo se incluyen los siguientes grupos de variables:

Datos antropométricos: peso, talla, indice de masa corporal, circunferencia de cintura, tension.
Datos clinicos: Enfermedades anteriores o en curso, medicacion actual.

Datos nutricionales: Habitos dietéticos (Score PREDIMED), encuesta semi-cuantitativa de
frecuencia alimentaria.

Datos de actividad Fisica: Cuestionario IPAQ abreviado.

Datos analiticos: Bioguimica estandar (glucosa plasmatica, HbAlc plasmatica, perfil lipidico,
funcion renal, funcion hepatica, linfocitos, ...), marcadores inflamatorios (panel de citoquinas
inflamatorias, incluyendo hs-CRP, IL-6 y TNF-alfa), marcadores de estrés oxidativo (8-
isoprostano, TBARsS, proteinas carboniladas, LDL-oxidada, capacidad anti-oxidante), hormonas
(insulina, leptina, adiponectina), perfil de microbiota en heces, niveles en orina de
hidroxitirosol.

8.3 ANALISIS ESTADISTICOS

Al finalizar el presente proyecto habra los siguientes grupos de variables (basal, tras 15 dias de
lavado y 30 dias tras cada intervencidn, en total 4 tomas de datos): 1. Variables antropométricas,
2. Variables clinicas, 3.Variables nutricionales, 4. Variables de actividad fisica, 5. Variables
inflamatorias, 6. Variables de estrés oxidativo, 7. Variables bioquimicas, 8. VVariables
hormonales y 9. Variables relacionadas con la microbiota. El analisis principal se realizara por
medio de ANOVA de medidas repetidas, ajustado por posibles variables confundentes. En caso
de variables no normales, se intentara su normalizacién y en Gltimo término se utilizarian test no
paramétricos (Friedman) en un andlisis estratificado. Para ello se utilizara el sofware SPSS.

9 ACONTECIMIENTOS ADVERSOS

Dada la naturaleza y las cantidades del agente a ensayar en este ensayo intervencional (aceite de
oliva en un régimen de consumo normal familiar) no se prevé ninguln tipo de acontecimiento
adverso o reaccion adversa relacionado con este ensayo.

10 ASPECTOS ETICOS

La recoleccion y el procesamiento de las muestras de sangre periférica humana y de los datos
personales y antropométricos, asi como los datos obtenidos en los test de habitos alimentarios y
de actividad fisica se realizaran de acuerdo a la normativa legal vigente sobre el uso de muestras
humanas, preservandose y codificando de manera adecuada la identidad de los sujetos
involucrados en el estudio. Se adjunta copia del consentimiento informado que firmara cada
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sujeto incluido en el estudio. Este estudio no se iniciara hasta contar con el conocimiento y visto
bueno del CEI Provincial de Mélaga. Una vez terminado el ensayo, el resto de muestras
humanas de plasma procedente de sangre periférica obtenidas en el presente estudio seran
almacenadas en el Biobanco del IBIMA (que forma parte de BSSPA), con el fin de que puedan

ser aprovechadas por cualquier investigador que las considere Utiles.
11 PRESUPUESTO

Personal:
Contratacion Enfermera 8 meses, 50% jornada...................... 7,500€

Bienes y Servicios:

Medicion marcadores inflamatorios y oxidativos................... 7,000€
Mediciones hormonales..........oocouvveeeieiiiiiiiieeieeeeeecieeeee e 3,000€
Estudio de 1a microbiota..........cccovveveieiie i 4,000€
Mediciones BioquimiCas.........ccccerrerieinineeiseee e 3,000€

Otros gastos:
AdQUISICION ACEILES...c.vverererreeereeiieirerterieerieeserereeseessresaessseeens 2,300€
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