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HLA: Del inglés, human leucocyte antigen (antigeno leucocitario humano).
HNF1p: Del inglés, hepatocyte nuclear factor 1 homeobox B.

HOMA: Del inglés, homeostatic model assessment.

HPLC: Del inglés, high performance liquid chromatography (cromatografia

liquida de alta eficacia).

IA-2: Del inglés, islet antigen-2 (antigeno asociado al insulinoma-2).
ICA: Del inglés islet cell antibody (anticuerpos de las células insulares).
IDAAIlc: indice de HbA ¢ ajustado a la insulina.

IFCC: International Federation of Clinical Chemistry.
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IFG: Del inglés impaired fasting glucose (glucosa alterada en ayunas).

IFN: Interferon.

Ig: Inmunoglobulina.

IGT: Del inglés impaired glucose tolerance (tolerancia anormal a la glucosa).
IL-(N°): Interleuquina.

IL-1Ra: Del inglés, interleukin-1 receptor antagonist.

IMC: indice de masa corporal.

ISAK: Del inglés, International Society for The Advancement of
Kinanthropometry (Sociedad Internacional para el Avance de

Kinanthropometry).
Kat: katales (unidades de actividad enzimatica).

KCNJ11: Del inglés, potassium voltage-gated channel subfamily J] member

11 (canal rectificador interno de potasio).

KCNQ1: Del inglés, potassium voltage-gated channel subfamily Q member 1

(canal de repolarizacion lenta).

KM: Constante de Michaelis.

K-S test: Test Kolmogorov- Smirnov.

LDF: Flujometria laser Doppler.

LDL: Del inglés, low density lipoprotein (lipoproteina de baja densidad).
M: Molar.

Mb: Mioglobina

MDA: malondialdehido.

Meq: Miliequivalentes.

MHC: Del inglés, major histocompatibility complex (complejo

mayor de histocompatibilidad (CMH)).

MHz: Megahercio.
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MODY: Del inglés, maturity onset diabetes of the young (diabetes de la edad

madura que se presenta en el joven).
MPO: Miceloperoxidasa.

NASA: Del inglés, National Aeronautics and Space Administration

(Administracion Nacional de la Aeronautica y del Espacio).

NGSP: National Glycohemoglobin Standardization Program.

NMD: Del inglés, nitrate mediated dilation (dilatacion mediada por nitrato).
NOD: Del ingles, nonobese diabetic mouse.

NW: Del inglés, normal weight.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PAI-1: Del inglés plasminogen activator inhibitor-1 (inhibidor activador del

plasmindgeno 1).

PBS: Del inglés, phosphate buffered saline (tampon fosfato salino).
PFR: Proteina fijadora de retinol.

PP: Polipéptido pancreatico.

PPAR-y2: Del inglés, peroxisome proliferator—activated receptor y (Receptor

activado por proliferadores peroxisomales 7).

PU: Unidades de perfusion.

RDW: Banda de distribucion de hematies (red cell distribution width).
Rem: Del inglés, roentgen equivalent man.

RIA: Del inglés, radio inmuno assay (radioinmuno ensayo).

Rpm: Revoluciones por minuto.

SBP: Presion sanguinea sistolica.

SCA: Sujeto caso aislado.

SNP: Del inglés, Sodium nitroprusside (nitroprusiato de sodio).
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SOA: Del inglés, severely-obese adolescents.

SOD: Superoxido dismutasa

SSC: Del inglés, side scatter (detectores de dispersion lateral).
TBA: Acido tiobarbiturico.

TCA: Acido tricloroacético.

TEP: 1,1,3,3-tetractoxipropano.

Th: Del inglés T-helper (T colaborador).

TGF: Del inglés, transforming growth factor (factor de crecimiento

transformante).
TNF: Del inglés, tumor necrosis factor (Factor de necrosis tumoral).

tPA: Del inglés, tissue plasminogen activator (activador del plasminégeno

tisular).

UI: unidades internacionales.

UMH: Universidad Miguel Hernandez.

Uniones gap: Uniones hendidura.

USA: Del inglés, Unites States of America (Estados Unidos de América).
VCM: Volumen corpuscular medio.

VCO;: Volumen de didxido de carbono.

VO, Volumen de oxigeno.

VO2max: Volumen de oxigeno maximo.

Xg: Fuerza centrifuga.

ZnT8: Del inglés zinc transporter (transportador de cinc 8).

XXXII



RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabolica que se produce cuando
el organismo pierde la capacidad de producir suficiente cantidad de insulina o de
utilizarla eficientemente. Esto altera la utilizacion de los macronutrientes (glucosa,
acidos grasos y aminoacidos) por parte de los principales tejidos, como son higado,
musculo, tejido adiposo y cerebro. Si no se trata adecuadamente puede poner en riesgo
vital al paciente. Existen 2 tipos prevalentes de diabetes: tipo 1 (10% de los casos) y
tipo 2 (90% restante). La diabetes tipo 1 es originada por una destruccion autoinmune
de las células B del pancreas endocrino, que son las células productoras de la hormona
insulina. En la diabetes tipo 2, la cantidad de insulina producida por el pancreas
endocrino es normal. El problema es que los tejidos diana no reconocen a la hormona
(resistencia a la insulina). Esto hace que las células f produzcan insulina en exceso para
compensar esta situacion. El resultado es que la célula B se agota y comienza a morir
por mecanismos apoptéticos, en los que intervienen el exceso de glucosa y 4acidos
grasos circulantes (glucoliptoxicidad). Ademas, las hiperglucemias persistentes estan
relacionadas con el desarrollo de complicaciones diabéticas como son la retinopatia,
nefropatia, neuropatia y problemas cardiovasculares. En este contexto, el ejercicio fisico
se ha destacado como una de las primeras lineas de tratamiento para las enfermedades

metabolicas dado sus beneficios sobre la salud.

Por ello, el principal objetivo del trabajo que se presenta en esta memoria de
tesis ha sido el estudio de la influencia de la actividad fisica y la nutricion sobre el
control metabolico, inflamatorio y oxidativo de la diabetes, tanto tipo 1, como tipo 2.
Para ello se han desarrollado 5 estudios piloto en los que los sujetos desarrollaban un
ejercicio fisico controlado conjuntamente con una dieta equilibrada. Los sujetos
presentaron un mejor control de la glucemia, menor dependencia de insulina exdgena y
una masa residual de célula B mas funcional. Ademas, el abordaje ha puesto de
manifiesto el efecto anti-inflamatorio del ejercicio, esencial para la preservacion y
regeneracion de la masa de célula beta residual. En este sentido, aumentos de la IL-22
observados en el estudio, evidencian que esta interleuquina podria ser una diana a
considerar en futuros tratamientos de la diabetes. Igualmente, la actividad
mieloperoxidasa parece ser un marcador claro para encontrar patrones de cambio a nivel
inflamatorio en sujetos con resistencia a la insulina. A nivel antioxidante, las enzimas

dependientes del glutation se activan en sujetos con diabetes tipo 2 que practican
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RESUMEN

actividad fisica y esto podria ser el motivo que una disminucioén del dafio oxidativo,
evidenciado a través de los marcadores malonil-dialdehido y carbonilos proteicos.

De forma general, se puede considerar que la practica de ejercicio fisico y la
nutricion antes del debut de la enfermedad diabética tipo 1 o tipo 2, o incluso durante la

misma, pueden ayudar a un mejor control de las mismas.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus is a metabolic disorder that is caused by a deficient insulin
production or a deficient insulin function. This alters macronutrient metabolism in the
main tissues, such as liver, muscle, adipose tissue and brain. An inadequate treatment
evolves to a vital risk in the patient. The most prevalent types of diabetes are: type 1
(10% of cases) and type 2 (90%). Type 1 diabetes is caused by an autoimmune
destruction of pancreatic p-cells that are the cells that produce insulin. In type 2
diabetes, the amount of insulin produced by the endocrine pancreas is normal. The
problem is that the target tissues do not recognize the hormone (insulin resistance). This
results in an insulin overproduction by the B-cells trying to compensate the situation.
The result is a dramatic decrease in insulin production and the B-cells dies following
apoptotic mechanisms, in which the excess of circulating glucose and lipids contribute
to the development of the disease (glycolipotoxicity). In addition, persistent
hyperglycemias are related to the development of retinopathy, nephropathy, neuropathy
and cardiovascular problems. In this context, physical exercise has appeared as one of
the most effective treatment tools for metabolic diseases regarding the obtained health

benefits.

For this reason, the main objective of the work presented in this thesis document
has been the study of the influence of physical activity and nutrition in the metabolic,
inflammatory and oxidative control of both, type 1 and type 2 diabetes. To this end, 5
pilot studies have been performed in which participants followed a controlled physical
activity program and an equilibrated diet. Subjects presented a better glycemic control,
less dependence from exogenous insulin and a more functional residual -cell mass. In
this context, increased amounts of IL-22 suggest that this particular interleukin could be
a future target in the treatment of type 1 diabetes. In the same vein, myeloperoxidase
activity presents a clear pattern for changes at inflammatory level in insulin resistance
subjects. Taking into accountthe antioxidant status, the glutathione-dependent enzymes
are more active in type-2 diabetic individuals practicing physical activity protocols,
explaining at the same time the low level of oxidative damage observed from malonyl-

dialdehyde and protein carbonyl measurements.
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In conclusion, physical activity together with diet seem to be instrumental
strategies before and during the development of type 1 and 2 diabetes, helping to a

better control of both diseases.
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I. DIABETES MELLITUS.

I.1. Concepto y definicion de Diabetes Mellitus.

La diabetes mellitus (DM) es una afeccion cronica que se desencadena cuando el
organismo pierde la capacidad de producir insulina suficiente o de utilizarla con eficacia
(Harris & Zimmet, 1997).

La insulina es una hormona que se fabrica en el pancreas endocrino. El pancreas
endocrino representa el 1-2% de la masa total pancreatica. El1 98% restante es pancreas
exocrino, especializado en producir enzimas digestivas que se vierten al intestino
delgado. El pancreas endocrino estd formado por unos acimulos celulares denominados
islotes pancreaticos o de Langerhans en honor a su descubridor. Estos islotes estan a su
vez formados por distintos tipos celulares especializados en la produccion y secrecion
de una determinada hormona. El tipo celular mayoritario son las células B (beta) (50-
60% de la masa del islote) que sintetizan y secretan insulina. Le siguen las células a
(alfa) (30-35% de la masa del islote) especializadas en la produccion y secrecion de
glucagon. El resto de tipos celulares son minoritarios y los conforman, las células &
(delta) especializadas en producir somatostatina, las células PP (polipéptido
pancreatico) que producen el mismo compuesto que les da nombre, las células €
(épsilon), que solo aparecen durante el desarrollo embrionario de los islotes y producen
grelina y las células G (gastrina), que estimulan la produccion de acido clorhidrico por
las células parietales del estomago, sintetizan y liberan gastrina (Mufioz-Barragan,

Gomez-Esteban & Carbajo, 2007) (Figura 1).
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Estructura esquematica de un islote de Langerhans

B o Glucagén
B Insulina

6 Somatostatina

Figura 1. A) Esquema de la estructura de un islote pancreatico serialando los 3 principales
tipos celulares (a, f y 0) y las hormonas que producen. B) Imagen por inmunocitoquimica que
revela los tres principales tipos celulares de un islote pancredtico humano: a (azul), f (verde) y
0 (rojo). Cada tipo celular se ha identificado con anticuerpos especificos contra las diferentes
hormonas. Las células p aparecen como menos abundantes porque la mayoria de ellas se
encuentran en el interior del islote. Ver texto para mds detalles.
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En condiciones fisiologicas normales, tras la entrada de glucosa, en las células
se desencadena la secrecion de insulina (Bell & Polonsky, 2001). Esto ocurre porque la
célula B posee un sistema sensor de glucosa formado por el transportador de glucosa
(GLUT, del inglés glucose transporter), GLUT-1 (humanos) o GLUT-2 (roedores), y la
primera enzima de la glucolisis: la glucoquinasa (GK, del inglés glucokinase). La alta
KM (constante de Michaelis), baja afinidad por la glucosa, de estos transportadores y
la no inhibicion de la GK por el producto de la reaccion (glucosa-6-fosfato) hace que la
concentracion intracelular de glucosa aumente de forma similar a la glucosa
extracelular, activando la maquinaria de secrecion (Montanya-Mias & Téllez-Besoll,

2007) (Figura 2).

La insulina, una vez liberada, llegara a través de la sangre a los tejidos
periféricos donde se unira a sus receptores iniciando una cascada de transduccion que
darda como resultado la captacion de glucosa por las células para su metabolismo,
transformandose en energia o almacenandose en forma de glucdgeno (Saltiel & Kahn,
2001). Para ello, la insulina promueve la translocacion del receptor especifico (baja
KM) de la glucosa GLUT-4, almacenado en vesiculas unidas al Golgi, a la membrana
celular. Este receptor es caracteristico de tejidos diana de la hormona, como el musculo

esquelético y tejido adiposo.

Por el contrario, defectos en la produccion o accidon de la insulina tendran como
consecuencia que la glucosa no se absorba adecuadamente, de modo que esta queda
circulando en sangre, teniendo efectos sobre el metabolismo intermedio de
carbohidratos, lipidos y proteinas, y haciendo evidente el sintoma clinico mas
caracteristico en la diabetes: niveles anormalmente altos de glucosa en sangre
(hiperglucemia). Esta hiperglucemia implica ausencia de glucosa a nivel intracelular,
afectando al musculo esquelético, pero sobre todo al cerebro, que depende enteramente

de la glucosa para su metabolismo.
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Glucosa

5 10 15 20 25
Glucosa (mM)

_anal de Ca**
{ pltaje-sensible

Canal de K*

Secrecion de N ATP-sensible

Insulina

K

Figura 2. A) Esquema del sistema sensor de glucosa de la célula f pancredtica. La glucosa
penetra en el interior celular a través del transportador de glucosa GLUT-2 (GLUT-1 en
humanos), e inmediatamente es metabolizada por la glucoquinasa entrando en el proceso de
glucolisis. Esto genera un aumento en los niveles de ATP (adenosin trifosfato, del inglés
adenosine triphosphate) que produce el cierre del canal de K dependiente de ATP. La
despolarizacion de membrana induce la apertura de los canales de Ca’" dependientes de
voltaje y la liberacion del Ca’" localizado en el reticulo endoplasmdtico. Al mismo tiempo, se
producen otros mensajeros que al interactuar con las vesiculas de secrecion, estimulan la
liberacion de la insulina. B) La liberacion de la hormona (medida RIA (radioinmunoensayo, del
inglés radioimmunoassay)) ocurre de forma dosis-dependiente a la concentracion de glucosa
durante los primeros 30 min del estimulo. Ver texto para mas detalles.
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1.2. Clasificacion.

Los criterios diagndsticos de la diabetes, basados en la etiologia de la
enfermedad, se adoptaron en 1997 por el comité de expertos de la ADA (Asociacion
Americana de diabetes, del inglés American Diabetes Association) y posteriormente

fueron aprobados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1999 (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion etiologica de la diabetes mellitus.

Clasificacion

L. Diabetes tipo 1 (destruccion de las célula B que habitualmente
provoca déficit absoluto de insulina).
A. Mediada por mecanismos inmunes.

B. Mecanismo desconocido (idiopatica).

II. Diabetes tipo 2 (varia entre, predominantemente resistencia a la
insulina con déficit relativo de insulinay predominantemente

un defecto en la secrecion de insulina).
1. Otros tipos especificos de diabetes.

Iv. Diabetes gestacional.

Fuente: American Diabetes Association, 2012.
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Esta clasificacion, basada fundamentalmente en criterios etioldgicos establece
cuatro categorias: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), otros
tipos especificos de diabetes y diabetes gestacional. La mayor proporcion de casos de

diabetes (99%) corresponden a los tipos 1 y 2.

Los criterios diagndsticos de la diabetes mellitus tienen como objetivo la
deteccion precoz de la enfermedad, asi como la de aquellos casos que presentan mayor
riesgo a desarrollar complicaciones cronicas (American Diabetes Association, 2012)

(Tabla 2).

Tabla 2. Criterios diagnosticos de la diabetes mellitus.

Criterios diagndsticos

I HbAlc >6,5%. La prueba ha de realizarse en un laboratorio usando un

método certificado por el NGSP y estandarizado por un ensayo del

DCCT.
II. Glicemia basal en plasma venoso > 126 mg/dl (7 mmol/l).
I11. Sintomas clasicos de diabetes y glicemia al azar en plasma venoso

>200 mg/dl (11,1 mmol/1).
Iv. Glicemia en plasma venoso > 200 mg/dl (11,1 mmol/l) a las 2 horas

de una sobrecarga oral con 75¢g de glucosa.

Abreviaturas: NGSP, del inglés National Glycohemoglobin Standardization Program; DCCT,
del inglés Diabetes Control and Complications Trial; HbAlc, hemoglobina glucosilada.

Fuente: American Diabetes Association, 2012.
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II. DIABETES MELLITUS TIPO 1.

I1.1. Etiopatogenia de la Diabetes Mellitus tipo 1.

La diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) representa el 5-10% de los casos de diabetes
y en la mayor parte, los mecanismos implicados son de tipo autoinmune, por lo que

serian clasificados en diabetes mellitus tipo 1A.

La DMI1 autoinmune, también conocida como diabetes insulinodependiente o
diabetes juvenil, se caracteriza por la destruccion de las células B productoras de
insulina de los islotes Langerhans, en individuos predispuestos genéticamente sobre los
que inciden factores medioambientales (Gomis, 2007). Esta destruccion de las células
productoras de insulina por el propio sistema inmunitario del individuo, obligara al
paciente con DM1 a administrarse insulina exdgena diariamente. A pesar de los avances
en el conocimiento de la enfermedad, la etiopatogenia de ésta mantiene muchas

incognitas, entre ellas el elemento o elementos iniciadores del proceso.

Si bien es cierto, que se puede decir que existen tres componentes esenciales en

el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 1.

. Factores ambientales
. Susceptibilidad genética
. Autoinmunidad
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II.1.1. Factores ambientales.

Existe evidencia de que los factores ambientales, principalmente las infecciones,
estan relacionadas directamente con el desencadenamiento de la enfermedad, bien por la

destruccion de la célula B o por el desarrollo de un proceso autoinmune.

Determinados virus, entre los que destacan algunos picornavirus, como el
Coxsackie del grupo B, el de la rubeola o el citomegalovirus entre otros, actuarian como
paso inicial en una serie de cambios asociados con la destruccion de la célula B (A/varez

et al.,2000; Gomis, 2007).

La nutricion, es otro de los factores ambientales relacionados con la patogenia de
la diabetes mellitus tipo 1. La introduccion precoz del gluten o de la leche de vaca en la
dieta podria estar relacionada con el desencadenamiento de la enfermedad. Por el
contrario, la suplementacion con hidroxicolecalciferol se relaciona con una disminucioén
del riesgo a desarrollar diabetes, ya que el consumo de éste disminuye el estrés
oxidativo y la inflamacion pancredtica al reducir los niveles de nitritos, de la
interleuquina 6 (IL-6) y de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de

clase I (MHCI, del inglés major histocompatibility complex 1) (Gomis, 2007).
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II.1.2. Susceptibilidad genética.

La diabetes mellitus tipo 1, presenta un complejo patron de asociaciones
genéticas. No se ha identificado hasta el momento ningin gen que pueda inducir por si
solo DM1, sino que se habla mas bien de una enfermedad poligénica, en la que varios
genes se combinan para conferir el riesgo a padecer DM1. Ademas, la presencia de
ciertos factores ambientales (vistos en el apartado anterior) parece modular de forma
particular la expresion de determinados genes en individuos mas susceptibles

(Eringsmark-Regnéll & Lemmark, 2012).

De las multiples regiones que parecen asociarse a la enfermedad, la mas
importante parece encontrarse en el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), el
cual tiene un papel fundamental en la defensa inmunolégica del organismo.
Concretamente en el cromosoma 6p21 del complejo o region HLA (del inglés, Human

Leucocyte Antigen) de clase I1 (Gomis, 2007; Giralt, 2002).

Las moléculas HLA de clase I, se expresan en la mayoria de las moléculas
nucleadas y estan codificadas por genes dentro de los loci HLA-A,-B y -C, mientras que
las moléculas HLA de clase II, son expresadas principalmente en células presentadoras
de antigenos (por ejemplo, macrofagos y células dendriticas) y estan codificadas por

genes dentro de los loci HLA-DP, -DQ y -DR (Notkins, 2002).

En las moléculas HLA de clase 1 y II, los genes son altamente polimorficos y
consisten en muchos alelos diferentes. Ciertos alelos HLA de clase II o combinaciones
de alelos (haplotipos) que se transmiten a la descendencia, muestran una fuerte
asociacion con el desarrollo de la diabetes, mientras que otros haplotipos muestran una
asociacion débil o incluso protectora (Notkins, 2002). Por ejemplo, de HLA-B, B-3906
(susceptible) y B-5701 (protector), de HLA-A, A-2402 (susceptible) y A-1101
(protector) y de HLA-DPBI1, DPB1-0301 y DPB1-0202, (susceptibles) y DPB1-0402
(protector) (Howson et al., 2009; Nejentsev et al., 2007).
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Ademas, parece ser que HLA-DQ es el locus que confiere la principal
susceptibilidad genética para desarrollar la DM1 en humanos. Las moléculas DQ tienen
dos cadenas, alfa y beta, codificadas por los genes DQA y DQB. La susceptibilidad a la
DM1 se ha descrito por la combinaciéon de cadenas alfa-beta con ausencia de
aminoacido aspartico en la posicion 57 de la cadena beta y la presencia de arginina en la
posicion 52 de la cadena alfa. Por el contrario, algunas DQ protectoras contienen
aspartico en la posicion 52 de la cadena beta. Es decir, dependiendo de la secuencia de
aminoacidos que haya en cada cadena se puede favorecer o no el desencadenamiento de

la diabetes mellitus tipo 1 (Giralt et al., 2002).

Las moléculas HLA de clase I (HLA A, By C) y de clase II (HLA DR, DQ y
DP), son glicoproteinas que controlan la respuesta inmune expresandose en la superficie
de las células presentadoras de antigenos. Estas moléculas HLA se unen a los antigenos
y los presentan a los linfocitos T, responsables de la destruccion autoinmune de la célula
B (Nejentsev et al., 2007; Giralt et al., 2002). Por lo tanto, el reconocimiento de un
determinado antigeno y la consiguiente activacion del sistema inmune estaran

condicionados por las moléculas HLA de cada individuo.

El mecanismo exacto por el cual las moléculas HLA de clase II confieren
susceptibilidad a la destruccion mediada por inmunidad de los islotes pancreaticos
todavia no se conoce en su totalidad, pero la uniéon de péptidos de autoantigenos
(glutamato descarboxilasa (del inglés, glutamic acid decarboxylase (GAD)), antigeno
asociado al insulinoma-2 (del inglés, islet antigen-2 (IA-2)) y transportador del cinc-8
(del inglés, zinc transporter-8 (ZnT8)) y proinsulina), a moléculas HLA de clase II en el
timo y en la periferia es probable que juegue un papel importante. El descubrimiento de
que algunos individuos con diabetes tenian autoanticuerpos en su sangre proporciono la

evidencia de que la diabetes tipo 1 tenia un origen autoinmune (Pociot et al., 2010).

Recientemente, se ha postulado la presencia de una inflamacion innata que
puede ser desarrollada en un momento determinado de la vida del sujeto y ser
transmitida a generaciones posteriores. Entre los actores que podrian desarrollar este

estado inflamatorio, 0 una mayor susceptibilidad a padecer esta inflamacion, estarian
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algunas cepas de la microbiota intestinal, una alta permeabilidad intestinal o infecciones

por algunas cepas de virus (Cabrera, Henschel & Hessner, 2016).

Por lo tanto, a la lista de los genes que regulan la respuesta inmune hay que
afiadir genes que modulan la inflamacion intraislotes y la apoptosis en las células P

pancreaticas (Santin & Eizirik, 2013).
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II.1.3. Autoinmunidad.

La autoinmunidad se define como una reaccion del sistema inmune contra
componentes propios del organismo, causada por una pérdida de tolerancia hacia las
moléculas propias. Este ataque es la causa de enfermedades autoinmunitarias como la
diabetes mellitus tipo 1 (Szablewski, 2014). El ataque autoinmune y la inhibicién
funcional de las células B productoras de insulina en el pancreas conducen a la
incapacidad, del resto de las células, de captar y metabolizar la glucosa y por lo tanto,
al sintoma clinico mas caracteristico de la diabetes: niveles anormalmente altos de
glucosa en la sangre o hiperglucemia. Esto, en ultima instancia, conduce a una

dependencia exdgena de la insulina (4/ba, Verdaguer & Vives, 2004).

El debut de la DM coincide con los procesos de la destruccion de las células
en su fase final. Esta fase es asintomatica y presenta inflamacion del islote o insulitis,
mayor expresion de HLA, presencia de autoanticuerpos circulantes para las células 3
(antiGAD, anti IA-2, antilCA o antiinsulina entre otros) y disfuncion de las células B,

que evidencian una actividad inmunolégica humoral y celular.

Los mecanismos que contribuyen a la destruccion de la célula B son
principalmente los mediados por la infiltracion linfocitaria (7ing et al, 2012). Las
c¢lulas mononucleares se infiltran en el tejido del islote incluyendo linfocitos CD4+ y
CD8+, macrofagos y componentes del sistema del complemento e inmunoglobulinas.
La elevada expresion de moléculas HLA y proteinas transportadoras de antigenos
indican una mayor actividad presentadora del antigeno en el tejido del islote. Una vez
que el proceso inmune es activado por células T autorreactivas, la estimulacion
continua, debido a la presencia de autoantigenos que conducen a la expansion de células
efectoras que incrementan el ataque contra la célula B (4lba et al., 2004; Martinez-

Ramonde et al., 2014, Kukreja et al., 2002; Li, Song & Qin, 2014).
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Hay dos clases principales de linfocitos T, los linfocitos T citotoxicos o

linfocitos CD8+ y los linfocitos T colaboradores o linfocitos T CD4+.

Los linfocitos T citotdxicos, reconocen autoantigenos procesados y presentados
en forma de péptidos unidos a moléculas de clase I de MHC en la superficie de células

(por ejemplo, de las células p).

Los linfocitos T colaboradores, reconocen los antigenos procesados unidos a
moléculas del MHC de clase II en la superficie de células presentadoras de antigenos

(APCs, del inglés antigen presenting cells) como macrofagos y células dendriticas.

En la diabetes tipo 1, la interaccion directa (célula a célula) entre los linfocitos T
citotoxicos CD8+, especificos del antigeno y los autoantigenos en las células B, conlleva
a la muerte de células B directamente, dando lugar a la activacion de macrofagos
citotoxicos y a la produccion de citoquinas como TNF-a (factor de necrosis tumoral, del
inglés tumor necrosis factor alpha) e IFN-y (interferon gamma) que podrian inducir la
expresion del ligando Fas (FasL) en las células § pancreaticas, produciendo una serie de
eventos de transduccion de sefiales que aumentarian la muerte de la célula por

apoptosis.

Por el contrario, los linfocitos T CD4+ no reconocen autoantigenos en células 3
porque las células B no expresan moléculas de MHC de clase II. En su lugar, actian
reconociendo autoantigenos que han sido recogidos y procesados por APCs que
expresan moléculas de clase II. Este mecanismo indirecto resulta también en la
liberacion de una variedad de moléculas efectoras como citoquinas (IFN-y y TNF-a) y
macréfagos activados, que a su vez secretan mas citoquinas (IFN-y, TNF-a, TNF-§ e
IL-2 (interleuquina 2, del inglés interleukin)) y que ademas, pueden activar mas células
T CD4+ y T CD8+ llevando siempre en ultima instancia a la muerte de la célula .
Cuando se activan, los linfocitos T CD4+ se especializan, diferenciandose en linfocitos
efectores (principalmente en Thl y Th2, pero hay tras subpoblaciones como Th17), que

se distinguen por el tipo de citoquinas que producen.

Tanto la muerte directa como indirecta se cree que ocurre por apoptosis, pero la
necrosis también podria desempefiar algun papel. (Notkins, 2002, Lightfoot et al. 2012;
Vega, Hernandez & Herndndez, 2009).
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Existe por tanto una estrecha colaboracion entre células T y macrofagos que
participan en el proceso de destruccion de las células B y en la creaciéon de un
microambiente para el desarrollo y activacion de otras células T y de las células B. En
este contexto, la respuesta inmune patogénica estaria mediada por linfocitos Thl
mientras que la protectora por el subconjunto Th2 (Dirice et al., 2013, Johnson et al.,
2013). Estas poblaciones, se caracterizan como se comentaba anteriormente por la
produccion de diferentes tipos de citoquinas. Las citoquinas son, en resumen, potentes
mediadores del sistema inmune a nivel de presentacion antigénica. El subconjunto Thl
secreta citoquinas proinflamatorias tales como TNF-a, IFN-y, IL-1p e IL-12, mientras
que los linfocitos Th2 producen citoquinas antiinflamatorias como IL-4, IL-6 y IL-10
(Martinez-Ramonde et al., 2014), Th17 es otra subpoblacion descubierta recientemente
que produce IL-17 e IL-22 (Bettelli, Korn & Kuchroo, 2007, Matsuzaki & Umemura,
2007; McGeachy, Bak-Jensen & Chen, 2007). 1L-1B fue la primera citoquina que,
incubada en islotes, produjo la inhibicion en la secrecion insulinica postestimulo de
glucosa, aunque todo parece indicar que IL-1f por si sola no puede producir la
destruccion de la célula B (Walchlin et al., 2003). Otras citoquinas como, TNF-a, IFN-y
generan quimiotaxis y estimulan la sobreexpresion de linfocitos T citotoxicos. Por el
contrario, la sobreexpresion de IL-10 reduce los niveles de IFN-y e IL-12, retardando la

aparicion del cuadro diabético (Erbagci et al., 2001).

Existen otras citoquinas proinflamatorias que promueven la enfermedad tales
como, TNF-B, IFN-a, IL-2, IL-12, IL-17, IL-18, IL-21 e IL-27 (Taylor-Fishwick et al.,
2013) y antiinflamatorias que pueden tener un efecto inhibidor o protector como el
TGF-f (factor de crecimiento transformante beta, del inglés transforming growth factor
beta), IL-5 e IL-13 (van Belle et al., 2010). Sin embargo, parece ser que la dosis influye.
Asi, ciertas citoquinas inflamatorias expresadas de forma transitoria o a bajas dosis,
pueden ejercer un efecto protector sobre las células B, preservando su funcion y
favoreciendo su supervivencia (Ibfelt et al., 2014, Arous et al., 2015; Dwyer et al.,
2016). Ademas parece ser, que combinaciones de determinadas citoquinas tienen
mayores efectos citotoxicos sobre las células de los islotes pancreaticos. Algunas de

estas combinaciones son, IL-1B, I[FN-a, IFN-y, siendo muy efectiva la sinergia entre
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IFN-0, IFN-y (Marroqui et al., 2017; Lightfoot et al., 2012; van Belle, Coppieters &
von Herrath, 2011; Kim et al., 2012; Singh et al., 2011). Como puede verse, el papel
ejercido por las citoquinas en la patogenia de la diabetes es extremadamente complejo

(ver mas adelante).

Como se ha sefialado, el mecanismo por el cual se desencadena la destruccion de
la célula B no esta claro, pero la composicion de este microambiente y la secrecion de
citoquinas y quimiocinas es seguramente clave en el resultado de la actividad inmune

(Kawasaki, 2012).

Uno de los signos mas distintivos de autoinmunidad humoral, que puede ayudar
a identificar a los individuos en fase prediabética y posteriormente a distinguir esta
enfermedad autoinmunitaria de otras formas de diabetes mellitus, es la presencia de
autoanticuerpos. La presencia temprana de autoanticuerpos ademas, implica un papel de
las células B plasmaticas, productoras de anticuerpos en los eventos inmunoldgicos
iniciales. En resumen, mientras que los autoanticuerpos derivados de células § podrian
reflejar un preludio de la autoinmunidad, las células B son probablemente participantes
activos en la respuesta inmune debido a su capacidad de presentar antigeno a las células

T CD4+ y CD8+ diabetogénicas.

Los principales autoanticuerpos en la DM1 reaccionan ante cuatro autoantigenos
de las células de los islotes (anticuerpos de las células insulares o ICA): acido glutamico
descarboxilasa-65 (GADG65), antigeno asociado al insulinoma-2 (IA-2 (también
conocido como ICAS512)), insulina (micro IAA o mIAA) y transportador de cinc 8
(ZnTB).

- GADG65: Entre el 60 y el 80% de los pacientes diabéticos de tipo 1 recién
diagnosticados tienen autoanticuerpos contra GAD65 (AntiGAD).

- IA-2: Casi el mismo porcentaje (60-70%) de los pacientes recién
diagnosticados con diabetes tipo 1 tienen autoanticuerpos contra IA-2

(AntiIA-2).
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- Insulina: Los autoanticuerpos contra la insulina estdn entre los primeros
autoanticuerpos que aparecen en el estado prediabético y generalmente se
encuentran en nifios muy pequefios. Entre el 30 y el 50% de los niflos
pequefios con diabetes tipo 1 tienen autoanticuerpos contra la insulina

(Notkins, 2002, van Belle et al., 2011, Kawasaki, 2012).

- ZnT8: Es un transportador especifico de la célula  que esta localizado en la
membrana de los granulos de secrecion de la insulina. Se han encontrado
anticuerpos frente al ZnT8 en un 60-80% de los pacientes con diabetes
mellitus tipo 1 (Wenzlau et al., 2007). El cinc es esencial para empaquetar la
insulina en los granulos de secrecién, a razén de un atomo de cinc

coordinado con seis moléculas de insulina.

Los autoanticuerpos estan presentes muchos meses o afios antes de la aparicion
de la diabetes, por lo que pueden utilizarse para predecir individuos con riesgo de
desarrollar la enfermedad. Ademads, han proporcionado una nueva vision en la
clasificacion de los pacientes, ya que muchos adultos clasificados dentro del grupo de
diabetes tipo 2 habian sido mal diagnosticados por padecer realmente diabetes tipo 1 o

una combinacion de diabetes tipo 1 y diabetes tipo 2 (Korhonen et al., 2002).

Por tltimo, hay que mencionar que algunas personas con autoanticuerpos e
insulitis (inflamacion de los islotes Langerhans con infiltracion celular) tardan muchos
aflos en mostrar sintomas clinicos de la enfermedad o incluso en algunos casos no pasan
a desarrollarla. Este fenomeno parece estar relacionado con la cantidad de células
destruidas. Se calcula a partir de estudios en animales que entre 60-90% de las células
deben destruirse antes de que la diabetes sea clinicamente evidente (Stamper, Jackson &

Wang, 2014).
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I1.2. Periodo de luna de miel.

Como previamente se menciono, los sintomas de la enfermedad se hacen
evidentes cuando se ha producido entre el 60-90% de la pérdida de células (.
Igualmente, no esta claro por qué se produce el debut cuando todavia hay una cantidad
significativa de células B funcionales (10%-40%) y qué determina este umbral celular
(Stamper, Jackson & Wang, 2014). Es por ello que, en muchos casos existe una funcion
residual de las células B en el momento del comienzo de la enfermedad y del
tratamiento con insulina, durante el cual, la necesidad del paciente al tratamiento
insulinico exogeno disminuye e incluso en algunos casos desaparece totalmente y el
control metabdlico es casi optimo (Mortensen et al., 2009), permitiendo un buen

control de la hiperglucemia durante un periodo variable de tiempo.

Basandose en los requerimientos de insulina, esta fase de remision conocida
como fase de luna de miel se categoriza en remision parcial o remision completa. La
mayoria de los pacientes que experimentan un periodo de luna de miel requieren una
cierta cantidad de insulina, aunque estas necesidades pueden reducirse drasticamente en
comparacion con las dosis iniciales. Esto se conoce como remision parcial. La remision
completa, se refiere a pacientes con niveles de glucosa en la sangre bien controlados sin
necesidad de insulina o medicacion oral antidiabética. Este tipo de remision es
extremadamente raro comparado con la remision parcial, la cual suelen experimentar
gran cantidad de pacientes con DM1 (Moole et al., 2015) y que puede durar hasta 24

meses u ocasionalmente mas de dos afios (Béber, Diindar & Biiyiikgebiz, 2001).

La mayoria de los autores definen la remision parcial como un periodo donde el
requisito de insulina es <0,5unidades x kg™ x 24h™. Este dato por si solo podria ser
insuficiente, por lo que parece relevante combinar las necesidades de insulina con los
niveles de hemoglobina glucosilada (HbAlc <7,5%). Debido a esta incertidumbre en el
diagnostico, actualmente se sugiere una nueva definicion que combina ambos
requerimientos, HbAlc (%) + [4 X dosis de insulina (unidades por kilogramo por 24

horas)] <9 para el periodo de remision parcial en nifios y adolescentes con diabetes
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tipo 1. Esta nueva formula recibe el nombre de IDAAlc (indice HbAlc ajustado a la

insulina).

Como se comentaba, el periodo de luna de miel ocurre en muchos pacientes con
DMI poco después del inicio del tratamiento, momento en el que el paciente todavia
tiene una funcién residual de célula . La patogénesis de este fenomeno ha sido objeto
de discusion, pero es probable que sea una combinacion de dos factores: la recuperacion
parcial de las células § con secrecion mejorada de insulina y la mejora de la sensibilidad
periférica a la insulina tras el inicio del tratamiento con hormona exogena (Mortensen et
al., 2009). Se han propuesto varias hipotesis para explicar el periodo de luna de miel,

algunas de ellas se mencionan a continuacion.

Por un lado, la suplementacion exdgena de insulina podria reducir los efectos
perjudiciales que tiene la hiperglucemia tanto sobre la capacidad secretora de las células
B, como sobre la accion de la insulina, permitiendo asi cierta recuperacion (Unger &
Grundy, 1985, Stamper, Jackson & Wang, 2014). Ademas, las altas concentraciones de
glucosa favorecerian la expansion de la masa de células B, pero este seria un efecto
transitorio debido a la glucotoxicidad producida por la hiperglucemia persistente

(Chmelova et al., 2015).

Por otro lado, la célula  estd conectada eléctricamente entre si formando una
red mediante las uniones gap. Este acoplamiento intercelular, permite a las células 8
sincronizar su liberacion pulsatil de insulina y responder adecuadamente a las
variaciones de la dosis de glucosa extracelular. La hiperglucemia crdnica, las citoquinas
proinflamatorias, el estrés oxidativo, ademas de la muerte de las células B, pueden
perjudicar la comunicacion mediante las uniones gap. Por lo que el inicio del
tratamiento, dirigido a eliminar la hiperglucemia y suprimir la autoinmunidad contra la
célula B, mejoraria el control glucémico y reduciria los niveles de citoquinas
proinflatorias y de desequilibrio oxidativo, mejorando las conexiones celulares. Con el
tiempo, estas uniones gap no pueden mantenerse a causa de la destruccion autoinmune
de las células B, culminando el proceso diabético (Jaberi-Douraki, Pietro & Khadra,

2015, Stamper, Jackson & Wang, 2014).
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Otras hipotesis implican la regeneracion rapida de las células f y la respuesta
inmune adaptativa. Diversos estudios con ratones NOD (del inglés, nonobese diabetic
mouse), modelo animal de diabetes autoinmune, muestran que si se detiene la
autoinmunidad y la inflamaciéon de los islotes, se forman nuevas células B (4kirav,
Kushner & Herold, 2008). Finalmente, se ha descubierto que en los islotes humanos se
encuentran hasta cuatro subtipos diferentes de células B que presentan una diferente
respuesta antigénica (Dorrell et al., 2016). Es posible que, considerando este contexto,
existan subpoblaciones mejor toleradas por el sistema inmunitario, 0 mas resistentes al
ataque inmunologico. En cualquier caso, es un tema de importante relevancia médica

que necesita investigaciones adicionales.
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I1.3.  Beneficios de la preservacion de la masa de célula B

residual.

Tras la destruccion parcial de las células  y el inicio de la enfermedad, quedaria
entre 10%-40% de células P residuales funcionales (Stamper, Jackson & Wang, 2014),
pero esta funcion residual es insuficiente para generar la insulina requerida para el
control metabdlico. A pesar de ello, y aunque la destruccion de las células B es muy
rapida después del debut de la enfermedad, estudios recientes indican que algunas
células persisten mas de 50 afios después del diagnostico de la enfermedad y esto esta
asociado con importantes beneficios (Lascar, 2013). Varios estudios de cohorte y
analisis retrospectivos del DCCT (Diabetes Control and Complications Trial) han
demostrado los beneficios de la conservacion durante afios de una funcion residual de la
célula B, monitorizada mediante la deteccion de péptido C en la circulacion (Oram et
al., 2014). Asi, cantidades >200pmol/I de este péptido indican preservacion de la célula
B o la presencia de células B residuales. Estos beneficios estan circunscritos a la mejora
de los niveles de hemoglobina glucosilada, la reduccion de crisis hipoglucémicas
severas y a menos complicaciones a largo plazo, tales como retinopatia, nefropatia,
neuropatia y problemas cardiovasculares. Estudios iniciales parecen indicar que esa
estabilidad metabolica se correlaciona con el funcionamiento de la célula § preservada

(Nathan, et al., 2009; Lascar, 2013).

La preservacion de esta célula P residual permite como se decia, un mejor
control metabodlico de la diabetes a la vez que mejora la calidad de vida del paciente,
sobretodo, es de particular interés en ciertos momentos de la vida de éstos, tales como la
adolescencia, donde el control metabdlico de la enfermedad es complicado debido a la
adquisicion de nuevas responsabilidades y la falta de interés por ciertos temas como el

manejo de la enfermedad (Martinez- Ramonde et al., 2014).
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A lo largo de los afios, se han llevado a cabo diferentes investigaciones para
encontrar estrategias que puedan ayudar a preservar la funciéon B residual observada
durante el periodo de luna de miel. Dado que la autoinmunidad es el principal
mecanismo efector en la DMI, es 16gico que muchos ensayos de intervencion hayan
usado regimenes de farmacos para silenciar y/o modular la respuesta inmune. Varios
agentes farmacoldgicos tales como ciclosporina, azatiopina, prepnisona fueron
inicialmente utilizados para esa finalidad, pero rapidamente se descartaron debido a sus

efectos secundarios (Van Belle et al., 2011; Martinez-Ramonde et al., 2014).

La terapia antigeno-especifica, es otra de las posibilidades terapéuticas que esta
actualmente en estudio. El uso de autoantigenos de células B como, insulina, GADG65,
proteina de choque térmico-65 o sus péptidos para inducir tolerancia o
inmunorregulacion.  El Rituximab es un compuesto farmacoldgico que actia
suprimiendo los anticuerpos antiinsulina sin efectos sobre otros anticuerpos del islote.
El mismo razonamiento se aplica a los farmacos antiGAD, los cuales actian
exclusivamente sobre poblaciones especificas de células B que expresan GAD (Singh et
al., 2011; Van Belle et al., 2011). Mas recientemente, estudios en fase III en los que se
utiliza anticuerpos monoclonales contra CD3 (del inglés, cluster of differentiation) no
lograron retardar la destruccion de la célula B, aunque un régimen de dosis unica dio
interesantes resultados en jovenes pacientes. Las intervenciones con antiCD3 parecen
ser actualmente las mas prometedoras. Otros enfoques utilizan anticuerpos policlonales,
anti-linfocitos T (ALS, del inglés antilymphocyte serum) y antitimocito globulina
(ATG, del inglés antithymocyte globulin) (Vega et al., 2009, Ludvigsson, 2012). Otras
terapias experimentales incluyen anticuerpos contra CTLA 4/CD152 (antigeno 4 del
linfocito T citotoxico, del inglés cytotoxic T-lymphocyte antigen 4). Se trata de una
molécula estimuladora similar a CD28 que es expresada en células T colaboradoras y

que esta actualmente en fase de estudio.

Las citoquinas, las cuales afectan a la respuesta de las células T y juegan un
papel en la inflamacion y la muerte de células B, también estan siendo objeto de
diferentes estudios (Akerman, Ludvigsson & Casas, 2013). El bloqueo de ciertas

citoquinas en los islotes de las células B (por ejemplo TNF-a) podria evitar la induccion
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de otras interleuquinas proinflamatorias, como IL-1B (Burke et al., 2014), deteniendo el
proceso inflamatorio. El Etanercept por ejemplo, es un agente bloqueador del recetor de
TNF-a pero puede afectar a otras respuestas celulares en otros 6rganos donde estas
citoquinas estén jugando un papel en la sefializacion. Por lo tanto, mas investigaciones
son necesarias relativas al uso de agentes farmacoldgicos para combatir la respuesta
inflamatoria y autoinmune en diabetes (Singh et al., 2011; Martinez-Ramonde et al.,

2014; Gallagher, Goland & Greenbaum, 2011).

Por ultimo, es grande la evidencia que sefiala los efectos beneficiosos del
ejercicio sobre la salud, y concretamente las ventajas metabolicas y psicoldgicas del
ejercicio fisico en el manejo de la diabetes mellitus tipo 1 una vez la enfermedad ha sido
establecida y el periodo de luna de miel ha pasado (Carral San Laureano et al., 2010).
Ademas, estudios recientes con animales sefialan que el ejercicio puede ayudar a la
regeneracion de la célula B pancreatica al disminuir la apoptosis (Choi et al., 20006,
Park, et al., 2007). Por ello, este ha sido uno de los ejes estudiados para el manejo de la

diabetes tipo 1 en el presente documento de tesis.
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III. DIABETES MELLITUS TIPO 2.

ITI.1. Etiopatogenia de la Diabetes Mellitus tipo 2.

La diabetes mellitus tipo 2, también conocida como diabetes del adulto o
diabetes no insulinodependiente, es definida por la Asociacion Americana de Diabetes
(ADA) como un grupo de enfermedades metabolicas caracterizadas por hiperglucemia,
resultado de defectos en la secrecion de insulina, accion de la misma, o ambos (Pérez,

2016).

Segun la Federacion Internacional de Diabetes (FID) se estima que en 2015
habia 415 millones de personas con DM2, es decir, alrededor del 8.5% de la poblacion

mundial (Zimmet et al., 2016, Quilez & Reig, 2015).

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un trastorno multisistémico y complejo que
no solo implica al pancreas, si no que incluye al higado, el musculo, el rifdn, el tejido
adiposo, el cerebro, la célula a pancreatica y el intestino, asi como a varias hormonas e
incluso factores que contribuirian a la inflamacion sistémica (Brunton, 2016). Se trata
de una enfermedad multifactorial que viene determinada por factores genéticos y
factores ambientales como el sedentarismo, la obesidad y la nutricion hipercalérica que

son determinantes en su desarrollo (Vinagre & Conget, 2013).

La diabetes tipo 2 se caracteriza por grados variables de resistencia a la insulina
y un defecto de la secrecion de misma, existiendo una intima relacion entre la secrecion
de insulina y la sensibilidad a la accion de la hormona en el control de la homeostasis de
la glucosa. Ambos fendomenos suelen coexistir y participan en una proporcion diferente

en la fisiopatologia de la enfermedad (Di Fronzo et al., 1999) (Figura 3).

En condiciones normales, la insulina liberada en respuesta a la estimulacion de
las células B media la absorcion de glucosa, aminoacidos y acidos grasos por los tejidos
sensibles a la insulina. A su vez, estos tejidos retroalimentan la informacion al islote en

cuanto a su necesidad de insulina, cuyo mediador atin no se ha identificado, pero es
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probable que implique la integracion entre el cerebro y los sistemas humorales. Cuando
la resistencia a la insulina esta presente, la célula B aumenta su produccion de insulina
para mantener la tolerancia normal a la glucosa. Sin embargo, cuando la célula B es
incapaz de ejercer esta tarea, el resultado es una elevacion en la glucosa plasmatica
(Kahn, Cooper & Del Prato, 2014). Esta hiperglucemia puede afectar el funcionamiento
de las células B y la resistencia periférica a la insulina creando un circulo vicioso que

empeora el ya afectado estado metabolico (Li et al., 2004).

La resistencia a la insulina es un fenomeno bien conocido que vincula la
obesidad con los riesgos metabodlicos y cardiovasculares. De hecho, los episodios
cardiovasculares constituyen en el 75-80% de casos la causa directa o indirecta de

mortalidad en los pacientes con DM2 (Vinagre & Conget, 2013).

Como ya se ha comentado, coexisten en la enfermedad diabética de tipo 2

factores genéticos y factores ambientales que se detallan a continuacion.

Intolerancia Resistencin »
Normoglucemia AL e MR Diabetes
Sindrome X y
Glucosa 7Glucosa 71Glucosa 1Glucosa Retinopatia
Insulina Insulina tInsulina [Insulina Nefropatia

Neuropatia
Cardio-vasculopatia

Figura 3. Esquema de los distintos estadios por los que progresa la diabetes tipo 2. En un
momento determinado de normoglucemia, pueden aparecer episodios de hiperglucemia en los
que la secrecion de insulina es normal (intolerancia a la glucosa). Ante las hiperglucemias
persistentes, la célula f pancreatica responde secretando mas insulina, que no llega a controlar
el exceso de glucosa (fase de resistencia a la insulina). Finalmente, la célula [} empieza a
producir menos insulina apareciendo la diabetes tipo 2. Si la hiperglucemia no se controla
adecuadamente, se desarrollan complicaciones diabéticas. Ver texto para mas detalles.
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II1.1.1. Susceptibilidad genética.

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad poligénica. Algunos de los genes
claves relacionados con la enfermedad son, CAPN10, KCNJ11, KCNQI1 y FTO, y
actiian en conjuncion con factores ambientales. PPARy fue uno de los primeros genes
identificados. Desde entonces, utilizando ampliamente estudios de asociacion gendmica
(GWAS, del inglés genome-wide association study), mas de 50 genes se han vinculado

a la diabetes tipo 2 (Morris et al., 2012) (Tabla 3).

Una funcion disminuida de las células B, estd presente en grupos que se sabe que
estan en mayor riesgo de padecer diabetes tipo 2 antes de la aparicion de la enfermedad.
Ademas, se ha demostrado que la funcion de las células B es hereditaria, lo que
determina criticamente la intolerancia a la glucosa y el desarrollo de la patologia en

diferentes grupos raciales y étnicos (Jensen et al., 2002) (Figura 4).
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Figura 4. Incidencia de la patologia por grupos étnicos. Sensibilidad a la insulina
determinada por HOMA-IR en 531 sujetos de diferentes grupos étnicos, afroamericanos mm,
asidatico-americanos wm, caucdsicos ==, hispanos mm. Los sujetos con prediabetes fueron
clasificados en IFG (alteracion de glucosa en ayunas, del inglés impaired fasting glucose) y/o
IGT (tolerancia anormal a la glucosa, del inglés impaired glucose tolerance). Se considera
IFG, niveles de azucar en sangre, en ayunas de 100-125mg/dl e IGT, niveles de azicar en
sangre de 140-190mg/dl después de 2h de una prueba oral de tolerancia a la glucosa, niveles

superiores a estos fueron considerados diabetes (Jensen et al., 2002).
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Tabla 3. Principales genes involucrados en la DM?2

Gen Nombre Funcién

PPAR-y2 Del inglés, peroxisome  Proteina nuclear involucrada en rutas
proliferator—activated receptor =~ metaboélicas, principalmente en la via de
y. Receptor activado por  los acidos grasos. Presenta una actividad
proliferadores peroxisomales . de receptor nuclear dependiente de ligando

similar a los receptores para hormonas
esteroides.

CAPN10 Del inglés, calpain. Calpaina 10, Sus diferentes productos se localizan en la
(peptidasa). membrana celular o en el citoplasma.

Tiene actividad enzimatica intracelular tipo
cistein-proteasa.

KCNJ11 Del inglés, potassium voltage-  Constituye el nucleo del canal ATP-
gated channel subfamily J  sensible al potasio (KATP) crucial en la
member 11. Canal rectificador secrecion de insulina.
interno de potasio, también
denominado Kir6.2.

KCNQ1 Del inglés, potassium voltage-  Subunidad formadora de poros de los
gated channel subfamily Q canales de potasio. El gen también se
member 1. Canal de  expresa en las células epiteliales del
repolarizacion lenta KvLQT. pancreas exocrino y endocrino.

FTO Del inglés, fat mass and obesiy =~ Funcion desconocida. Afecta al IMC de la
associated. Proteina asociada a  poblacion general. La proteina cataliaza
la masa grasa y obesidad. alquilaciones a nivel ADN y ARN..

HNF1p Del inglés, hepatocyte nuclear  Factor de transcripcion que participa en el
factor 1 homeobox B. Asociado  desarrollo y crecimiento del pancreas y la
al factor de transcripcion 2. célula B.

CAMKI1D Del inglés, calcium/calmodulin ~ Regulador del ciclo celular y de la proteina
dependent protein kinase 1D. quinasa.

Calcio/calmodulina dependiente
de la proteina kinasa 1D.
CDKAL1 Del inglés, regulatory subunit  Sensor de toxicidad de glucosa en los

associated protein 1  like
1.Subunidad reguladora
asociada a la proteina kinasa 1.

islotes Langerhans, inhibidor de la kinasa
dependiente de ciclina 5 (CDKY).
Desarrollo regeneracion y funcién de la
célula .

Tratado SED de Diabetes Mellitus.
Abreviaturas: ATP, adenosina trifosfato; IMC, indice de masa corporal.
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II1.1.2. Factores ambientales.

Factores ambientales como la baja actividad fisica, la obesidad y la nutricion rica
en grasas saturadas, son determinantes en el desarrollo de la DM2 (Vinagre & Conget,

2013).

La obesidad, es sin duda uno de los factores mas importantes en el desarrollo de
la enfermedad. Una gran proporcion de los pacientes con DM2 son obesos (80%) y la
obesidad, especialmente la de localizacion abdominal, genera resistencia a la insulina.
Sin embargo, la DM2 también puede diagnosticarse en sujetos no obesos aunque, la
mayoria de ellos, segln criterios tradicionales presentan un mayor porcentaje de grasa

corporal en la region abdominal (Nadeau et al., 2016).

El mecanismo exacto por el cual la obesidad causa resistencia a la insulina es
desconocido. En las células grasas de individuos sanos, la insulina inhibe la lipolisis,
suprimiendo asi la liberacion de acidos grasos libres. En la DM2, la resistencia a la
insulina impide que la insulina actie sobre las células grasas, lo que conduce a una
mayor lipélisis y a una elevada concentracion de 4cidos grasos libres. Estos tienden a
acumularse en determinados tipos celulares, como la propia célula B, generando
lipotoxicidad. Aunque existen mecanismos moleculares para paliar los efectos de la
lipotoxicidad (incrementando la B-oxidacion), los incrementos de acidos grasos libres
circulantes van acompafiados de hiperglucemia. El exceso de glucosa impide que los
mecanismos contra la lipotoxicidad puedan actuar, provocando a largo plazo la muerte
de la célula B por mecanismos apoptoticos (El-Assaad et al., 2010). Adicionalmente,
aparecen procesos de desregulacion hormonal. Asi, hormonas incretinas secretadas por
células del intestino, como el péptido-1 analogo al glucagon (GLP-1, del inglés
glucagon-like peptide-1) y en menor grado, el péptido insulinotrépico dependiente de
glucosa (GIP, del inglés gastric inhibitory polypeptide), activan los receptores en las

c¢lulas B del pancreas. Estos receptores acoplados a proteina G estimulan la secrecion
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de insulina ante niveles elevados de glucosa en plasma, contribuyendo a la respuesta
insulinica postprandial. EIl GLP-1 también actiia sobre las células alfa pancredticas
para reducir la secrecion de glucagon y retrasar el vaciado gastrico. En los pacientes con
DM2, el efecto de estas incretinas se reduce, reflejando potencialmente en una
disminucion de la secrecion de insulina (Brunton, 2016). Por eso, terapias con

inyecciones de GLP-1 resultan beneficiosas en algunos tipos de DM2.

Otra hipdtesis, de como la obesidad podria contribuir a la DM2, podria
explicarse por una disminucion de la adiponectina, una citoquina que es liberada por el
tejido adiposo y que disminuye la resistencia a la insulina. Los niveles de adiponectina
estan disminuidos en la obesidad y esto puede conducir a un aumento de la resistencia a
la insulina y desarrollo de DM2. Otras sustancias producidas por los adipocitos que
pueden estar relacionados con el desarrollo de resistencia a la insulina en la obesidad,
incluyen el factor de necrosis tumoral (TNF-a), el inhibidor del activador del
plasminogeno 1 (PAI-1, del inglés plasminogen activator inhibitor-1), la proteina
fijadora de retinol (PFR) y la resistina. El aumento en la cantidad de acidos grasos libres
que aparece en la obesidad aumenta los niveles de TNF-a, que ejerce su efecto principal
localmente y puede conducir a un aumento de la resistencia a la insulina a largo plazo

(Kaplon-Cieslicka et al., 2014, Jensen et al., 2002).

Ademas, la obesidad y las enfermedades metabolicas incluyendo la DM2, se
caracterizan por la inflamacion sistémica de bajo grado, principalmente en tejido
adiposo. La evidencia preclinica vincula la inflamacién sistémica de bajo grado con la
disfuncion de las células B (Montane, Cadavez & Novials, 2014) y un funcionamiento
anomalo de los adipocitos y otros tejidos periféricos (Hameed et al., 2015). El hallazgo
de la inflamacion directa de los islotes en la diabetes tipo 2 y su implicacién en la
disfuncion de las células B ha puesto de manifiesto la importancia de la inflamacion en
las enfermedades metabolicas (Grant & Dixit, 2013). El nimero de macrofagos
intraislotes (al igual que en tejido adiposo) incrementa en la DM2, siendo estas células
la principal fuente de citoquinas proinflamatorias dentro de los islotes (Eguchi & Nagai,

2017). Los niveles circulantes de IL-1f e IL-1Ra (del inglés, interleukin-1 receptor
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antagonist) entre otras citoquinas, son elevados en la DM2 (Park et al., 2017; Jensen et
al., 2002). Por lo que el desbalance entre citoquinas pro y antiin amatorias puede ser
clave en la patogénesis de la DM2 (Daniele et al., 2014, Riitti et al., 2015, De Fronzo,
1999).

Existen algunas evidencias que demuestran los beneficios de las intervenciones
mediante cambios en el estilo de vida (dieta y actividad fisca), en la reduccion en la
incidencia de DM2 y la disminucion de los riesgos cardiovasculares (Padberg et al.,
2014). El ejercicio fisico, se ha destacado como una de las primeras lineas de
tratamiento para las enfermedades metabolicas, y entre los mecanismos para explicar
sus beneficios estan sus efectos antiin amatorios. No obstante, la conexion desde el
punto de vista fisioldgico y terapéutico entre ejercicio fisico y DM2 atn no es clara. Por
esto, la bisqueda de biomarcadores séricos en la DM2 modificables por el ejercicio
fisico es importante y un tema de intensa actividad investigadora (Gomez-Banoy &

Mockus, 2016).
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IV. DIABETES MELLITUS Y ACTIVIDAD FiSICA.

Es bien sabido que el ejercicio tiene beneficios para la salud. La practica de
actividad fisica (AF) en personas con diabetes mellitus, tedricamente, ofrece las mismas
ventajas que sobre la poblacion general (Calvo & Gomez, 2013) y ademas, ciertas
ventajas en cuanto al control metabolico de la enfermedad, como la mejora de los
niveles de glucemia plasmatica y el aumento de la accion o sensibilidad a la insulina
sobre los tejidos periféricos. Ademads, hay que afadir beneficios derivados de la
movilizacion de los depodsitos de glucogeno muscular y hepatico, con un incremento
paralelo del consumo de glucosa por parte del musculo esquelético, y al incremento en

la oxidacion de lipidos (Carral San Laureano et al., 2010).

En los pacientes con diabetes mellitus tipo 2, la mejora de la sensibilidad
periférica a la insulina derivada de la practica de ejercicio fisico, juega un papel clave en
la disminucién de la glucemia plasmatica, por lo que es logico suponer que la practica
de actividad fisica regular (AFR) pueda redundar en una mejora del control glucémico a
largo plazo, evidenciado mediante la reduccion significativa de los niveles de HbAlc

(Carral San Laureano et al., 2010).

En los pacientes con diabetes mellitus tipo 1, los beneficios del ejercicio sobre la
enfermedad son menos evidentes, pero muchos estudios han mostrado también, una
disminucion de la HbAlc y de la glucemia plasmatica postejercicio (Ruzic, Sporis &

Matkovic, 2007, Salem et al., 2010; Adamo, 2016).

El ejercicio proporciona a los pacientes con diabetes otras ventajas como la
disminucion de la respuesta glucémica tras la comida y la reduccion de las necesidades
de insulina diaria, que mejoran la calidad de vida del paciente. Ademas, diferentes
estudios han puesto en evidencia que las mejoras en el control glucémico que favorece
la actividad fisica, pueden suponer una potencial mejoria en el desarrollo y progresion

de las complicaciones cronicas derivadas de la enfermedad (Riddell & Iscoe, 2006).
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Las complicaciones microvasculares como la retinopatia diabética y la nefropatia estan
fuertemente influenciadas por el control glucémico y suponen un grave problema para el
paciente con DM1 (Carral San Laureano et al., 2010). Por otro lado, la enfermedad
cardiovascular (CVD, del inglés cardiovascular disease) tiende a presentarse tanto en
pacientes con diabetes mellitus tipo 1 como tipo 2. La prevencion de estas puede ser el
mayor beneficio derivado de la actividad fisica regular (AFR) (Carral San Laureano et
al., 2010; Miculis et al., 2010; Church, 2011; Galassetti & Riddell, 2013). Ademas,
mejora significativamente el perfil de lipidos, presion sanguinea y composicion corporal

(todos los cuales son clasicos factores de riesgo en la CVD).

Por otro lado, el ejercicio esta relacionado con hipoglucemias tardias, sobretodo
en pacientes con diabetes mellitus tipo 1 y cambios hormonales durante la pubertad, en
los que el control de la glucosa es dificil. Este es el caso de nifios y adolescentes. El
ejercicio fisico, induce un incremento del flujo sanguineo muscular y del transporte de
glucosa al interior celular que persiste hasta horas después de haber finalizado la
actividad. Una sustitucion de carbohidratos adecuada antes, durante y después del
ejercicio y la reduccion de la dosis prepandial de insulina de accion rapida son los
principales aliados para evitar episodios de hipoglucemia severa entre los nifios y los
adolescentes diabéticos. Para ello, los pacientes deben realizar sesiones formativas en
hospitales, con la idea de conocer la glucemia ideal particular para afrontar
determinados volimenes e intensidades de entrenamientos, asi como los alimentos a
consumir antes, durante y después del ejercicio. En la mayoria de los casos, un manejo
inadecuado de la insulina inyectable y de los suplementos azucarados suele ser la causa

principal de las hipoglucemias (Miculis et al., 2010).

El tipo, duraciéon e intensidad del entrenamiento también debe considerarse
cuando se planifica el reemplazo de hidratos de carbono y la reduccion de la dosis de
insulina (Admon et al., 2005). En cuanto al tipo de ejercicio fisico, es necesario
diferenciar entre actividad fisica aerdbica y anaerdbica ya que tienen diferentes efectos
sobre la concentracion de glucosa en sangre. El ejercicio aerdbico, causa una
disminucion de los niveles de glucosa durante y después del ejercicio, mientras que la
actividad anaerdbica aumenta los niveles de glucosa mientras se realiza el ejercicio

(Riddell & Iscoe, 2006). Estos aspectos tienen que ser considerados por el paciente
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diabético cuando vaya a realizar su actividad fisica. Algunos estudios parecen indicar
que tanto para pacientes con diabetes mellitus tipo 1 como para los de tipo 2, la
actividad que mayor efecto tiene sobre la disminucion de la HbAlc y la resistencia a la
insulina es la actividad aerdbica, pero que si ésta se combina con ejercicio de fuerza
puede tener efectos adicionales sobre estas dos variables (Davidson et al., 2009; Sigal et
al. 2007; Church, 2010, D’hooge, 2011; Adamo, 2016; Carral et al., 2013).
Investigaciones recientes sugieren, que los ejercicios de tipo intervalico, que supongan
un gasto energético similar a un ejercicio aerdbico, parecen tener igualmente un efecto
positivo en el control de la diabetes tipo 2 (Mitranun et al., 2014). Todos estos estudios,
parecen sugerir que el gasto caldrico durante la practica de ejercicio es un factor

determinante en el control de la enfermedad.

En cuanto a la duracion, la practica de ejercicio estructurado de mas de 150
minutos por semana se asocia con una mayor disminucién de la HbAlc que la de
menos de 150 minutos por semana. (Umpierre et al., 2011). No obstante, numerosas
asociaciones cientificas deportivas a nivel mundial, como el Colegio Americano de
Medicina Deportiva (ACSM, del inglés American College of Sports Medicine),
recomiendan en su pagina WEB (www.acsm.org) la practica de al menos cinco sesiones
semanales de una hora de duracién para una Optima prevencion de la obesidad y
patologias relacionadas, como la DM2. Por ultimo, respecto a la intensidad a la que
debe realizarse la actividad, se recomienda una actividad de moderada a vigorosa (40-
85% de consumo maximo de oxigeno (VO2max) o 55-90% de frecuencia cardiaca
maxima) (Hansen et al., 2009), con 5 o 10min previos de menor intensidad aerobica,
como un calentamiento y 5 a 10min de estiramientos después de cada actividad (Miculis

etal., 2010; Romeo, Wirnberg & Pozo, 2010).

Por otro lado, estudios previos en seres humanos con diabetes mellitus tipo 1 y
en ratones diabéticos no obesos (NOD) han investigado el potencial inmunomodulador
beneficioso de la actividad fisica aerdbica de intensidad moderada/alta. Realizar un alto
volumen de ejercicio aerobico puede regular favorablemente la autoinmunidad en la
diabetes (Adamo, 2016, West et al., 2015). Ademas, en el caso de los ratones se ha visto
que el ejercicio incrementa los contenidos de insulina de los islotes pancreaticos y

mejora la secrecion basal de insulina (Huang et al., 2011).
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En este contexto, la diabetes mellitus tipo 1 se caracteriza por una inflamacion
elevada y las citoquinas proinflamatorias estan intimamente relacionadas con la insulitis
destructiva al amplificar la reaccion autoinmune, la toxicidad directa a las células f y la
sensibilizacion de los islotes a la apoptosis (Kaminitz, Ash & Askenasy, 2016). Tras la
destruccion de la célula B y el inicio de la enfermedad entre el 40-10% de célula B
residual persiste. Esta funcion residual es insuficiente para generar la insulina requerida
para el control metabdlico, pero se asocia con importantes beneficios como se ha
mencionado anteriormente. El poder inmunoregulador del ejercicio en este periodo
puede ser de especial interés por las ventajas que podria suponer para el paciente con
diabetes mellitus tipo 1 un perfil de citoquinas antiinflamatorias o la supresion de
citoquinas proinflamatorias IL-1 IL-2, IL-6, TNF-a, TNF-B, IFN-y, que podrian retrasar
o reducir la incidencia de DM1 (Singh, 2011). Algunos estudios con animales han
mostrado que el ejercicio tiene efectos en la preservacion de la célula B aunque el
mecanismo por el cual ejerce este efecto no estd claro, aunque se han sefialado

descensos en la apoptosis de la célula § (Choi, Jang & Park, 2005; Park, et al., 2007).

En pacientes diabéticos de tipo 2, el efecto que el ejercicio puede tener sobre la
enfermedad estd mas estudiado. La actividad fisica regular puede mejorar la funcion de
las células B y la inflamacion cronica sistémica que acompafia a la enfermedad,
aportando grandes beneficios al paciente diabético tipo 2 (Dela et al., 2004). El hallazgo
de la inflamacién directa de los islotes en la diabetes tipo 2 y su implicacion en la
disfuncion de las células f ha puesto de manifiesto la importancia de la inflamacion

también en esta patologia (Eguchi & Nagai, 2017, Karstoft & Pedersen, 2015).

Como se decia, en la diabetes existe una inflamacion cronica, que se refleja en
elevaciones sistémicas de dos a cuatro veces en los niveles de algunas citoquinas, tales
como TNF-qa, IL-1, IL-6, IL-1ra y de CRP (Pedersen, 2006). La determinacion de las
concentraciones de proteina C reactiva (CRP, del inglés C-reactive protein) en sangre es
una medida fécil, precisa y bastante economica. Se trata de un reactivo de fase aguda y
un marcador muy sensible de la inflamacion (Wéirnberg et al., 2010). Parece ser que el
ejercicio es capaz de reducir la CRP tanto de forma directa, mediante la reduccion de la

produccion de citoquinas en el tejido adiposo y muscular, e indirecta por aumento de la
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sensibilidad a la insulina y mejora de la funcion endotelial y reduccion del peso corporal

(Kasapis & Thompson, 2005).

El papel modulador que el ejercicio tiene sobre éstas es por tanto importante, ya
que la produccion de determinadas citoquinas se ha sugerido como consecuencia de
determinados procesos patologicos. Las citoquinas actuarian no s6lo como senales de la
funciéon inmune, también son importantes reguladoras de sistemas endocrinos, el
metabolismo, la coagulacion sistémica y la funcion cerebral. El musculo esquelético
actuaria como organo endocrino modificando la produccién de citoquinas en 6rganos y
tejidos, y este hecho proporcionaria una explicacion molecular de porqué el ejercicio
media, algunos efectos beneficiosos para la salud relacionados con las enfermedades

cronicas (Panagiotakos et al. 2004).

El musculo esquelético expresa varias citoquinas, tales como: TNF-a, IL-6, IL-8,
IL-16 y IFN-y. La citoquina que primero aparece tras el ejercicio es la IL-6. Esta
citoquina aumenta de forma exponencial con el ejercicio y desaparece rapidamente (a
los 30 minutos). Su secrecion se relaciona con la intensidad del ejercicio, la duracion, la
masa de musculo reclutada y la propia capacidad de resistencia (Wdirnberg et al., 2010).
Se ha comprobado que IL-6 induce la oxidacién de grasas y la lipolisis sin causar
triacilgliceronemia cuando se administra en dosis que imitan los niveles sistémicos
durante el ejercicio. IL-6 también interviene en la homeostasis de la glucosa,
aumentando la produccion de glucosa y el aclaramiento metabolico (Febbraio et al.,
2003). Ademas, estimula la produccion de otras citoquinas antiinflamatorias como
IL-1ra e IL-10 mientras que reduce la expresion de citoquinas proinflamatorias como
TNF-a e IL-1pB, lo que sugiere que el ejercicio provoca un ambiente antiinflamatorio
que favoreceria la supervivencia de los islotes pancreaticos (Christensen et al., 2015;
Codella et al., 2015; Brandt & Pedersen, 2010) y en particular, la funcién de la célula B
(Dauriz et al, 2015; Paula et al., 2015).

En el paciente diabético tipo 1 se pueden observar niveles aumentados de
TNF-a. Diferentes estudios han mostrado el poder citotoxico que TNF-a tiene sobre la
célula B. En los pacientes diabéticos tipo 2, TNF-a induce resistencia a la insulina de
forma directa e indirectamente al inducir la lipolisis en los adipocitos con aumento de

la liberacién de acidos grasos libres (lipotoxicidad). El ejercicio parece inhibir la
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produccién de esta citoquina (Hotamisligil, Shargill & Spiegelman, 1993, Plomgaard,
2005). Por otro lado, la IL-10 (antiinflamatoria) también inhibe la produccion de TNF-
o, IL-1a, IL-1pB y la activacion de macrofagos (Wdirnberg et al., 2010).

A largo plazo el ejercicio también parece atenuar la produccion de citoquinas
como IL-10, IFN-y y aumentar otras citoquinas antiinflamatorias como IL-4. Ademas,
es probable que otros mediadores contribuyan a estos efectos antiinflamatorios durante
el ejercicio, por ejemplo la adrenalina, que parece atenuar la produccion de TNF-o y

mejorar la produccion de IL-10 (Bruunsgaard, 2005).

La actividad fisica también puede reducir la inflamacioén, mejorando la funcion
endotelial por disminuir los marcadores inflamatorios periféricos relacionados con la
disfuncion endotelial y por preservar la disponibilidad de 6xido nitrico, esencial para la
vasodilatacion. El ejercicio, también aumenta las defensas antioxidantes y reduce la
oxidacion de lipoproteinas de baja densidad que, a su vez, ayudan a impedir la lesién

endotelial y la inflamacion.

En resumen, fomentar y proporcionar oportunidades para la participacion en
actividades fisicas desde la primera infancia puede fomentar el mantenimiento de un
activo estilo de vida en la edad adulta con todos los beneficios que esto conlleva para la
salud. Si la enfermedad ya se ha declarado, como el caso de la diabetes, el ejercicio
podria ayudar a un mejor control metabdlico y posiblemente al mantenimiento de un
estado mas antiinflamatorio. Los potenciales beneficios de esto, han centrado el interés

del presente trabajo de tesis.
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V. NUTRICION EN EL ESPACIO

Para finalizar esta seccion, habria que dar algunas pinceladas sobre aspectos
nutricionales aplicados a las situaciones que acontecen en el espacio exterior. Esto es
debido, a que una de las intervenciones realizadas en la presente memoria de tesis se ha
llevado a cabo con el primer astronauta diabético de la historia de la humanidad. En este
contexto, las misiones espaciales requieren una preparacion fisica particular por parte de
los astronautas y atender a unas pautas nutricionales muy especiales, que se vuelven
mas desafiantes cuando el sujeto en cuestion es diabético tipo 1. A continuacion se
detallan varias situaciones limite que un astronauta debe soportar y que van a

condicionar su estado nutricional e ingesta.
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V.1. Momento del despegue.

El despegue para alcanzar el espacio exterior exige a los astronautas soportar
aceleraciones que multiplican por seis la fuerza gravitacional del planeta. Los
astronautas se entrenan en centrifugadoras y utilizan trajes antigravedad con la idea de
minimizar este problema, pero aun asi, el despegue es uno de los momentos mas criticos

de una mision espacial.

El despegue se hace en total inmovilidad y en posicion supina. Esto ocasiona
que entre 3-6 horas tras el despegue, se produzca una redistribucion de unos 2 litros de
plasma entre la cabeza y el tren superior. Dado que es un momento critico y de maximo
riesgo, se produce una descompensacion en la ingesta de liquidos, principalmente
debida a la maxima concentracion en el pilotaje, que disminuye la sensacion de sed. La
ingesta insuficiente de liquidos también viene acompanada de pérdidas de electrolitos.
Esta situacion es reversible, en cuanto la mision ha alcanzado el espacio exterior y
comienza su estancia, ya que en ese momento los tripulantes comienzan a beber agua de
forma regular. Los primeros dias de estancia en el espacio, algunos astronautas
experimentan cierto aturdimiento, denominado “mareo espacial”. Esto se debe a una
redistribucion del plasma en el tren inferior, que se agudiza con la ingravidez presente
en la estacion espacial. También se corrige con el paso del tiempo (Johnston & Dietlein,

1977).
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V.2. Exposicion a los rayos cosmicos.

Los rayos cosmicos provienen en su mayor parte de las erupciones solares y de
otras galaxias activas. Se trata de protones y particulas alfa en su mayoria. Estas
particulas, son desviadas por el campo magnético terrestre y no afectan a los seres vivos
en la superficie del planeta. Sin embargo, una nave en el espacio exterior puede recibir
una alta intensidad de rayos cosmicos, ya que no se encuentra protegida por la

atmosfera terrestre.

Los rayos cosmicos son muy mutagenos. Cuando los astronautas se encuentran
fuera de la atmosfera, sufren una elevada exposicion a estas particulas, ya que el
fuselaje de las naves espaciales no logra absorber la elevada energia de estos rayos. Por
esta razon, el cancer es una de las patologias mas prevalentes en los astronautas que han
realizado largas misiones espaciales. Para evitar estos problemas se puede limitar la
cantidad de exposicién a la radiaciéon, que suele ser de 25 rem anuales para los
astronautas que trabajan en la NASA. Para tener algunos datos de referencia, un
trabajador de una central nuclear debe exponerse un maximo de 5 rem al afio (con un
maximo de 250 rem para toda una vida), una mision a la luna supone una exposicion de
7 rem, y una hipotética mision a Marte supondria unos 100 rem de exposicion. A nivel
nutricional, lo tinico que se puede hacer es realizar estrategias preventivas, consumiendo
una dieta equilibrada y rica en antioxidantes. Una solucion seria aumentar el grosor del
fuselaje, pero supondria un peso extra para el despegue. Otra posibilidad seria probar
nuevos materiales y sistemas. En cualquier caso, es un tema preocupante, que requiere

investigacion adicional (Harding, 1989).
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V.3. Efecto de la ingravidez en la composicion corporal.

El esqueleto humano seria el compartimento corporal mas influenciado por la
gravedad del planeta, ya que ésta es esencial para afianzar el proceso de calcificacion de
los huesos. Sin embargo, la experiencia acumulada en las distintas misiones espaciales
indica que el compartimento muscular también se ve afectado por las estancias
prolongadas en ingravidez. Por esta razén, cuando los astronautas regresan de una
mision espacial de varios dias, se evita que se pongan de pie para evitar fracturas oseas,
realizandose protocolos de readaptacion para recuperar la masa muscular y otros

parametros alterados durante la mision.

Para averiguar las causas de las variaciones en la composicién corporal, se
analizaron algunos datos antropométricos y la composicion de los desechos corporales
(orina y heces) de astronautas de diversas misiones de los programas, Géminis (1962-
1968), Apolo (1966-1975) y del laboratorio orbital Skylab (1973-1979). Las muestras se
recogieron en contenedores fecales con un desinfectante, para ser luego congeladas y
desecadas. Posteriormente se realizaron los analisis en la Tierra, permitiendo establecer
las causas de las pérdidas de masa muscular y Osea, junto con otros parametros de
composicion corporal que también serian relevantes, como el agua corporal y la masa

grasa (Lachance, 1994).

La primera variable a evaluar es el peso corporal. La pérdida de peso de los
tripulantes ha sido una constante en las misiones americanas y rusas desde su origen.
Por ejemplo, en las distintas misiones Apolo, las pérdidas de peso han rondado 2-6%
para una media de unos 10 dias de mision. Las pérdidas de peso en las misiones Skylab
han rondado valores muy similares, teniendo duraciones mayores (28-84 dias). La causa
de estas pérdidas de peso puede residir en parte en las pérdidas de apetito (anorexia) que
experimentan los astronautas. La sensacion de falta de apetito parece ocurrir
principalmente los primeros dias de la mision, que es cuando los tripulantes
experimentan una mayor tension y realizan un mayor volumen de trabajo. Asi para una

ingesta programada de unas 2550kcal (media de tres misiones Géminis), cada
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astronauta consumi6 realmente 1650kcal y gasté una media de energia de 2200kcal
(determinada por el CO; recogido en los filtros de litio de la nave). Se ve claramente
una deficiencia entre el gasto y el consumo de un 25% que podria ser la causa
responsable de la pérdida de peso. Estas deficiencias se acentuaban mas en las misiones
que duraban pocos dias, ya que en ellas se realizaban mas trabajos en menos tiempo

(Harding, 1989).

La segunda variable importante es el contenido en agua corporal, que forma
parte de numerosos sistemas y visceras, como el musculo esquelético. Los datos de las
distintas misiones han constatado que las mayores pérdidas de agua corporal ocurren los
primeros dias de mision, y sobre todo el dia del despegue, como ya se ha comentado.
Debido a la ingravidez y a una menor percepcion de movimiento, los tripulantes tienen
la tendencia a ingerir menos agua, quizas por una menor sensacion de sed. Las pérdidas

medias al finalizar las misiones suelen rondar los 0,5 litros (Johnston & Dietlein, 1977).

Otro compartimento clave en la composicion corporal de los astronautas es la
masa grasa. La grasa es la reserva energética del organismo y es utilizada por éste en
caso de deficiencia energética. Ya se ha mencionado, que en las misiones de corta
duracion, los astronautas experimentaron significativas reducciones en la ingesta
energética por la falta de apetito. Fue en estas misiones, donde las reservas de grasa de
los astronautas compensaron la deficiencia en la ingesta energética. Ello llevo a
pérdidas en la masa grasa cercanas al 50%. Esto obligd a replantear las cantidades a
ingerir de grasa en los aprovisionamientos para futuras misiones. Asi en la mision
Skylab de 84 dias, se incrementd el consumo de alimentos grasos, lo que evito la

pérdida de masa grasa e incluso la aumentd un 20% (Johnston & Dietlein, 1977).

El compartimento muscular es uno de los mas afectados en condiciones de
ingravidez. A la pérdida de agua se une, ademas, la pérdida de proteinas. Estas pérdidas
se determinaron midiendo los niveles de K, para el agua intramuscular, y de 3-metil-
histidina, un aminoacido marcador de proteinas musculares. En la pérdida de masa
muscular parecen converger varios factores, como son un menor gasto postural debido a
la ingravidez, la realizacion de actividades poco usuales con baja demanda energética
(atornillar, ajustar, recambiar componentes) y la antes mencionada falta de apetito. Las

mayores pérdidas ocurren durante los 30 primeros dias y se localizan principalmente en
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el tren superior. Para evitar esto, las misiones espaciales actuales cuentan con aparatos
especiales para hacer ejercicio. Para simular una situacion de gravedad, se utilizan
arneses y cintas elasticas que imitarian una situacion de gravitacional actuando a modo
de anclajes. Gracias a ejercicios programados durante 1-2 horas se han podido reducir
de forma significativa, pero no del todo, las pérdidas de masa muscular en los
astronautas. Ademas de la pérdida de masa muscular en ingravidez, aparece atrofia
muscular. La pérdida de fuerza muscular se estimé entre 20-25% en las distintas
misiones espaciales, afectando principalmente al tren superior. El problema es que este
proceso también afecta al musculo cardiaco produciendo taquicardia y arritmias. En
estos casos, los astronautas indicaron un mayor grado de fatiga. Al regreso a la Tierra,
deben de realizar ejercicios de recuperacion, en los que se invierten varias semanas en

alcanzar los porcentajes iniciales (Lachance, 1994).

Finalmente, el compartimento mas afectado por la ingravidez es la masa 6sea. A
diferencia de la masa muscular, la pérdida de masa dsea en el espacio no se detiene con
los planes de ejercicios que se realizan para mantener la masa muscular en las misiones
espaciales. Ademas, la pérdida de masa 6sea es proporcional al tiempo de permanencia
en el espacio. Asi datos de la mision Apolo (7 dias de duracion media) conllevaron
pérdidas de 0,5%. En la mision Skylab (84 dias de duracion media) ya se indicaron
pérdidas de masa Osea cercanas al 2,5%. Finalmente, la mision Salyut (175 dias de
duracion media) se encontraron pérdidas del 8% de masa dsea. La recuperacion de la
masa osea se realiza al regresar a Tierra y puede durar varios afos (hasta 5), siendo
incompleta en muchos casos. Una de las causas de este tipo de pérdidas es el cambio en
la concentracion de algunas hormonas. Aunque, los niveles de paratohormona,
calcitonina, 25-hidroxi-colecalciferol y de calcio plasmatico no cambian en ingravidez.
Sin embargo, se detectan incrementos en los niveles de cortisol, insulina y hormona de
crecimiento. Este desequilibrio hormonal, parece que favorece una mayor presencia de
calcio en orina y en heces, produciendo una significativa descalcificacion 6sea. Los
datos observados de pérdida 6sea no difieren mucho de los datos provenientes de

estudios con sujetos inmovilizados en tierra como causa de alguna patologia. En estos
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individuos se pueden realizar ejercicios de deambulacion supina y administrar
suplementos de calcio y fosforo. Sin embargo, las estrategias de deambulacion no
pueden ser trasladadas a situaciones de ingravidez, haciendo menos eficientes a los
suplementos. Esto planteara retos importantes para las largas misiones espaciales, ya

que en ellas se podria producir una severa desmineralizacion dsea (Davis et al., 2008).

45



INTRODUCCION

V.4. Provision de oxigeno, agua y nutrientes en el espacio

exterior.

El reto mas desafiante, sobre todo en misiones de muy larga duracion, es la
ausencia total de oxigeno, agua y nutrientes en el espacio exterior. Todos estos recursos
no solo son esenciales para la vida humana, también lo son para casi cualquier forma de
vida del planeta Tierra. Esto obliga a transportar alimentos y agua al espacio exterior, lo
que consume mucha energia. El agua proporciona oxigeno para el interior de la nave
por un proceso electrolitico. Esto obliga a reciclar toda el agua, incluyendo el sudor, el

vapor de agua del aliento de los astronautas e incluso de los residuos.

Con respecto a los alimentos, un astronauta requiere un poco menos de 2 kg de
comida diarios, de los cuales los envases representan un 10% del peso. La comida de
cada astronauta va en raciones individuales. En las antiguas misiones, tan solo se
disponia de unos 20 alimentos empaquetados en tubos similares a los de dentifrico. Hoy
en dia, los astronautas pueden escoger entre mas de 70 alimentos y unas 20 bebidas
diferentes. La mitad son liofilizadas para ser rehidratadas en la propia estacion espacial.
La otra mitad son rehidratables en boca, es decir cuando se consumen. Por ello,
mantienen una cierta cantidad de agua que les da una textura mas suave. Alimentos
como las carnes y pastas van comprimidas y esterilizadas (para evitar la presencia de
microorganismos) dentro de envases especiales. Algunos alimentos pueden llevarse
directamente a la estacion espacial sin ningln tipo de procesamiento, como por ejemplo
los frutos secos o la fruta desecada. Es importante que el alimento no se desmenuce, ya
que particulas del mismo podrian colarse por los conductos respiratorios de los
astronautas produciendo obstrucciones pulmonares. Para evitar estos problemas, los
alimentos se reconstituyen hasta conseguir texturas tipo gel que so6lo pueden
desmenuzarse en boca. Por eso, productos como el pan no son aconsejables,

utilizandose tortitas de avena en su lugar (Davis et al., 2008).
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A pesar de esto, no todo tipo de alimentos estd aconsejado en una mision
espacial. Por ejemplo, los alimentos ricos en fibra insoluble no suelen encontrarse en el
menu de los astronautas, ya que estos generan muchos residuos fecales. Los lacteos, por
ser dificiles de digerir en situaciones extremas, tampoco son incorporados en los ments
de los astronautas. Finalmente, los liquidos son presentados con varios sabores para
evitar la monotonia. También hay que tener la precaucion de que cuando se manipulen
no se produzcan muchas gotas que al igual que las migas, podrian colarse por las vias
respiratorias de los tripulantes. Por eso, la rehidratacion de los alimentos se realiza
conectando la valvula del paquete con un dispensador de agua especial. Finalmente, no
existen saleros ni azucareros, ya que tanto la sal como el aztcar podrian esparcirse por
la estancia de la nave y causar dafios en los aparatos. Existen dispensadores especiales

cerrados que permiten administrar de forma segura estos productos (Smith et al., 2012).

El cocinado es otro desafio, ya que no existe la transmision de calor por
conveccion. El calentamiento de los alimentos se realiza en los mismos envases, para
evitar que los residuos floten en la estacion y ocasionen los problemas por aspiracion
antes descritos. El calor es necesario ademas para garantizarla seguridad microbiologica
de los alimentos, aunque todos son esterilizados por irradiacion en la Tierra. Las latas,
los tubos y las bolsas planas son de aluminio y permiten calentar directamente el
alimento sin necesidad de abrir el envase. Las cocinas son de tipo maletin, es decir,
tienen huecos que encajan perfectamente con los recipientes sin abrir, permitiendo su
calentamiento directo (Smith et al., 2012). Finalmente, los micronutrientes son una
preocupacion adicional, ya que muchos de ellos se pierden o alteran en los envases. Para
evitar subcarencias, estos se administran en forma de pildoras o pastillas. Su consumo

es pautado por los nutricionistas desde la Tierra (Davis et al., 2008).

No existe una norma dietética rigida en las misiones espaciales. En un principio,
los astronautas prueban en la Tierra los alimentos que van a llevar durante la mision.
También reciben consejos nutricionales y de seguridad alimentaria. En la estacion
espacial, los consumen de forma libre, aunque deben de registrar sus ingestas. El
recordatorio es enviado a la Tierra y los médicos analizan si la ingesta ha sido correcta,
alertando con un mensaje en caso de desviaciones. La dieta de un astronauta tiene un

contenido caldrico diario de unas 3000kcal. La dieta podria definirse como ligeramente
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rica en proteinas para compensar las pérdidas de masa muscular mencionadas. Su
composicion en macronutrientes es: 50% de hidratos de carbono, 33% de lipidos y 17%
de proteinas. Se realizan 3-4 tomas al dia. Los micronutrientes son administrados en
forma de pildoras, y algunos como el calcio se afiaden a la bebida liofilizada a razén de

unos 900 mg diarios (Smith et al., 2012).
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OBJETIVOS

I. OBJETIVO GENERAL.

Se conoce desde hace tiempo el efecto beneficioso que ejerce la nutricion y el
ejercicio sobre el control clinico de la enfermedad diabética. Recientemente, se ha
descubierto que tanto en la diabetes tipo 1, como en la tipo 2, existe un componente
inflamatorio que hace muy dificil cualquier tipo de tratamiento farmacoldgico de estas
patologias. Se desconoce si la dieta combinada con el ejercicio, es decir, un estilo de
vida mas saludable, podria ayudar a disminuir este componente inflamatorio, evitando
la progresion de la enfermedad diabética y mejorando la calidad de vida de los

pacientes.

Por ello, el objetivo de este trabajo es estudiar la influencia de la actividad fisica
y la nutricién sobre el control metabolico e inflamatorio de la diabetes, tanto tipo 1,

como tipo 2.
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II. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

- Evaluar los efectos que el ejercicio y la dieta tienen sobre el estado

metabolico y el manejo de la diabetes tipo 1 en debutantes de esta enfermedad.

- Evaluar los efectos que el ejercicio y la dieta tienen sobre la respuesta
inflamatoria y autoinmune en diabéticos tipo 1 mediante el analisis de citoquinas y

anticuerpos.

- Evaluar los efectos que el ejercicio y la dieta tienen sobre el estado

metabolico y el control de peso en diabéticos tipo 2 resistentes a la insulina.

- Evaluar los efectos que el ejercicio y la dieta tienen sobre la respuesta

inflamatoria en diabéticos tipo 2.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y METODOS.

Con el objetivo de estudiar como la dieta y la actividad fisica podian controlar
los desajustes metabolicos e inflamatorios en la diabetes (tipo 1 y tipo 2), se

desarrollaron cinco intervenciones.

Estas cinco intervenciones, se describen de forma independiente tanto en el

apartado de materiales y métodos, como en el de resultados y discusion.
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MATERIALES Y METODOS

I. INTERVENCION 1.

El objetivo de esta primera intervencion es el control de parametros metabodlicos

e inflamatorios a través de la dieta y el ejercicio en diabéticos tipo 1.

I.1. Sujetos de estudio. Procedimiento y disefio del estudio.

La primera intervencion se realiz6 a 19 sujetos de 26 seleccionados, debutantes
en diabetes tipo 1, durante un periodo de dos afios en colaboracion con el Servicio de
Endocrinologia del Complejo Hospitalario Universitario de A Coruiia (Espafia)

(https://sites.google.com/a/goumh.umbh.es/clinicaltrials/anuncios).

El Comité de Etica Autonémico aprobd esta investigacion, que cumpli6 tanto
con los requisitos locales como con los establecidos en la Declaracion de Helsinki para
la investigacion con seres humanos. Todos los sujetos fueron informados al inicio, en
presencia de sus tutores en el caso de menores, sobre el objetivo y justificacion del

estudio y firmaron un consentimiento escrito.

El elemento clave del disefio del estudio (Figura 5) tuvo en cuenta que en el
momento del inicio, se preguntara a los pacientes sobre sus habitos de actividad fisica,
de esta forma quedarian incluidos en el Grupo A (sujetos activos) o en el Grupo S

(sujetos sedentarios) (ambos grupos se detallan mas adelante).

El criterio para la distribucion de grupos se baso en los principios del colegio
Americano de Medicina Deportiva, considerando como practicante de actividad fisica al
sujeto que realizara un ejercicio moderado-vigoroso durante 1 hora, 5 dias o mas a la
semana. Por lo tanto, una persona menos activa o sedentaria podria ser una persona que

practicara menos de 5 horas de ejercicio fisico a la semana (Jakicic et al., 2001).
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En la primera consulta, la cual tuvo lugar pocas semanas después del debut se
tuvieron en cuenta otras consideraciones. Se prepard una historia clinica de cada

paciente y se realiz6 una exploracion fisica.

Se tomaron muestras sanguineas de la vena antecubital por la mafiana en ayuno,
dichas muestras se utilizaron para determinar HbAlc (hemoglobina glucosilada),
péptido C, antiGAD, citoquinas y carbonilos de las proteinas, dichos procedimientos se

describen detalladamente en el apartado siguiente.

Ademas, pacientes y tutores ingresaron en un programa educacional del hospital
con el fin de aprender sobre las necesidades dietéticas, monitorizacion de la glucemia e
inyecciones de insulina. En cuanto a la dieta, el consumo de calorias y disefio de las
comidas (Tabla 4) se adecuo6 al tipo de terapia insulinica y condiciones generales de
cada paciente. Las dosis de insulina fueron registradas estrictamente por cada

participante.

Las consultas se llevaron a cabo inicialmente de forma semanal durante el
primer mes y una vez al mes para el periodo restante. En cada consulta, se pregunto a
los pacientes de ambos grupos sobre el cumplimento de la dieta, la monitorizacion de la
glucemia, inyecciones de insulina y rendimiento durante el ejercicio (s6lo al grupo A).
Ademas, estas consultas servian para resolver las dudas que podian surgir sobre el

manejo de la enfermedad y el control dietético.

Al final del primer afio, se extrajo una segunda muestra sanguinea en las mismas
condiciones que la primera muestra para cada individuo y se realiz6 la determinacion de
los mismos parametros. Mensualmente se siguié realizando un seguimiento del
paciente. Al final de este periodo el estudio fue considerado terminado y la ultima
extraccion sanguinea fue realizada con el fin de medir los parametros mencionados

anteriormente.

Todas las muestras de sangre se colocaron en tubos y fueron analizadas por un
laboratorio de analisis clinico externo siguiendo los protocolos establecidos.
Posteriormente, la sangre sobrante se transportd en frio a los laboratorios de la

Universidad Miguel Hernandez (UMH) para realizar el resto de las determinaciones.
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L1.1 Grupo Activo.

El grupo A (n=8) incluyo pacientes que solian llevar a cabo una actividad fisica
activa regular antes del comienzo de la enfermedad y que continuaron practicando dicha

actividad posteriormente con la misma regularidad.

La edad media del grupo A fue 21,9 + 4,2 afios e incluyo 8 individuos, 5
hombres y 3 mujeres diagnosticados en el momento del inicio por hiperglucemia +

cetoacidosis (n=4), cetoacidosis (n=2) e hiperglucemia (n=2).

En cuanto al tipo de entrenamiento, la mayoria de los individuos del grupo A
declararon practicar regularmente rutinas intervalicas del tipo, deportes de equipo:
baloncesto (n=1) y futbol (n=6). S6lo un individuo declaré realizar ejercicio aerdbico

(recorrer largas distancias corriendo y nadando).

1.1.2. Grupo sedentario.

El grupo S (n=11) incluyé a individuos que no realizaban ninguna actividad
fisica en el momento del inicio, continuando con los mimos habitos durante el periodo
observacional posterior. Cuatro individuos de este grupo empezaron a practicar ejercicio
moderado un maximo de 3 dias a la semana y de forma esporadica durante el periodo

observacional.

La media de edad del grupo S fue 23,3 + 2,2 afios e incluyd 11 individuos, 7
hombres y 4 mujeres diagnosticadas en el momento del inicio de la enfermedad por

hiperglucemia + cetoacidosis (n=3), cetoacidosis (n=7) e hiperglucemia (n=1).
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P
Estudio observacional
Prmera seleccionn=26
L i Exclusion:
MODY n=1
* Diabetestipo2n=2
Lh-[otivospersonalesnﬂ
Primnera consulta (n=19:
Aplicacion de criterios de inclusion
Histona clinica
Mhfuestras sangnineas
Grupo 5
n=11
[ Programa educacional
il . Adhesionala dieta
& IE 1 Monitorizacion glucémica
[ Seguimiente mensual Invecriones de insulina
2 Eendimiento deportivo
h k. 4
{ Final del primer afio: Muestras sanguineas
& ! Adhesion ala dieta
— Monitorizacionghicémica
[ Seguimiento mensual Inyecciones deinsulina
Eendimiento deportivo
¥ 1
[ Final del segundo afio: Muestras sanguineas

Figura 5. Diagrama de flujo para el disenio del estudio.

Abreviaturas: MODY, del inglés Maturity Onset Diabetes of the Young (diabetes de la edad

madura que se presenta en el joven).
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Tabla 4. Ejemplo, dieta de 2500kcal para sujetos diabéticos.

Dieta de 2500kcal

Desayuno Leche desnatada sola/ café: 250ml
Zumo natural: 250ml
Pan integral: 60g
Aceite de oliva: 15g

Almuerzo Pan integral: 30g
Fiambre de pavo: 50g
Aceite: 10g
Manzana: 150g
Té: 250ml

Comida Ensalada verde:
-Lechuga: 200g
-Tomate: 100g
-Pepino: 60g
Ternera: 150g
Patata y zanahoria hervida: 250g

Merienda Yogurt desnatado: 125¢g
Galletas integrales tipo Maria: 40g

Cena Sopa de fideos: 250ml
Tortilla con atiin:
-Huevo: 120g
-Atan al natural en conserva:30g
Espinacas: 150g
Pan integral: 20g

Recena Leche desnatada: 250ml
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I.2.  Determinaciones de hemoglobina glucosilada circulante

(HbAlc).

La hemoglobina glucosilada fue determinada mediante immunoanalisis por un
laboratorio acreditado. De acuerdo con la definicion de la International Federation of
Clinical Chemistry (IFCC), la HbAlc es un término genérico que se refiere a un grupo
de sustancias que se forman a partir de reacciones bioquimicas entre la hemoglobina A
(HbA) y algunos azucares presentes en la circulacion sanguinea, en el caso de la

HbAlc, glucosa (Jeppsson et al., 2002).

Los métodos inmunoldgicos para la determinacion de la HbAlc, utilizan
anticuerpos contra una secuencia de aminoacidos que varian de 3 a 8 de la fraccion N-
terminal de la hemoglobina glucosilada. Tienen como ventaja el que son especificos
contra la HbAlc y pueden ser incorporados a los autoanalizadores de quimica clinica ya
sea por métodos de inmunoturbimetria o de inmunoanalisis enzimatico (Wilson et al.,
1993; John, Edwards & Price, 1994). Para ello, los globulos rojos son hemolizados para
liberar la hemoglobina. Los anticuerpos desarrollados en ratéon, que reconocen la
secuencia glucosilada humana se unen a la hemoglobina formando microparticulas
anticuerpo-HbA lc. Estas microparticulas son reconocidas por un segundo anticuerpo
(inmunoglobulina G (IgG)), que desarrolla turbidez en el tubo de ensayo. La turbidez
desarrollada se mide en un turbidimetro, siendo directamente proporcional al % de

HbAlc.
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I.3. Determinacion de péptido C.

El péptido C humano fue determinado mediante radioinmunoensayo por un
laboratorio acreditado usando el kit coat a count. Se trata de un péptido de 31
aminoacidos que tiene una masa molecular de, aproximadamente, 3000 daltons. El
péptido C, forma parte inicialmente de la molécula de pre-pro-insulina, pero es
eliminado por cortes proteoliticos cuando la insulina progresa a su forma madura. Por
esta razon, el péptido C y la insulina se cosecretan en cantidades equimolares cuando la
insulina es producida por el pancreas endocrino. Las formas comerciales de insulina
inyectable no tienen péptido C. Por todo ello, el inmunoensayo de péptido C permite la
cuantificacion de insulina secretada por el sujeto, distinguiendo la insulina endogena de

la inyectada.

El procedimiento consiste en un kit que contiene 100 tubos recubiertos de
anticuerpos contrainsulina, un set de calibradores para establecer una recta patron,
compuesto por 7 frascos (A-G) con concentraciones crecientes de insulina y un vial de

insulina radioactiva marcada con 1'%

(Yodo). La finalidad del radioinmunoensayo es la
competicion durante un periodo de tiempo fijado, entre la insulina de las muestras del
paciente y la insulina radioactiva por unirse a los sitios especificos de los anticuerpos
inmovilizados en las paredes del tubo. Una vez transcurrido el tiempo establecido, se
finaliza esta reaccion mediante la decantacion del sobrenadante y se procede a la lectura
de los tubos mediante un contador gamma (radiaciéon que emite el I'*°). La lectura

obtenida, se convierte a través de la curva de calibracion en la cantidad de insulina

presente en la muestra del paciente.
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I.4. Purificacion de células sanguineas. Obtencion de plasma.

Para la obtencion del plasma de las células sanguineas (Figura 6) se deposito la
sangre en un tubo Corning con un volumen de EDTA (4cido etilendiaminotetraacético).
Posteriormente se centrifugaron las muestras a 1000xg, durante 30 min a una
temperatura de 4°C. A continuacion, se recogié el sobrenadante (plasma) con pipetas
Pasteur. Finalmente, las muestras fueron almacenadas en tubos Eppendorf de 1,5ml a -
80°C hasta ser enviadas a la Universidad Miguel Hernandez de Elche para medir los

parametros pertinentes.

PLASMA

Tubo de 10ml de sangre con EDTA
Marcar el volumen de sangre total
en el tubo

L

1000xg, 30 min, 4°C

k4

Eecoger sobrenadante (plasma)

Etiquetarv almacenara -280°C

Figura 6. Diagrama de la obtencion de plasma.
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I.5. Determinacion de carbonilos proteicos en plasma.

La determinacién de los carbonilos de las proteinas en plasma se realizd
mediante una adaptacion del método de Levine (Levine et al., 1994). La cuantificacion
de los grupos carbonilos mediante colorimetria sirve como indicador de la oxidacion de

las proteinas.

El primer paso para la determinacion del indice de carbonilos es la
desproteinizacion de las muestras. A 150ul de plasma, se le agregaron 250ul de agua y
500ul de TCA (acido tricloroacético) al 30%. Se centrifugaron las muestras a 15000xg,
durante Smin y 4°C, se elimind el sobrenadante mediante una pipeta y se guardaron las

muestras 24h a -80°C hasta su determinacion.

Posteriormente, el precipitado se resuspendio en 0,5ml de DNPH (2,4-
dinitrofenilhidrazina) 10 mM, disuelto en HCI (acido clorhidrico) 2M y se incubd a
37°C durante 60 min. Una vez concluido el tiempo, las muestras fueron precipitadas
con TCA al 20% y centrifugadas a 1000xg durante 10min a 4°C. En este momento se
eliminé el sobrenadante con una pipeta Pasteur y el precipitado se lavo tres veces con

etanol:etil acetato (1:1) para eliminar el exceso de DNPH.

Al precipitado resultante se le afiadié 1ml, 6M de guanidina (disuelta en 2mM de
tampon fosfato de potasio, pH 2,3) y la suspension se incubo a 37°C durante 1h hasta

que se disolvio el precipitado totalmente.

Para finalizar, se centrifugaron las muestras a 3000xg, Smin, 37°C y se midio la
absorbancia del sobrenadante a 360nm. Como blanco para las medidas se uso la
solucion de guanidina. Para cuantificar los niveles de carbonilos se utilizo el coeficiente

de extincion molar de 22000 M. cm™ (Ferrer et al., 2009).
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1.6. Analisis de citoquinas en plasma.

La deteccion y cuantificacion de las citoquinas presentes en las muestras de
plasma fue analizado mediante el kit Flowcytomix (eBioscience, North America). Este
kit permite analizar mediante citometria de flujo la concentracion de hasta 20 citoquinas
en una muestra. En la presente intervencion se analizaron simultaneamente las
siguientes citoquinas, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-
17a, IL-22, TNF-a e IFN-y.

La técnica se basa en la presencia de esferas de latex de dos tamafios diferentes
(4pm y 5um), que emiten distintos niveles de fluorescencia a 690nm, recubiertas por
anticuerpos que estan dirigidos frente a una citoquina concreta. De esta forma, cada tipo
de esfera solo se une a una citoquina exclusivamente, emitiendo asi una fluorescencia
determinada que permite diferenciar las poblaciones. Para que se llegue a emitir dicha
fluorescencia se requiere de la adicion de otros compuestos que se detallan a

continuacion.

El kit flowcitomix contiene ademas, una serie de diluciones conocidas de las
citoquinas que se van a medir, con el objetivo de realizar una recta de calibrado y poder

calcular las concentraciones de las mismas en la muestra.

Para la determinacion de la concentracion de citoquinas (Figura 7), se utiliza una
placa de 96 pocillos con filtro millipore en el fondo, donde se adicionan 25ul de las
muestras a analizar y 25ul del coctel de esferas. Después se afiaden 50ul de un coctel
de anticuerpos anticitoquinas conjugados con biotina. Los anticuerpos conjugados con
biotina también se unen a una misma citoquina, de modo que cada citoquina estaria
recubierta por un lado por el anticuerpo especifico biotinilado, y por otro lado por la

esfera conjugada a los mismos anticuerpos especificos.
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Una vez afiadido a los pocillos la mezcla anteriormente mencionada se deja
durante dos horas en agitacion a 500rpm, 37°C y en oscuridad. Una vez concluido este
tiempo se lavan tres veces los pocillos con tampén de ensayo, un manifold para placas

multipocillo (Pall).

Posteriormente se afiaden 50ul de una solucion de estreptavidina-ficoeritrina y se
incuba nuevamente la muestra durante una hora, 500rpm y 37°C. La estreptavidina se
une constitutivamente a la biotina y la ficoeritrina emite  uorescencia
proporcionalmente a la cantidad de citoquina unida. Una vez concluido el tiempo, se
lava como anteriormente se menciona y se afiade a cada pocillo 100ul de tampon de

ensayo para la lectura de la muestra.

Las muestras, detectadas por citometria de flujo (FacsCantoll, BD Bioscience),
se analizaron mediante el sofware FlowCytomix™ Pro3.0 Sofware (eBioscience)

(Figura 8).
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Se afiadenlas perlas recubiertas con
anticuarpos ala muestra

Las citoquinas presentesenla
muestra son captiradas por los
anticuarpos delasesferas

LN

~
Se afiaden anicuapos conjugados

con biotina que se uniranal conputo.
Semcuba 2h 300rpm 37°Cy
postenionmente selavala muestra 3
veces

S

Se afiade estreptavidina-froentrina
para la deteccion del anhicuerpo
conjugado conbiotina. Seincuba

2h 300 3 T°C v posterionmente se
lawvala muestra 3 veces
vy

-

LN

N

Analisis mediante citometria de flujo

para diferencarlas poblaciones segim
tamafioy fluorescencia

~

HowCytomix ™ Pro 3.0 Software

para caleularlas concentraciones de
cito quinas enla s muestras.

Figura 7. Diagrama de flujo para la determinacion de citoquinas.
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Figura 8. A) El software tras la determinacion de la curva estandar, sugiere dos grupos de
esferas, la poblacion A, que representa la poblacion de perlas (5um) y la B, que representa las

esferas mas pequenas (4um). B) y C) Los grupos de esferas A y B contienen varias poblaciones

de esferas, cada una de ellas correspondiente a una citoquina particular. Las esferas
fluorescentes del grupo A y las esferas fluorescentes del grupo B, muestran las diferentes
intensidades de fluorescencia. El software proporciona automaticamente una division entre las

poblaciones.

Abreviaturas: FSC, Forward Scatter o detector de dispersion frontal; SSC, Side Scatter o

detectores de dispersion lateral.
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1.7. Analisis estadistico.

El analisis estadistico fue realizado usando el software de Windows SPSS-20.
Pruebas de normalidad fueron realizadas de acuerdo con el test Kolmogorov- Smirnov
(K-S test). Los resultados fueron expresados como la media + el error estandar de la
media y los valores con una p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
El efecto del ejercicio fisico sobre los cambios inducidos en los diferentes parametros
circulantes (HbAlc, péptido C, carbonilos de las proteinas y citoquinas) y la insulina
inyectada en cada momento en particular fueron validados mediante la T-Student para
muestras independientes. La evolucion de las diferentes citoquinas dentro de cada grupo
particular de individuos a lo largo del tiempo fue analizada mediante una T-Student
para muestras pareadas. Aunque hay una limitacion en el tamafio de la muestra (n=8)
para el grupo A y (n=1) para el grupo S, se han realizado analisis adicionales como un
modelo lineal general (GLM) de medidas repetidas considerando el tiempo como un
factor intragrupo y la actividad fisica como un factor intergrupal y un GLM de medidas
repetidas considerando solamente el factor intragrupo (tiempo) y ningin factor
intergrupo para todos los parametros anteriormente mencionados. Correlaciones entre
los diferentes parametros se encontraron segun el coeficiente de correlacion de Pearson.
Se  consider6 arbitrariamente una baja correlacion para r= +/- 0-0,30, una correlacion

moderada para r=+/- 0,31-0,60 y una buena correlacion para r= +/- 0,61-1.
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II. INTERVENCION 2.

El objetivo que persigue esta segunda intervencion, es el control de parametros
metabolicos e inflamatorios a través de la dieta y el ejercicio, en un sujeto debutante

como diabético tipo 1 con remision posterior.

II.1. Sujeto de estudio. Procedimiento y disefio del estudio.

Esta intervencion consistid en un caso aislado que se obtuvo a raiz de la
intervencion niumero 1. Se trata de un caso clinico, un paciente que debuto en diabetes
mellitus tipo 1 y que a las pocas semanas del comienzo de la intervencion 1, remitio y
no volvidé a presentar sintomas de la enfermedad durante los dos afios que durd el
estudio y hasta la actualidad. Este paciente, aunque siguid participando en dicha
intervencion, fue considerado de especial interés para un posterior analisis de los
resultados de forma individualizada. El seguimiento del paciente se llevo a cabo durante
un periodo de dos afios en el Servicio de Endocrinologia del Complejo Hospitalario

Universitario de A Corufia (Espaiia).

El Comité de Etica Autonémico aprobd esta investigacion, que cumpli6 tanto
los requisitos locales como los establecidos en la Declaracion de Helsinki para la
investigacion con seres humanos. El sujeto, menor de edad, fue informado al inicio de
la intervencidn en presencia de sus tutores sobre el objetivo y justificacion del estudio y

se firmo un consentimiento escrito.

El seguimiento del paciente, al que se le identificara como SCA (Sujeto Caso
Aislado), se realizo en paralelo a los sujetos de la intervencion 1. Por tanto, se tuvieron
en cuenta los parametros de actividad fisica establecidos para la intervencion 1
siguiendo las directrices del Colegio Americano de Medicina Deportiva (Jakicic et al.,
2001).
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El sujeto SCA, es un varén que debutd en diabetes mellitus tipo 1 a la edad de
14 afos y fue diagnosticado en el momento del inicio de la enfermedad por
hiperglucemia + cetoacidosis. El sujeto, llevaba a cabo una actividad fisica activa y
regular antes de debutar como diabético, y continudé practicando dicha actividad
posteriormente con la misma regularidad. El sujeto SCA era futbolista de las categorias
infantiles del club de fatbol Deportivo de A Coruiia. Realizaba rutinas de entrenamiento
de 1,5 horas de tipo intervalico 3 dias a la semana (lunes, miércoles y viernes), con
partido de competicion de la liga provincial durante los fines de semana. Durante el
estudio paso a la categoria juvenil incrementando el volumen de entrenamiento, pasando
de 6h semanales mas el partido de competicion (8h en total) a 10h, es decir 2h diarias de
entrenamiento de lunes a viernes mas un partido oficial de la liga regional gallega (12h
en total). Durante la intervencion no se pudo realizar ninguna prueba de esfuerzo al
paciente, por lo que no se tienen datos de su VO,max en el momento del estudio. En la
actualidad es futbolista profesional y sus datos de VO,max son de 52ml/min/kg,
catalogada como excelente. Durante los entrenamientos, SCA llevaba un pulsémetro
que registraba una frecuencia cardiaca que oscilaba entre 140-160ppm, siendo su

frecuencia basal de 69ppm.

En la primera consulta, se prepard una historia clinica del paciente y se le realizé
una exploracion fisica. Se tomaron muestras sanguineas de la vena antecubital por la
mafiana en ayunas. Dichas muestras se utilizaron para determinar HbAlc, péptido C,

antiGAD, carbonilos de las proteinas y citoquinas.

Ademas, el paciente y tutores ingresaron en un programa educacional del
hospital con el fin de aprender sobre las necesidades dietéticas, monitorizacion de la
glucemia e inyeccion de insulina. En cuanto a la dieta, el consumo de calorias y disefio
de las comidas se adecud al tipo de terapia insulinica y condiciones generales del
paciente, llevando una alimentacion adecuada y saludable aun después de remitir la

enfermedad.

Las consultas se llevaron a cabo inicialmente de forma semanal durante el
primer mes y una vez al mes para el periodo restante. En cada consulta, se le preguntd
al paciente sobre el cumplimento de la dieta, la monitorizacion de la glucemia,

inyecciones de insulina y rendimiento durante el ejercicio.
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Al final del primer afio, se extrajo una segunda muestra sanguinea en las mismas
condiciones que la primera muestra y se realizdo la determinacion de los mismos
parametros. Mensualmente se sigui6 realizando un seguimiento del paciente. Al final de
este periodo, el estudio fue considerado terminado y la ultima extraccion sanguinea fue
realizada con el fin de medir los parametros antes mencionados. Las muestras de sangre
se colocaron en tubos y fueron analizadas por un laboratorio de analisis clinico externo,
siguiendo los protocolos establecidos. Posteriormente, la sangre sobrante se transportd
en frio a los laboratorios de la Universidad Miguel Hernandez para realizar el resto de

las determinaciones.
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I1.2. Determinaciones de los distintos parametros metabdlicos e

inflamatorios.

Las determinaciones que se le realizaron a las muestras del paciente SCA, fueron
las mismas que se llevaron a cabo en la intervencion 1 (ver Materiales y Métodos,

Intervencion 1) y que se mencionan al principio de esta intervencion.
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I1.3. Analisis estadistico.

Aunque se trata de un caso aislado, los datos de SCA se compararon con los
obtenidos de los pacientes estudiados durante la intervencion 1 (grupos A y S). Ver

Resultados y Discusion.
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III. INTERVENCION 3.

El objetivo de la intervencion 3 es el control de parametros metabolicos e
inflamatorios a través de la dieta y el ejercicio en un sujeto diabético tipo 1 practicante

de actividades extremas.

ITII.1. Sujeto de estudio. Procedimiento y disefio del estudio.

Esta intervencion se realizd6 en un sujeto con diabetes mellitus tipo 1 que
practicaba alpinismo y otras actividades extremas, en las que estaba expuesto a bajas
concentraciones de oxigeno (O,) y un elevado nivel de estrés. El seguimiento se llevo a
cabo durante un periodo de 6 meses en el Instituto de Bioingenieria de la Universidad
Miguel Hernandez de Elche (Espafia), aunque el sujeto se tuvo que desplazar a diversas

localizaciones del planeta para desarrollar sus actividades.

El Comité de Etica Autonémico aprobd esta investigacion, que cumpli6 tanto
los requisitos locales, como los establecidos en la Declaracion de Helsinki para la
investigacion con seres humanos. El sujeto fue informado al inicio sobre el objetivo y

justificacion del estudio y se firmé un consentimiento escrito.

Durante la intervencion, el sujeto desarrolld 2 actividades: a) Un “trekking” al
campo base del Everest (Nepal) a 5364 m de altitud. B) Pruebas de aceleracion
desarrolladas en las instalaciones de la NASA (del inglés, National Aeronautics and
Space Administration) en Houston (Texas-USA). Ambas actividades se explican

detalladamente mas adelante.

El individuo al que se denominara sujeto AD (Astronauta Diabético) se estaba
preparando para ser admitido en el programa de astronautas de la NASA. En la

actualidad es miembro del programa y sigue con su preparacion para salir al espacio,
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muy probablemente en 2017-2018. En caso de lograrlo, seria el primer astronauta
diabético de la Historia de la Humanidad. Se trata de un varén que en el momento de la
intervencion tenia 48 afos de edad, 165 cm de altura y 69 kg de peso. AD realizaba
ejercicio fisico principalmente aerdbico de forma habitual y alpinismo profesionalmente

antes del estudio.

En la primera consulta (mayo 2013), se le realizd una exploracion fisica y se
inicié un programa educacional con el fin de que el individuo mejorase su control
glucémico y aprendiese algunas pautas sobre sus necesidades dietéticas que le ayudasen
también, a mejorar su rendimiento. La dieta, el consumo de calorias y disefio de las
comidas se adecud al tipo de terapia insulinica y condiciones del paciente. La
alimentacion del sujeto de los dias de entrenamiento fue rica en hidratos de carbono (60-
65% hidratos de carbono, 25-30% lipidos y 10% proteinas) en comparacion con los dias
de descanso (55% hidratos de carbono, 30% lipidos y 15% proteinas), con un contenido
energético de 2400kcal (dias de entrenamiento) y de unas 1700kcal (dias de descanso).
Las ingestas fueron repartidas en 5 comidas, las cuales incluian al menos dos yogures y
dos piezas de frutas diarias (Tabla 5 y 6). Los dias de entrenamiento el sujeto realizaba
un circuito de bicicleta de 1,5h de ruta por la mafiana y una sesion de musculacion (60-
70% del peso maximo levantado) por las tardes (4 dias a la semana). Un dia a la semana
realizaba surf por la mafiana (2h) y otro dia, realizaba actividades de intensidad
moderada: carrera continua al trote de 1h por la mafiana y una sesion de core-training de
45min por la tarde. Finalmente, AD descansaba un dia a la semana. Algunas semanas
cambiaba el ciclismo de ruta por una sesion de bicicleta de montafia (2h) o una sesion
de senderismo (3-5h). Este programa de entrenamiento fue proporcionado por la NASA,
disefiado conforme a la patologia de AD y con la finalidad de la puesta a punto del
sujeto conjuntamente con un correcto control glucémico. Para el disefio del plan de
entrenamiento se parti6 de los datos obtenidos en las pruebas de esfuerzo realizadas
habitualmente en la NASA. Cuando AD accedio a realizar el estudio con la UMH, ya

llevaba un par de afios realizando esta rutina de entrenamiento.
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Un par de semanas después de la primera consulta, se citd al paciente para
preguntarle acerca de la monitorizacion de la glucemia, inyecciones de insulina y
adhesion a la dieta. Ademas, se le realizé una prueba de esfuerzo (ergometria) en tapiz
rodante durante un total de 42min. La idea era tener datos de la condicién fisica de AD
en el momento de la intervencion y del control de su glucemia durante un esfuerzo
maximo como el que podria experimentar durante su paseo espacial, en donde podia
alcanzar una frecuencia cardiaca cercana a las 200pulsaciones/min. La prueba se realizod
a una velocidad constante de 8,7km/h con el tapiz en posicion horizontal. Se realizaron
determinaciones de la glucemia por puncion en la yema del dedo al iniciar la prueba
(180mg/dl), a los 3min (200mg/dl), 13min (153mg/dl), 24min (156mg/dl), 36min
(135mg/dl) y al final de la prueba (141mg/dl). La glucemia de un sujeto no diabético
oscila entre 70-100mg/dl. Para la toma de la glucemia, la velocidad del tapiz descendia
a 4,8km/h, y mientras el sujeto caminaba se realizaba la desinfeccion del dedo, la
puncion y la toma de la gota de sangre con la tira reactiva, que era posteriormente
analizada por un glucometro. El proceso duraba 1min aproximadamente. Los

parametros de la ergometria se muestran en la tabla 7.
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Tabla 5. Ejemplo, dieta de 1700kcal (dia de descanso).

Dieta de 1700kcal

Desayuno Leche desnatada sola/ café: 250ml
Pan integral: 60g
Aceite de oliva: 15g
Kiwi: 150g

Almuerzo Yogurt desnatado: 125g
Muesli: 30g

Comida Ensalada verde:
-Lechuga: 100g
-Tomate: 100g
-Pepino: 60g
Arroz: 85g
Pavo: 150g

Merienda Yogurt desnatado: 125g
Manzana: 150g

Cena Bacalao: 150g
Patata y brocoli: 250g
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Tabla 6. Ejemplo, dieta de 2400kcal (dia de entrenamiento).

Dieta de 2400kcal

Desayuno Leche desnatada sola/ café: 250ml
Zumo natural: 250ml
Pan integral: 60g
Aceite de oliva: 15g
Queso fresco desnatado: 40g

Almuerzo Yogurt desnatado: 125g
Cereales: 60g

Comida Ensalada verde:
-Lechuga: 200g
-Tomate: 100g
-Pepino: 60g
Hamburguesa de ternera: 150g
Arroz blanco: 80g

Merienda Yogurt desnatado: 125g
Manzana: 200g

Cena Sopa de verduras: 250ml
Merluza a la plancha: 200g
Pimento asado: 60g

Pan integral: 20g
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Tabla 7. Valores de la prueba de esfuerzo del sujeto AD.

Parametro Final de la Recuperacion
ergometria tras ergometria

Tiempo 33:30 min 42 min (+8:30 min)

Velocidad 8,7 km/h 4,8 km/h

VCO, 2900 ml/min 1735 ml/min

VO, 3358 ml/min 1874 ml/min

VO,max 48,7 ml/min/kg 27,2 ml/min/kg

VO,/FC 17,8% 11,4%

CR 0,86 0,93

Volumen respiratorio 114 /min 77 /min

Frecuencia cardiaca 72(basal)-172 latidos/min 110 latidos/min

Abreviaturas utilizadas: CR, cociente respiratorio; FC, frecuencia cardiaca;, VO,
volumen de oxigeno, VCO,, volumen de dioxido de carbono.

Posteriormente a estos controles iniciales, el control rutinario del sujeto se llevo
a cabo una vez al mes. En estas ocasiones se hacia un seguimiento del paciente

controlando la dieta, el rendimiento deportivo y los pardmetros glucémicos.

A finales del mes de octubre de 2013, 6 dias antes de la primera actividad
(“trekking” al campo base del Monte Everest), se tomaron muestras sanguineas de la
vena antecubital por la mafiana en ayunas para el posterior analisis de los pardmetros
sanguineos (tablas 8, 9, 10 y 11). El “trekking” dur6 11 dias y a su regreso a Espafia, se
volvieron a tomar muestras sanguineas en las mismas condiciones. El tiempo
transcurrido entre la finalizacion del “trekking” y la segunda analitica fue de 5 dias. El
tiempo transcurrido entre la primera y la segunda analitica fue de 3 semanas

aproximadamente.
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A los 20 dias tras la segunda analitica, se le realizé una tercera analitica, antes de
partir a Estados Unidos para realizar las pruebas de aceleracion en las instalaciones de la
NASA. El tiempo transcurrido entre la primera y la tercera analitica fue de un mes y
medio aproximadamente. A su regreso de Estados Unidos a finales del mes de enero de
2014 se le realizo al sujeto AD la cuarta analitica en las mismas condiciones que las
anteriores. El tiempo transcurrido entre la primera y la cuarta analitica fue de 3 meses y

medio aproximadamente, momento en el que se dio por concluido el estudio (Figura 9).

Todas las muestras de sangre fueron analizadas por un laboratorio de analisis
clinico externo siguiendo los protocolos establecidos. Posteriormente la sangre sobrante
se transportd en frio a los laboratorios de la Universidad Miguel Hernandez para realizar

el resto de las determinaciones.

Seguimiento

del paciente y Toma de Toma de Prueba de
prueba de muestras muestras aceleracion
esfuerzo

Seguimiento . Toma de
Inicio del B “Trekking™ al Toma de )
7 mensual del y muestras y fin
estudio : Everest muestras ;
paciente del estudio

Figura 9. Diagrama de flujo del diseiio del estudio, Intervencion 3.
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II1.2. Actividades realizadas por AD.

II1.2.1. “Trekking” al campo base del monte Everest.

La salida hacia el Everest tuvo lugar desde Lukla a 2.650m de altura el 24 de
Octubre de 2013. El sujeto realizé caminatas diarias de 5 horas excepto el ultimo dia, el
1 de noviembre. Ese dia, AD realizé una caminata de 10 horas hasta llegar al campo
base del Everest a 5.364m de altura aproximadamente. El 2 de noviembre comenz6 el
descenso con una duracion de 8 horas, y el dia 3 de noviembre tras otra caminata de 8
horas, AD lleg6 al punto de partida (Lukla), donde terminé el “trekking”. Durante la
expedicion al campo base del Everest, el sujeto controld diariamente sus niveles de

glucosa y unidades de insulina inyectada.

II1.2.2. Prueba de aceleracion.

En el mes de noviembre-diciembre 2013 el sujeto realizdo las pruebas de
aceleracion en las instalaciones de la NASA (Houston, Texas). Estas consistieron, en
vuelos de prueba con el avion de entrenamiento Nortthrop T-38 Talon para el ensayo de
vuelos supersonicos, vuelos nocturnos, familiarizacion con la instrumentacion y
navegacion en condiciones extremas. Durante la estancia se realizo también una prueba

de centrifuga a 6xg para simular las condiciones de despegue.
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I11.3. Analisis sanguineos.

Al paciente se le realizaron 4 analisis de sangre. Estos andlisis fueron realizados
por un laboratorio de analisis clinico externo siguiendo los protocolos establecidos. Los
parametros que se midieron en estas analiticas se describen con valores normales en las

tablas 8,9, 10 y 11.

Tabla 8. Parametros eritrocitarios.

Valores de referencia Unidades
Parametros eritrocitarios
Eritrocitos 46-6 x10%/mm’
Hemoglobina 13-16,15 g/dl
Hematocrito 40 - 54 %
VCM 80 -95 fl
HCM 26,5 -33,5 pg
CHCM 31,5-35 g/dl
RDW 37-56 %

Abreviaturas: VCM, volumen corpuscular medio;, HCM, hemoglobina corpuscular media;
CHCM., concentracion de hemoglobina corpuscular media;, RDW, banda de distribucion de
hematies (red cell distribution width).
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Tabla 9. Pardametros leucocitarios.

Valores de referencia Unidades
Parametros leucocitarios
Leucocitos 45-10 x10*/mm’
Neutrofilos 42,2-75,2 %
Linfocitos 20 -50 %
Monocitos 3-10 %
Eosinofilos 1-5 %
Basofilos 0-1,6 %
Neutréfilos 2,5-175 x10*/mm’
Linfocitos 1,5-4,5 x10*/mm’
Monocitos 0,2-0,8 x10*/mm’
Eosinofilos 0,05-0,5 x10*/mm®
Basofilos 0,01 —0,15 x10%/mm’
Tabla 10. Serie plaquetaria.

Valores de referencia Unidades

Serie plaquetaria
Plaquetas 150 - 450 x10*/mm’
Volumen medio de plaquetas fl
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Tabla 11. Pardametros bioquimicos.

Valores de referencia Unidades
Parametros bioquimicos
Glucosa <70-110 mg/dl
Hemoglobina Alc <5,7 %
Hemoglobina Alc <40 mmol/mol
Colesterol <200 mg/dl
HDL-Colesterol 40 - 60 mg/dl
LDL-Colesterol <100 mg/dl
Triglicéridos <150 mg/dl
Acido trico 34-7 mg/dl
Creatinina 0-1,40 mg/dl
Urea 20 -50 mg/dl
GOT/AST 0-40 U/
GPT/ALT 0-40 u/1
GGT 0-55 U/
Fosfatasa alcalina 80 - 306 U/l
CK 0-195 Ui
Hierro 70 - 160 pg/dl
Ferritina 70 - 435 ng/dl
Sodio 135-145 mmol/l
Potasio 3,5-4,5 mmol/l
Mioglobina 20-71 pg/dl
Acido lactico 4,5-19,8 mg/dl

Abreviaturas:  HbAlc, hemoglobina  glucosilada;  GOT/AST,  glutamato-oxalacetato
transaminasa/aminoaspartato tranferasa, GPT/ALT, glutamato-piruvato transaminasa/alanina
aminotransferasa; GGT, gamma glutamil transpeptidasa; CK, creatinkinasa; HDL, LDL,
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II1.4. Determinaciones de los distintos parametros metabdlicos e

inflamatorios.

Las determinaciones que se le realizaron a las muestras del paciente AD fueron,
HbAlc, péptido C, antiGAD, carbonilos de las proteinas y citoquinas. Estas
determinaciones se encuentran ampliamente detalladas en la intervencion 1 (ver

Materiales y Métodos, Intervencion 1).
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II1.5. Analisis estadistico.

El analisis estadistico fue realizado usando el software de Windows SPSS-20.
Los resultados fueron expresados en rangos minimos y maximos, lo que permitira

observar tendencias.
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IV. INTERVENCION 4,

El objetivo de esta cuarta intervencion es el control de parametros metabodlicos e
inflamatorios a través de la dieta y el ejercicio en prediabéticos tipo 2 con resistencia a

la insulina.

IV.1. Sujetos de estudio. Procedimiento y disefio del estudio.

La segunda intervencion se realizd a 20 adolescentes (9 chicos y 11 chicas) de
14,3 + 0,4 afios de edad, con obesidad severa (IMC>30) que fueron reclutados y
evaluados en el Centro Les Oiseaux, Sanary Sur Mer (Francia) durante un periodo de 4

meses.

Se certificaron todas las regulaciones institucionales y gubernamentales con
respecto a la participacion de adolescentes en la investigacion, que fue aprobada por el
Comité de Etica Local, cumpliendo los requisitos establecidos en la Declaracion de
Helsinki para la investigacion con seres humanos. Todos los sujetos fueron informados
al inicio, en presencia de sus tutores sobre el objetivo y justificacion del estudio y

firmaron un consentimiento escrito.

Los adolescentes fueron reclutados y evaluados dentro de la primera semana
después de su admision en un centro para el tratamiento de la obesidad en adolescentes.
Los criterios para definir la obesidad tuvieron en cuenta los factores de edad y sexo en
la infancia, basandose en las indicaciones del International Obesity Task Force (Cole et
al., 2000). Se midio la circunferencia de la cintura y se calcularon las puntuaciones z del
IMC vy los valores mayores que 3 se definieron como obesidad severa (Rolland-
Cachera etal., 1991).
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Por otro lado se establecido un grupo control, para el cual se reclutaron 16
adolescentes sanos (9 chicos y 7 chicas) en edad puberal (15,0 + 0.5 afios) y peso
normal (IMC= 20-25). Entre los criterios de inclusion en este grupo se establecié que
todos los sujetos fueran normotensos (definidos por percentiles de presion <95°, edad y
altura), no diabéticos, no fumadores y libres de cualquier otra comorbilidad conocida

relacionada con la obesidad.

Los criterios de exclusion para todos los sujetos incluyeron, antecedentes
familiares de enfermedad cardiovascular prematura, consumo de cualquier medicacion,
estado puberal evaluado por la etapa de Tanner<2, pérdida de peso mayor del 5% de su
peso total durante los 3 meses anteriores a la investigacion y la practica de actividad

fisica (>3 horas de ejercicio por semana para minimizar los efectos del entrenamiento).

En la primera consulta, la cual tuvo lugar pocos dias después de ser reclutados,
los pacientes del grupo de adolescentes con obesidad severa (SOA, del inglés severely-
obese adolescents) se sometieron a una evaluacion clinica, vascular y se tomaron
muestras sanguineas para la posterior determinacion de parametros circulantes. Ademas,
se sometio a los sujetos a un programa de pérdida de peso basado en la realizacion de

dieta y ejercicio supervisado, administrado por el centro.

La dieta se preescribi6 moderadamente hipocalorica (reduccion de 300-500kcal
diarias) y con una distribucion de nutrientes equilibrada: hidratos de carbono (55%),
proteinas (15%) y lipidos (30% total, con menos del 10% en grasas saturadas). Ademas,

se fue adaptando a las evoluciones ponderales de cada sujeto (Tabla 12).

El programa de entrenamiento constd de cuatro sesiones semanales de 90min
supervisadas. Cada sesion estuvo constituida principalmente por ejercicio aerobico,
incluyendo ademas baile, tenis y juegos recreativos destinados a fomentar la actividad

fisica en los sujetos.

A los 4 meses de la inclusion en el centro los pacientes del grupo SOA
volvieron a someterse a una evaluacion clinica, vascular y se tomaron nuevamente

muestras sanguineas.
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El grupo de adolescentes con normopeso (NW, del inglés normal weight), fue
llamado para su evaluacion clinica, vascular y realizacién de analiticas sanguineas, en

las mismas fechas en las que se realizaron estas pruebas al grupo SOA (Figura 10).

Todas las muestras de sangre se colocaron en tubos y fueron analizadas por un
laboratorio de andlisis clinico externo, siguiendo los protocolos establecidos.
Posteriormente la sangre sobrante se transportd en frio a los laboratorios de la

Universidad Miguel Hernandez para realizar el resto de las determinaciones.

Tabla 12. Ejemplo, dieta de 1600kcal.

Dieta de 1600kcal

Desayuno Leche desnatada sola/ café: 250ml
Pan integral: 60g

Aceite de oliva: 10g

Kiwi: 150g
Almuerzo Manzana: 150g

Té: 250ml
Comida Ensalada de cous cous

- Cous cous: 50g

- Pimiento rojo: 20g

- Pimento verde: 20g

- Tomate: 40g

- Hojas de hierbabuena

Bacalao al papillote: 150g

Merienda Yogurt desnatado: 125g

Cena Crema de calabaza: 250ml
Pechuga de pavo: 150g
Yogurt desnatado: 125g
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Grupo S0A Grupo control
 F— —,
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Primera consulta (n=207: Primera consulta (n=16):
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Beclutarmento en el centro Evaluacion climca
Evaluacion clinica MMuestras sanguineas
Muestras sanguineas Ewaluacion vascular
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Evaluacon vascular I Evaluagon vascular
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Figura 10. Diagrama de flujo del diseno del estudio, Intervencion 4.
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IV.2. Mediciones vasculares.

Las dos las mediciones vasculares (al comienzo y al final del estudio), se
realizaron por la mafiana en ayunas, en una habitacion tranquila y con una temperatura
controlada de entre 22 y 24 °C. Todos los sujetos se habian abstenido de realizar
ejercicio vigoroso 48 horas antes de la prueba. Las mediciones comenzaron después de
20min de aclimatacion en posicion supina, y las presiones sanguineas se midieron en el
brazo izquierdo mediante un sistema automatizado (Dinamap, GE Medical Systems,

Milwaukee, EE.UU.).

1V.2.1. Evaluacion macrovascular.

La evaluacion vascular de la arteria braquial fue realizada por el mismo
investigador, de acuerdo con las Directrices de la International Brachial Reactivity Task
Force (Corretti et al, 2002). Las mediciones braquiales se realizaron mediante
ultrasonografia vascular de alta resolucion (MyLab30, Esaote SpA, Firenze, Italia), con
una sonda lineal de multifrecuencia de 10MHz. Las imagenes y las sefiales Doppler se

registraron continuamente y simultineamente.

Se realizd una dilatacion mediada por flujo (FMD, del inglés flow mediated
dilation), un método no invasivo bien establecido para estimar la funciéon endotelial en
el conducto arterial. Consiste en reducir el flujo en el brazo aplicando una banda de
presion (250mmHg). Pasados Smin, la banda se abre y el vaso se ensancha como
consecuencia del empuje del flujo retenido. Este ensanchamiento de la arteria braquial
puede ser medido por ultrasonidos. Este proceso de dilatacion, depende enteramente del
endotelio vascular. Adicionalmente, los participantes recibieron por via sublingual
0,4mg de dinitrato de isosorbida, un vasodilatador independiente del endotelio, pero

dependiente del musculo liso vascular (dilatacion mediada por nitrato o NMD, del
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inglés nitrate mediated dilation). Se determiné la velocidad media del flujo sanguineo y
el promedio del flujo sanguineo. Estas técnicas se pueden encontrar descritas mas

ampliamente en (Karpoff et al.,2009).

1V.2.2. Evaluacion microvascular.

La evaluacion microvascular del flujo sanguineo cutaneo (CBF, del inglés
cutaneous blood flow) fue realizada por el mismo investigador mediante flujometria con
laser Doppler (LDF). La LDF monitoriza continuamente la perfusion midiendo el flujo
microvascular de sangre, usando el principio de Doppler. La técnica permite determinar
si el flujo en el vaso de pequeiio calibre se dirige hacia la sonda de deteccion o se aleja
de la misma. También permite medir la velocidad de dicho flujo. Al tratarse de vasos de
pequetio calibre, no pueden aplicarse las técnicas descritas para la macrovasculatura en
el apartado anterior. La técnica LDF no fue desarrollada en nuestro laboratorio, aunque
se puede encontrar explicada en (Leahy et al., 1999). El CBF se midié en unidades de
perfusion convencionales (PU) usando un sistema LDF (Periflux PF 5000, Perimed,
Estocolmo, Suecia), equipado con una sonda termostatica de LDF (PF 481, Perimed,

Estocolmo, Suecia).

La iontoforesis permite el suministro transcutaneo de farmacos ionizados aplicando
corriente continua de baja intensidad. Se trata de una técnica no invasiva, sin efectos
sistémicos ni perturbaciones para la piel (Droog et al., 2004). Después de medir el CBF
se evaluaron las respuestas microvasculares a iontoforesis de la acetilcolina (ACh) y el
nitroprusiato de sodio (SNP). Las sondas de LDF se mantuvieron a una temperatura
constante de 33°C durante todo el proceso de medicion. Para evaluar la respuesta de
hipertermia local, se calenté una sonda de LDF que no contenia farmaco a 42°C durante
5 minutos. Solo se analizo la fase de meseta (endotelio-dependiente) de la respuesta de
hipertermia. Las respuestas maximas de CBF a ACh, SNP, NMD e hipertermia local se
determinaron como el valor promedio maximo durante un periodo de 10 segundos

dentro de sus procedimientos respectivos.
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IV.3. Determinaciones sanguineas.

Las muestras de sangre se tomaron por la mafiana en ayunas y fueron analizadas
por un laboratorio externo cualificado. Dichas muestras sirvieron para realizar
diferentes determinaciones y medir diferentes marcadores bioquimicos que podremos

encontrar en el apartado de Resultados, Intervencion 4 (Tablas 27a y 27b).
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IV.4. Determinacion de la glucosa e insulina plasmatica.

La insulina plasmatica se midi6 usando el método de radioinmunoensayo (RIA)
(kit de recubrimiento RIA TKIN2, Siemens, Berlin, Alemania). La glucosa plasmatica
se determiné mediante (Abbott, Rangendingen, Alemania). Ambas técnicas fueron
llevadas a cabo por un laboratorio externo acreditado. Estas determinaciones se
utilizaron para calcular el grado de resistencia a la insulina a través del indice HOMA
(del inglés homeostatic model assessment). Para ello se utilizan las siguientes

ecuaciones:

HOMA-IR= Glucemia (mM) x insulina (mUI/1)/22,5

HOMA-IR= Glucemia (mg/dl) x insulina (mUI/1)/405

Un valor superior a 3 es indicativo de resistencia a la insulina. Todos los

participantes del grupo SOA tuvieron un HOMA>3.
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IV.5. Obtencion y purificacion de células sanguineas.

La obtencion de las diferentes fracciones celulares se realizo siguiendo una
modificacion del método de Boyum (Boyum, 1964). La sangre se depositd en un tubo
Corning, sobre un volumen de ficoll, en una proporcion ficoll:sangre de 1:1,5
(4ml:6ml). La muestra se centrifugd a 900xg, durante 30min a 18°C. Como resultado se
obtuvo la siguiente distribucion celular: la fase inferior, formada por los neutréfilos y
eritrocitos, la fase intermedia de ficoll, conteniendo linfocitos y la fase superior

correspondiente al plasma.

Para la obtencion de los linfocitos, se recogio cuidadosamente con pipetas
Pasteur, la capa que los contenia tras la primera centrifugacion. Esta suspension celular
se lavo de los restos de ficoll y plasma con 10ml de PBS (tampén fosfato salino, del
inglés phosphate buffered saline) y se centrifugd a 900xg, durante 10min a 4°C. El
precipitado celular obtenido fue lisado con 2ml de agua bidestilada para las posteriores

determinaciones. Las muestras fueron almacenadas hasta su utilizacion a -80° C.

Los neutrofilos fueron obtenidos de la fase inferior de la primera centrifugacion.
Se hemolizaron los eritrocitos afadiendo 50ml de 0,15M CINH; en un bafio de
agua/hielo durante 30-60min. Una vez producida la hemdlisis se centrifugé la
suspension celular a 750xg, durante 10min a 4°C. Posteriormente, se repitio el
tratamiento con CINH; en las mismas condiciones mencionadas. Finalmente, el
precipitado celular se lavo con 15ml de PBS y se centrifugo en las condiciones citadas.
Los neutréfilos se lisaron en un volumen de 2ml de agua bidestilada para medir MDA
(malondialdehido) y carbonilos de las proteinas. Como en el caso anterior, las alicuotas

fueron almacenadas a -80° hasta su uso.

Para el plasma, se utiliz6 un tubo nuevo de sangre con EDTA (4cido etilendiaminotetra-
acético) y se centrifugaron las muestras a 1000xg, durante 30min a 4°C. Se recogi6 el
sobrenadante (plasma), también para medir MDA y carbonilos de las proteinas, y se

almaceno a -80°C hasta su uso.
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IV.6. Determinacion de carbonilos proteicos en plasma,

neutrofilos y linfocitos.

La determinacion de los carbonilos de las proteinas en plasma, neutrofilos y
linfocitos se realizd mediante una adaptacion del método de Levine (Levine et al.,
1994). La cuantificacion de los grupos carbonilos mediante colorimetria sirve como

indicador de la oxidacion de las proteinas.

El primer paso para la determinacion del indice de carbonilos es la
desproteinizacion de las muestras. Se prepararon 9 tubos ependorff, a tres de ellos se les
afiadio 150pl de plasma, a otros 3 tubos 250pul de linfocitos y a los 3 ultimos 250ul de
neutrofilos. Se agregaron a todos, 250ul de agua y 500ul al 30% de TCA (acido
tricloroacético). Se centrifugaron las muestras a 15000xg, durante Smin a 4°C, se
elimind el sobrenadante mediante una pipeta y se guardaron las muestras 24h a -80°C

hasta su determinacion.

Posteriormente, los precipitados se resuspendieron en 0,5ml de DNPH (2,4-
dinitrofenilhidrazina) 10 mM, disuelto en 2M de HCI y se incubaron las muestras a
37°C durante 60min. Una vez concluido el tiempo, las muestras fueron precipitadas con
TCA al 20% vy centrifugadas a 1000xg, durante 10min a 4°C. En este momento, se
eliminé el sobrenadante con una pipeta Pasteur y el precipitado se lavo tres veces con

etanol:etil acetato (1:1) para eliminar el exceso de DNPH.

Al precipitado resultante se le afiadié Iml, 6M de guanidina (disuelta en 2mM de
tampon fosfato potasico, pH 2,3) y la suspension se incubd a 37°C durante 1h hasta que

se disolvi6 el precipitado totalmente.

Para finalizar, se centrifugaron las muestras a 3000xg, Smin a 37°C y se midio la
absorbancia del sobrenadante a 360nm. Como blanco para las medidas se uso la
solucion de guanidina. Para cuantificar los niveles de carbonilos se utilizo el coeficiente

de extincion molar de 22000 M. cm™ (Ferrer et al., 2009).
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IV.7. Determinacion de MDA en linfocitos, neutrofilos y plasma.

El nivel de peroxidacion lipidica fue determinado mediante la cuantificacion del
principal producto resultante de la oxidacion de los fosfolipidos, el malondialdehido
(MDA), el cual a altas temperaturas y en condiciones acidas, reacciona con el acido
tiobarbitarico (TBA) formando un complejo que puede ser detectado y cuantificado por

fluorescencia.

Para esto, se prepararon 3 tubos en los que se mezclaron 200ul en el caso de
neutrofilos y los linfocitos y 50ul en el caso del plasma, con 50ul de 0,05% en etanol de
BHT (butil hidroxi tolueno) y 50ul de TCA al 20% en 0,6M HCI. Las muestras se
incubaron 15 minutos en hielo y se centrifugaron a 5000xg, durante 15 minutos a 4°C.
Posteriormente, se afiadieron 100ul al 0,6% de TBA en agua, a 100ul del sobrenadante
de la mezcla centrifugada anteriormente. La mezcla se incub6 a 97°C durante una hora.

Al terminar la incubacion se dejaron enfriar las muestras en hielo durante 10 minutos.

Répidamente se realizo la extraccion liquido/liquido del cromégeno TBA-MDA
con 300ul de n-butanol. Las muestras se agitaron vigorosamente durante 30 segundos y
se centrifugaron a 10000xg, durante 3 minutos. La cuantificacion del complejo TBA-
MDA se llevé a cabo por HPLC (cromatografia liquida de alta eficacia, del inglés high
performance liquid chromatography (LaChrom, Merck-Hitachi)) equipado con detector
de fluorescencia. Se inyectaron 20ul de cada muestra en una columna de fase reversa
LiChrospher® 100 RP-18 con un flujo isocratico de Iml/min de la fase movil,
metanol:fosfato potasico S0mM, pH 6,8. La deteccion de los compuestos se llevo a cabo

mediante fluorescencia excitando a 515nm y recogiendo la emision a 553nm.

La concentracion de MDA se calculd a partir de una recta de calibrado realizada
con 1°3,3’-tetractoxipropano (TEP) hidrolizado con 1% acido sulfurico cuya
concentracion se obtuvo midiendo la absorbancia a 244nm (e=13700 M"'.cm™). Los
resultados fueron expresados en pmoles MDA/n® células o ml de plasma (Laporta et al,

2007).
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IV.8. Analisis de citoquinas y marcadores relacionados con la

funcion vascular en obesidad y resistencia a la insulina.

Se midieron diferentes citoquinas como la IL-2, IL-4, IL-6, IL-1B, TNF-a y otros
marcadores relacionados con inflamacion y la obesidad, como la leptina, la resistina, la
proteina C reactiva (CRP), la mieloperoxidasa (MPO) y el activador del plasmindgeno
tisular (tPA, del inglés tissue plasminogen activator) en plasma, mediante citometria de
fluyjo (FACS Calibur, BD Bioscience) con el kit Flowcytomix (eBioscience, North

America). Esta técnica se encuentra explicada ampliamente en la intervencion 1.
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IV.9. Analisis estadistico.

El analisis estadistico fue realizado usando el software de Windows SPSS-20.
Pruebas de normalidad fueron realizadas de acuerdo con el test Kolmogorov- Smirnov
(K-S test). Los resultados fueron expresados como la media + el error estandar de la

media y los valores con una p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

La evolucion de las diferentes citoquinas dentro de cada grupo particular de
individuos a lo largo del tiempo, fue analizada mediante una T-Student para muestras

apareadas. Dichos datos se expresaron en forma de rangos. Ademas, se realizaron

analisis adicionales, como un modelo lineal general (GLM) de medidas repetidas,
considerando el tiempo de estudio, pre y post intervencion como un factor intragrupo y

el grupo de estudio al que pertenecian como un factor intergrupal.
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V. INTERVENCION 5.

El objetivo que persigue la quinta intervencion, es el establecimiento de

parametros inflamatorios generados por la actividad fisica en sujetos sanos.

V.1. Sujetos de estudio. Procedimiento y disefio del estudio.

Para esta intervencion se seleccionaron 19 sujetos, varones sanos que
estudiaban Ciencias de la Actividad Fisica y Deporte en la Universidad Miguel

Hernandez de Elche (Espafia) y se prestaron voluntarios para el estudio.

Todos los sujetos fueron informados sobre el objetivo y las demandas del
estudio y dieron su consentimiento por escrito. El protocolo se ajustd tanto a los
requisitos legales locales como a la Declaracion de Helsinki sobre la investigacion con
seres humanos y fue aprobado por el Comité de Etica de los Gobiernos Auténomos

correspondientes.

En cuanto a los criterios de seleccion para la participacion en el estudio, se tuvo
en cuenta que los sujetos practicasen regularmente rutinas aerobicas, no sufriesen
enfermedades cronicas, fuesen no fumadores y siguiesen habitos nutricionales regulares.
Los criterios de exclusion incluyeron, el consumo de antioxidantes o cualquier tipo de
suplementos (aminoacidos, vitaminas, minerales, extractos vegetales) en el momento
del estudio, consumo de farmacos antiinflamatorios o la presencia de lesiones

musculares.

Una vez seleccionados los participantes, se les citd en una primera consulta para
dar paso a un periodo de homogenizacion. Para ello, se les dio a los participantes una
misma rutina aerobica y siguieron una dieta similar durante un periodo de 21 dias. Todo
el periodo de homogenizacion fue supervisado 2 veces a la semana por los

investigadores.
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Ademas, se tomaron los pardmetros antropométricos de los participantes. La
antropometria de los sujetos se realizo al principio y al final del periodo de estudio de
acuerdo al procedimiento ISAK (Sociedad Internacional para el Avance de
Kinanthropometry) (Marfell-Jones et al., 2006). Las muestras sanguineas se tomaron
también al principio del estudio, al final del periodo de homogenizacion de 21 dias de
dieta y entrenamiento y al dia siguiente, dia 22 de estudio, tras realizar la prueba de

2000 m en ayunas (Figura 11).

V.1.1. Rutina deportiva.

La rutina aerdbica consistia en 90 minutos de actividad, 3 dias alternos a la
semana, durante 3 semanas. La carga total realizada por cada individuo fue de
42-50km/semana, monitorizada por los acelerometros calibrados Polar RS-800

(Barcelona, Espaia).

V.1.2. Composicion dietética.

Para el disefio de la dieta, se calcul6 el gasto calorico de cada sujeto. Las dietas
se adaptaron a cada participante de forma individual y a las actividades deportivas que
iban a realizar. La dieta fue disefiada utilizando el software Dietsource (Novartis,
Barcelona, Espaiia) y adaptada a ejercicios aerdbicos (60% de carbohidratos, 25% de
lipidos y 15% de proteinas). La ingesta diaria de energia se estim6 en 2700kcal (dias de
entrenamiento) y 2100kcal (dias de descanso). Los participantes fueron supervisados 2

dias a la semana con el fin de controlar la realizacion de la dieta.
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Periodo de homogenizacion de 21 dias

Primera consulta (n=19) bedgu u1nen'to‘
Aplicacion de criterios de inclusion 03YCC0s
semana

Toma de muestras sanguineas

Dia 21 del estudio:
Tomade muestras
sanguineas

Programa de dieta y ejercicio

Dia 22 del estudio:

Realizacion de la prueba de 2000m
Toma de muestras sanguineas
Findel estudio

Figura 11: Diagrama de flujo del diserio del estudio, Intervencion 5.
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V.2. Determinaciones de sanguineas.

Se obtuvieron muestras de sangre de la vena antecubital después de ayunar
durante la noche, en el momento del reclutamiento (dia 1), al final del periodo de
entrenamiento y de homogeneizacion de la dieta (dia 21) y al dia siguiente durante los
30 minutos que siguieron a la realizacion de la prueba de 2000 metros (dia 22). La
extraccion del dia 1 y 21 se realizo después de un periodo de reposo de 8-10 horas

después de la ultima sesion de entrenamiento.

V.2.1. Analisis hematologico y determinacion de pardametros séricos.

El recuento de células sanguineas se determind mediante un analizador

automatico de hematologia (Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia).

La glucosa circulante, colesterol, triglicéridos, 4cido trico, urea, creatinina,
. , . .. + . .
hierro sérico, ferritina, lactato y suero Na" y K" fueron determinados por un laboratorio

cualificado externo.

Las proteinas plasmaticas, tales como la CK, la Mb, la fosfatasa alcalina (AP, del inglés
alkalin phosphatase), la GOT/AST (transaminasa glutamico-oxalacética/aspartato
aminotransferasa, del inglés glutamyl oxaloacetic  transaminase/aspartate
aminotransferase), la  GPT/ALT  (transaminasa  glutdmico-piravica/alanina
aminotransferasa, del inglés glutamyl pyruvic transaminase/alanine aminotransferase), y
la GGT (gamma glutamil transpeptidasa, del inglés gamma glutamyl transferase) son
determinaciones rutinarias en los laboratorios de analisis certificados, midiéndose

mediante procedimientos automatizados.
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V.3. Actividades enzimaticas antioxidantes.

Las actividades antioxidantes, incluyendo la superoxido dismutasa (SOD), la
catalasa, la glutation peroxidasa (GPX) y la glutation reductasa (GRD), se determinaron
en un lector de microplacas (SPECTRO star Omega, BMG LabTech GmbH, Offenburg,

Alemania) también por un procedimiento automatizado.
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V.4. Determinaciones de los distintos parametros metabdlicos e

inflamatorios.

La purificacion de las células sanguineas, la determinacion de los marcadores de
desequilibrio oxidativo (carbonilos proteicos y MDA) y el andlisis de citoquinas

plasmaticas siguieron los procedimientos descritos en apartados anteriores.
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V.5. Analisis estadistico.

El analisis estadistico se realizd con el software SPSS-20 para Windows. La
prueba de normalidad se realizd de acuerdo con la prueba Kolmogorov-Smirnov
(prueba K-S). Los resultados se analizaron por ANOVA unidireccional, expresado
como la media £ esm (error estandar de la media) y los valores con p<0,05 se

consideraron estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

En este apartado se detallan los resultados con el analisis estadistico de todos los

parametros estudiados en las cinco intervenciones llevadas a cabo.

Los datos se muestran en diferentes tablas como las medias + error estandar de
la media (esm) y rangos, con la finalidad de estudiar la influencia del ejercicio fisico y
la nutricion sobre el control metabdlico e inflamatorio de la diabetes, tanto tipo 1 como

tipo 2. Igualmente, se muestran algunos datos obtenidos en individuos sanos.
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I. INTERVENCION 1.

La primera intervencion se realizd sobre un grupo de sujetos (grupo A) que
seguia una dieta controlada para la diabetes tipo 1 conjuntamente con un programa de
entrenamiento, mayoritariamente ejercicios intervalicos (n=8) trabajados en rutinas de
una hora de duracion al menos 5 dias a la semana (ver mas detalles en el apartado
Material y Métodos, Intervencion 1). El objetivo fue, estudiar como este programa de
ejercicio fisico podia modular el estado metabdlico e inflamatorio en combinacion con
la terapia de inyecciones de insulina del grupo de sujetos que acababan de debutar como
diabéticos tipo 1. En este sentido, se estudiaron diferentes parametros que permitieron
verificar la hipdtesis propuesta. Los resultados se compararon con un grupo de sujetos
(grupo S), que seguia una dieta controlada para la diabetes tipo 1 pero no realizaban
actividad fisica (n=11) o ésta estaba, por debajo de los niveles mencionados en el grupo

A.

Para ello, se midieron diferentes parametros relacionados con el estado
metabolico (Tabla 13) y el estado inflamatorio-inmunologico (Tablas 15, 16 y 17). Las
determinaciones se realizaron en el momento del inicio, después de un afio y a los dos
afios (ver Material y Métodos, Intervencion 1 para mas detalles) de debutar en la
enfermedad. La tabla 13 como ya hemos mencionado, muestra las determinaciones de
los parametros relacionados con el control del estado metabolico en diabetes tipo 1
(HbAlc, péptido C, carbonilos proteicos, necesidades insulinicas, IDAAlIc e IMC) en
los pacientes de ambos grupos. Las correlaciones existentes entre dichos pardmetros,

también se encontraran en este apartado (Tabla 14).

La tabla 15, muestra las determinaciones de antiGAD vy las tablas 16a, 16b y
17a, 17b, los niveles de citoquinas, expresadas en rangos y como la media =+ esm, en los

diferentes momentos de estudio, para ambos grupos (A 'y S).
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I.1. Parametros relacionados con el control del estado metabolico
de los sujetos diabéticos tipo 1 del grupo A y S.

Tabla 13. Parametros relacionados con el control del estado metabolico de los individuos del
grupo Ay el grupo S a lo largo del tiempo.

Parametros (unidades) Grupo A Grupo S

Tiempo 0 (inicio del estudio)

HbAlc (%) 9,5743,47* 12,68 +2,83
Insulina inyectada (UI/Kg de peso) 0,48+0,38 0,72+0,27
Insulina inyectada (UI totales) 31,71+9,74 44,67+5,25
Péptido C (pmol/1) 1,09+0,76* 0,37+0,13
IDAAIlc 11,50+4,95 15,0243,03
IMC (kg/m®) 20,80+1,42 22.37+0,71
Carbonilos proteicos (umol/l) 76,19+40,62 75,64+12,43

Tiempo 1 (fin del primer afio)

HbAlc (%) 6,12 £0,64* 7,96+1,80
Insulina inyectada (UI/Kg de peso) 0,07+0,04* 0,54+0,25
Insulina inyectada (UI totales) 5,43+1,29* 35,83+5,15
Péptido C (pmol/l) 1,07+0,68 0,67+0,39
IDAAIlc 6,18+0,61%* 10,23+1,90
IMC (kg/m?®) 21,40+1,33 24,41+1,08
Carbonilos proteicos (iwmol/l) 80,73+10,28 87,49+19,25

Tiempo 2 (fin del segundo aiio)

HbAlc (%) 6,20+0,75* 8,50+1,96
Insulina inyectada (UI/Kg de peso) 0,14+0,07* 0,61+0,29
Insulina inyectada (U totales) 7,67£1,94* 37,50+6,53
Péptido C (pmol/1) 1,87+1,58 0,67+0,37
IDAAlc 6,72+0,92* 10,96+2,28
IMC (kg/m?) 21,57+1,25 24.,06+1,12
Carbonilos proteicos (umol/l) 88,48+19,67 91,87+12,56

Valores expresados como media + esm.

(*) Valores estadisticamente significativos (p<0,05) respecto al grupo S.

Abreviaturas: HbAlc, hemoglobina glucosilada;, IDAAlc, indice de HbAlc ajustado a la
insulina; Ul unidades internacionales.
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La hemoglobina glucosilada (HbAlc) sirvié como marcador del promedio de los
niveles de glucemia durante largos periodos de tiempo (Gillett, 2009). Como se puede
observar en la tabla 13, el grupo A ya presentaba al inicio valores significativamente
menores de HbAlc que el grupo S. Esto es debido al caracter observacional que tenia el
disefio del estudio. Los sujetos del grupo A ya realizaban actividad fisica y se les
propuso continuar con ella tras debutar en la enfermedad. El grupo S, como se ha
mencionado anteriormente, no realizaba actividad fisica habitualmente. Tras debutar en
la enfermedad se les propuso iniciar un programa de ejercicio, pero lo rechazaron, por lo
que los sujetos cumplian los requisitos para pertenecer a este grupo. Algunos sujetos
(n=4) del grupo S iniciaron rutinas de entrenamiento en el segundo afio, pero no fueron
consideradas relevantes por tratarse de actividades esporadicas y de baja intensidad que
no alcanzaban las cargas de trabajo de los sujetos del grupo A. Después del primer afio,
el grupo A mostré valores de HbAlc cercanos a los recomendados (6,5%) por la
American Diabetes Association (ADA) para la reduccion de las complicaciones
cardiovasculares (American Diabetes Association, 2010). Al final del primer y segundo
afio, el grupo S presentd valores aceptables de HbAlc pero fueron significativamente

mas elevados que los encontrados en el grupo A.

Los niveles circulantes de péptido C fueron determinados para servir como
indicador de una masa residual de células B pancreaticas (Colin & Dayan, 2009). En el
momento del debut, individuos del grupo A presentaban niveles circulantes
significativamente mas elevados de péptido C que los pacientes del grupo S (Tabla 13).
Las diferencias entre ambos grupos no fueron significativas al final del primer y
segundo afio, aunque los valores de péptido C se mantuvieron mas elevados en el grupo
A. La concentracion de péptido C determinada al final del estudio en ambos grupos, fue

aproximadamente el doble de la determinada en el momento del inicio.

Sin embargo, los niveles de péptido C por si solos, pueden ser considerados
insuficientes para detectar la funcionalidad en las células B residuales. Por ello, se tuvo
en cuenta el IDAAlc (indice de HbAlc ajustado a la insulina) que se calcula segun la
formula, HbAlc (%) + [4 X dosis de insulina (unidades por kilogramo por 24 horas)]
<9. Este parametro se ha sugerido como medida para definir el periodo de remision

parcial. Valores de IDAAlc <9 se correlacionan fuertemente con la existencia de
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células B funcionales residuales (Mortensen et al., 2009). De acuerdo con esto, el grupo
A comparado con el grupo S, mostrd valores de IDAA 1c significativamente menores al
final del primer y segundo afio (Tabla 13). Estos datos junto con los de péptido C,
indican que ambos grupos tienen unos niveles muy similares de pancreas endocrino
residual, pero que en el grupo A dicho pancreas es mas funcional que en el S, es decir,
es capaz de producir cantidades discretas de la hormona insulina. Estos parametros, son
esenciales para condicionar en cada paciente la cantidad de insulina que debe

inyectarse.

La insulina administrada por cada paciente resultdé de interés por estar
fuertemente relacionada, entre otras, con el control de la glucemia y la presencia de una
funciéon endocrina pancreatica residual. Dado que las formas farmacologicas de la
hormona no pueden imitar con exactitud las acciones fisioldgicas que modula la
insulina enddgena, lo deseable en el control de la diabetes tipo 1, es que el sujeto
afectado por la enfermedad tenga que recurrir a un ntimero menor de inyecciones para
conseguir un Optimo control metabdlico. De acuerdo a los datos registrados en la
historia clinica de los participantes, se observdé que los individuos del grupo A
requirieron menos administracion de insulina que los sujetos del grupo S, siendo
significativas estas diferencias al final del primer y el segundo afio como se refleja en la
tabla 13. Considerando las unidades totales de insulina inyectada, los pacientes del
grupo A se inyectaban en el momento del debut de la enfermedad una media de 31,7 £
9,2 unidades internacionales por dia, mientras que el grupo S se inyectaba 44,7 £ 5.5
unidades internacionales por dia, reduciendo el grupo A en mas de 10 unidades el uso
de insulina exdgena. Al primer y segundo afio de estudio estas diferencias se
incrementaron, llegando a reducir el uso de insulina exdgena el grupo A hasta en 30

unidades internacionales por dia con respecto del grupo S.

En un intento de entender mejor la evolucion de la enfermedad en los dos grupos
de pacientes, se determinaron los niveles plasmaticos de carbonilos proteicos. Esta
eleccion estuvo basada en la observacion de que la diabetes es una enfermedad que
presenta eventos de estrés oxidativo, al igual que ocurre con el ejercicio (Robertson et
al., 2004). La diabetes provoca la glucosidacion de la hemoglobina y de otras proteinas

circulantes, desarrollando con el tiempo aductos oxidativos, incluyendo la presencia de
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grupos carbonilos en las proteinas. Al mismo tiempo, el incremento en el consumo de
oxigeno durante el ejercicio también crea situaciones de desequilibrio oxidativo, sobre
todo cuando la intensidad estd mal disefiada, no permitiendo la adaptacion de las
defensas antioxidantes. Dado que esta intervencion era de tipo observacional y que el
equipo de investigacion no podia modificar la rutina ni el programa de ejercicios, la
determinacion de los carbonilos proteicos podria dar una idea indirecta de como se
adaptaba el organismo de los sujetos participantes a dos situaciones que podrian
favorecer el desequilibrio oxidativo: la enfermedad diabética y un programa de ejercicio
posiblemente mal disefiado. La tabla 13, muestra que no hay diferencias significativas
en los carbonilos de las proteinas de ambos grupos, aunque el A, tiende a tener
ligeramente menores valores de carbonilos que el grupo S. Estos datos indican que la
diabetes genera una situacion de desequilibrio oxidativo en ambos grupos como era de
esperar, pero que la realizacion de ejercicio en el grupo A no supone un empeoramiento

de la situacion, observandose incluso una tendencia a la mejora.

El indice de masa corporal o IMC (peso en kilogramos dividido por el cuadrado
de la talla en metros (Kg/mz)) es el indice utilizado mas frecuentemente para clasificar
el sobrepeso y la obesidad en adultos. Segun la OMS, (www.who.int/es/) los valores de
entre 18,5- 24,99 marcarian un estado de normopeso para los sujetos. No se observan
diferencias significativas en el IMC, sin embargo aunque los dos grupos estan dentro de
unos valores considerados aceptables se puede decir, que el grupo A presenta unos

valores 6ptimos (18,5-21,99) para la realizacion de ejercicio (Tabla 13).
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Tabla 14. Correlaciones entre los principales pardametros relacionados con el control
metabolico de los individuos del grupo A y el grupo S, incluyendo la frecuencia con la que se

realizaba actividad fisica.

Tiempo 0 (inicio del estudio)

1 2 3 4 5
1. HbAlc -,573% 827" -,528* -018
2. Péptido C -,461 579" -,320
3. U. Kg/peso -,502° -,070
4. Frecuencia AF ,042
5. Carbonilos proteicos
Tiempo 1 (fin del primer afio)

1 2 3 4 5
1. HbAlc -323 5457 -,680" 279
2. Péptido C -,423 ,242 -,090
3. U/Kg peso -8107 ,089
4. Frecuencia AF -,298
5. Carbonilos proteicos
Tiempo 2 (fin del segundo aiio)

1 2 3 4 5
1. HbAlc -,449 ,768™ -798"™ 412
2. Péptido C -,334 ,507 278
3. UI/Kg peso -,884" 384
4. Frecuencia AF -,248
5. Carbonilos proteicos

(**)La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
(*)La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).

Abreviaturas: Frecuencia AF, frecuencia de la actividad fisica, Ul, unidades internacionales;

U/Kg, unidades por kilogramo.
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Ademas, se realizd el analisis de correlacion de Pearson para establecer
relaciones entre los parametros anteriormente medidos. Dicho analisis reveld que la
cantidad promedio de insulina inyectada medida en unidades internacionales por
kilogramo de peso corporal (Ul/kg peso), se correlaciona moderadamente con los
niveles HbAlc al final del primer afio (= 0,545) y muy posiblemente, al final del
segundo afio en el grupo A (r= 0,768). Sin embargo, hay menor correlacion entre las
necesidades de insulina y los niveles de péptido C al final del primer (1= -0,423) y

segundo(r=-0,334) afio (Tabla 14).

Como reflejan los niveles bajos de HbAlc, parece que el adecuado control
glucémico puede ser un determinante para reducir las necesidades de insulina y el
ejercicio regular parece ser un instrumento para conseguir este objetivo. Para verificar
esta suposicion, se incluy6 en el analisis de correlaciones la frecuencia de ejercicio. Los
niveles de HbAlc se correlacionan como se puede observar con la frecuencia de
actividad fisica, siendo esta correlacion moderada en el momento del inicio (r= -0,528)
y al final del primer afo (r= -0,680), pero buena al final del segundo afio (r= -0,798).
Tal y como se esperaba, la correlacion entre la frecuencia de ejercicio y las necesidades
de insulina evolucionaron positivamente, siendo r= -0,502 en el momento del inicio,
r=-0,810 al final del primer aflo y r=-0,884 al final del segundo afio. Sin embargo, la
correlacion fue moderada o menor cuando se compara la frecuencia de ejercicio con los
niveles de péptido C, siendo r= 0,579 en el momento del inicio, r= 0,242 al final del

primer afio y r= 0,507 al final del segundo (Tabla 14).

En conjunto, todos estos resultados enfatizan la existencia de una fase de luna de
miel extendida cuando se practica una actividad fisica regular, demostrada por la
evolucion positiva de diferentes parametros, en particular los niveles de HbAlc. Con la
finalidad de entender si otros parametros podrian estar modulados por el ejercicio
regular se estudiaron dos parametros (niveles de citoquinas inflamatorias y antiGAD)
(Tablas 15, 16a, 16b, 17a y 17b) relacionados con la respuesta inflamatoria e
inmunolédgica que aparece en una enfermedad de tipo autoinmune como es la diabetes

tipol (ver el siguiente apartado).
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I.2. Parametros relacionados con el estado inmunoldgico e

inflamatorio de los sujetos del grupo Ay S.

La diabetes tipo 1 es una enfermedad autoinmune que supone la destruccion de
un tipo celular (la célula B del pancreas endocrino) lo que desencadena una respuesta
inflamatoria en el organismo, que se puede determinar midiendo los niveles circulantes
de citoquinas inflamatorias (ver Introduccion). La respuesta inflamatoria, juega un papel
fundamental en la progresion y severidad de la enfermedad (van Belle, Coppieters &

von Herrath, 2011).

El proceso autoinmune ocurre porque ciertas proteinas de la propia célula
pancreatica son reconocidas como desencadenantes antigénicos, es decir, reconocidas
como proteinas extrafias para el organismo, lo que despierta la respuesta inmune. En
particular, se determinaron los niveles de anticuerpos contra el antigeno GAD
(Tabla 15), uno de los anticuerpos mas frecuentes en la diabetes tipo 1 (Ludvigsson,
2009) y los niveles de citoquinas, las cuales se encuentran detalladas en las tablas 16a
(citoquinas proinflamatorias) y 16b (citoquinas antiinflamatorias) en forma de rangos y
expresada como la media =+ esm, en las tablas 17a y 17b, (citoquinas pro y

antiinflamatororias, respectivamente).
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Tabla 15. Rangos de antiGAD en los grupos Ay S a lo largo del tiempo.

Grupo A Grupo S
AntiGAD (U/ml)
Tiempo 0 (inicio del estudio) <1-34 1,2—->30
Tiempo 1 (fin del primer afio) <1-114 3,3->30
Tiempo 2 (fin del segundo aiio) <1-10,2 1,9 ->30

No todos los individuos presentaban antiGAD positivos en la circulacion. En el
grupo A, tres de los ocho individuos presentaron valores antiGAD menores de 1U/ml,
mientras en el grupo S, un individuo no presenté antiGAD al debutar en la enfermedad.
Para el resto de los individuos con valores positivos para el anticuerpo, los valores
antiGAD variaron mucho, oscilando 2-34U/ml en el grupo A y 1,2->30U/ml en el grupo
S. Debido a esta alta variabilidad, lo cual suele ser frecuente en enfermedades
autoinmunes, los datos de la tabla 14 se expresan en forma de rangos. De forma
individual, se observé que los valores antiGAD se mantuvieron sin apenas cambios a lo
largo de todo el periodo estudiado. Hay que mencionar dos excepciones entre los
individuos del grupo A, el primero presentd un descenso de antiGAD en la circulacion
que fue de 3,9U/ml en el momento del inicio a 2U/ml el final del segundo afio. El
segundo individuo se detalla en la intervencion 2. Este sujeto present6 al inicio del
estudio un nivel de 2U/ml de antiGAD vy al final del primer afio desapareci6 la presencia
de este anticuerpo. En los analisis del segundo afio, el sujeto tampoco presentd ningiin
valor antiGAD. En el grupo S dos individuos presentaron un descenso, el primero de
30U/ml en el momento del inicio a 6,4U/ml al final del segundo afio, y de 4,7 a 1,9U/ml
para el segundo individuo en el mismo periodo de tiempo. En conjunto, los resultados
obtenidos no permiten establecer una correlacion entre la frecuencia de ejercicio
practicado y los niveles circulantes de antiGAD. Si bien, si se puede observar de forma
general niveles superiores de antiGAD en los individuos que no realizaban ejercicio

fisico.
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Tabla 16a. Rangos, expresados en ng/ml, de citoquinas proinflamatorias de los grupos Ay S a
lo largo del tiempo.

Tiempo 0 (inicio) Tiempo 1 (final 1* afio) Tiempo 2 (final 2° afio)
Citoquinas GrupoA  Grupo S Grupo A Grupo S Grupo A Grupo S
IL-1p 0-31,35 0-85,48 0-77,68 0-20,90 0 0
IL-9 0-76,72 0-300,14 0-102,79 0-361,89 0-137,17 0-876,57
IL-12p70 0-0,56 0-9,47 0-4,33 0-2,81 0 0
IL-17a 0-13,80 0-83,34 0-17,68 0-57,39 0-8,00 0,49-17,41
IFN-y 0-2,56 0-11,95 0-7,61 0-3,51 0 0-1,86
TNF-a 0-35,20 0-57,25 0-34,23 0-27,69 0 0-19,83

Abreviaturas: IL, interleuquina, IFN, interferon; TNF, factor de necrosis tumoral.

Tabla 16b. Rangos expresados en ng/ml, de citoquinas antiinflamatorias de los grupos Ay S a
lo largo del tiempo.

Tiempo 0 (inicio) Tiempo 1 (final 1 afio) Tiempo 2 (final 2° afio)
Citoquinas  Grupo A Grupo S Grupo A Grupo S Grupo A Grupo S
IL-2 0-64,09 0-247,74 0-62,99 0-117.89 0-51.32 0-51.32
IL-4 0-27,66 0-95,74 0-61,95 0-45,92 0-13,83 0
IL-5 0 0-2,18 0 0 0 0
IL-10 0-0,96 0-8,18 0-6,55 0 0 0-1,44
IL-13 0 0-61,73 0-61,73 0-55.99 0 0
1L-22 0-282,26 0-348,44 0-552,67 0-324,76 0 0-282,26

Abreviaturas: IL, interleuquina.
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Tabla 17a. Medias + esm, expresados en ng/ml, de citoquinas proinflamatorias de los grupos A
y Salo largo del tiempo.

Tiempo 0 (inicio) Tiempo 1 (final 1 afio) Tiempo 2 (final 2° afio)
Citoquinas  Grupo A Grupo S Grupo A Grupo S Grupo A Grupo S
IL-1p 20,70+42,59 11,234£27,35  28,714£50,78  1,90+6,30 0,00+£0,00 0,00-+0,00
IL-9 35,38+53,92 61,57+113,8  42,03£50,01  70,70+128,9  36,49+59,60 209,63+

8 2 379,68

IL-12p70  0,08+0,21 1,02+ 2,70 2,51+5,01 0,63+1,05 0,00+0,00 0,00+0,00
IL-17a 26,13+59,03 15,11425,35  27,69452,51  12,22+16,18  8,40+14,17 7,40+6,66
IFN-y 2,40+4,77 2,00+£3.,41 4,00£7,76 1,26+1,41 1,15+£2,57 0,40+0,81
TNF-a 13,76+13,91 16,06£17,80  16,90£32,24  10,97+12,74  0,00+0,00 7,43£10,22

Abreviaturas: IL, interleuquina, IFN, interferon; TNF, factor de necrosis tumoral.

Tabla 17b. Medias + esm, expresados en ng/ml, de citoquinas antiinflamatorias de los grupos A
y Salo largo del tiempo.

Tiempo 0 (inicio) Tiempo 1 (final 1° afio) Tiempo 2 (final 2° afio)
Citoquinas  Grupo A Grupo S Grupo A Grupo S Grupo A Grupo S
IL-2 21,76£27,94  34,23+£71,47  45214£57,46  19,67+38,13  19,20+26,39  19,20+26,40
1L-4 14,60+24,04  26,82+29,74  26,04+36,48  17,85+15,85  11,07£14,53  0,00+0,00
IL-5 0,09+0,26 0,18+0,62 4,31+11,40 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
IL-10 0,13+0,36 0,92+2,43 4,4549,21 0,00+0,00 0,00+0,00 0,48+0,58
IL-13 0,00+0,00 8,14+19,79 20,82436,13  11,63+20,62  6,61+14,78 0,00+0,00
1L-22 84,08+143,76 216,68+133,7 137,994239,0 131,30+151,9 57,04£127,55 165,21+

8 7 8 150,88

Abreviaturas: IL, interleuquina.
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El ultimo parametro estudiado fueron las citoquinas. Las citoquinas
seleccionadas fueron aquellas que conforme a la literatura cientifica estaban
involucradas en las lesiones de las células B en humanos y modelos animales con
diabetes tipo 1 (Rabinovitch & Suarez-Pinzon, 2003; Ludvigsson, 2009). La idea era
estudiar si la actividad fisica podria modular los niveles de citoquinas circulantes en
sujetos con diabetes tipo 1. Cuando se analizaron individualmente, se descubri6 que hay
una gran variabilidad entre los individuos. Esto era de esperar, ya que las citoquinas son
secretadas en respuesta a una gran variedad de factores estresantes, tanto internos como
externos. La diabetes tipo 1 es una enfermedad multifactorial, presentando muchos
factores de estrés (algunos desconocidos), lo que hace que cada sujeto adopte una
respuesta inflamatoria particular. Esto no permitié realizar un analisis estadistico
convencional, pero la expresion de los datos en forma de rangos de valores permitid
observar algunas tendencias (Tablas 16a y 16b). No obstante, los datos se muestran

también en forma de medias + esm (Tablas 17a y 17b).

En el momento del inicio de la enfermedad (tiempo 0), la mayoria de las
citoquinas analizadas presentaron un rango similar de variabilidad en los individuos del
grupo A y S, incluyendo IL-2, IL-4, IL-5, IL-9, IL-17a, TNF-a y IFN-y. Otras
citoquinas, tales como IL-10, IL-12p70 y IL-13 presentaron un cierto rango de
variabilidad en el grupo S siendo casi indetectables en el grupo A. Finalmente, los
niveles de IL-1P fueron mas variados en el grupo A que en el S. Ademas, el grupo S
presentd mayores valores para IL-22 que el grupo A, siendo esta diferencia casi

significativa (p<0,09).

Al final del primer afio, los niveles de IL-9 se mantuvieron con la misma
tendencia observada a tiempo 0. Para el resto de las citoquinas, el grupo A presentaba
una mas amplia variabilidad que el grupo S. Ademas, se pudo observar que el rango de
las citoquinas tanto proinflamatorias como antiinflamatorias en el grupo A aumentaba o
se mantenia tras el primer afio, mientras que en el grupo S los rangos disminuian o se

mantenian tanto para las citoquinas pro como antiinflamatorias.
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Finalmente, al final del segundo afio IL-2, IL-17a, IL-22 y IFN-y recuperan
rangos de variabilidad observados a tiempo 0 para los grupos A y S. En este momento,
ciertas citoquinas tales como IL-1f, IL-5, IL-6, IL-10 y IL-12p70 estaban presentes en
niveles muy bajos en ambos grupos. IL-9 y TNF-a mostraron un rango de variabilidad
mas amplio en el grupo S que en el grupo A, presentando valores mas bajos en este
ultimo (que van entre 2,5-1,5ng/ml para TNF-a). Lo contrario fue observado para IL-4 y

IL-13, las cuales eran mas variables en el grupo A al final del segundo afio.

El andlisis de la evolucion del tiempo 0 al primer afio revelo al menos
diferencias casi significativas para citoquinas especificas tales como, IL.-4 en el grupo A
(p<0,08) y IL-22 en el grupo S (p<0,08). La citoquina IL-6 aunque se analizd, no
aparece en las tablas ya que su valor estuvo por debajo del limite de deteccion de la

técnica en ambos grupos de estudio.
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II. INTERVENCION 2.

La finalidad de esta intervencion fue evaluar los efectos de realizar actividad
fisica y dieta sobre el estado metabdlico e inflamatorio de un sujeto debutante como
diabético tipo 1 con remision posterior, al que se le va a identificar como SCA (sujeto

caso aislado) (ver Materiales y Métodos, Intervencion 2).

Se estudiaron para ello los mismos parametros que en la Intervencion 1,
parametros relacionados con el estado metabolico (Tabla 18a y 18b) y el estado
inflamatorio-inmunoloégico (Tablas 19, 20a y 20b), y los datos obtenidos se comparan
con los de ésta. Para realizar mejor esta comparacion, algunos datos obtenidos para los
sujetos de los grupos A y S se expresan como la media + esm, al igual que en forma de

rangos.

Las determinaciones se realizaron en el momento del inicio, después de un afio y
a los dos afios (ver Material y Métodos, Intervencion 2 para mas detalles) de debutar en

la enfermedad.
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II.1. Parametros relacionados con el control metabolico de la

diabetes tipo 1 en ASC.

Tabla 18a. Parametros relacionados con el control del estado metabdlico de los individuos de

los grupos A y S (expresados en forma de rangos), y del sujeto SCA a lo largo del tiempo.

Parametros (unidades) Grupo A Grupo S SCA
Tiempo 0 (inicio del estudio)

HbAlc (%) 6,10-14 7,8-18,1 4,70
Insulina inyectada (UI/Kg de peso) 0-0,94 0,25-1,06 0
Insulina inyectada (UT totales) 0-56 18-77 0
Péptido C (pmol/1) 0,23-2,28 0,10-0,6 1,40
IDAAIlc 6,10-14 7,8-18,1 4,70
IMC (kg/m®) 16-26,20 17,90-27 18,00
Carbonilos proteicos (umol/l) 43,64-162,42 59,24-98,33 55,61
Tiempo 1 (fin del primer afio)

HbAlc (%) 5,50-6,90 5,50-12,20 5,30
Insulina inyectada (Ul/Kg de peso) 0,06-0,12 0,16-1,02 0
Insulina inyectada (UI totales) 2-10 10-75 0
Péptido C (pmol/1) 0,60-1,17 0,28-1,28 2,42
IDAAIlc 5,50-6,90 5,50-12,20 5,30
IMC (kg/m®) 16,60-26,20 20-30 18,00
Carbonilos proteicos (umol/l) 68,18-96,36 66,67-126,06 90,00
Tiempo 2 (fin del segundo aiio)

HbAlc (%) 5,50-7,2 5,80-11 5,60
Insulina inyectada (UI/Kg de peso) 0,14-0,21 0,3-1,02 0
Insulina inyectada (U totales) 4-13 16-58 0
Péptido C (pmol/1) 0,68-4,6 0,3-1,20 1,70
IDAAIlc 5,50-7,2 5,80-11 5,60
IMC (kg/m?) 16,80-25,10 19,80-31 19,90
Carbonilos proteicos (umol/l) 59,39-111,52 80-110,15 87,88

Abreviaturas: HbAlc, hemoglobina glucosilada;, IDAAlc, indice de HbAlc ajustado a la
insulina; Ul, unidades internacionales.
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Tabla 18b. Parametros relacionados con el control del estado metabdlico de los individuos de
los grupos A y S (expresados en forma de medias+ esm), y del sujeto SCA a lo largo del tiempo.

Parametros (unidades) Grupo A Grupo S SCA

Tiempo 0 (inicio del estudio)

HbAlc (%) 9,57+3,47 12,68 £2,83 4,70
Insulina inyectada (UI/Kg de peso) 0,48+0,38 0,72+0,27 0
Insulina inyectada (UI totales) 31,71+9,74 44,67+5,25 0
Péptido C (pmol/1) 1,09+0,76 0,37+0,13 1,40
IDAAIlc 11,50+4,95 15,02+3,03 4,70
IMC (kg/m®) 20,80+1,42 22.37+0,71 18
Carbonilos proteicos (umol/l) 76,19+40,62 75,64+12,43 55,61

Tiempo 1 (fin del primer afio)

HbAlc (%) 6,12 £0,64 7,96+1,80 5,30
Insulina inyectada (UI/Kg de peso) 0,07+0,04 0,54+0,25 0
Insulina inyectada (UI totales) 5,43+1,29 35,83+5,15 0
Péptido C (pmol/1) 1,07+0,68 0,67+0,39 2,42
IDAAIlc 6,18+0,61 10,23+1,90 5,30
IMC (kg/m?) 21,40+1,33 24,41+1,08 18
Carbonilos proteicos (umol/l) 80,73+£10,28 87,49+£19,25 90

Tiempo 2 (fin del segundo aiio)

HbAlc (%) 6,20+£0,75 8,50+1,96 5,60
Insulina inyectada (UI/Kg de peso) 0,14+0,07 0,61+0,29 0
Insulina inyectada (UT totales) 7,67+£1,94 37,50+6,53 0
Péptido C (pmol/1) 1,87+1,58 0,67+0,37 1,70
IDAAlc 6,72+0,92 10,96+2,28 5,60
IMC (kg/m®) 21,57+1,25 24,06+1,12 19,90
Carbonilos proteicos (umol/l) 88,48+19,67 91,87+12,56 87,88

Abreviaturas: HbAlc, hemoglobina glucosilada;, IDAAlc, indice de HbAlc ajustado a la
insulina; Ul, unidades internacionales.

133



RESULTADOS

La hemoglobina glucosilada (HbA1c) del sujeto SCA se encuentra por debajo de
la media comparado tanto con el grupo A como con el grupo S para los tres tiempos de
estudio. Aunque en el segundo afo estas diferencias se hacen menos evidentes, el sujeto
SCA continfla manteniendo valores por debajo del grupo A y S. Ademads, al comienzo
del estudio el sujeto SCA muestra valores de HbAlc oOptimos segin las
recomendaciones de la American Diabetes Association (ADA) (Tablas 18a y 18b). Al
final del primer y segundo afio, aunque los niveles de HbAlc en SCA aumentan, estos
contintlan por debajo del 6,5% como recomienda la ADA para la reduccion de las

complicaciones cardiovasculares (American Diabetes Association, 2010).

Los niveles circulantes de péptido C del sujeto SCA en el momento del debut se
encuentran por encima de la media de los individuos del grupo A y S, que en general
presentan niveles inferiores de péptido C. Las diferencias entre grupos se hicieron
todavia mas evidentes al final del primer afio, cuando el valor de péptido C de SCA
superaba en mas del doble los niveles del grupo A y hasta cuatro veces los valores
medios de péptido C del grupo S (Tabla 18a). La concentracion de péptido C al final del
estudio, aunque disminuy6 con respecto al primer afio, siguié manteniéndose elevada en
comparacion principalmente con el grupo S. El péptido C es un indicador de la masa
residual de célula B pancreatica (Colin & Dayan, 2009), aunque las nuevas directrices
sugieren una nueva formula para determinar la funcionalidad de las células B residuales,
IDAAIlc (Mortensen et al., 2009), que relaciona la HbAlc con la insulina inyectada (ver
Introduccion para mas detalles). Teniendo en cuenta que la insulina inyectada es 0, los
valores IDAA1c del sujeto SCA coincidirian con los valores de la HbAlc. Por tanto, y

como es logico, estos valores de IDAA1c se encuentran muy por debajo de 9.

Los niveles de IDAAT1c por debajo de 9 y el hecho de que el sujeto no se inyecte
insulina ponen en evidencia la existencia de una significativa masa de célula B residual
en el sujeto SCA. Esta masa parece suficiente para que SCA no necesite inyecciones de
insulina exogena, aunque los niveles de péptido C y hemoglobina no difieran mucho de

los del grupo A al final del primer y segundo afio.
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El analisis de carbonilos proteicos también se tuvo en cuenta en esta
intervencioén por los motivos ya explicados en la Intervencion 1. No se encontraron
datos relevantes en los niveles de carbonilos del sujeto SCA, aunque hay que sefialar
que los niveles de carbonilos se asemejan mas a los valores medios del grupo A, los

cuales tienden a ser ligeramente menores que los del grupo S.

El IMC, revela que el sujeto esta por debajo de las recomendaciones de la OMS.
Valores inferiores a 18,5 se consideran bajo peso. El sujeto SCA presenta un IMC de 18
tanto al debut de la enfermedad como al finalizar el primer afo, estando este por debajo
del IMC medio de los sujetos del grupo A y S. Al final del segundo afio el individuo
SCA aumenta su IMC, el cual se sitia en 19,5, considerado por la OMS como un estado
de normopeso y estando dentro de los valores que esta organizacion recomienda. No
obstante, el IMC del sujeto SCA al final del segundo afio continua estando por dejado

del IMC medio del grupo A (21,57 + 1,25) y del grupo S (24,06 + 1,12) (Tabla 18b).
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I1.2. Parametros relacionados con el estado inmunolégico e

inflamatorio del sujeto SCA.

Tabla 19. Rangos de antiGAD de los grupos Ay S, comparados con SCA a lo largo del tiempo.

Grupo A Grupo S SCA
AntiGAD (U/ml)
Tiempo 0 (inicio del estudio) <1-34 1,2->30 2.00
Tiempo 1 (fin del primer afio) <1-114 3,3->30 negativo
Tiempo 2 (fin del segundo aiio) <1-10,2 1,9 ->30 negativo

Como ya se ha mencionado en el apartado anterior, la respuesta inmunologica e
inflamatoria es fundamental en el desarrollo de la diabetes. En este contexto, el sujeto

SCA presentd6 al inicio de la enfermedad un valor antiGAD de 2U/ml.

Interesantemente, al final de primer afio y al concluir el estudio al segundo afio, los
niveles de antiGAD dieron negativo. Es de mencionar, que hubo otro caso en el grupo S
en el que el individuo tampoco present6 antiGAD al debut de la enfermedad, pero si en
los posteriores tiempos del estudio. Ademas, en el grupo A aparecieron varios
individuos que presentaron valores antiGAD menores a 1U/ml en los tres tiempos de
estudio. Aunque en algunos casos los valores de antiGAD disminuyeron, en ninguno,
excepto en el sujeto SCA llegaron a desaparecer. Por este motivo, es dificil establecer

una relacion comparativa entre el sujeto SCA y los grupos A y S.
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Tabla 20a. Rangos de citoquinas proinflamatorias (expresadas en ng/ml) de los grupos A y S,
comparadas con SCA a lo largo del tiempo.

Citoquinas Grupo A Grupo S SCA

Tiempo 0 (inicio del estudio)

IL-1B 0-31,35 0-85,48 113,59
IL-9 0-76,72 0-300,14 140,95
IL-12p70 0-0,56 0-9,47 0
IL-17a 0-13,80 0-83,34 159,57
IFN-y 0-2,56 0-11,95 13,03
TNF-a 0.0-35,20 0-57,25 41,52

Tiempo 1 (fin del primer afio)

IL-1B 0-77,68 0-20,90 123,33
IL-9 0-102,79 0-361,89 107,56
IL-12p70 0-4,33 0-2,81 13,28
IL-17a 0-17,68 0-57,39 146,15
IFN-y 0-7,61 0-3,51 20,39
TNF-a 0-34,23 0-27,69 84,07

Tiempo 2 (fin del segundo aiio)

IL-1B 0 0 0
IL-9 0-137,17 0-876,57 4530
IL-12p70 0 0 0
IL-17a 0-8,00 0,49-17,41 33,04
IFN-y 0 0-1,86 5,75
TNF-a 0 0-19,83 0

Abreviaturas: IL, interleuquina, IFN, interferon; TNF, factor de necrosis tumoral.
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Tabla 20b. Rangos de citoquinas antiinflamatorias (expresadas en ng/ml) de los grupos A y S,
comparadas con SCA a lo largo del tiempo.

Citoquinas Grupo A Grupo S SCA
Tiempo 0 (inicio del estudio)

1L-2 0-64,09 0-247,74 43,55
IL-4 0-27,66 0-95,74 63,89
IL-5 0 0-2,18 0,69
IL-10 0-0,96 0-8,18 0
IL-13 0 0-61,73 0
1L-22 0-282,26 0-348,44 306,30
Tiempo 1 (fin del primer afio)

IL-2 0-62,99 0-117,89 160,68
1L-4 0-61,95 0-45,92 88,93
IL-5 0 0 30,17
IL-10 0-6,55 0 24,60
1L-13 0-61,73 0-55,99 84,03
1L-22 0-552,67 0-324,76 413,27
Tiempo 2 (fin del segundo aiio)

1L-2 0-51,32 0-51,32 0

1L-4 0-13,83 0 34,98
IL-5 0 0 0
IL-10 0 0-1,44 0
1IL-13 0 0 33,05
1L-22 0 0-282,26 285,22

Abreviaturas: IL, interleuquina.
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Al inicio del estudio, las citoquinas analizadas presentaron una alta variabilidad
entre los individuos de los grupos A y S. Las citoquinas proinflamatorias IL-9, IL-17a,
TNF-a, IFN-y y IL-1p se mostraron elevadas en general en el individuo SCA
comparadas con el grupo A, ocurriendo lo mismo al final del primer afio. Otras
citoquinas, tales como IL-10, IL-12p70 e IL-13 fueron casi indetectables en el grupo A
e indetectables en SCA. En el caso de las citoquinas antiinflamatorias IL-2, IL-4, IL-5 e
IL-22 hubo mucha variabilidad al inicio del estudio y los valores de estas citoquinas

estuvieron en SCA por debajo de los valores méximos encontrados en el grupo S.

Al final del primer afio, las citoquinas de los grupos A y S presentaron una
amplia variabilidad. Sin embargo, se puede observar que en el grupo A los valores de
las citoquinas antiinflamatorias aumentan con respeto a los del tiempo 0 (Tabla 20b).
Ocurre lo mismo en SCA con las citoquinas IL-10 y IL-13, que en el momento del
debut habian sido indetectables. Las citoquinas proinflamatorias parecen mantener

niveles estables.

Finalmente, al final del segundo afio, las citoquinas proinflamatorias IL-9, IL-
17a, TNF-a, IFN-y, IL-12p70 e IL-1B disminuyeron con respecto los dos tiempos de
estudio anteriores, llegando a ser indetectables IL-13, TNF-a e IL-12p70. Ciertas
citoquinas antiinflamatorias IL-2, IL-10 e IL-5 pasaron también a ser indetectables en

el sujeto SCA (Tabla 20a).

La citoquina IL-6, aunque se incluy6 en el listado, no aparece en las tablas ya
que su valor estuvo por debajo del limite de deteccion de la técnica en ambos grupos de

estudio.
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III. INTERVENCION 3.

La tercera intervencion consistio en la evaluacion de los parametros metabdlicos
e inflamatorios de un sujeto diabético tipo 1 que practicaba actividades extremas, al que

se le llamara AD (Astronauta diabético).

Este sujeto era alpinista profesional, siendo el primer diabético tipo 1 en realizar
el circuito de las siete cimas (“Seven Summits”). Este circuito consiste en subir a los
picos mas altos de los seis continentes, desdoblando el continente americano en
América del Norte y América del Sur. Las siete cimas son por orden de altitud: Everest
en Asia (8.848m), Aconcagua en América del Sur (6.962m), McKinley en América del
Norte (6.198m), Kilimanjaro en Africa (5.893m), Elbrus en Europa (5.642m), Macizo
Vinson en la Antartida (4.892m) y Piramide de Carstensz en Oceania (4.884m). AD

también fue el primer diabético que realizo la travesia del Polo Norte y del Polo Sur.

Debido a los continuos viajes y la alimentacion descontrolada caracteristica de
este tipo de expediciones, AD presentaba una diabetes descompensada, sufriendo un
coma diabético en su ultima expedicion al Polo Norte. Este acontecimiento le hizo
apartarse de su actividad alpinista, pero en 2009 fue seleccionado por la empresa Virgin
Galactic para ser el primer astronauta diabético de la historia de la humanidad. AD, ha
recibido financiacion para desarrollar un nuevo software de telemedicina que permita el
control metabolico de la diabetes en el espacio, incluyendo la respuesta inflamatoria.
Esto obligdb a AD a ordenar su rutina de entrenamiento, asi como su dieta. En este
contexto, AD ha superado sin problemas pruebas de aceleracion, ingravidez y pilotaje
con el propoésito de salir al espacio en una mision de 24 horas, programada en un

principio para finales de 2017.

Nuestro equipo de investigacion, se interes6 en ver si el nuevo plan de
entrenamiento programado por la NASA conjuntamente con la nutricién disefiada por
nuestro equipo, habia logrado una buena adaptacion a las situaciones extremas que se

viven en las pruebas de la NASA y el futuro viaje al espacio. Los parametros medidos
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se han comparado con una situacion mas descontrolada que AD solia suftir, cuando
realizaba actividades de alpinismo extremo, donde la dieta era mas dificil de compensar

y la actividad fisica se realizaba en condiciones de hipoxia.

Para obtener informacion de su perfil metabolico, asi como de su estado de salud
y su control de la diabetes, se realizaron dos analiticas sanguineas a AD, una antes de
realizar un “trekking” al campo base del Everest y la segunda al regreso de dicho
“trekking”. También se realizaron analiticas sanguineas, antes de realizar unas pruebas
de aceleracion en el laboratorio de la NASA, y al finalizar dichas pruebas. Aunque
diferentes, ambas situaciones se pueden considerar extremas, con la diferencia de que
las pruebas de aceleracion se realizaron bajo un estricto control de entrenamiento,

nutricional e insulinico, comparado con el “trekking” al campo base del Everest.

Mediante las analiticas se estudiaron diferentes parametros, eritrocitarios,
leucocitarios, plaquetarios y bioquimicos (Tablas 21a y 21b, 22a y 22b, 23a y 23b, 24a
y 24b) antes y después de cada una de las dos actividades extremas que AD realizd
durante el periodo de estudio. Ademas, se analizaron otros parametros relacionados con
el desequilibrio oxidativo (carbonilos proteicos) (tabla 25) y con el estado inflamatorio

(citoquinas) (tabla 26a y 26b) de AD.
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III.1. Parametros hematoldogicos y bioquimicos del sujeto AD.

Los valores eritrocitarios, leucocitarios, plaquetarios y bioquimicos pueden verse
modificados por actividades fisicas intensas o situaciones de mucho estrés. Por otro
lado, en deportes como el alpinismo, los niveles bajos de oxigeno hacen que el control
de estos parametros sea de relevancia, ademas de servir para dar una vision del estado

general del sujeto AD.

Tabla 21a. Valores eritrocitarios pre y post actividad de “trekking” al campo base del monte
Everest del sujeto AD.

Pre-"trekking” Post-"trekking”
(preTk) (postTk)

Parametros eritrocitarios (unidades)

Eritrocitos (x106/m3) 5,3 5,5
Hemoglobina (g/dl) 16,2 15,9
Hematocrito (%) 47,2 48,3

VCM (fl) 89 88

HCM (pg) 30,5 28,9
CHCM (g/dl) 34,2 33

RDW (%) 12,4 13,4

Abreviaturas: VCM, volumen corpuscular medio;, HCM, hemoglobina corpuscular media;
CHCM, concentracion de hemoglobina corpuscular media, RDW, banda/rango de distribucion
de hematies (red cell distribution width).

143



RESULTADOS

Tabla 21b. Valores eritrocitarios pre y post prueba de aceleracion del sujeto AD.

Pre-aceleracion Post-aceleracion
(preAc) (postAc)

Parametros eritrocitarios (unidades)

Eritrocitos (x10%/mm® 5,7 5.2
Hemoglobina (g/dl) 16,1 15,5
Hematocrito (%) 50,5 45,3

VCM (fl) 89 87

HCM (pg) 28,3 29,8
CHCM (g/dl) 31,8 34,2

RDW (%) 13,9 14,2

Abreviaturas: VCM, volumen corpuscular medio; HCM, hemoglobina corpuscular media;
CHCM, concentracion de hemoglobina corpuscular media, RDW, banda/rango de distribucion
de hematies (red cell distribution width).

En cuanto a los parametros eritrocitarios, se puede observar que el numero de
eritrocitos aumentd, como era de esperar, tras la realizacion del “trekking” al campo
base del Everest (5,3-5,5x106/mm3), mientras que tras la prueba de aceleracion
disminuyeron (5,7-5,2x10°/mm’). Todos estos valores se encuentran dentro de los

rangos normales para personas adultas: 4,4-5,9x10°/mm’

. Los valores de hemoglobina
se encontraban dentro de los parametros considerados normales (14-18g/dl), aunque se
puede observar un descenso del nivel de hemoglobina en las muestras tomadas tras la
prueba de aceleracion (16,1-15,5g/dl). El hematocrito también se encontraba dentro de
unos valores normales (40-52%). Si bien, el aumento postTK (47,2-48,3%) pudiera
estar ligado a la altitud a la que estuvo sometido el sujeto AD durante la actividad de
“trekking”. El hematocrito disminuy6 tras la postAc (50,5-45,3%). El VCM (volumen
corpuscular medio), medida que sirve para conocer si el tamafio de los eritrocitos, es

normal en todos los momentos de estudio (entre 80-100fl), confirmando que AD no

experimentd cambios notables en este parametro. Ademas, este dato se completa con el
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contenido de hemoglobina corpuscular (valores normales: 26-34pg) y con la
concentracion media de hemoglobina corpuscular (CHCM, valores normales: 32-
36g/dl). Este ultimo parametro mide la cantidad de hemoglobina que contienen los

eritrocitos recién formados, observandose un ligero descenso en postTk, 31,8g/dl.

Tabla 22a. Valores leucocitarios pre y post actividad de “trekking” al campo base del Everest
del sujeto AD.

Pre-"trekking” Post-"trekking”
(preTk) (postTk)

Parametros leucocitarios (unidades)

Leucocitos (x103/mm3) 5,4 7,6
Neutrofilos (x10*/mm?®) 3,1 5.2
Linfocitos (x10*/mm?) 1,6 1,5
Monocitos (x103/mm3) 0,5 0,7
Eosinofilos (x10*/mm?®) 0,1 0,1
Basofilos (x10*/mm?®) 0,1 0,1
Neutrofilos (%) 57,9 68,7
Linfocitos (%) 30,1 20
Monocitos (%) 8,5 8,7
Eosinofilos (%) 2,1 1,8
Basofilos (%) 1,4 0,8
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Tabla 22b. Valores leucocitarios pre y post prueba de aceleracion del sujeto AD.

Pre-aceleracion Post-aceleracion
(preAc) (postAc)

Parametros leucocitarios (unidades)

Leucocitos (x103/mm3) 6,4 5,7
Neutrofilos (x10*/mm®) 3,5 3,0
Linfocitos (x10*/mm?®) 2,1 2,1
Monocitos (x10*/mm”*) 0,4 0,3
Eosindfilos (x10*/mm®) 0,2 0,2
Basofilos (x10°/mm?’) 0,1 0,1
Neutrofilos (%) 55,2 51,8
Linfocitos (%) 32,8 37,7
Monocitos (%) 6,7 54
Eosinofilos (%) 3,8 3,7
Basofilos (%) 1,5 1,4

En cuanto a la serie leucocitaria, se puede observar un aumento del porcentaje de
neutrofilos de preTk a postTk (57,9-68,7%), y un descenso de preAc a postAc (51,8-
55,2%). Ademas, tras la actividad de “trekking” los niveles de neutréfilos estan por
encima de los valores considerados normales (40-60%). Por su parte, los linfocitos se
encuentran en todos los tiempos dentro de los parametros establecidos, si bien es cierto
que en postTk los leucocitos suponen un 20%, situandose en el limite inferior de los
valores considerados normales (20-40%). Los monocitos estan por encima de los
parametros establecido (2-8%) antes y después de la actividad de “trekking” (8,5 y
8,7% respectivamente). Los basofilos también estain por encima de los valores

establecidos (0,5-1%) en preTk, preAc y postAc (1,4, 1,4, y 1,5% respectivamente).
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Tabla 23a. Valores plaquetarios pre y post actividad de “trekking” al campo base del monte
Everest del sujeto AD.

Pre-"trekking” Post-"trekking”

(preTk) (postTk)
Serie plaquetaria (unidades)
Plaquetas (x10*/mm’) 278 329
Volumen plaquetario medio (f1) 8,4 9

Tabla 23b. Valores plaquetarios pre y post prueba de aceleracion del sujeto AD.

Pre-aceleracion Post-aceleracion
(preAc) (postAc)
Serie plaquetaria (unidades)
Plaquetas (x10*/mm’) 389 262
Volumen plaquetario medio (f1) 9,3 9,2

En cuanto a la serie plaquetaria, se puede observar que el nimero de plaquetas
es normal, aprecidandose un aumento tras la actividad de “trekking” al campo base del
Everest (278-329 x10°/mm”’) y un descenso tras finalizar la prueba de aceleracién. Los

valores del volumen plaquetario medio son normales también.

En general, se puede apreciar un aumento de los parametros eritrocitarios,
leucocitarios y plaquetarios postTk, indicando una posible situacion de estrés generada
por la enfermedad en condiciones de hipoxia. La situacién de estos pardmetros en la
prueba de aceleracion se acerco mas a la normalidad. Esto podria ser debido a un mejor

control en el entrenamiento, dieta e inyecciones de insulina en esta tltima situacion.
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Tabla 24a. Valores bioquimicos pre y post actividad de “trekking” al campo base del monte
Everest del sujeto AD.

Pre-"trekking” Post-"trekking”
(preTk) (postTk)

Parametros bioquimicos (unidades)

Glucosa (mg/dl) 94 110
HbAlc (%) 8,7 8,9
HbA1c (mmol/mol) 72 74
Colesterol (mg/dl) 195 193
Colesterol HDL (mg/dl) 86 68
Colesterol LDL (mg/dl) 95 105
Triglicéridos (mg/dl) 71 100
Acido trico (mg/dl) 3,2 3,6
Creatinina (mg/dl) 0,83 0,72
Urea (mg/dl) 30 25
GOT/AST (UN) 35 25
GPT/ALT (U/1) 29 30
GGT (U/) 41 30
Fosfatasa alcalina (U/1) 89 95
CK (U/l) 283 184
Hierro (ng/dl) 68 43
Ferritina (ng/dl) 66 52
Sodio (mmol/1) 146 142
Potasio (mmol/l) 4,8 4,6
Mioglobina (ng/1) 30,2 26,7
Acido lactico (mg/dl) 12 15

Abreviaturas: HbAlc, hemoglobina glucosilada;, GOT/AST, transaminasa glutamico-
oxalacética/aspartato  aminotransferasa;  GPT/ALT,  transaminasa  glutamico-
piruvica/alanina aminotransferasa;, GGT, gamma glutamil transpeptidasa; CK, creatina
quinasa.
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Tabla 24b. Valores bioquimicos pre y post prueba de aceleracion del sujeto AD.

Pre-aceleracion Post-aceleracion
(preAc) (postAc)

Parametros bioquimicos (unidades)
Glucosa (mg/dl) 86 109
HbAlc (%) 9,2 8,5
HbA1c (mmol/mol) 77 69
Colesterol (mg/dl) 229 230
Colesterol HDL (mg/dl) 71 79
Colesterol LDL (mg/dl) 95 94
Triglicéridos (mg/dl) 317 283
Acido urico (mg/dl) 4 4,1
Creatinina (mg/dl) 0,74 0,73
Urea (mg/dl) 26 33
GOT/AST (UN) 35 30
GPT/ALT (U/1) 60 37
GGT (U/) 60 37
Fosfatasa alcalina (U/1) 124 90
CK (U 296 222
Hierro (ng/dl) 84 71
Ferritina (ng/dl) 73 23
Sodio (mmol/1) 148 138
Potasio (mmol/l) 6 4,2
Mioglobina (ng/1) 25,2 31,2
Acido lactico (mg/dl) 15 15

Abreviaturas: HbAlc,

hemoglobina  glucosilada;

GOT/AST,

transaminasa  glutamico-

oxalacética/aspartato aminotransferasa;, GPT/ALT, transaminasa glutamico-piruvica/alanina

aminotransferasa; GGT, gamma glutamil transpeptidasa; CK, creatina quinasa.
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En cuanto a los parametros bioquimicos, los niveles de glucosa estan elevados
con respecto a los valores normales (70-105mg/dl) tras la realizacion de ambas
actividades (“trekking” y prueba de aceleracion): postTk (110mg/dl) y postAc
(109mg/dl). La HbAlc (hemoglobina glucosilada) también estd elevada en los cuatro
momentos en los que se tomaron las muestras, sobre todo tras la actividad de “trekking”
y antes de la prueba de aceleracion, 8,9 y 9,2% respectivamente, comparado con valores
normales (5-8%). Valores de HbAlc por encima del 8% junto con unos niveles de
glucosa elevados indican un control deficiente de la glucemia por parte de los sujetos
diabéticos. El colesterol también se encuentra ligeramente por encima de los valores
recomendados (no superar 200mg/ml) en preAc y postAc (229 y 230mg/ml
respectivamente). Ocurre lo mismo con los niveles de triglicéridos (no superar los
160mg/dl) con 283mg/dl en preAc y 317mg/dl en postAc. Los niveles de HDL y LDL
estan dentro de los pardmetros establecidos como normales en todos los tiempos del
estudio. No obstante, y conforme a los datos aportados por AD, es probable que el
cambio en la alimentacion del sujeto durante su estancia en la base de la NASA para la

realizacion de la prueba de aceleracion, haya alterado estos parametros puntualmente.

El 4cido urico y la creatinina muestran valores considerados normales. La urea
presenta valores normales (23-44mg/dl) e incluso algo bajos, en todos los tiempos de

estudio.

La GTP esta aumentada en los analisis realizados antes de la prueba de
aceleracion (60mU/ml), mientras que lo recomendable son valores entre 7-40mU/ml,
aunque se puede apreciar un descenso de estos niveles tras la realizacion de la prueba.

En el caso de la GGT ocurre lo mismo.

La CK esta por encima de lo recomendado, entre 10 y 170U/1, en todos los
momentos en los que se tomaron las muestras, 283 (postTk), 184 (preTk), 222 (postAc)
y 296 (preAc) U/l. Estos resultados sugieren que ambas actividades se relacionan con
un gran dafio muscular, motivo por el que CK puede verse elevada, lo que es habitual

por otro lado en deportistas.
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Los niveles de ferritina estan dentro de los valores normales (15-400ng/ml) en
todos los tiempos. Los niveles de sodio y potasio también estan dentro de los rangos
normales (136-146mmol/l para el sodio y 3,5-5mmol/l para el potasio), aunque los

niveles circulantes de potasio aumentaron ligeramente antes de la prueba de aceleracion.

La mioglobina (Mb), se encuentra dentro de los parametros considerados
normales (16-76ug/1), pero se puede apreciar un descenso de los niveles de preTk a

postTk (30,2-26,7ug/l) y un aumento de preAc y postAc (25,2-31,2ug/l).
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II1.2. Parametros relacionados con el estado oxidativo del sujeto

AD.

El siguiente paso fue evaluar si estas dos actividades (“trekking” y prueba de

aceleracion) tuvieron efectos a nivel oxidativo e inflamatorio (Tabla 25).

Tabla 25. Niveles circulantes de carbonilos proteicos en AD en los cuatro momentos del
estudio.

preTk postTk preAc postAc

Carbonilos proteicos

65,27 87,91 87,00 57,46
(nmol/l) 1 p 1 ’

En cuanto a los carbonilos de las proteinas, se puede ver un incremento justo
después de la actividad de “trekking” y antes de la prueba de aceleracion, sugiriendo un

aumento del dafno oxidativo.

No se observan grandes diferencias entre los cuatro momentos de estudio, pero
estos resultados junto con los datos anteriores parecen indicar que la prueba de
“trekking” tuvo mayores efectos a nivel metabodlico y oxidativo que la prueba de

aceleracion.

Por ultimo, dado que el ejercicio junto con la diabetes se acompafia de una

respuesta inflamatoria, se analizaron diferentes citoquinas (Tabla 26a y 26b).
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II1.3. Parametros relacionados con el estado inflamatorio del

sujeto AD.

Tabla 26a. Niveles (ng/ml) de citoquinas proinflamatorias en AD.

Citoquinas preTk preAc postAc
IL-1p 13,23 3,71 3,71
IL-9 0 0 0
IL-12p70 0,86 0,39 0,11
IL-17a 0,34 0,49 0,4
IFN-y 5,12 3,55 2,07
TNF-a 7,95 5,84 5,07

Abreviaturas: IL, interleuquina; IFN, interferon; TNF, factor de necrosis tumoral.

Tabla 26b. Niveles (ng/ml) de citoquinas antiinflamatorias en AD.

Citoquinas preTk preAc postAc
IL-2 22,33 12,52 10,09
IL-4 9,77 8,76 8,98
IL-5 0,10 0,20 0,33
IL-10 0 0,19 0,87
IL-13 10,01 9,42 10,00
1L22 120,16 269,06 277,43

Abreviaturas: IL, interleuquina.
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En cuanto a las citoquinas, hay que mencionar en primer lugar que solo se
pudieron realizar determinaciones en tres de los momentos de estudio. El analisis de las
citoquinas se realizé en las muestras tomadas antes de la actividad de “trekking”, antes

de la prueba de aceleracion y después de la misma.

Las citoquinas proinflamatorias IL-12p70, IFN-y, IL-17a, IL-1p, TNF-a se
muestran en general mas elevadas en la muestra que se tomo antes de la actividad de
“trekking” y tienen sus valores mas bajos en postAc. No ocurre esto con la IL-17a, la
cual se mantiene estable durante los tres momentos de estudio. En el caso de la IL-9,
ésta fue indetectable. Fijandonos tnicamente en la prueba de aceleracion, se puede
observar que no hay grandes cambios entre estos dos momentos de estudio y que las

citoquinas se mantienen estables sin existir una gran variabilidad.

En el caso de las citoquinas antiinflamatorias y centrandose so6lo en la prueba de
aceleracion, se puede ver que 1L-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IL-22 aumentan después de la
misma. La IL-2 disminuye aunque de forma muy modesta. Con respecto a las muestras
tomadas antes de la actividad de “trekking”, se pueden observar niveles aumentados de
IL-5, IL-10, IL-13 y IL-22.
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IV. INTERVENCION 4.

En la cuarta intervencion se evaluaron los efectos de un programa de
entrenamiento y dieta sobre el estado metabodlico e inflamatorio en un grupo de sujetos
adolescentes prediabéticos tipo 2 con resistencia a la insulina, identificados en este
estudio como SOA (del inglés, severely obese adolescents). Se estudiaron para ello
diferentes parametros estrechamente relacionados con la enfermedad, y susceptibles de

sufrir cambios significativos con mejoras o empeoramientos en el estado de salud.

Las determinaciones realizadas incluyeron parametros circulantes relacionados
con el desequilibrio oxidativo y la inflamacion (proteina C reactiva, MDA (malonil di-
aldehido), MPO (mieloperoxidasa) y carbonilos proteicos) de diferentes células
sanguineas (eritrocitos, neutrofilos y linfocitos), presiones sanguineas (sistolica y
diastolica) conjuntamente con una evaluacion macro y microvascular (ver Material y
Meétodos) y parametros antropométricos (IMC y circunferencia de la cintura) (Tabla 27a
y 27b), enzimas antioxidantes en distintas células sanguineas (glutation peroxidasa,
glutation reductasa, catalasa y superoxido dismutasa) (Tabla 28a y 28b) y parametros

inflamatorios (citoquinas) (Tabla 29).

Como referencia control se tomdé un grupo de adolescentes sanos con
normopeso, denominado en esta intervencion como NW (del inglés, normal weigth).
Todas estas determinaciones se realizaron al inicio de la intervencion y al final de la

misma, tras cuatro meses.
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IV.1. Parametros antropométricos, circulantes y vasculares de

los grupos NW y SOA.

Tabla 27a. Datos y parametros antropométricos y circulantes en el grupo NW expresados en
media + esm.

Grupo N\W
Pardametros (unidades) Tiempo 0 (inicio) 4 meses (final)
Género (chicos/chicas) 9/7 9/7
Edad (afios) 15,0£0,5 150+£0,5
Edad puberal (Tanner) 3,1+0,3 3,7+£0,2
Altura (cm) 164,8 + 4,6 165,0+2,2
Peso (kg) 53,8+3,9 54,7+3,1
IMC (kg/m’) 19,8+ 1,2 19,9+ 0,8
IMC z-score 0,3+0,5 0,1 £0,3
Circunferencia de cintura (cm) 68,7 +£3,5 69,9+24
SBP (mmHg) 104,7 + 6,8 109,0 +3,7
DBP (mmHg) 59,8+2)5 62,2 +1,7
Leucocitos (cel-mm™) 6703 + 836 6322 + 587
Eritrocitos (cel-mm™) 4636767 + 104671 4634930 + 73000
Linfocitos (cel-mm™) 1970 £ 120 1906 + 136
CRP (pg/ml) 0,5+0,3 1,3+0,6
MPO (ng/ml) 322+5,5 28,96 £2,7
Carbonilos proteicos (umol/l) 47,7+17,0 48,6 £5,2
MDA (umol/l) 61,0104 56,9 +£11,2

Abreviaturas: IMC, indice de masa corporal; CRP, proteina C reactiva;, DBP, presion
sanguinea diastolica; SBP, presion sanguinea sistolica; MDA, malonildialdehido;, MPO,
mieloperoxidasa.
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Tabla 27b. Datos y parametros antropométricos y circulantes en el grupo SOA expresados en

media £ esm.

Grupo SOA

Parametros (unidades)

Tiempo 0 (inicio)

4 meses (final)

Género (chicos/chicas)

Edad (afios)

Edad puberal (Tanner)
Altura (cm)

Peso (kg)

IMC (kg/m®)

IMC z-score

Circunferencia de cintura (cm)
SBP (mmHg)

DBP (mmHg)

Leucocitos (cel'mm™)
Eritrocitos (cel-mm™)
Linfocitos (cel:mm™)

CRP (ug/ml)

MPO (ng/ml)

Carbonilos proteicos (pmol/l)

MDA (pumol/l)

9/11

143 +04
32403
161,6+1,5
85,9 £4,0
324+1,1
4,0+02
109,5+ 3,6
101,9+ 3,0
573+24
7137 £ 510
5149112 + 43766
2659 + 210
22408
41,8449
84,1 8,9
108,3 + 14,0

9/11
14,803
33404
162,6 £ 1,5
79,5 + 3,49%
297+ 1,0 *
33+£002%
101,443,5 *
104,0 £2,5
593+1,5
7733 375
51137222 + 100473
2834 + 166
1,0£0,5
32,3 +3,6*
78,8 7,9
100,7 £ 16,2

(*) Valores significativamente estadisticos (p<0.05) entre el grupo SOA (pre y post

intervencion,).

Abreviaturas: IMC, indice de masa corporal; CRP, proteina C reactiva;, DBP, presion
sanguinea diastolica; SBP, presion sanguinea sistolica; MDA, malonildialdehido;, MPO,

mieloperoxidasa.
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En la tabla 27a, se encuentran los principales parametros relacionados con el
estado de los sujetos del grupo NW y en la tabla 27b los mismos parametros para el
grupo SOA. Si se comparan dichas tablas, se puede ver que el grupo SOA presenta un
peso, un IMC y una circunferencia de cintura muy elevado, lo que indica obesidad. Sin
embargo, aparece un descenso significativo en el peso e indice de masa corporal tras los
4 meses de intervencion. Aun asi, los valores de IMC siguen estando en 29,7 al final del
estudio, poniendo de manifiesto que los sujetos siguen teniendo sobrepeso.
Posiblemente, seria necesaria una intervencion mas prolongada en el tiempo para
conseguir normalizar estos parametros. Como ya se ha comentado en apartados
anteriores, la OMS recomienda valores de entre 18,5-24,99, para marcar un estado de

normopeso de los sujetos.

Tampoco se observaron diferencias significativas en los datos de presion arterial
al comparar ambos grupos. No obstante, los sujetos SOA presentaron mayores
alteraciones en la macro y microvasculatura a partir de los datos obtenidos con las
técnicas de evaluacion explicadas en Material y Métodos, Intervencion 4. Estos
resultados no se muestran, ya que pertenecen a otro proyecto llevado a cabo por otro
investigador. Sin embargo, con todo esto se quiere enfatizar que la simple
determinacion de la presion arterial no refleja los problemas vasculares que aparecen en
este grupo de pacientes y que a largo plazo van a predisponer a problemas
cardiovasculares severos. La utilizacion de metodologia complementaria es
absolutamente necesaria en el tratamiento y seguimiento de personas con resistencia a la

insulina, sobre todo si son adolescentes o jovenes.

En cuanto a los carbonilos proteicos, marcadores de desequilibrio oxidativo, se
puede observar una diferencia significativa con respecto al grupo NW, siendo en este
ultimo los niveles de carbonilos la mitad que en SOA. También se aprecia un descenso
de estos tras los cuatro meses de intervencion en el grupo SOA que posiblemente esté
relacionado con la pérdida de peso de los sujetos, aunque estas diferencias no son
significativas al comparar SOA a lo largo del tiempo. Las mismas diferencias

significativas se aprecian con los niveles de MDA al comparar NW con SOA. Los
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resultados muestran por tanto, la existencia de un desequilibrio oxidativo asociado a la
obesidad confirmando diferencias significativas con respecto a NW en dos marcadores:

carbonilos proteicos y MDA.

En cuanto a los valores de PCR y MPO, los niveles de PCR estan dentro de los
valores de referencia, lo que indica que no existe ningun proceso inflamatorio grave
causado por agentes externos. No obstante, la obesidad se correlaciona con un estado
inflamatorio mas leve, pero persistente, por lo que la determinacion de otros marcadores
como las citoquinas inflamatorias (Tabla 29), podria arrojar mas pistas acerca de esta
cuestion (ver mas adelante). En cuanto a MPO, se puede observar un descenso
significativo de los niveles en el grupo SOA. Dado que MPO es una enzima de los
neutréfilos que se activa en procesos inflamatorios, estos resultados indicarian un
proceso inflamatorio al inicio de la intervencion, con una tendencia a la normalizacion
con el paso del tiempo al comparar con la MPO de NW. Al principio del estudio los
valores de MPO fueron 41,8 & 4,9 mientras que a los cuatro meses, coincidiendo con el
final del estudio, encontramos niveles de 32,3 £ 3,6, valores similares a los del grupo

NW (28,96 + 2.7).

En cuanto a los parametros eritrocitarios, se puede observar que el numero de
eritrocitos se mantuvo practicamente igual al principio que al final de la intervencion en
el grupo NW y en el grupo SOA. Se encontraron niveles de eritrocitos modesta pero
significativamente elevados en SOA al comparar con NW. También SOA presenta

linfocitos y leucocitos mas elevados, pero las diferencias no son significativas.
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IV.2. Actividades de enzimas antioxidantes en los grupos NW y

SOA.

Con la idea de completar la informacion proporcionada por los marcadores de
desequilibrio oxidativo medidos anteriormente (carbonilos proteicos y MDA) y
entender su evolucion en los sujetos diabéticos, se determinaron las actividades de las
principales enzimas antioxidantes en linfocitos y eritrocitos (Tabla 28a y 28b). Los
eritrocitos son células sin nticleo, cuya vida media es de cuatro meses (justamente el
tiempo de la intervencion). Los cambios que se observen en las enzimas antioxidantes
deben por tanto responder a modificaciones postraduccionales. Por el contrario, los
linfocitos son células nucleadas, lo que sugiere que los cambios observados al final de la
intervencion pueden responder tanto a mecanismos postraduccionales, como

transcripcionales. Es decir, relacionados con la expresion de genes.

Tabla 28a. Actividades de las enzimas antioxidantes del grupo NW expresados como media +

esm.
Grupo NW

Parametros (unidades) Tiempo 0 (inicio) 4 meses (final)

GPX eritrocitos (nKat/g Hb) 42237+ 243,1 3773,3 +130,7

GPX linfocitos (nKat/ 109células) 639,7+142,2 386,7+42,7

GRD eritrocitos (nKat/g Hb) 5750,8 £ 1577,4 4209,0 + 363,6

GRD linfocitos (nKat/10°células) 2260,7 +265,2 1558,0£118,2*

SOD eritrocitos (nKat/g Hb) 14,5+2,8 73,0 £4,5%

SOD linfocitos (nKat/ 109células) 27,6 £5,1 20,2+3,5

CAT eritrocitos (Kat/g Hb) 104,2 + 10,8 83,2+53

CAT linfocitos (Kat/ logcélulas) 3959+ 72,7 153,4 £ 21,2%*

(*) Valores significativamente estadisticos (p<0.05) entre el grupo NW  (pre y post
intervencion). Abreviaturas: GPX, glutation peroxidasa;, GRD, glutation reductasa; Hb,
hemoglobina; Kat, katales;, SOD, superoxido dismutasa; CAT, catalasa.
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Tabla 28b. Actividades de las enzimas antioxidantes del grupo SOA expresadas como la media

=+ esm.

Grupo SOA
Parametros (unidades) Tiempo 0 (inicio) 4 meses (final)
GPX eritrocitos (nKat/g Hb) 3810,3 £ 1445,2 5280,0 £310,1 *
GPX linfocitos (nKat/ logcélulas) 361,4+51,2 501,9+81,5*
GRD eritrocitos (nKat/g Hb) 42549 + 4044 5366,6 + 1286,5 *
GRD linfocitos (nKat/10°células) 1540,8 + 124,5 1083,8 + 123,7*
SOD eritrocitos (nKat/g Hb) 752+5,0 40,0+ 7,0 *
SOD linfocitos (nKat/ logcélulas) 20,8 £4,4 254+£27%*
CAT eritrocitos (Kat/g Hb) 77,2+3,9 84,0+ 15,8 *
CAT linfocitos (Kat/lOgcélulas) 169,6 + 21,9 271,6 £ 65,2

(*) Valores significativamente estadisticos (p<0.05) entre el grupo SOA (pre y post
intervencion).

Abreviaturas: GPX, glutation peroxidasa; GRD, glutation reductasa;, Hb, hemoglobina; Kat,
katales (unidades de actividad enzimatica);, SOD, superoxido dismutasa;, CAT,catalasa.

En general, todas las enzimas antioxidantes dependientes del glutation muestran
un aumento significativo en los linfocitos y eritrocitos en el grupo SOA cuando se
comparan pre y postintervencion, excepto GRD en linfocitos, que disminuye
significativamente. Por el contrario, las mismas enzimas antioxidantes disminuyen en el
grupo NW cuando se comparan los resultados pre y postintervencion, aunque este
descenso solo es significativo para la catalasa en linfocitos. Los resultados parecen
sugerir que las enzimas antioxidantes dependientes el glutation se activan en los sujetos
SOA con la intencion de mitigar el dafio oxidativo que aparece con la obesidad y que

incluso podria verse incrementado al iniciar estos sujetos programas de actividad fisica.
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Ademas estos cambios no son debidos a fendmenos de expresion génica, ya que
las determinaciones de los niveles de ARNm por PCR cuantitativa en linfocitos pre
y postintervencion, no revelaron diferencias significativas. Como los eritrocitos
experimentan una tendencia de cambio similar, se propone como hipdtesis que los
cambios son postraduccionales, aunque este punto debe ser verificado
experimentalmente. En el grupo NW, es posible que se produzca una adaptacion del
estado antioxidante al ejercicio, por lo que con el paso del tiempo el dafio oxidativo sea
menor, lo que requiere menos activacion de las enzimas antioxidantes. Las restantes
enzimas (SOD y catalasa) presentan mas variabilidad no ajustindose a ningun patrén

concreto en ninguno de los grupos.

Finalmente y con la idea de completar la informacién del estado inflamatorio, se

determinaron los niveles de algunas citoquinas.
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IV.3. Parametros relacionados con el estado inflamatorio de los

grupos SOA y NW.

Tabla 29. Rangos de citoquinas en los diferentes tiempos de estudio para el grupo SOA y NW.

SOA NW
Citoquinas Tiempo 0 (inicio) 4 meses (final) 4 meses (final)
Antiinflamatorias
IL-2 0 0 0-302,03
IL-4 0-68,87 0-43,99 0-37,72
1L-22 0-155,11 0 0-155,10
Proinflamatorias
IL-1p 0 0 0
TNF-a 0-16,33 0 0

Abreviaturas: IL, interleuquina, TNF, factor de necrosis tumoral.

Los resultados parecen indicar que las citoquinas medidas no son las que mejor
se correlacionen con la inflamacion asociada a la obesidad o a la diabetes tipo 2, con lo
que es necesario buscar marcadores alternativos. La MPO determinada anteriormente
parece mostrar un patron mas claro de cambio. Por otro lado, existe una gran
variabilidad para las distintas citoquinas y para los diferentes grupos. La tnica
interpretacion que puede hacerse con mucha precaucion, es que parece que los sujetos
del grupo NW poseen una mejor dotacion de citoquinas antiinflamatorias que los
sujetos SOA. No obstante, esta es una cuestion que queda abierta para futuras

investigaciones.

163




UNIVERSITA
Miguel
Hernandez




RESULTADOS

V. INTERVENCION 5

La finalidad de esta quinta y ultima intervencion fue evaluar el efecto que el
ejercicio fisico (entrenamiento aerdbico) ejerce sobre la respuesta oxidativa e
inflamatoria de sujetos sanos. En otras palabras, la idea seria ver la influencia que tiene
la actividad fisica sola, sin la presencia de una patologia, en los parametros
antioxidantes e inflamatorios en sujetos que practican una actividad muy habitual y de
moda, como es la carrera de larga distancia. No obstante, los resultados obtenidos en
esta intervencion no son comparables con el resto de intervenciones, en las que la
patologia estd siempre presente. La idea es recabar informacion sobre el posible dafio
inflamatorio que puede provocar la actividad fisica “per se”, y si esta circunstancia
podria agravar la situacion inflamatoria que genera la enfermedad. Por esta razon, se ha
elegido como ejercicio la carrera a pie, que suele recomendarse habitualmente a los
enfermos de diabetes. No se han buscado rutinas que de inicio causaran dafio
inflamatorio, como pueden ser los ejercicios excéntricos o las pesas con cargas

maximas.

Para la intervencion se tuvieron en cuenta diferentes parametros antropométricos
(IMC, porcentajes de masa grasa y muscular) (Tabla 30), parametros hematoldgicos y
bioquimicos (Tabla 31), parametros circulantes relacionados con el estado oxidativo
(MDA, carbonilos proteicos) (Tabla 32), actividades de las principales enzimas
antioxidantes (glutation peroxidasa, glutation reductasa y superoxido dismutasa) (Tabla
33) y parametros inflamatorios (citoquinas) (Tabla 34). Las mediciones se realizaron en
todos los individuos antes de comenzar la intervencion (niveles basales de referencia) y
21 dias después. Los voluntarios recibieron el mismo programa de entrenamiento y plan
dietético (ver Material y Métodos, Intervencion 5). Se realizaron idénticas
determinaciones el dia 22, tras una prueba de 2000m. Esta prueba suele realizarse para

verificar la existencia de mejoras en la condicion fisica, como consecuencia del plan de
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entrenamiento, pero al mismo tiempo servira para determinar los efectos agudos del

ejercicio en los parametros oxidativos e inflamatorios.

Los valores circulantes de los diferentes parametros en los tres tiempos de
estudio se muestran en este apartado expresados en formas de rangos o como la media £

esm. Los valores con una p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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V.1. Parametros antropométricos y test 2000 metros del grupo de

sujetos de estudio.

Tabla 30. Parametros antropométricos y resultados del test de 2000m en el grupo de
estudio expresados como la media + esm.

Parametros (unidades) Dia 1 Dia 21
Edad (afios) 22+1,5

Estatura (cm) 176 £2,2

Peso (kg) 71,5+28 70,7+2,5
IMC (kg/m?) 22,5+0,8 222 +0,6
Masa grasa (%) 14+1,2 14+1,0
Masa muscular (%) 42,5+£23 41,8 £2,2

Test de 2000m

Tiempo (min) 7,9+0,2
FC (latidos/min) 164,0+7,2

Abreviaturas: FC, frecuencia cardiaca (latidos por minuto), justo al final de la prueba.

Los parametros antropométricos reflejan que se trata de un grupo de sujetos con

un IMC de normopeso, que obedece a lo recomendado por la OMS.

El test de 2000m se realiz6 dentro del tiempo considerado y la media de latidos
por minuto también fue la normal en este tipo de pruebas. Hay que mencionar que todos
los sujetos superaban los ocho minutos antes de realizar el plan de entrenamiento
propuesto, lo que sugiere que dicho plan homogeneiz6 la muestra y supuso una mejora

en el rendimiento de los participantes.
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V.2. Parametros hematologicos y bioquimicos del grupo de

sujetos de estudio.

Tabla 31. Parametros hematologicos y bioquimicos del grupo de estudio expresados
como la media + esm.

Parametros (unidades) Dia 1 Dia 21 Dia 22
Hemograma

Eritrocitos (106 cel/pl) 5,1+1,0 5,3+0,7 5,1+£0,7
Hemoglobina (g/g serum proteina) 2,3+0,1 2,4+0,1 2,3+0,2
Hematocrito (%) 443 +0,8 45,6 £0,4 449+0,5
RDW-SD (fl) 41,1 £ 0,4 40,8 £0,5 40,8 +0,4
Plaquetas (103 cel/ul) 230,9 £ 10,2 225,6+9,4 221,1+£9,0
Neutrofilos (103 cel/ul) 3,0+£0,2 3,5+0,2 32+0,2
Linfocitos (103 cel/ul) 2,2+0,1 2,3+0,1 2,1+0,7

Metabolitos/elementos circulantes

Glucosa (mg/dl) 79,7+ 1,6 854+19 83,4+25
Triglicéridos (mg/dl) 70,3 £ 8,1 712+74 59,1 +6,3
Colesterol total (mg/dl) 148,1 £4,6 155,8 +4,8 146,5+3,8
Creatinina (mg/dl) 0,96 £ 0,0 0,92 +0,0 0,92+0,0
Acido urico (mg/dl) 4,0+0,2 43+0,1 4,7 +£0,2%F
Urea (mg/dl) 34,1+1,8 37,8+2,0 36,2+1,8
Lactato (mg/dl) 9,0+0,7 7,8+0,7 11,9 +£1,5%f
Na (mEq/1) 139,0+0,3 138,7+0,3 138,7+0,3
K (mEq/1) 4,2+0,1 4,3+0,1 42+0,1

Fe sérico (ug/dl) 77,0 + 82 68,1 £5,6 80,6 £7,8
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Proteinas circulantes

Ferritina (ng/ml) 97,8 £13,4 88,2+13,9 80,5+ 10,0
Mioglobina (ng/ml) 354427 28,4 +3,1% 41,2 £ 8,0%f
GGT (U/D) 18,8+ 1,4 17,7+ 1,0 17,7+ 1,4
GOT/AST (U/1) 21,0+£1,2 233+1,1 252+1,0
GPT/ALT (U/1) 19,7+1,5 21,8+1,6 22,8+£2,0

CK (U/) 189,7 £ 36,2 205,1 +11,9* 2958 + 11,7*F
Fosfatasa alcalina (U/1) 149,7+9,3 168,4 +10,7 174,0+ 11,9

(*) Diferencias significativas (p<0.05), del dia 21 y 22 comparados con el dia 1 seguin
el test de ANOVA.

(1) Diferencias significativas (p<0,05), el dia 22 comparado con el dia 21 (tras la
realizacion de la prueba) segun el test de ANOVA.

Abreviaturas: GOT/AST, transaminasa glutamico-oxalacética/aspartato aminotransferasa;
GPT/ALT, transaminasa glutamico-piruvica/alanina aminotransferasa;, GGT, gamma glutamil
transpeptidasa, CK, creatina quinasa; RDW-SD, rango de distribucion de globulos rojos.

La mayoria de parametros no sufrieron cambios con respecto a las muestras
obtenidas en los dias 1 y 21 de estudio. Al dia siguiente del periodo de
homogeneizacion (dia 22), los individuos realizaron la prueba de 2000m e
inmediatamente (pasado menos de 30min), se tomdé una muestra de sangre. La
hemoglobina y el hematocrito disminuyeron tras la prueba de 2000m pero dichas

diferencias no fueron significativas.

La creatinina y el lactato aumentaron el dia 22 con respecto a los niveles del dia
1 y 21. El componente anaerdbico de la prueba y el agotamiento de la fosfocreatina

muscular podrian explicar en parte estos valores.

169




RESULTADOS

No se observaron tampoco cambios significativos en las proteinas circulantes
cuando se compararon los dias 1 y 21, excepto una pequefia disminuciéon en el Mb
(mioglobina) circulante y un aumento en la CK. Hay que tener en cuenta que las
muestras fueron tomadas después de un periodo de reposo de entre 8-10 horas, lo cual
puede afectar a los valores en plasma debido a la semivida de estas proteinas. Al dia
siguiente del periodo de homogeneizacion (dia 22), la Mb y CK presentaron un
incremento marcado y significativo, lo cual puede deberse a la presencia de dafio

muscular después de la prueba de 2000m.

En conjunto, los resultados indican que la actividad fisica intensa durante la

prueba dio como resultado dafio eritrocitario y muscular.

El siguiente paso del estudio fue evaluar los cambios en las respuestas oxidativa
e inflamatoria. Con este fin, se analizaron los niveles de MDA y carbonilos proteicos en

células circulantes (neutrofilos y linfocitos) y plasma (Tabla 32).
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V.3. Parametros relacionados con el estado oxidativo del grupo

de sujetos de estudio.

Tabla 32. Marcadores oxidativos determinados en neutrofilos, linfocitos y plasma en el
grupo de estudio expresados como la media + esm.

Marcadores (unidades) Dia 1 Dia 21 Dia 22
Neutrofilos

MDA (mmol/l) 6,3+04 7,0+0,3 6,1 £0,5
Carbonilos proteicos (mmol/l) 9,2+0,6 10,3+£0,5 10,9 +0,8
Linfocitos

MDA (mmol/1) 4,7+1,0 16,3+1,3 16,7+ 1,1
Carbonilos proteicos (mmol/l) 8,8+0,3 8,7+£0,7 11,9 £ 0,8*F
Plasma

MDA (mmol/l) 15,9+0,8 16,3 +0,9 17,8+0,8
Carbonilos proteicos (mmol/l) 78,6 £2.4 842+23 92,8 £2,9*%F

La concentraciones intracelulares de MDA y proteinas de los carbonilos fueron calculadas
asumiendo un valor de 300 ul/10° células.

(*) Diferencias significativas (p<0,05), del dia 22 (tras la realizacion de la prueba)
comparados con el dia 1 segun el test de ANOVA.

(1) Diferencias significativas (p<0,05), el dia 22 (tras la realizacion de la prueba) comparado
con el dia 21 seguin el test de ANOVA.
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No se observaron cambios significativos en los niveles de MDA en ninguno de
los tiempos y tipos celulares. Sin embargo, si se observan alteraciones oxidativas en las
proteinas apreciandose cambios significativos en linfocitos y plasma. No hay cambios

significativos en los neutrofilos.

En general, se puede apreciar en los resultados un aumento de los marcadores de
dafio oxidativo a nivel proteico y en plasma tras la prueba de 2000m. A nivel celular,
los cambios no fueron tan evidentes. Para verificar este punto, se procedio a determinar

la actividad enzimatica de las principales enzimas antioxidantes.
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V.4. Actividades de enzimas antioxidantes en el grupo de sujetos

de estudio.

Tabla 33. Actividades enzimaticas antioxidantes determinada en neutrdfilos, linfocitos y
eritrocitos en el grupo de estudio expresados como la media + esm.

Marcadores (unidades) Dia 1 Dia 21 Dia 22
Neutrofilos

SOD (pKat/10° cel) 16,64 0,7 17,1 £0,4 32,8 £ 4,4%F
Catalasa (KS/IO9 cel) 48,9 + 6,7 38,2+4,0 67,5+19,9
GPX (nKat/10° cel) 75,5+£6,5 100,1 + 23,9 174,7 £ 23,7*%
GRD (nKat/10° cel) 496,6 + 46,7 632,7+752* 579,4 £ 51,3*
Linfocitos

SOD (pKat/10° cel) 22,5+ 1,6 25,0+ 1,7 60,6 = 4,2*F
Catalasa (Ks/10° cel) 85,9+ 11,7 86,5+ 12,0 120,3 £ 32,5*+
GPX (nKat/10° cel) 73,6 9,3 752+82 97,5+ 14,6
GRD (nKat/10° cel) 378,7+41,7 396,7+49,9 303,4 £ 24, 2%
Eritrocitos

SOD (pKat/10° cel) 2,4+02 3,1+0,3* 6,9 £0,7%F
Catalasa (Ks/10° cel) 1,3+0,1 1,5+0,2 2,7 +0,2%%
GPX (nKat/10° cel) 14,0£1,1 15,742,3 20,4+4,5

GRD (nKat/10° cel) 14,1 £4,2 12,1 £1,7 18,7 £1,9%

(*) Diferencias significativas (p<0,05), del dia 22 (tras la realizacion de la prueba)
comparados con el dia 1 segun el test de ANOVA. (1) Diferencias significativas (p<0,05), el dia
22 (tras la realizacion de la prueba) comparado con el dia 21 segun el test de ANOVA.
Abreviaturas: GPX, glutation peroxidasa; GRD, glutation reductasa;, Hb, hemoglobina; Kat,
katales (unidades de actividad enzimatica); SOD, superoxido dismutasa;, CAT, catalasa.
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Los principales cambios significativos se observaron después de la prueba de
2000m. Las enzimas antioxidantes (SOD, catalasa y GPX) presentaron una actividad
enzimatica significativamente mas elevada en neutréfilos con respecto a los valores
basales. SOD y GPX también estuvieron significativamente mas elevadas con respecto
al dia 21 de estudio. En linfocitos también se encuentran diferencias significativas en
todas las enzimas antioxidantes, excepto en la GPX, aunque ésta también esta elevada

después de la prueba de 2000m.

La activacion de las enzimas antioxidantes observadas parece ser muy rapida
(menos de 30 minutos después de una prueba de siete de duracion), lo que sugiere que
tedricamente no estd relacionada con los cambios en la expresion génica. Para ello se
determind la activacion de las enzimas en eritrocitos, que son células anucleadas y por
lo tanto, no depende de eventos de expresion génica. Todas las enzimas muestran un
aumento significativo cuando las comparamos con el dia 21 de estudio, lo que indico
que el dafio muscular se acompana de una respuesta oxidativa y una activacion de

antioxidantes para reparar dicho dafio.
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V.5. Parametros relacionados con el estado inflamatorio del

grupo de sujetos de estudio.

Tabla 34. Niveles de citoquinas plasmaticas en el grupo de estudio expresados como la
media + esm.

Marcadores (unidades) Dia 1 Dia 21 Dia 22

IL-6 (pg/ml) 1,2+0,1 1,1+03 1,4+0,7
IL-8 (pg/ml) 6,1 £1,6 6,2+ 1,3 4,3+ 1,7
IL-10 (fg/ml) 330,1 £96,0 322,1 £ 88,0 281,9+120,0
TNF-a (pg/ml) 5,8+33 5,1+3,5 12,1 +6,9
Leptina (ng/ml) 1,9+0,6 2,3+0,5 1,5+0,5

Abreviaturas: IL, interleuquina, TNF, factor de necrosis tumoral.

Por tltimo, se analizaron los niveles de diferentes citoquinas (IL-6, IL-8, IL-10,
TNF-a y leptina) para evaluar la respuesta inflamatoria, y no se observaron cambios
significativos en los niveles circulantes de ninguna de ellas. La IL-6 se mantiene
practicamente igual en los tres momentos de estudio. Las IL-8 e IL-10, aunque
disminuyeron después de la prueba, no fueron cambios significativos. El TNF-a parecia
aumentar modestamente después de la prueba de 2000m, pero de nuevo los cambios no
fueron significativos. Los resultados sugieren que, el dafio muscular inducido por el
ejercicio no fue acompafiado por una respuesta inflamatoria clara inmediatamente

después del ejercicio, al menos basandose en los perfiles de citoquinas inflamatorias.
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DISCUSION

I. INTERVENCION 1.

El objetivo de la intervencion 1, fue estudiar la influencia que tenia la dieta
conjuntamente con el ejercicio en el control metabodlico e inflamatorio de la diabetes
tipo 1. Los participantes eran sujetos que acababan de debutar en esta patologia. El
estudio fue de tipo observacional, es decir, los experimentadores no podian modificar
las pautas de actividad fisica que realizaban los sujetos. Por cuestiones de ética, si que
se intervino a nivel de dieta y del régimen de inyecciones de insulina, colaborando con

el personal del Hospital Universitario de A Coruiia, donde se realiz6 el estudio.

En esta intervencion, un grupo de pacientes que ya realizaba ejercicio fisico de
forma regular y voluntariamente continué con la misma rutina a pesar de debutar en la
enfermedad. En este aspecto, el criterio de inclusion (establecido por la American
Diabetes Association) era realizar al menos 5 dias a la semana, una hora diaria de
ejercicio fisico de intensidad moderada-alta (Galassetti & Riddell, 2013). El otro grupo,
era sedentario antes de debutar y continud con la misma pauta de actividad tras el debut.
Aunque algunos individuos de este grupo comenzaron rutinas de ejercicio durante el
periodo de tiempo que durd el estudio, estas fueron esporadicas y en ningun momento
llegaron a las frecuencias, ni intensidades del grupo mas activo. A ambos grupos se les

realiz6 el mismo seguimiento (ver Materiales y Métodos, Intervencion 1).

Los resultados parecen indicar, que los individuos que practicaban actividad
fisica regular (grupo A) antes del inicio de la diabetes tipo 1, debutaron con un perfil
metabolico mas favorable para afrontar la enfermedad que los sedentarios (grupo S),
presentando unos niveles significativamente menores de HbAlc y mayores de péptido
C. El primer parametro indica claramente un mejor control de la glucemia a largo plazo,
con menores fluctuaciones a lo largo del dia. Esto implica, un mejor ajuste de la dosis
de insulina inyectada y un menor riesgo de desarrollar complicaciones diabéticas con el
paso del tiempo. La presencia de mayores cantidades de péptido C indico la existencia

de una mayor cantidad de pancreas endocrino residual, lo que ayudo posiblemente al
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control de la glucemia y a una menor dependencia de la insulina exdgena (Vanbuecken

& Greenbaum, 2014).

Ademas, al debut de la enfermedad los individuos del grupo A presentaron
menos casos de cetoacidosis (2 de n= 8) que los individuos del grupo S (7 de n=11). La
cetoacidosis es la forma de diagndstico mas grave, que indica una fuerte
descompensacion metabdlica, requiriendo una urgente intervencion clinica. En este
contexto, se ha descrito que la cetoacidosis asociada a una mala regulacién metabolica,
se correlaciona a largo plazo con una reducida masa de célula B residual (Fredheim, et
al., 2013). Se puede decir por ello que, el ejercicio practicado antes del inicio de la
enfermedad, ayud6 a un mejor pronostico de la misma. No obstante, todos estos puntos

comentados necesitan ser confirmados mediante experimentos adicionales.

No hay que olvidar, que los resultados enfatizan que el programa educacional
que se propuso desde el hospital (el cual incluia el manejo de la dieta y la
monitorizacion de las inyecciones de insulina) (ver Materiales y Métodos, Intervencion
1) mejord el control de la enfermedad en ambos grupos. En otras palabras, durante el
periodo de estudio, ambos grupos presentaron un descenso de los niveles de HbAlc de
hasta un 4% y un aumento de casi el doble de los niveles de péptido C. Por lo qué cabria
plantearse, a la luz de los resultados iniciales obtenidos en este estudio, si en las
politicas de tratamiento hospitalario seria conveniente incluir, ademas de la dieta y el
control de la insulina inyectada, un programa personalizado de actividad fisica para

cada paciente, ayudando a un mejor control de esta patologia.

Los niveles circulantes de péptido C fueron determinados en este estudio como
un indicador de la masa residual de célula B pancreatica (4/i & Dayan, 2009). Aunque
no se observaron diferencias significativas entre grupos, los resultados indicaron que los
individuos del grupo A parecian tener una tendencia a presentar valores mas elevados
de péptido C comparados con los del grupo S. Es posible, que dado que las personas
activas (grupo A) comenzaron el periodo experimental con un mejor perfil metabolico
circulante, esto pudiera influir a largo plazo sobre la funcionabilidad de la célula B
residual. Los valores obtenidos por el indice de IDAAlc se usaron para definir el
periodo de luna de miel y se correlacionaron fuertemente con los niveles residuales de

célula B (Mortensen, et al., 2009).

180



DISCUSION

En este contexto, el grupo A presentd unos niveles de IDAAlc de 9 o menos
tanto al final del primer afio como del segundo, lo que indicé un mejor control
metabolico con respecto al grupo S, el cual presentd niveles mas elevados. Por ello, el
grupo A podria estar experimentando una fase de luna de miel extendida (Mortensen, et
al., 2009). De esta manera, se puede plantear la hipotesis de que la practica regular de
ejercicio fisico antes y después del debut de la enfermedad permite a los individuos
entrar en un periodo 6ptimo de control metabolico, similar en muchos aspectos al
periodo de luna de miel anteriormente mencionado (Chmelova et al., 2015). Esta fase de
luna de miel se caracteriza por unos bajos niveles de HbAlc en los sujetos, como
indicador del correcto control de la glucemia, y unos bajos requerimientos de insulina

exogena.

Los resultados del estudio también ponen de manifiesto, que un estilo de vida
sedentario no es la mejor manera para adquirir las ventajas metabodlicas que proporciona
esta fase de luna de miel extendida, y que la dieta y las inyecciones de insulina por si
solas no son suficientes para que los individuos mantengan un Optimo control
metabolico una vez la enfermedad se ha establecido, siendo la practica regular de
actividad fisica el factor fundamental para ello. Puesto que el estudio ha sido
observacional, no se han podido aportar datos acerca de la frecuencia, intensidad o tipo
de entrenamiento mas apropiado para los pacientes con diabetes tipo 1. Estas cuestiones

deberan ser respondidas en futuras investigaciones.

Por otro lado y dado que los individuos del grupo A poseian mejores parametros
metabolicos circulantes que el grupo S en el momento del debut, se especuld que los
individuos del grupo A deberian haber sido diagnosticados mas tarde que los individuos
del grupo sedentario. Sin embargo, la edad de admision en la Unidad de Endocrinologia
fue similar en ambos grupos. Se ha de tener en cuenta, que la severidad de la
enfermedad depende de factores individuales que se reflejan en la variabilidad de los
valores de antiGAD vy citoquinas analizadas. Sin embargo, los datos obtenidos parecen
arrojar la idea de que en similares condiciones medioambientales y genéticas, los
sujetos con un estilo de vida activo, parecen desarrollar la enfermedad con una menor

severidad que los sedentarios.
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Varias intervenciones y estudios observacionales han analizado el impacto de la
actividad fisica en el control de la diabetes, pero siempre una vez la patologia se ha
establecido. En este sentido, los cambios en HbAlc, tomados como un marcador del
manejo de la glucemia observados en estos estudios fueron modestos y no significativos
(Nielsen et al., 2006, Conn et al., 2008). No se pueden comparar estos estudios con el
realizado en esta memoria de tesis, debido a dos diferencias claras. En primer lugar, los
individuos del grupo activo practicaban actividad fisica antes de debutar en la
enfermedad. En segundo lugar, la frecuencia de ejercicio del grupo A es una de las mas
altas analizadas comparada con los estudios publicados: al menos 5 dias/semana y
1h/dia. Estas particularidades refuerzan la originalidad del abordaje experimental del
presente estudio, enfatizando en la importancia de instaurar desde el principio en la

poblacion, pautas nutricionales y de actividad fisica adecuadas.

Ademas, la realizacion de ejercicio fisico previa al debut de la enfermedad,
conjuntamente con un mayor volumen de la misma, parecen ser dos puntos clave en las
reducidas necesidades de insulina de los sujetos del grupo A. Este grupo, presentd
durante los dos afios de estudio menores requerimientos de insulina que el grupo S.
Estas diferencias fueron significativas en el estudio, llegando a ser de hasta 30 unidades

de insulina la diferencia en la dosis inyectada.

Un punto que preocupaba a los investigadores de este estudio, era la calidad del
entrenamiento. Una actividad fisica mal programada suponia un incremento en el dafio
oxidativo e inflamatorio. Esto es lo que suele ocurrir en situaciones de
sobreentrenamiento, en las que el riesgo de lesiones y la susceptibilidad a determinadas
enfermedades se ven incrementadas. La poblacion de diabéticos es ademas,
especialmente sensible al desequilibrio oxidativo, que es un componente clave en la
progresion de la enfermedad. Por ello, se midieron los niveles de carbonilos proteicos
plasmaticos en ambos grupos. En este contexto, las diferencias entre los grupos A y S
no fueron significativas. Algunos estudios indican, que los periodos prolongados de
hiperglucemia en la diabetes tipo 1 favorecen el desarrollo de estrés oxidativo

(Robertson, 2004). Por el contrario, un adecuado control glucémico minimizaria el dafio
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oxidativo. Ademas, es conocido que la actividad fisica permite la activacion de genes
que codifican para enzimas antioxidantes, conduciendo a una mejor defensa (Niess &
Simon, 2007). Dado que los sujetos estudiados se encontraban al inicio de la
enfermedad, es muy probable que el tratamiento con dieta e insulina fuera suficiente
para controlar el desequilibrio oxidativo. La descompensacion de la enfermedad con el
paso del tiempo, es lo que agravaria la situacion de estrés oxidativo. Especulando, es en
ese momento, donde las determinaciones de carbonilos proteicos podrian arrojar
diferencias significativas. La modulacion del estrés oxidativo en pacientes diabéticos
que realizan ejercicio regular, ain no ha sido estudiada con detalle. Por cuestiones
presupuestarias, este punto solo pudo ser abordado de una forma mas completa en las
intervenciones 4 y 5, por lo que futuras investigaciones mas amplias en el campo de la

diabetes tipo 1 y con un disefio experimental similar son necesarias.

Por otro lado, el ejercicio parece ser capaz de modular la produccion de
citoquinas, lo cual es de gran interés dado que la respuesta inmunolégica e inflamatoria
juega un papel fundamental en la progresion y severidad de la enfermedad (van Belle,
Coppieters & von Herrat, 2011). Sin embargo, los cambios en los niveles de citoquinas
dependen entre otros factores de la intensidad, tipo y duracion del ejercicio (Hirose et
al., 2004, Malm, 2004). Varios estudios han demostrado que rutinas especificas pueden
aumentar en la circulacion los niveles de citoquinas antiinflamatorias, que pueden a su
vez activar mecanismos de reparacion del dafio muscular producido por el ejercicio,
ayudando a la recuperacion del tejido (7oft et al., 2002). No obstante, esto no parece ser
tan simple cuando hay un trastorno crénico, tal como la diabetes tipo 1. Ademas, la
interpretacion de los resultados resulta muy compleja si se tiene en cuenta que la
mayoria de las citoquinas son producidas en respuesta a una gran variedad de factores
de estrés medioambientales tanto internos como externos, siendo la diabetes uno de
ellos. La alta variabilidad interindividual que se aprecia en los resultados, suele ser la
tonica que aparece en la mayoria de los estudios (Codella et al, 2015). Muchos
expertos coinciden en afirmar que no es posible establecer un patron claro de respuesta
antiinflamatoria, sino que cada individuo produciria los perfiles de citoquinas que mejor
se adapten a su situacion fisiopatoldgica particular. Por otra parte, la mayoria de los

datos sobre el papel de las citoquinas en el desarrollo de la diabetes tipo 1 son de
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estudios realizados en animales (Singh et al., 2011). Por lo tanto, la interpretacion de los

datos obtenidos en esta intervencion debe hacerse con extrema precaucion.

Sin embargo, algunas observaciones particulares del estudio merecen ser
seflaladas. En primer lugar, ciertas citoquinas consideradas como proinflamatorias en el
desarrollo de la diabetes tipo 1 fueron detectadas con valores mas elevados en
individuos del grupo A (IL-1p, IL-12p70, IL-17a, IFN-y ¢ TNF-a)) que en el grupo S, al
debut de la enfermedad y al final del primer afio (Tabla 16a y 17a). Estos resultados
podrian sugerir un efecto del ejercicio en la respuesta inflamatoria. Por lo que se conoce
a partir de estudios en modelos animales, las células T efectoras diabetogénicas
(responsables de la respuesta con anticuerpos) son fundamentales para activar las
células Treg, que proporcionan proteccion en la diabetes controlando a las anteriores
(Grinberg-Bleyer et al., 2010a). De hecho, la terapia adyuvante requiere la activacion
de IFN-y, TNF-a y IL-17 para estimular una respuesta de protecciéon en ratones NOD
(Serreze et al., 2001; Qin, Chaturvedi & Singh, 2004).

Ademas, en el presente estudio las citoquinas antiinflamatorias 1L-2, IL-4, IL-5,
IL-10 y IL-13 aumentaron al final del primer afio encontrandose en cantidades mucho
mas elevadas en el grupo A que en el grupo S (tabla 16b y 17b). Este dato se ha de
interpretar con cautela, pero es posible que el efecto inflamatorio de la enfermedad no
pueda ser compensado con el efecto antiinflamatorio que proporciona el ejercicio. Es
posible, que durante el periodo de inicio de la enfermedad deba de adaptarse el
programa de actividad fisica de forma muy diferente al programa que se desarrollaria
cuando la enfermedad esté establecida. Experimentos adicionales son necesarios para
evaluar ésta y otras posibilidades, como por ejemplo un efecto modulador de unas

citoquinas sobre otras (Riitti et al., 2015).

Ademas, las citoquinas IL-2, IL-4, IL-10 y IL-13 deben ser analizadas
cuidadosamente, ya que los niveles de expresion en cada individuo varian en gran
medida, independientemente de pertenecer al grupo A o S. La IL-2 junto con la IL-21
estan bajo el control de Idd3, un locus del gen susceptible en el desarrollo de la diabetes.
Niveles reducidos de IL-2 en islotes de ratones NOD se correlacionan con una reducida
funcion de las células Treg (Yamanouchi et al., 2007; Sgouroudis, Albanese &

Piccirillo, 2008; Johnson et al., 2013; Dwyer et al., 2016). En este contexto, IL-2 ayuda
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a mantener la balanza en favor de las células Treg CD4+ en islotes (Grinberg-Bleyer et
al., 2010b; Tang et al., 2008) e 1L-4 evita el desarrollo de la diabetes por inducir células
Th2 en este mismo tejido (Rapoport et al., 1993). Ademas, la IL-10 también juega un
papel protector en el desarrollo de la diabetes (Goudy et al., 2003), pero algunos
descubrimientos muestran resultados discrepantes (Hillhouse et al., 2010). Todo esto
puede explicarse porque segin los contextos, las citoquinas consideradas como
antiinflamatorias se convierten en proinflamatorias. Por ejemplo, la IL-6 en patologia se
considera proinflamatoria, pero cuando la produce el musculo dentro de un contexto

deportivo, se considera antiinflamatoria (Scheele, Nielsen & Pedersen, 2009).

Por otro lado, la IL-22 se encuentra muy aumentada al final del primer afio en el
grupo A (las diferencias fueron casi significativas con respecto al grupo S) (tabla 16b).
Se trata de una citoquina incluida en la familia de la IL-10 que merece una especial
atencion. La IL-22 estimula la expresion de genes Reg en el islote (Takasawa, 2015).
Estos genes, codifican para proteinas tales como Reg2 o Reg3B que estan involucradas
en la regeneracion de las células B (Xiong et al., 2011; Xia et al., 2015), siendo muy
activas durante el desarrollo embrionario de los islotes pancredticos (Vicente-Salar et
al,, 2011). Ademas, el receptor de IL-22 se expresa en las células pancreaticas alfa
(productoras de glucagon) y beta, pero no en el epitelio exocrino acinar o ductal
(Shioya et al., 2008). Ademas, aunque las células beta desaparezcan en su totalidad
debido a un ataque autoinmune masivo, la posibilidad de que las células alfa se
transdiferencien a beta, ha sido demostrada en modelos animales y existen evidencias en
islotes humanos (Thorel et al., 2010). Por todo ello, una posible hipotesis de
continuacion de esta linea de trabajo es que IL-22 se secrete cuando los niveles de masa
pancredtica residual sean muy bajos, con el fin de restaurar la masa de célula B por
activacion de las proteinas Reg. Sin embargo, esta accion no puede llevarse a cabo
debido a la elevada presencia de citoquinas proinflatorias en el islote. Los procesos de
transdiferenciacion tampoco podrian funcionar por la misma razén, ya que las nuevas
c¢lulas  generadas, podrian ser dianas de nuevo del sistema inmunitario. El ejercicio
podria ayudar a controlar esta situacion o a completar la accién de terapias
farmacologicas disefiadas para estimular la diferenciacion y la transdiferenciacion a

nuevas células .
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Por otro lado, la IL-6 aumenta su secrecion por parte del musculo tras la
realizacion de actividad fisica en pacientes con diabetes (Rosa et al., 2008), siendo
también capaz de activar las proteinas Reg (Luo et al., 2013). En el presente estudio, la
IL-6 ha estado por debajo de los limites de deteccion del ensayo, posiblemente debido a
su baja vida media y a que las extracciones no se realizaron nada mas realizar actividad
fisica. Por esta razon, esta citoquina no ha sido incluida en las tablas, aunque también

seria interesante analizarla en futuros estudios.

Por todo ello, aunque las pautas de dieta, ejercicio e inyecciones de insulina no
permiten restaurar la masa de célula B residual, si que se puede indicar, que dichas
pautas (particularmente el ejercicio) son muy eficientes para favorecer un perfil
circulante de citoquinas antiinflamatorias, paso esencial para permitir la replicacion de
las células P residuales (Oram et al., 2014). Se ha de considerar por tanto, que la
actividad fisica practicada antes del debut de la enfermedad y durante la misma, puede
ayudar a alcanzar unos adecuados parametros circulantes que resulten en un mejor
control metabdlico de la enfermedad y posiblemente, un mejor control inflamatorio,
promoviendo indirectamente la regeneracion del pancreas endocrino. Nuevos
experimentos deberan ser disefiados para el estudio de estas cuestiones. Justamente, los
hallazgos encontrados en las Intervenciones 2 y 3 parecen confirmar en parte las

conclusiones obtenidas en la presente intervencion.
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2. INTERVENCION 2.

Los datos obtenidos en la presente intervenciéon parecen confirmar que el
ejercicio practicado antes y después del inicio de la enfermedad, junto con la dieta y
posiblemente otros factores no identificados, permiten conseguir mejoras metabdlicas e

inflamatorias que evitan el debut de la enfermedad.

En primer lugar, mencionar que el sujeto SCA realizaba un gran volumen de
ejercicio fisico, una frecuencia de 10-15 horas/semana en sesiones de 2-3 horas/dia.
Durante la primera consulta que realizd al Servicio de Endocrinologia del Hospital
Universitario de A Corufia, SCA tenia una fuerte descompensacion glucémica
(hiperglucemia prolongada) y una titulacion positiva antiGAD. Los niveles de péptido C
eran muy similares, o incluso inferiores, a los de algunos sujetos del grupo A. Estos

parametros parecian sugerir un posible debut en la enfermedad.

No obstante, a nivel metabolico SCA presentaba un mejor control que los sujetos
del grupo A, con unos niveles de HbAlc significativamente menores. Como en todos
los casos de la Intervencion 1, SCA entr6 en la fase de luna de miel, consiguiendo
prolongarla durante mas tiempo que el resto de los pacientes de los grupos A y S. De
hecho, desde el Servicio de Endocrinologia se decidi6 no intervenir con inyecciones de
insulina y tener al sujeto en observacion, controlando su glucemia diariamente. SCA
continud con su rutina de actividad fisica hasta el final del estudio y en la actualidad es

jugador profesional de futbol.

Al final del primer afio, SCA presentaba bajos niveles de HbAlc, consiguiendo
un significativo aumento en los niveles de péptido C, sugiriendo una posible
recuperacion en la masa de células B pancreaticas. Estos cambios coincidieron con una
desaparicion completa de los anticuerpos antiGAD. Al final del estudio, SCA presento
un buen control metabodlico en términos de HbAlc y unos niveles de péptido C muy

similares a los sujetos del grupo A, con una ausencia total de anticuerpos.
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Estos cambios, vienen acompaiiados de una evolucion positiva en los niveles de
citoquinas inflamatorias. Aunque el sujeto SCA, debutd con unos niveles altos de
citoquinas proinflamatorias, con el paso del tiempo, éstas fueron disminuyendo e
incluso despareciendo al final del segundo afio, como es el caso de IL-1pB, IL-12p70 y
TNF-a. Los niveles que alcanzaron estas citoquinas en SCA entraron dentro de los
rangos observados en sujetos del grupo A. Paralelamente a esta disminucion en las
citoquinas proinflamatorias, se observd un aumento en las antiinflamatorias. El mayor
repunte se produce al final del primer afio, que es cuando consigue un pico significativo
en los niveles circulantes de péptido C. Los valores para SCA en este momento
particular del estudio, fueron significativamente mas altos que los detectados en el
grupo A, y desde luego en S, no habiendo diferencia en el resto de los periodos de
estudio. La unica diferencia por tanto, fue que los sujetos de la primera intervencion
seguian con titulaciones positivas antiGAD, lo que sugiere procesos persistentes de
destruccion de células B. Es muy probable que SCA no presentara estos eventos de
muerte celular, lo que le permitié normalizar todos los parametros inflamatorios al final

de la intervencion.

Es importante mencionar, que no existe un patréon particular y especifico para
explicar el dafo inflamatorio, y es muy posible que cada sujeto lo experimente de
manera muy diferente, influenciados en cada caso por una gran variedad de factores

genéticos y ambientales (von Herrath & Homann, 2003).

SCA es un caso aislado y los datos presentados, asi como las interpretaciones
realizadas deben de ser tomadas con suma precaucion. Es muy posible, que el sujeto
tuviera una predisposicion genética a desarrollar una forma leve de diabetes tipo 1, que
no se agravo en parte por el estilo de vida que llevaba, donde la actividad fisica sin duda
jugaba un papel preponderante. Por todo ello, seria interesante seguir profundizando en
los parametros que convergen en SCA e intentar correlacionarlos con la defensa frente a
la diabetes. No obstante, el componente inmunitario debe tener un peso muy importante
en todo el proceso que SCA ha experimentado, ya que objetivamente sus parametros
metabolicos e inflamatorios son muy similares a los del grupo A, con la tinica diferencia

de que SCA era negativo a antiGAD.
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3. INTERVENCION 3.

La tercera intervencion describe un caso aislado muy diferente al de SCA, ya
que AD es un sujeto que por su actividad deportiva tenia una diabetes muy

descompensada que lleg6 a ponerle en serio riesgo vital.

AD realizaba alpinismo de forma profesional, exponiéndose con frecuencia a
situaciones extremas que descontrolaban enormemente su glucemia. Igualmente,
durante las expediciones, AD no llevaba un plan dietético adecuado, presentando
muchos desajustes en las inyecciones de insulina. Ademads, es probable que AD

tampoco siguiera un plan correcto de entrenamiento.

Considerando las 2 situaciones deportivas de estudio, en primer lugar hay que
mencionar, que AD presentd un aumento de los parametros eritrocitarios, leucocitarios
y plaquetarios “post-trekking” (Tablas 21a, 22a, 23a) lo que indicdé una posible
situacion de estrés generada por la enfermedad en condiciones de hipoxia. La situacion
de estos parametros en la prueba de aceleracion se acerc6 mas a la normalidad. No
obstante, AD seguia presentando descompensacion en muchos parametros metabolicos,
como la HbAlc en el periodo que realizé la prueba de aceleracion. Sin embargo, lo mas
llamativo de este sujeto, es que en el periodo en el que estuvo entrenando para la
NASA, logré disminuir los niveles de citoquinas proinflamatorias y aumentar los de las
antiinflamatorias, en particular la IL-22. Aunque s6lo se dispone de una determinacioén
de citoquinas durante el periodo en el que practicaba alpinismo, el perfil es
predominantemente proinflamatorio. Esta pendiente la determinacion de citoquinas tras
la actividad de “trekking” en altitud, que no se realizd en su momento por la falta de

presupuesto.

Al igual que en la intervencion anterior, AD es un caso aislado y nuevamente las
interpretaciones obtenidas deben ser tomadas con extrema precaucion. Es evidente, que
las mejoras metabdlicas son muy modestas y que seria necesario prolongar el estudio

mas alla de 4 meses para poder observar mejoras mas significativas. Lo que parece mas
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claro es la tendencia a una mejora positiva en el plano antiinflamatorio. En ambas fases
del estudio, AD realizaba ejercicios de intensidad extrema, con la diferencia de que
cuando comenzoé a entrenar para la NASA, normalizé ostensiblemente su estilo de vida,
incluyendo alimentacion, entrenamiento y posiblemente el control del estrés. La leccion
que puede extraerse de este caso y que merece ser investigada con mas detalle, es que
una mala planificacion de la actividad fisica juntamente con la dieta, pueden no resultar
tan efectivas en el control de la enfermedad. Esta es la situacion que AD vivia en sus
expediciones alpinas. Por el contrario, una correcta planificacion puede ayudar a una
recuperacion, aunque sea parcialmente, de casos muy descompensados, como es el

ejemplo de este sujeto.

Finalmente, varias intervenciones y estudios observacionales han analizado el
impacto de la actividad fisica en el control de la diabetes otorgandole efectos positivos a
nivel metabdlico, pero siempre utilizando actividades aerobicas y/o anaerdbicas mas
comunes y de menos intensidad (Carral et al., 2010; Calvo and Gomez, 2013). No se
puede olvidar, que el sujeto de estudio realizaba actividades extremas y que la
intensidad, tipo y frecuencia de ejercicio han de tenerse en cuenta para lograr un buen
manejo de la enfermedad. Ademas, es probable que este tipo de actividades no sean las
mas indicadas para lograr un buen control metabdlico en el paciente diabético. Aunque
es necesaria mas investigacion acerca de qué tipo de ejercicio fisico es el mas adecuado,
algunos estudios sugieren que el ejercicio moderado intermitente, que combine el
ejercicio aerobico con el de fuerza podria tener los efectos mas positivos en este sentido

(Church, 2011).
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4. INTERVENCION 4.

La cuarta intervencion se centra en la diabetes tipo 2, en concreto en la situacion
de resistencia a la insulina que muchos pacientes experimentan. Se trata de una
situacion en la que no hay una actividad del sistema inmunitario y en la que la
destruccion del tejido pancreatico no es tan severa. Por ello, surgié la pregunta de saber
como seria el perfil metabdlico de estos pacientes, si existia un desequilibrio oxidativo e
inflamatorio, y si nuevamente la dieta y el ejercicio podian revertir esta situacion
desfavorable. Esta intervencion permitid por tanto, evaluar si cambios en el estilo de
vida (mediante dieta y ejercicio) de un grupo de sujetos adolescentes prediabéticos tipo
2 con resistencia a la insulina y obesidad, denominados SOA, ejercian un efecto
positivo sobre el estado metabolico e inflamatorio (ver, Materiales y Métodos,
Intervencion 4). El presente estudio permitié ademas, poder abordar con mas detalle los
aspectos relacionados con desequilibrio oxidativo, ya que formaban parte de un
proyecto colaborativo mas amplio, con lo que el grupo de investigacion dispuso de mas

apoyo economico.

Al comparar los datos sobre el estado de los sujetos del grupo SOA (tabla 27b)
con los del grupo NW (tabla 27a), se aprecid que, antes de la intervencion la mayoria de
los parametros estudiados estaban alterados y descompensados, presentando un perfil
tipico de individuos obesos. El desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 viene determinado
por factores genéticos y ambientales siendo el sedentarismo y la obesidad claves en su
desarrollo (Vinagre &Conget, 2013). Es bien sabido, que estados como la obesidad, se
caracterizan por cambios dinamicos hormonales y fisioldgicos en nifios y nifas, que
pueden alterar la homeostasis metabolica y vascular mediante mecanismos

proinflamatorios y prooxidantes (Golbidi, Badran, & Laher, 2012).

Los marcadores de estrés oxidativo estudiados, niveles de carbonilos proteicos y
MDA, estaban elevados al inicio del estudio y esto puso de manifiesto una situacion de

desequilibrio. Por un lado, los periodos prolongados de hiperglucemia derivados de un
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estado prediabético favorecian la formacion de productos oxidativos en macromoléculas
como lipidos y proteinas circulantes (Robertson, 2004, Vincent, Innes & Vincent, 2007).
Es probable por ello, que la actividad fisica, junto con la dieta realizada por los sujetos
del grupo SOA durante su estancia en el Centro Les Oiseaux, Sanary Sur Mer (Francia)
durante un periodo de 4 meses, sea el motivo principal del descenso de los niveles de
carbonilos proteicos y MDA al final del estudio. Esta mejora en el perfil oxidativo de
los sujetos vino acompafiada de la pérdida de peso ligada a la practica de ejercicio y a la
normalizacion de la dieta. Dicha pérdida fue aproximadamente de un 7% al final del
estudio. Ademas, la pérdida de peso se asocid a mejoras en la sensibilidad a la insulina,
lo que se podria relacionarse a su vez con unos mejores niveles de glucosa y por lo tanto
un mejor control metabolico. No se tienen datos acerca de los niveles de glucosa de los

sujetos antes y después de la intervencion para comprobar esta teoria.

Por otro lado, SOA present6 valores mas altos en los niveles de PCR y MPO que
el grupo NW, lo que sugirié la presencia de cierta inflamacion sistémica (Rocha &
Folco, 2011) y de estrés oxidativo-inflamatorio mediado por neutréfilos (Loria et al.,
2008). Los niveles de PCR, aunque mas elevados en SOA, estan dentro de los valores
de referencia, lo que indicd que no existia ningiin proceso inflamatorio grave causado
por agentes externos. No obstante, la obesidad se correlaciona con un estado
inflamatorio mas leve, pero persistente, en el que la acumulacion excesiva de tejido
graso es un factor desencadenante. Esto explicaria la activacion de la MPO al inicio del

estudio y la presencia de ciertas citoquinas proinflamatorias (Hameed et al., 2015).

Es interesante observar que la MPO disminuyo al final del estudio. Esta enzima
presente en los neutréfilos, se activa en procesos inflamatorios, por lo que los niveles
aumentados al inicio de la intervencion indicarian un proceso inflamatorio, mientras que
su descenso, significaria una tendencia a la normalizacion que podria venir dada por la
pérdida de peso y la mejora del estado metabdlico de los sujetos, donde la adaptacion al
ejercicio jugaria un papel fundamental. No obstante, al finalizar la intervencion, los
sujetos no alcanzaron valores Optimos de normopeso, aunque la tendencia fue positiva.
Todos estos datos tomados de forma conjunta sugieren, que un programa mas largo
para la pérdida del peso podria ser necesario para inducir cambios metabolicos mas

significativos en SOA.
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Ademas, los incrementos en la PCR y MPO en plasma se han asociado
recientemente con riesgo cardiovascular en nifios obesos. Otros parametros también
relacionados con el riesgo cardiovascular a nivel de macro y microcirculacion fueron
analizados en el presente estudio por la Universidad de Avignon (Francia), pero no se

discuten en esta tesis (Montero et al., 2014a, 2014b).

Con la idea de completar la informacion proporcionada por los marcadores de
desequilibrio oxidativo, carbonilos proteicos y MDA, se determinaron las actividades de
las principales enzimas antioxidantes en linfocitos y eritrocitos (tabla 28a y 28b). Las
enzimas antioxidantes dependientes el glutation se activan en los sujetos SOA al final
de los 4 meses, aumentando significativamente. Este aumento podria deberse al
comienzo de la practica de actividad fisica por parte del grupo SOA. La ejecucion de
actividad fisica conlleva un aumento discreto en la produccion de radicales libres y
especies reactivas del oxigeno y nitrogeno, que a largo plazo inducen la expresion de
genes que codifican enzimas antioxidantes. La actividad de estas enzimas podria ser la
responsable de la disminucion de los marcadores MDA y carbonilos proteicos. Las
actividades de estas enzimas al inicio del estudio fueron inferiores a las del grupo NW,
pero presentaron una tendencia a aproximarse a ellas al final de la intervencion. Estos
cambios no fueron debidos a fendmenos de expresion génica, ya que las
determinaciones de los niveles de ARNm por PCR cuantitativa en linfocitos pre y
postintervencion, no revelaron diferencias significativas. Como los eritrocitos
experimentaron una tendencia de cambio similar, se propone como hipdtesis que los
cambios enzimaticos son de tipo postraduccional, aunque este punto debe ser verificado
experimentalmente. Entre dichos cambios se encuentra la propia autoxidacion de las
mismas enzimas antioxidantes, lo que deteriora su actividad. Las enzimas dependientes
del glutation son especialmente sensibles a sufrir oxidaciones y una actividad
disminuida (Mallard et al., 2017). Por ello, estos fenomenos de autoxidacion seran las
primeras modificaciones postraduccionales a ser verificadas en una futura linea de

investigacion.

193




DISCUSION

Aunque los niveles de PCR y MPO indican, como se comentaba anteriormente,
un proceso inflamatorio de bajo grado principalmente en tejido adiposo que
indirectamente podria afectar a las células B (Montane, Cadavez & Novials, 2014) se
determinaron algunas de las citoquinas que previamente se habian determinado en la
Intervencién 1. Los resultados no mostraron un patrén concreto ni una tendencia clara
de estas citoquinas. Es posible, que las escogidas para ser analizadas no sean las que
mejor se relacionen con la inflamacion asociada a la obesidad o que exista una gran
variabilidad para diferentes situaciones de obesidad, es decir, si el sujeto sufre de
hipertension o presenta disfuncion cardiovascular. Por ello, la unica interpretacion que
puede hacerse de los resultados obtenidos y con mucha cautela, es que a nivel
antiinflamatorio, los sujetos del grupo NW poseen una mejor dotacion de citoquinas
antiinflamatorias que los sujetos SOA. A nivel proinflamatorio algunos estudios
sugieren que el ejercicio regular se asocia a menores niveles de TNF-a (Golbidi,
Badran, & Laher, 2012; Karstoft & Pedersen, 2015). Justamente, un descenso en los

niveles de esa citoquina se pudo apreciar a los 4 meses del estudio.

En conclusion, el ejercicio fisico se ha destacado como una de las primeras
lineas de tratamiento para las enfermedades metabolicas, y entre los mecanismos para
explicar sus beneficios, estan sus efectos antiin amatorios y antioxidantes a largo plazo.
No obstante, la conexion desde el punto de vista fisiologico y terapéutico entre ejercicio
fisico y diabetes tipo 2 atn no es clara (Nieuwoudt et al., 2017). Por eso, la busqueda de
biomarcadores séricos de diabetes tipo 2 modificables por el ejercicio fisico es
importante y un tema de intensa actividad investigadora (Gomez-Banoy & Mockus,
2016). La MPO puede ser el marcador mas claro para encontrar patrones de cambio a
nivel inflamatorio (Eguchi & Nagai, 2017). Nuevas investigaciones que aborden este

tema son necesarias.
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S. INTERVENCION 5.

Finalmente, con la quinta intervencion se pretende obtener informacion de
referencia de como la actividad fisica per se modifica el patron inflamatorio. Por dicha
razon, se realizo en sujetos sin diabetes. En este contexto, aparecen también numerosas
variables, aunque se tomo la decision de comenzar un estudio piloto con sujetos que
realizaban rutina aerobicas. Estas rutinas son mas féciles de controlar a nivel de cargas
de trabajo y es mas sencillo verificar su progresion mediante el uso de aparatos simples,
como los acelerémetros. Para estudiar cambios tras un cierto nivel de stress
inflamatorio, se realiz6 una analitica sanguinea adicional tras la ejecucion de un test de
2000m. Se trata de una prueba que suelen realizar los sujetos que entrenan rutinas

aerobicas para confirmar mejoras en su respuesta anaerdobica.

Los datos recabados informan, en primer lugar, de que después de la prueba de
2000m hubo un incremento del dafio oxidativo, evidenciado por la presencia
incrementada de carbonilos proteicos en plasma y en linfocitos. En este contexto, las
principales variables que podrian influir en la respuesta oxidativa son el tipo de ejercicio
y la duracion. En cuanto al tipo de ejercicio, existen evidencias cientificas que indican
que el componente anaerdbico del tipo de ejercicio realizado por los participantes del
estudio, puede causar estrés oxidativo afectando principalmente a las proteinas
(Bloomer et al., 2001), mientras que otros estudios indican la presencia de perdxidos
lipidicos tras ejecutar las pruebas de esfuerzo (Groussard et al., 2003). Los perdxidos
lipidicos pueden evolucionar a la formacion de MDA si las defensas antioxidantes no

actian adecuadamente.

En la presente intervencion, se observd también un aumento muy rapido en las
actividades de las principales enzimas antioxidantes. Nuevamente, los cambios a nivel
enzimatico parecian no ser debidos a fenémenos de expresion génica, sino a

modificaciones postraduccionales.
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El incremento de Mb y CK (tabla 31) después de la prueba, posiblemente se
deba a la presencia de dafio muscular, lo que conllevaria a una activacion de la
respuesta inflamatoria. A este nivel, no aparecen cambios significativos en los niveles
de citoquinas estudiadas (tabla 34). Como ya se ha comentado en intervenciones
anteriores, los datos obtenidos en las citoquinas se han de interpretar con mucha cautela,
ya que pueden verse afectadas por muchos factores, como el tipo de ejercicio,
intensidad y la duracion (Hirose et al. 2004; Malm, 2004). Muchos estudios relacionan
las actividades aerobicas intensas de larga duracion con el incremento de citoquinas
proinflamatorias (Scheele, Nielsen & Pedersen, 2009). Por otro lado, los ejercicios
anaerobicos incluyen una gran variedad de movimientos que pueden causar diferentes
grados de dafio muscular, determinado por los aumentos de CK en la circulacion y
dando lugar a la elevacion de citoquinas proinflamatorias (Bruunsgaard et al., 1997).
Ademas, el nivel de entrenamiento puede ser determinante a la hora de inducir una
respuesta inflamatoria adaptativa. Este seria el caso de los sujetos de este estudio, que
realizaban regularmente actividad aerdbica y que no experimentaron un aumento de las
citoquinas proinflamatorias tan marcado tras la prueba (Wadley et al., 2016, Steinberg
et al., 2007). Esto hace pensar, que las citoquinas circulantes presentes en los
voluntarios podrian reflejar una adaptacion a las rutinas de ejercicio. En este contexto,
se sabe que los descensos intramusculares en los niveles glucégeno actian como un
potente estimulo para la liberacion de IL-6 (Febbraio et al., 2003). Se puede plantear la
hipotesis de que la ausencia de cambios en la IL-6 justo después de la ejecucion del
ejercicio podria deberse a que la prueba de 2000m no produce agotamiento severo de
glucogeno para inducir la liberacién de esta citoquina, manteniéndose un correcto

control inflamatorio ante el estrés que supone dicha actividad.

Finalmente, en cuanto a las citoquinas antiinflamatorias, muchos estudios
sugieren que determinadas rutinas de ejercicios pueden aumentar en la circulacion los
niveles de éstas, con el objetivo de controlar el dafio inflamatorio producido a nivel

muscular (7oft et al., 2002). El presente estudio no mostrd cambios en este contexto,
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posiblemente por la ausencia de dafio proinflamatorio tras el estrés, lo que no produciria
la respuesta de los sistemas antiinflamatorios para reparar estructuras no dafiadas. Esta
intervencion abre nuevas lineas de trabajo e interrogantes que es necesario responder en

futuras investigaciones.
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APUNTE FINAL

La presente memoria, exhibe una serie de estudios piloto que pretenden abrir
nuevas vias de investigacion sobre el papel que el ejercicio y la dieta ejercen sobre
patologias metabolicas prevalentes, como la diabetes tipo 1 y 2, en aspectos tan
relevantes como el control del dafio inflamatorio. Los resultados obtenidos han
mostrado que este es un campo todavia por explorar y que ha sido olvidado por las
politicas cientificas, en favor de las investigaciones que fomentan las intervenciones
farmacologicas. Es indudable, y asi lo sugieren los resultados de este documento, que la
planificacion correcta de la actividad fisica junto con la dieta supone una estrategia
preventiva y terapéutica mas barata y eficiente para la sanidad publica. En este contexto,
el control de los procesos inflamatorios a través de la dieta y el ejercicio va a abrir en un
futuro interesantes vias de investigacion y de trabajo para los profesionales de la

Nutricion y las Ciencias de la Actividad Fisica.
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CONCLUSION

1. El ejercicio fisico practicado antes del diagndstico de la diabetes mellitus
tipo 1 permite a los sujetos debutar con un perfil metabdlico mas favorable,
caracterizado por bajos niveles de HbAlc y mayores niveles de péptido C que los

sujetos sedentarios.

2. La practica regular de actividad fisica llevada a cabo antes y después del
debut de la diabetes tipo 1, permite a los individuos entrar en un periodo 6ptimo de
control metabolico similar al periodo de luna de miel, caracterizado por un mejor
control de la glucemia, menor dependencia de insulina exdgena y una masa residual de

c¢lula B mas funcional que en los sujetos sedentarios.

3. Un programa educacional basado en el manejo de la dieta y
monitorizacion de la insulina mejora el control metabolico de la enfermedad en los
sujetos con diabetes tipo 1, pero no es suficiente para que los individuos mantengan un
optimo control metabolico una vez la enfermedad se ha establecido, siendo la practica

de actividad fisica un factor fundamental.

4. Es probable, que el tratamiento con dieta e insulina sea suficiente para
controlar el desequilibrio oxidativo al inicio de la enfermedad diabética, pero puede ser

que a largo plazo el ejercicio regular sea también fundamental para dicho control.

5. Los resultados obtenidos a nivel de citoquinas parecen sugerir un efecto
del ejercicio en la respuesta inflamatoria. El efecto antiinflamatorio del ejercicio no es

suficiente para compensar el efecto proinflamatorio de la diabetes tipo 1.

6. La combinacion dieta, ejercicio e inyecciones de insulina no permite
restaurar la masa de célula B residual, pero podria ser muy eficientes para favorecer un
perfil circulante de citoquinas antiinflamatorias, que permitiera mantener una masa de

células P residuales en los diabéticos tipo 1.

7. La IL-22 aumento6 de forma casi significativa durante el primer afio tras
el debut en los diabéticos tipo 1 que practicaban actividad fisica. Por su participacion en
procesos regenerativos de los islotes pancreaticos, la modulacion de la IL-22 podria ser

una diana a considerar en futuros tratamientos de la diabetes.
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8. Parece ser que el tipo y volumen de actividad fisica han de tenerse en
cuenta para lograr un buen manejo de la enfermedad, pudiendo ser las actividades

extremas un tipo de ejercicio inadecuado para sujetos con diabetes tipo 1.

9. No obstante una correcta planificacion del ejercicio fisico conjuntamente
con la dieta y unas medidas higiénicas adecuadas, pueden ayudar a una cierta

recuperacion inflamatoria, aun en casos de diabéticos tipo 1 muy descompensados.

10.  La actividad mieloperoxidasa parece ser por ahora un marcador claro
para encontrar patrones de cambio a nivel inflamatorio en sujetos con resistencia a la

insulina.

11.  El ejercicio y el control de peso a través de la dieta de los sujetos con

resistencia a la insulina disminuyen la actividad mieloperoxidasa.

12.  Las enzimas antioxidantes dependientes del glutation, tales como la
glutation peroxidasa y reductasa, se activan en sujetos con resistencia a la insulina que
practican actividad fisica. Dicha activacion podria ser responsable de la disminucion
del dafo oxidativo, evidenciado a través de los marcadores malonil-dialdehido y

carbonilos proteicos.

13. Los cambios en las enzimas antioxidantes que ocurren en los sujetos con

resistencia a la insulina que realizan ejercicio fisico parecen ser de tipo postraduccional.

14.  De forma general, se puede considerar que la actividad fisica practicada
antes del debut de la enfermedad diabética tipo 1 o tipo 2, o incluso durante la misma,
puede ayudar a alcanzar un mejor control metabdlico de la enfermedad, un menor

desequilibrio oxidativo y posiblemente, un mejor control inflamatorio.

15. Similares beneficios se pueden alcanzar igualmente en sujetos sanos,
haciendo que el ejercicio junto la dieta bien planificados, y comparados con los

medicamentos, sean herramientas preventivas baratas y sin efectos secundarios.
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Abstract

v

The onset of type 1 diabetes coincides with the
final phase of B-cell destruction. In some cases,
this period is characterized by the presence of a
functional reserve of B-cells, favouring an ade-
quate metabolic control (honeymoon phase).
Therefore, the extension of this situation could
have evident benefits in subsequent diabetes
management. We aimed to study the influence
of regular physical activity before and after the
onset of the disease. We did an observational
study of 2 groups of type 1 diabetic patients from
onset to a 2-year period. One group (n==8) exer-
cised regularly (5 or more hours/week) before
onset and continued doing so with the same
regularity. The second group (n=11) either did
not perform physical activity or did so sporadi-

cally. Circulating glycated haemoglobin (HbA;),
C-peptide, protein carbonyls and basal cytokine
levels were determined at the beginning and at
the end of the 15t and 2™ year. The more active
group debuted with and maintained significantly
lower HbA;. levels and insulin requirements
compared to the more sedentary group. C-pep-
tide levels were only significantly higher in the
active group at the moment of onset compared
to the sedentary group. In addition, determina-
tion of basal circulating cytokines revealed a
large variability between individuals but no sig-
nificant differences when comparing the groups.
Altogether, the obtained results seem to indicate
that physical activity allows a better control at
the moment of onset regarding glycaemic con-
trol, residual endocrine pancreatic mass and sub-
sequent insulin requirements.

Introduction

v

The clinical symptoms of type 1 diabetes coin-
cide with the final phase of B-cell destruction.
This stage presents islet inflammation or insuli-
tis, enhanced HLA (human leukocyte antigens)
expression, presence of PB-cell autoantibodies
(antiGAD, antilA-2, antilCA or anti-insulin among
others) and B-cell dysfunction. Mononuclear cells
infiltrate into the islet tissue, including CD4* and
CD8* T-lymphocytes, macrophages and compo-
nents of the complement system [1]. The high
expression of HLA molecules and antigen trans-
porter proteins indicates an enhanced antigen-
presenting activity in the islet tissue, where the
B-cell plays an instrumental role. Once the
autoimmune process is activated by auto-reac-
tive T-cells, the stimulation continues due to the
presence of auto-antigens, leading to the expan-
sion of effector cells and increasing the attack
against B-cells [2].

Activated T-lymphocytes exist in circulation and
in islet infiltrate. Under normal conditions, they
are generally controlled by auto-tolerance mech-
anisms, however under diabetic conditions such
control fails, leading to a cascade of inflamma-
tory processes that culminate in insulitis. The
pathogenic immune response is mediated by Th1
lymphocytes and the protection by the Th2 sub-
set. These populations are characterized by the
production of different types of cytokines. Th1
subset secretes pro-inflammatory cytokines such
as TNF-a, IFN-y, IL-1B and IL-12, while Th2 lym-
phocytes produce anti-inflammatory IL-4, IL-6
and IL-10 cytokines [3].

As previously mentioned, the destruction of pan-
creatic B-cells marks the initiation of the disease.
However, in many cases a B-cell residual function
exists at the moment of onset, allowing a good
control of hyperglycaemia during a variable period
of time. This transient phase is known as the hon-
eymoon period. In this sense, several cohort stud-
ies and a retrospective analysis of the DCCT
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(Diabetes Control and Complication Trial) demonstrated the ben-
efits of preserving over years a residual B-cell function, monitored
by C-peptide detection in circulation. These benefits are circum-
scribed to improved glycated haemoglobin (HbA;¢) levels and
reduction of severe hypoglycaemia crisis. Initial studies seem to
indicate that this metabolic stability correlates with a preserved
B-cell function [4]. This is of particular interest in certain moments
of the patient’s life, such as during adolescence, where the meta-
bolic control of the disease is complicated due to the acquisition
of new responsibilities and the lack of interest for certain topics,
such as disease management. In addition, the DCCT indicates a
low frequency to develop long-term complications, a reduced risk
of ketoacidosis and better response to immunotherapy [4].
Therefore, the question is which strategies could help to debut
with a significant residual B-cell mass at the moment of onset.
Several pharmacological agents such as cyclosporine, azathio-
prine and prednisone were initially used to this end, but quickly
discarded due to their secondary effects [5]. More recently,
phase III trials using monoclonal antibodies against CD3 failed to
retard the destruction of B-cells, although a single-dose regime
yielded interesting results in young patients [6]. Other pharma-
cological compounds are still in the experimental phase. These
include rituximab that acts by suppressing anti-insulin antibod-
ies with no effect in other islet auto-antibodies [7]. The same
rational can be applied to anti-GAD antibodies, which act exclu-
sively upon the GAD-expressing specific populations of B-cells
[6]. Other experimental therapies include antibodies against
CTLA4/CD152 which is a stimulatory molecule similar to CD28
that is expressed in T-helper cells [7]. Finally etanercept, a block-
ing agent of the TNF-a receptor, may affect other cellular
responses in other organs where this cytokine is playing a sig-
nalling role [8]. Therefore, more research is necessary concern-
ing the use of pharmacological agents.

On the other hand, several studies underline the metabolic and
psychological advantages of physical exercise in the manage-
ment of type 1 diabetes once the disease has been established
and the onset period passed [9, 10]. However, there are no studies
focused on the influence of physical activity at the moment of
onset. With this objective, we have conducted an observational
study in a group of patients at the moment of onset and during
the subsequent 2 years. The group that regularly performed
physical activity before, during and after the onset of diabetes
presented low levels of HbA;. as well as less exogenous insulin
requirement. In addition, the more active group presented sig-
nificant high circulating C-peptide levels only at the moment of
onset. Values of protein carbonyl and circulating cytokines were
not significantly different comparing both groups.

Materials and Methods

v

Subjects and study design

The key element of the pilot study design took in account that in
the moment of onset, patients were asked about their habits on
physical activity, being included in either Group A (for active) or
Group S (for sedentary) (© Fig. 1). 19 subjects from 26 with
recent onset of type 1 diabetes completed the 2 years study in
the Endocrinology Service of the University Hospital Complex of
A Coruiia (Spain). The pilot study was registered in ClinicalTrials.
gov (ID#: NCT 01789190) and approved by the Autonomic Ethics
Committee and met both local requirements as well as those
stated in the Helsinki Declaration for research on human beings.

The inclusion criteria for group distribution took in account the
principles of the American College of Sports Medicine, consider-
ing as active physical activity to practice a moderate-vigorous
exercise during 1h, 5 days or more/week. In this context, a sed-
entary or less active person should be a person that practices
any or less than 5h weekly [11]. Since this is an observational
pilot study, we could not prescribe exercise nor intervene in the
exercise routine of the volunteers. The information concerning
the physical activity programmes was provided by each partici-
pant and recorded in the clinical story. Briefly, information con-
cerning the type of exercise, training periods (hours/day),
competition time (days/week), resting (days/week) and inci-
dences (lesions, holidays, stages, trips, etc.) were recorded.
Although we could not directly measure the intensity of exer-
cise, nevertheless, each participant indicated its own perception
about the intensity of work and this information was also
included in the story. Therefore, group A (n=8) included patients
that used to perform regular physical activity before onset and
continued practicing afterwards with the same regularity.
Group S (n=11) included patients that did not perform any
physical activity at the moment of onset, continuing with the
same habits during the subsequent observational period. 4 indi-
viduals of this group started to practice moderate exercise for a
maximum of 3 days a week during sporadic moments of the
observational period (less than 1h each session). All individuals
were informed at the beginning, in the presence of tutors in the
case of minors, about the objective and justification of the study
and signed a written consent. The informed consent included
the following items in a total of 7 pages: Introduction (indicating
the main idea of the study), Description (study design), Risks
(concerning routine blood sample collection), Confidentiality
(samples were codified to preserve anonymity), Benefits (there
is no economic compensation to participate), Results (they will
be submitted to scientific publication), Voluntary participation
(participants can leave the study at any moment), Additional
information (Spanish laws that regulate the study), Remaining
samples (they will be custodied in the Hospital's Bank) and Let-
ter of Consent (including data of each individual and signatures).
The mean age of group A was 21.9+4.2 years and included 8
individuals, 5 men and 3 women diagnosed at the moment of
onset by hyperglycaemia (n=2), hyperglycaemia+ketoacidosis
(n=4) or ketoacidosis (n=2). The mean age of group S was
23.3+2.2 years and included 11 individuals, 7 men and 4 women
diagnosed at the moment of onset by hyperglycaemia (n=1),
hyperglycaemia +ketoacidosis (n=3) or ketoacidosis (n=7). A
clinical story and physical exploration was also performed in the
first consultation. Fasting blood samples were taken from the
antecubital vein to determine HbA;. C-peptide, antiGAD,
cytokines and protein carbonyls. Patients and tutors entered the
hospital educational program in order to learn about diet man-
agement, glycaemia monitoring and insulin injections.

Consultations were initially performed on a weekly basis for the
first month, then once a month for the remaining period. In each
consultation, patients were asked about diet accomplishment,
glycaemia monitoring, insulin injections and exercise perform-
ance. All individuals from group A declared to practice regularly
intervallic routines, playing team sports (basketball for n=1 and
soccer for n=6). Only one individual declared to perform aerobic
exercise (long distance running and swimming). At the end of
the first year a second blood sample was extracted in the same
conditions from each individual to determine the same para-
meters. Exercise routine accomplishment and follow-up of diet
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Fig. 1 Flow diagram for study design.
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and insulin injections was followed monthly during one more
year. At the end of this period, the pilot study was considered
finished and the last blood extraction was performed in order to
measure the same parameters. Other subjects were excluded
because they were not capable to provide data required for study
follow-up.

Circulating HbA,, C-peptide and protein carbonyl
determinations

HbA;. was determined by immunoanalysis. C-peptide was
determined by radioimmunoassay using the Coat-a-Count kit
(Diagnosis Products Corporation, LA). Protein carbonyl deriva-
tives were calculated by adapting the method developed by Lev-
ine (1994) [12].

Circulating cytokine determinations

Cytokines were measured in plasma by Flow Cytometry (FACS-
Calibur, BD Bioscience) through the Flowcytomix™ Multiplex
Test (eBioscience) (n=3). The following cytokines were analysed
for each patient: IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, [L-12p70,
IL-13, IL-17a, IL-22, TNF-a and INF-y.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS-20 software
for Windows. Normality testing was performed according to the
Kolmogorov-Smirnov test (K-S test). Results in © Table 1 were

expressed as the mean +sem and the values with a p<0.05 were
considered statistically significant. The effect of physical activity
on the changes induced in the different circulating parameters
(HbA;, C-peptide, protein carbonyls and cytokines) and injected
insulin at each particular time was tested by Student t-test for
independent samples. The evolution of the different cytokines
into each particular group of individuals throughout time was
analysed by Student t-test for paired samples. Although there is
a limitation in the sample size (n=8 for group A and n=11 for
group S), we have performed additional analyses such as a gen-
eral lineal model (GLM) of repeated measures considering time
as an intragroup factor and physical activity as an intergroup
factor, and a GLM of repeated measures considering only the
intragroup factor (time) and no intergroup factor. Correlation
between different parameters was performed according to Pear-
son’s correlation coefficient. We considered arbitrarily a low cor-
relation at r=+0-0.30, moderate at r=+0.31-0.60 and good at
r=+0.61-1.

Results

v

© Table 1 shows the determinations at the moment of onset and
after 1 and 2 years of the circulating parameters (HbA,, C-pep-
tide and protein carbonyls), insulin requirements and body mass
index (BMI) of patients from both groups that completed the
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Table 1 Circulating values for HbA,, insulin requirements, C-peptide,
IDAA1C, protein carbonyls and BMI in the active (A) (n=8) and sedentary
group (S) (n=11).

Group A Group S

Time 0

HbA; (%) 9.57+3.47* 12.68+2.83
injected insulin (IU/kg of weight) 0.48+0.38 0.72+0.27
total insulin injected (1U) 31.71£9.74 44.67+5.25
C-peptide (pmol/L) 1.09+0.76* 0.37+0.13
IDAA1C 11.50+4.95 15.02+3.03
protein carbonyls (pmol/L) 76.19+40.62 75.64+12.43
BMI (kg/m?) 20.80+1.42 22.37+0.71
1t year

HbA; (%) 6.12+0.64* 7.96+1.80
injected insulin (IU/kg of weight) 0.07+0.04* 0.54+0.25
total insulin injected (1U) 5.43+1.29* 35.83£5.15
C-peptide (pmol/L) 1.07+0.68 0.67+0.39
IDAA1C 6.18£0.61" 10.23+1.90
protein carbonyls (pmol/L) 80.73+10.28 87.49+19.25
BMI (kg/m?) 21.40+1.33 24.41+1.08
2" year

HbA; (%) 6.20£0.75* 8.50+1.96
injected insulin (IU/kg of weight) 0.14+0.07* 0.61+0.29
total insulin injected (1U) 7.67+1.94% 37.50£6.53
C-peptide (pmol/L) 1.87+1.58 0.67+0.37
IDAA1C 6.72+0.92* 10.96+2.28
protein carbonyls (pmol/L) 88.48+19.67 91.87+12.56
BMI (kg/m?) 21.57+1.25 24.06+1.12

(*) Significant values (p<0.05) with respect to group S

study (n=19). Subjects that did not provide the necessary fol-
low-up data were excluded from the study. HbA;. served as a
marker for average glycaemia levels over long periods of time
[13]. As it can be observed in © Table 1, group A presented at the
time of onset significantly lower values of HbA;. than group S.
Interestingly, after the first year, group A presented HbA;. values
similar to those recommended by the American Diabetes Asso-
ciation (ADA) (6.5 %) for the reduction of vascular complications
[14]. At the end of the first and second year, group S presented
acceptable HbA;. values, but were significantly higher than
those found in group A. However, the change observed in HbA;.
levels in both groups was similar (around 4 %).

Circulating C-peptide levels were determined in this study as an
indicator of the existence of a residual pancreatic B-cell mass
[15]. At the moment of onset, individuals from group A pre-
sented 3 times significantly higher values of circulating C-pep-
tide than patients from group S (© Table 1). Differences between
both groups were not significant at the end of the first and sec-
ond year, although the values of C-peptide were always higher in
group A compared to group S. The concentration of C-peptide
determined at the end of the study in both groups was approxi-
mately twice the ones determined at the moment of onset. How-
ever, C-peptide levels are insufficient for detecting functionality
in residual B-cells. The IDAA1C (insulin dose-adjusted HbA;.)
index has been proposed to define the partial remission period
(honeymoon phase) and values of IDAA1C<9 strongly correlate
with the existence of residual functional B-cells [16]. According
to this, group A compared to group S displays IDAA1C values at
the end of the first and second year that indicate the presence of
functional endocrine pancreas (¢ Table 1).

In the clinical practice, the insulin administered to each patient
is strongly related, among other factors, to glycaemic control and
to the presence of a residual pancreatic endocrine function.

According to data recorded in the clinical story of participants,
we observed that individuals of group A required less insulin
administration than subjects from group S, being significantly
different at the end of the first and second year (© Table 1). This
is also reflected in the amount of total insulin units injected
(© Table 1). In addition, Pearson’s correlation analysis revealed
that the average amount of insulin injected measured in units/kg
of body weight moderately correlated with HbA;. levels at the
end of the first year (r=0.545) and very positively at the end of
the second year (r=0.768) in group A. However, there was less
correlation between insulin requirements and C-peptide levels,
being r=-0.423 at the end of the first year and r=-0.334 at the
end of the second year. Therefore, the adequate glycaemic con-
trol as reflected by low HbA; levels seems to be the main deter-
minant for reduced insulin requirements. Regular exercise could
be instrumental to achieve this goal.

To verify this assumption, we applied the correlation analysis
between exercise frequency and HbA,. levels, resulting in a
moderate correlation at the moment of onset (r=-0.528) and at
the end of the first year (r=-0.680), but good at the end of the
second year (r=-0.798). As expected, correlation between exer-
cise frequency and insulin requirements evolved positively,
being r=-0.502 at the moment of onset, r=-0.810 at the end of
the first year and r=-0.884 at the end of the second year. Never-
theless, correlation was moderate or low when comparing exer-
cise frequency and C-peptide levels, being r=0.579 at the
moment of onset, r=0.242 at the end of the first year and
r=0.507 at the end of the second year.

In an attempt to better understand the evolution of the disease
in both groups of patients, we determined the levels of plasmatic
protein carbonyls. This election was based on the observation
that diabetes is a disease that presents oxidative stress events,
with sustained hyperglycaemia being one of the main pro-oxi-
dant disruptors [17]. This provokes the glycation of haemoglobin
and possibly of other body proteins, developing over time oxida-
tive adducts, including protein carbonyls. © Table 1 shows that
there were no significant differences in the protein carbonyls of
both groups, although group A tended to have slightly lower
protein carbonyl values than group S. Finally, BMI did not present
significant changes in both groups, although group A presented
optimal values.

Altogether, these results seem to indicate that practicing regular
physical activity before and after the onset gives rise to a posi-
tive evolution of different parameters, in particular HbA levels.
The question that arises is if there are other parameters that
could be modulated by regular exercise. To this end, we focused
on the immunological and inflammatory response, since they
play an instrumental role in the progression and severity of dis-
ease [18]. In particular, we determined the levels of GAD anti-
bodies, one of the most frequent autoantibodies in type 1
diabetes [19]. Interestingly, not all individuals presented posi-
tive antiGAD in circulation. In group A, 3 of the 8 individuals
presented antiGAD values lower than 1U/mL, while in group S
only one individual did not present antiGAD. For the rest of the
individuals with positive antibody values, the antiGAD values
varied greatly, ranging 2-34U/mL in group A and 1.2-30U/mLin
group S. Individually, we observed that antiGAD values remained
unchanged throughout the whole period studied. Only one indi-
vidual of group A presented a decrease in circulating antiGAD
ranging from 3.9 U/mL at the moment of onset to 2U/mL at the
end of the second year. In group S, 2 individuals presented a
decrease, with 30U/mL at the moment of onset and 6.4 U/mL at
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Fig. 2 Circulating cytokine ranges for sedentary
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the end of the second year and from 4.7 to 1.9 U/mL for the second
individual in the same period of time. Altogether, the obtained
results do not allow us to establish a correlation between the fre-
quency of exercise practice and the circulating levels of antiGAD.

On the other hand, cytokines are involved in B-cell lesions in
human and animal models of type 1 diabetes [3]. In this context,
the second question that arises is if physical activity could modu-
late certain circulating cytokine levels. We measured a number of
cytokines that have shown to be instrumental in the development
of type 1 diabetes playing pro- as well anti-inflammatory roles
[3,20]. When analyzed individually, we discovered that there was
great variability among individuals, in other words, each individ-
ual presented their own cytokine profile. In addition, this profile
changed in the same individual in response to a variety of external
and internal stressors, being diabetes one of them.

Nevertheless, the analysis of the error bar representations
revealed interesting tendencies (© Fig. 2, 3). At the moment of
the onset of disease (Time 0), IL-4, IL-5, IL-9 and TNF-a pre-
sented a similar range of variability in individuals of group A and
group S. At time 0, IL-1pB, IL-17a, IL-22 and IFN-y levels were
more varied in individuals of group A than group S. The opposite
was observed with IL-2, IL-10, IL-13 and IL-12p70, which dis-
played wider variability in individuals of group S than group A.
These patterns were maintained with more or less differences at
the end of the first year for IL-1p, IL-9, IL-17a, IL-22 and IFN-y.
However, at the end of the first year IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13,

IL-12p70 and TNF-« levels were more varied in individuals of
group A than group S. Finally at the end of the second year, IL-4,
IL-13, IL-17a and IFN-y presented the same pattern observed at
the end of the first year. At the end of the second year, IL-9, IL-10
and TNF-« presented a higher range of variability in individuals
of group S compared with group A. A similar range of variability
at the end of the second year was observed for IL-2 and IL-22,
while IL-1B, IL-5 and IL-12p70 were not detected in either group.
Basal IL-6 presented values under the detection limit of the tech-
nique in both groups during the study.

The analysis of evolution from time 0 to the first year revealed
almost significant differences for specific cytokines, such as IL-4
in group A (p<0.08) and IL-22 in group S (p<0.06).

Discussion

v

The presented results seem to indicate that individuals who
practice regular physical activity before the onset of type 1 dia-
betes initiate with a better metabolic profile than sedentary
individuals, presenting significantly lower levels of HbA;. and
higher C-peptide levels. In addition, individuals of group A
present less ketoacidosis cases (2 from n=8) than individuals of
group S (7 from n=11). We can speculate that exercise before
onset helps to a better prognosis of the disease. In this context, it
has been described that ketoacidosis seems to be associated
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with a poor long-term metabolic regulation and residual B-cell
mass [21]. In any case, additional experiments are necessary to
verify this hypothesis.

The results also emphasize that the Hospital’s educational pro-
gram (which includes diet management and insulin injection
monitoring) improved in a similar manner the management of
the disease in both groups. In other words, during the 2 year
period both groups presented a 4% decrease in HbA;. values and
doubled circulating C-peptide levels. Since active individuals
began the experimental period with a better circulating profile,
this influenced at long term the functionality of residual B-cells
as indicated by the values obtained for the IDAA1C index. These
values indicate that active patients displayed an excellent meta-
bolic control than sedentary, and that this event could be
described as an extended honeymoon phase [16].

In this context, group A presented IDAAIC scores of 9 or less at
the end of the first and second year. IDAA1C was used to define
the honeymoon period, a moment that strongly correlates with
the existence of residual functional B-cell mass [16]. Therefore
we can hypothesize that the regular practice of physical activity
before and after the onset of the disease allows individuals to
enter in an optimal metabolic control period, similar in many
aspects to the honeymoon phase mentioned before. This phase
is characterised by presenting low levels of HbA1c, an indicator
of correct glycaemia control, and therefore low requirements of
exogenous insulin. The results of our study also emphasize that
a sedentary lifestyle is not the best way to obtain certain meta-
bolic advantages before the onset of the disease (compare groups
AandSattime 0in© Table 1).In addition, diet and insulin injec-
tions are not sufficient to maintain an optimal metabolic control
(i.e., individuals of group S) once the disease has been estab-
lished, being the practice of regular physical activity the candi-
date factor to achieve both goals. Since this has been an
observational study, we cannot provide data concerning fre-
quency, intensity or type of activity that could be the most
appropriate to prescribe to patients with type 1 diabetes. More
studies are necessary to answer this particular point.

Since active individuals possessed better metabolic circulating
parameters than the sedentary counterparts at the moment of
onset, we could speculate that individuals of group A might be
diagnosed later than sedentary ones. However, the average age
of admission at the Endocrinology Unit was very similar in both
groups. Concerning this point, it is important to mention that
the active individuals of this study were practicing sports in a
semi-professional level and for this reason submitted more
often to routine blood and medical analysis, which was how the
disease was detected. In any case, the severity of the disease
seems to be a particular feature of each individual, as reflected
by the large variability in values for antiGAD and the cytokines
analysed. In other words, for a similar severity of the disease
included in a similar environmental and genetic background,
individuals with an active lifestyle would develop the disease
later than sedentary ones. Unfortunately this did not occur nei-
ther in our study nor in the majority of the studies conducted at
present. For this reason, this remains as a speculative point that
needs very precise experimental designs for its study.

Several intervention and observational studies have analysed
the impact of physical activity in diabetes control, but always
once the pathology was established. In this respect, the changes
in HbA, used as a marker of glycaemia management, observed
in these studies were modest or not significant [9,10]. In addi-
tion, we cannot compare these studies with ours due to several

key differences. First, in this study active individuals were per-
forming exercise before the onset of the disease. Second, the
exercise frequency to be considered active for an individual in
our protocol was at least of 5 days/week and 1 h/day [11]. Regard-
ing insulin requirements, both points seem to be instrumental
in the subsequent management of the disease for individuals of
group A (lower requirements) compared with those of group S,
at least in a period of 2 years.

A similar tendency in individuals of group A was observed for
protein carbonyls, however the differences with group S were
not significant. We can hypothesize that hyperglycaemia in type
1 diabetes favoured the development of oxidative stress [17]. In
this context, an adequate glycaemic control could minimize oxi-
dative damage. Furthermore, it is known that physical activity
allows the activation of genes coding for antioxidant enzymes,
leading to a better antioxidant defence [22]. Therefore, the mod-
ulation of oxidative stress in diabetic patients that perform regu-
lar exercise remains to be studied in more detail.

On the other hand, exercise is capable of modulating cytokine
production. However, these changes depend on intensity, type
and duration of the exercise [23,24]. In this context, several
studies have shown that specific routines can increase circulat-
ing levels of anti-inflammatory cytokines that can control the
muscle inflammatory damage inherent to exercise [25]. How-
ever, this does not seem to be as simple in a chronic disorder
such as type 1 diabetes (¢ Fig. 2, 3). Furthermore, the complex-
ity to interpret the results increases if we take in account that
the majority of the cytokines are produced in response to a vari-
ety of environmental stressors, explaining the inter-individual
variability. Otherwise said, it seems that each patient has its
own particular cytokine circulating profile. Moreover, the major-
ity of the data concerning the role of cytokines in the develop-
ment of type 1 diabetes are from animal studies, where islet
tissue can be directly analysed [26]. Therefore, our results must
be interpreted with extreme caution.

Nevertheless and regarding this issue, some particular observa-
tions deserve further discussion. First of all, certain cytokines
considered as pro-inflammatory in type 1 diabetes development
were clearly detected in individuals of group A at the moment of
onset, i.e., IL-1p, IL-17a, IFN-y and TNF-a, and even at the end of
the first year (© Fig. 2). These results could suggest that exercise
has some influence in controlling the inflammatory response.
However, at the end of the first year, when in addition to exercise
the individuals control diet and insulin administration, we have
observed that anti-inflammatory cytokines such as IL-2, IL-4,
IL-5, IL-10 and IL-13 are largely detectable in individuals of
group A compared with group S (© Fig. 3). The pattern observed
was not maintained at the end of the second year (© Fig. 2, 3).
This could be tentatively interpreted that over time the anti-
inflammatory effects attributed to exercise practice is not suffi-
cient to stall the pro-inflammatory progression of the disease.
IL-2 together with IL-21 is under the control of Idd3, a suscepti-
ble gene locus in diabetes development. Reduced levels of IL-2 in
islets of NOD mice correlate with reduced function of Treg cells
[27,28]. In this context, IL-2 helps to keep the ratio in favour of
CD4*-Treg cells in swollen islets [29,30] and IL-4 avoids diabetes
development by inducing Th2 cells in islet tissue [31]. In addi-
tion, IL-10 also plays a protective role in diabetes development
[32], although some findings are discrepant [33].

On the other hand, IL-22, which is included in IL-10 family, is an
interesting cytokine that deserves some attention. IL-22 upregu-
lates the expression of Reg genes in islets. These genes code for
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proteins such as Reg2 or Reg3p that are involved in B-cell regen-
eration [34] and are abundant in mouse pancreatic buds [35]. In
addition, IL-22 receptor is expressed in pancreatic § and «-cells,
but not in exocrine acinar or ductal epithelium [36]. Moreover,
IL-6, which is acutely secreted after exercise performance in dia-
betes patients and has a shorter half-life than IL-22 [37] is capa-
ble of also activating Reg proteins [38]. We can hypothesize that
IL-22 is secreted when the endocrine pancreatic mass is reduced
to a critical level in order to restore B-cell mass by activating Reg
proteins. However, we can speculate that this objective is not
reached due to the high presence of pro-inflammatory cytokines
in islet tissue. Although, some anti-inflammatory cytokines are
present to counteract the effect of the pro-inflammatory factors,
at least during the first year, they cannot establish an optimal
situation to restore B-cell mass. In any case, new experiments
need to be designed in order to confirm these hypotheses.
Finally, one limitation of our study concerns the low number of
individuals studied. Nevertheless, the majority of the published
studies present similar figures [9,10]. In conclusion, this report
suggests that adequate circulating parameters could be reached
when physical activity is performed before the onset of type 1
diabetes, resulting in an optimal insulin administration in sub-
sequent periods.
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