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Modulaciéon de marcadores de inflamacion y estrés oxidativo
en pacientes con diabetes tipo 1 y sobrepeso que participan

en un programa de cambio de estilo de vida

Alejandra Cicchitti P, Isabel Quesada? Jimena Cejas? Celina Bertona A', Joaquin Gonzalez V', Walter
Rosales R, Guillermo Esteves M" Gabriel Minuchin B', Martin Rodriguez G® y Claudia Castro?.

Abstract: Introduction: Reduction in the expression of inflammatory markers
and oxidative stress associated with exercise will protect against cardiovascular
complications in Diabetes Mellitus (DM). Aim: The aim of this study was evaluated
cardiovascular fitness (VO,Max), interleukin-6 (IL-6), monocyte chemo-attractant
protein 1 (MCP-1) and serum lipid peroxidation (TBARS) in overweight patients
with Type-1 diabetes (T1DM) participating in a lifestyle-change program. Results:
20 T1DM overweight patients (43.3 + 13.8 years), with BMI= 29.6 + 3.5 kg/m??, initial
HbA1c 7.9 = 0.91% and treated with multiple insulin injections, were included in
this work. The lifestyle-change program consisted of: a) walking 10,000 steps/day,
b) sequence of exercises of 24 minutes, 3-5 times/week, c) "healthy-plate” (and
counting carbohydrates, and d) prandial insulin as blood-glucose levels. VO, max,
HbAT1c, TBARS, IL6, MCP-1 were determined before starting the lifestyle-change
program. Six months of adherence later, participants showed an average number
of steps of 8242 + 1834, a significant increase in VO,max, (33.4 +1.3 vs 36.2 +1.5
ml.Kg'.min" p=0.008), a significant decrease in serum MCP-1 (314 +42 vs 235 +43
MFI p= 0.02), and less TBARS (3.01 +0.44 vs 2.12 +0.22 pymol/mL p= 0.015). IL-6
and HbA1c showed no significant decrease. Conclusion: Our results showed that
a 6-month systemized and simple exercise plan improves cardiorespiratory fitness
(VO,max), and reduces both circulating oxidative stress and inflammation markers
in overweight patients with T1DM.

Key Words: Diabetes; Exercise; Lipid Peroxidation; Inflammation.

Resumen: Introduccion: La reduccion en la expresion de marcadores inflamatorios
y de estrés oxidativo asociado con el gjercicio podria proteger contra las complica-
ciones cardiovasculares de la diabetes mellitus (DM). Objetivo: El objetivo de este
estudio fue evaluar en pacientes con DM tipo1 (DMT1) y sobrepeso, la capacidad
cardiorespiratoria (VO,Max), la expresion sérica de marcadores inflamatorios (IL-6
y MCP-1) y la peroxidacion lipidica sérica (TBARS), luego de participar por 6 meses
de un programa de cambios de estilo de vida. Resultados: Veinte pacientes adultos
(43.3 + 13.8 afios), de ambos sexos, con un Indice de Masa Corporal de 29.6 + 3.5
kg/m?, HbA1c inicial de 7,9% + 0,91, en tratamiento con inyecciones muiltiples de
insulina participaron del estudio. Se indicd: 1) caminar 10.000 pasos/dia, 2) reali-
zar en domicilio una secuencia de egjercicios de 20 minutos, 3-5 veces/semana, 3)
plato saludable (consumo de 1 fruta antes de las 3 comidas principales), 4) Insulina
prandial segun glucemia y conteo de carbohidratos. Se registraron parametros
antropomeétricos, presion arterial, se determiné VO,max, y se midieron los niveles
séricos de HbATc, IL6, MCP-1 y TBARs. Luego de seis meses, los participantes
alcanzaron un numero promedio de pasos de 8242 + 1834 y mostraron un aumento
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significativo en VO,max, (33.4 +1.3 vs 36.2 +1.5 ml.Kg'.min"" p= 0.008). Ademds,
se encontrd una disminucion significativa de MCP-1 (314 +42 vs 235 +43 MFI p=
0.02) y TBARs (3.01 +0.44 vs 2.12 +0.22 ymol/mL p= 0.015) en comparacion con
el dia 0. No se observaron modificaciones en los niveles de IL-6 y HbA1c. Conclu-
sion: Nuestros resultados demuestran que el gjercicio, implementado como un plan
accesible y acompanado, es adecuado para reducir los riesgos de inflamacion y

estado pro-oxidativo en pacientes con DM tipo1.

Palabras Clave: Diabetes; Ejercicio, Inflamacion; Estrés Oxidativo.

Introduccion

La diabetes mellitus (DM) esta estrechamente relacionada
con las enfermedades cardiovasculares (ECV)'y los pacientes
con DM tipo 1 (DMT1) tienen mayor riesgo de complicaciones
cardiovasculares en comparacion con la poblacién sana?. La
hiperglucemia, el estrés oxidativo y la inflamacion son factores
claves que contribuyen a la ECV, que a su vez es mas frecuente
y ocurre mas temprano en pacientes con diabetes que en
individuos con normoglucemia®“. La diabetes y el sobrepeso
estan asociados con la inflamacion sistémica persistente®2y,
contrariamente a lo que ocurria con anterioridad, la prevalencia
de sobrepeso en pacientes con DMT1 es ahora similar a la
de la poblacién general®. La obesidad aumenta el riesgo de
comorbilidades en personas con DMT1, especialmente las
enfermedades micro y macrovasculares®. Por lo tanto, son
necesarias estrategias para lograr el control de peso en
pacientes con DMT1.

La inflamacion es mayor en pacientes con DM que en
pacientes sin diabetes y, en particular, en individuos con
DMT1™. Estudios recientes muestran elevaciones de proteina C
reactiva (PCR) en nifios con diagnodstico reciente de DMT1'"'y
un aumento significativo en los niveles de diferentes citoquinas
(IL-1B, IL-6, TNF-0, GM-CSF) en pacientes jovenes con DMT1%2,
El papel del estrés oxidativo y la inflamacion en la progresién de
las complicaciones vasculares de la DM esta bien establecido,
y los mecanismos por los cuales la inflamacion y el estrés
oxidativo son mayores en personas con DMT1 se relacionan
con la hiperglucemia, la hipoglucemia, la distribucién alterada
de la grasa y el aumento de adipocinas'-".

El ejercicio regular reduce la resistencia a la insulina y
el riesgo cardiovascular al interferir con los mecanismos
fisiopatolégicos de la ECV a diferentes niveles. El estudio
LOOK AHEAD, demostré una reduccion significativa de CRP
en personas con DM después de un afio de intervencién en
el estilo de vida'®. Si bien el ejercicio produce una respuesta
inflamatoria a corto plazo, con aumento del estrés oxidativo y
mayores niveles de PCR, esta breve respuesta proinflamatoria
es seguida por un efecto antiinflamatorio a largo plazo™. No hay
duda de que el ejercicio es necesario o, al menos, cumple un
propésito funcional inmediato, pero el inconveniente central de
realizar ejercicio es la mala adherencia, lo cual constituye uno
de los comportamientos humanos mas problematicos?:2"22,

El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad
cardiorespiratoria (VO2max), los niveles séricos de interleuquina

6 (IL-6), proteina quimioatractiva-1 de monocitos (MCP-1)
y peroxidacion lipidica (TBARS), en pacientes con DMT1 y
sobrepeso antes y después de 6 meses de participar en un
programa de cambio de estilo de vida, que incluia un plan de
ejercicio simple.

Sujetos, Material y Métodos

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con los
estandares éticos del comité responsable de experimentacion
humana (Comité de Etica e Investigacién del Hospital
Universitario) y con la Declaracion de Helsinki de 1964, revisada
en 2013. Los pacientes que aceptaron participar en el estudio
asisten al Hospital Universitario de Mendoza, Argentina y
todos firmaron un consentimiento. Veinte pacientes adultos
con DMT1, con un indice de masa corporal (IMC)> 25 kg/m?,
con multiples inyecciones diarias de insulina participaron en
el programa. Se excluyeron los pacientes con hipertension
no controlada (>160/100 mmHg), insuficiencia cardiaca,
neuropatia diabética grave o retinopatia diabética que requieren
tratamiento. En una visita inicial, se registré una evaluacion
clinica completa, medicién de peso y altura con ropa ligera y
sin calzado, circunferencia de la cintura a nivel del ombligo y
mediciones de la presion arterial.

Programa de cambio de estilo de vida (LSCP)

Los participantes fueron invitados a participar en un
simple LSCP, que consistié en: 1) caminar 10,000 pasos por
dia (cada participante recibié un podémetro) y realizar una
serie de ejercicios aerdbicos y de fuerza, sin supervision en
el hogar, durante aproximadamente 20 minutos, 3-5 veces
/ semana. 2) El consumo de 1 fruta antes de las 3 comidas
principales y un plato saludable que consiste en la mitad del
plato con vegetales, un cuarto del plato con proteinas y un
cuarto con carbohidratos, sugerido segun la recomendacion
de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA). 3) Uso de
insulina basal y ajuste de insulina prandial segun glucemia y
conteo de hidratos de carbono.

Se programaron visitas mensuales para el ajuste de la
dosis y para el control clinico.

Medida de la capacidad cardiorrespiratoria (VO,max)
La VO,max expresa el consumo de O, al maximo esfuerzo.

En una visita inicial, VO, se estim6 mediante Prueba de Step

Test del American College Sport Medicine (ACSM) segun



Heydari et al?. Después de 6 meses, la estimacion se realizé
nuevamente.

Determinaciones bioquimicas

Se tomaron muestras de sangre (~10 ml) de la vena
antecubital del brazo utilizando una aguja desechable de calibre
20 con un soporte Vacutainer, de los participantes sentados,
después de 12 horas de ayuno. Se utilizé una alicuota de sangre
completa para determinar la hemoglobina glucosilada (HbA1c),
el resto se centrifugd sin anticoagulante a 3000 g durante 15
minutos, y el sobrenadante (suero) se separd en los volumenes
requeridos para cada determinacion y se almacené a -70°C
hasta la realizacion de las determinaciones bioquimicas.

El dia 0 y después de 6 meses de participar en el programa,
la HbA1c se determiné mediante DCA 2000, IL-6 y MCP-1se
determinaron mediante citometria de flujo utilizando el kit
bead-flex de BD-Bioscience y las sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS) se midieron espectrofotométricamente
(530 nm) después de la adicion de acido tiobarbitdrico como
se describié previamente?.

Andlisis estadistico

Todos los andlisis se realizaron utilizando GraphPad Prism
version 6.0 (GraphPad Software, CA, EE. UU) y el paquete
estadistico SPSS (Version 20.0; SPSS, Chicago, IL). Se utilizé
prueba t de Student para comparar grupos con variables
continuas, y la prueba de rango con signo de Wilcoxon se
us6 como una prueba estadistica no paramétrica, cuando se
compararon dos muestras relacionadas, independientemente
de si los rangos de la media poblacional eran diferentes o no.
El valor de p menor que 0.05 se considero significativo.

Resultados
Las caracteristicas de los pacientes antes y después de
participar en este estudio se presentan en la Tabla 1. Después
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de 6 meses de iniciacion del programa LSPC, los participantes
alcanzaron un numero promedio de pasos por mes de 8,242
+ 1,834 y no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el peso (P= 0.83), circunferencia de la cintura
(P=0.61) y HbA1c (7.9% = 0.9, vs 7.6% + 0.8). Es sabido que la
actividad fisica regular aumenta el consumo maximo de oxigeno
y posteriormente, aumenta la condicion fisica. En este estudio
la capacidad cardiorrespiratoria (VOmax) mostré una mejora
significativa después de 6 meses de adherencia al LSCP en
todos los participantes (Figura 1).

Dado que el ejercicio fisico es un importante modulador
de citoquinas y quimiocinas, se determinaron marcadores
inflamatorios, antes y después de los 6 meses de adherencia
al programa. Se encontré que, comparado con el estado basal,
el nivel de proteina quimiotactica de monocitos soluble (MCP-1)
disminuia significativamente (P<0.05), mientras que no se observd
una variacién estadisticamente significativa en los niveles de
II-6 (Figura 2).

Con el fin de determinar el estres oxidativo circulante en los
participantes del estudio, se midieron los TBARS en suero, y se
encontrd que la peroxidacion de lipidos disminuia significativamente
después de 6 meses de adherencia al programa (P< 0,01)(Figura 3).

El ejercicio mejora el rendimiento y los parametros bioquimicos
en promedio, sin embargo, este estudio mostré una variabilidad
interindividual. Cuando se examind el cambio de peso en la
semana 24, los participantes pudieron clasificarse en dos
grupos (respondedores y no respondedores) en funcion de su
cambio de peso calculado, segun lo descrito por King y col*.
Los pacientes “no respondedores” (n= 9) disminuyeron < 1 kg
0 aumentaron de peso en comparacion con los participantes
restantes (“respondedores”, n= 11) que disminuyeron =1 kg.
Comparando ambos grupos, aparecieron respuestas similares,
con la excepcion del grupo de respondedores que muestra una
mayor disminucion tanto en MCP-1 como en TBARS y un mayor
aumento en VO, max (Figura 4).

Tabla 1: Caracteristicas clinicas, antropométricas y metabdlicas de los particpantes del estudio antes y después de los 6 meses

de participar en el programa.

Antes Después Pvalue
(n=20) (n=20)
Anos de edad 43.3+13.8
Duracion de la enfermedad (afios) 20.5+11.5
Género 13/9 ¢
Peso (kg) 855+27 846+28 0.83
indice de masa corporal (kg/m?) 29.6+0.8 29.3+0.8 0.77
Circunferencia de la cintura (cm) 100.4 + 21 98.78 +2.3 0.62
Hbalc (%) 79+0.9 76+0.8 0.33
PA sistélica (mm HG) 1270+ 2.4 124.8 + 2.67 0.54
PA diastélica (mm HG) 76.0+1.9 781+19 0.43
Hipertension 3/20 3/20
Medicacion antihipertensiva 9/20 9/20
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Figura 1. Evaluacion del consumo maximo de oxigeno (VO2Max) estimado por Step Test del American College of Sport Medicine. Los datos
representan Promedio + SEM. Las diferencias entre el dia cero y después de 6 meses de adherencia al programa de cambios de estilo de vida
se calcularon utilizando la prueba t de Student y Wilcoxon. P< 0.01 versus basal.
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Figura 2. Determinacion de los niveles séricos de A) Interleuquina-6 (IL-6); y B) proteina quimiotactica de monocito-1 (MCP-1) en pacientes
con DMT1 y sobrepeso. Los datos representan el promedio + SEM de la intensidad de fluorescencia media (IMF). Las diferencias entre el dia
cero y después de 6 meses de adherencia al programa de cambios de estilo de vida se calcularon usando una prueba t de Student y Wilcoxon.
P <0.05 versus basal.
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Figura 3. Determinacion de los niveles plasmaticos de TBARS en pacientes con DMT1 y sobrepeso. La peroxidacion lipidica se determiné
mediante la cuantificacién de productos reactivos con &cido tiobarbiturico (TBARS). Los datos representan Promedio + SEM. Las diferencias
entre el dia cero y después de 6 meses de adherencia al programa de cambios de estilo de vida se calcularon usando una prueba t de Student
y Wilcoxon. P<0.02 versus basal
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Figura 4. Evaluacion de la respuesta al Programa de Cambios en el Estilo de Vida de acuerdo con los cambios en el peso corporal (kg) después
de 24 semanas. Los insertos muestran los cambios en la peroxidacion de lipidos (TBARS); marcadores inflamatorios (MCP-1 e IL-6) y VO,max
después de 24 semanas de ejercicio supervisado en respondedores (n= 11) y no respondedores (n=9).
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Discusion

El presente estudio evalud los efectos de un plan de cambio
de estilo de vida simple en pacientes con DMT1 y sobrepeso.
Como la obesidad y la diabetes se asocian con un aumento
de la inflamacion y el estrés oxidativo?®, el estudio se centré
en examinar los marcadores inflamatorios y la peroxidacion
lipidica sérica. El estudio EURODIAB mostré una asociacién
inversa en pacientes con DMT1 entre la mortalidad por todas
las causas y la actividad fisica en ambos sexos?. Un estudio
transversal con 18.028 adultos con DMT1 mostré una asociacion
inversa entre actividad fisica y HbA1c, microalbuminuria y
retinopatia, y el grupo con mayor actividad fisica mostré un
mejor perfil de factores de riesgo (presion arterial, lipidos,
IMC)?". Los estudios epidemiolégicos han demostrado que
cada 3,5 ml/Kg'/min-1 de aumento en el VO,max, expresado
como el consumo de O, al maximo esfuerzo, se alcanza una
reduccion del 23% en la mortalidad por todas las causas en las
poblaciones con DM?, En este estudio, después de 6 meses de
adherencia al programa, la aptitud cardiorrespiratoria medida
por la captacion maxima de oxigeno (VO,max) aumento en
todos los participantes.

En las enfermedades cronicas como la DM, las respuestas
agudas y crénicas al ejercicio muestran diferentes respuestas
inflamatorias, exageradas después del ejercicio agudo y
una respuesta antiinflamatoria menos crénica?®. Aunque la
ADA considera la inflamacién como uno de los principales
determinantes de ECV en personas con DMT1, con igual
magnitud al tabaquismo, menor magnitud con hipertension,
microalbuminuria y control glucémico, pero de mayor magnitud al
colesterol LDL y al bajo HDL-colesterol30, la escasa informacién
sobre el impacto del ejercicio regular sobre la inflamacién es
sorprendente.

Se ha informado que la IL-6 en plasma aumenta con el
ejercicio moderado agudo y tiende a descender por debajo
del valor inicial con ejercicio moderado regular, lo que indica
que el ejercicio moderado regular tiene efectos beneficiosos®".
Aqui, los niveles plasmaticos de IL-6 disminuyeron levemente y
la expresién circulante de MCP-1 se redujo significativamente
después de 6 meses de ejercicio. MCP-1 participa en la
patogénesis de varias enfermedades caracterizadas por el
infiltrado de monocitos como la psoriasis, la artritis reumatoide
y la aterosclerosis®2. La MCP-1 disminuye significativamente
las senales de captacion de glucosa por parte del musculo, lo
que le confiere un papel importante ademas de su participacion
en la inflamacion®®. Nuestros resultados pueden re- enfatizar
el papel prominente de la quimiocina en el control de las
complicaciones asociadas a la DMT1.

Existen cada vez mas pruebas de que el exceso de
generacion de especies reactivas del oxigeno, en gran parte
debido a la hiperglucemia, causa estrés oxidativo en diferentes
tejidos®*. El estrés oxidativo es el resultado de un aumento en la
produccion de radicales libres, una disminucién de las defensas
antioxidantes enddgenas, o ambas, que conduce al dafo
oxidativo de las macromoléculas celulares, como los lipidos,
las proteinas y el ADN%. Esta reportado que el aumento de la
peroxidacion lipidica en DMT1 disminuye como resultado del

tratamiento intensivo con insulina®. En este estudio, después
de 6 meses de un programa de cambio de estilo de vida no
complejo, los pacientes con DMT1 mostraron una disminucion
de los TBARS sericos en comparacion con el valor inicial,
lo que sugiere un efecto beneficioso de disminucion de la
peroxidacién debido al cumplimiento del programa.

El ejercicio se promueve generalmente como un método de
control de peso, pero se pueden lograr beneficios significativos
para la salud incluso cuando la pérdida de peso inducida por
el ejercicio es menor a la esperada. King y col. informaron
que de 58 sujetos con DMT2 que participaron en un programa
de ejercicios, 26 no perdieron peso o incluso aumentaron de
peso. Estos 26 sujetos «no respondedores» también mostraron
cambios favorables significativos en el VO,max, la circunferencia
de la cintura y la presién arterial?®.

Del mismo modo en nuestro estudio, los participantes que
no perdieron peso también mostraron beneficios en VO,max,
MCP1 y TBARS. Deberia ser conveniente considerar los
beneficios del ejercicio no solo por la pérdida de peso corporal
sino también por la mejoria de otros marcadores.

En conclusion, los pacientes con DMT1 se benefician de un
programa de ejercicios simple y acompafiado que los ayuda a
mejorar la capacidad cardiorrespiratoria (VO,max) y a reducir
los marcadores de inflamacion y la peroxidacion lipidica.
Ademas, estas mejoras pueden ocurrir independientemente de
las mejoras en la glucemia, y por lo tanto, tener una glucemia
bien controlada y ser sedentario no es suficiente para prevenir
complicaciones/comorbilidades en pacientes con DMT1.
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