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Introduccion

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica caracterizada por hiperglucemia crénica asociada
con alteraciones del metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas con falta de secrecion o disminucion
de la sensibilidad a la insulina (Motahari-Tabari et al., 2015). La prevalencia de diabetes mellitus tipo 2
(DMT?2) esta aumentando en todo el mundo y es paralela al aumento de la obesidad.

Aproximadamente 500 millones de personas tenian DMT2 en 2018 (Kaiser, Zhang, y Plujim, 2018) y
en la provincia de Cadiz la prevalencia de diabetes en adultos es aproximadamente del 9,1% (Escribano et
al., 2018). Ademas, se estima que la prevalencia de diabetes aumentara entre un 20-50 % en los proximos
10 afios (Basu et al., 2019; Rowley et al., 2017). Todo ello repercutira en el sistema sanitario con un
aumento de las complicaciones asociadas a la DMT2 que incluyen ataque cardiaco, derrame cerebral,
ceguera, insuficiencia renal o amputacién de un miembro inferior, siendo la séptima causa de muerte al
aumentar el riesgo de enfermedades cardiovasculares y de otro tipo (Zheng, Ley, y Hu, 2018).

La promocion de la salud es importante para reducir la prevalencia, las complicaciones y la
morbimortalidad asociada a la diabetes, ya que pueden prevenirse mediante la adopcién de politicas para
crear entornos favorables de estilos de vida saludables (WHO 2013; Zheng et al., 2018), destacando la
alimentacién y la actividad fisica (Motahari-Tabari et al., 2015). En la actualidad se propone el abordaje
nutricional y el ejercicio fisico en el manejo de la DMT2 como estrategia terapéutica, ya que estudios
previos destacan la efectividad del ejercicio fisico en la sensibilidad a la insulina en la DMT2 (Sampath
Kumar et al., 2019).

En los dltimos afios ha incrementado el interés en los exosomas (EX), ya que se han considerado
potentes vehiculos de comunicacion intercelular y ejercen efectos notables sobre los lipidos y su
metabolismo (Castafio et al., 2018). De hecho, el trastorno del metabolismo lipidico puede afectar a la
produccién y secrecion de EX, asi como a las células receptoras (Wang et al., 2020) y conduce a la
aparicién y progresion de enfermedades. Investigaciones interdisciplinares destacan el estudio de los EX
y su interaccion con el ejercicio fisico (Calderon-Dominguez et al., 2015; Safdar y Tarnopolsky, 2018).

Recientemente, se ha informado que los EX inducidos en el ejercicio pueden mejorar la sensibilidad a
lainsulina'y la homeostasis de la glucosa (Li et al., 2019). Ademas, los EX juegan un papel importante en
los procesos de diabetes en la conexién de la respuesta de las células inmunes a la lesion del tejido
pancreético, asi como la estimulacion de los adipocitos a la resistencia a la insulina del musculo esquelético
o del higado (Chang y Wang, 2019). Por tanto, los EX se proponen como dianas efectivas para el
diagndstico y el tratamiento de enfermedades (Guay y Regazzi, 2017) y podrian estar influenciados por la
alimentacion y la actividad fisica, mediando en el impacto sobre la composicion corporal y marcadores
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sanguineos de interés en la DMT2, tales como la hemoglobina glicosilada, glucemia, insulina, HOMA y
test de tolerancia oral a la glucosa.

Las vias iniciadas por los EX en situaciones de estrés metabdlico podrian ayudar a obtener un
conocimiento mas profundo de la fisiopatologia de la diabetes y sus enfermedades metabolicas, por su rol
en la comunicacion entre érganos y la homeostasis de la glucosa (Castafio, Novials, y Parrizas, 2019).
Estos resultados pueden ser un gran avance, especialmente para los programas de educacion sanitaria, por
lo que tiene un impacto positivo en la prevencion y el tratamiento de la DMT?2.

Descripcion del proyecto

Estudiar las posibles asociaciones entre los EX con la condicién fisica y composicién corporal, la
actividad fisica y el sedentarismo, la alimentacion y parametros bioquimicos indicadores de salud en
personas con DMT2. Para lograr los objetivos, se realizara una fase preliminar y una fase de prueba para
la recogida de datos que se describen a continuacion:

Fase preliminar: se realizara la valoracion dietética, el registro del nivel de actividad fisica y
sedentarismo y la informacién sociodemogréfica.

La evaluacion de la ingesta dietética se realizara en una entrevista personal, utilizando un Cuestionario
de frecuencia alimentaria (FFQ). EI FFQ ha sido validado previamente en poblacién mediterranea de
Espafia, consta de 137 items e incluye complementos vitaminicos / minerales y patrones de consumo de
alcohol. El FFQ proporciona una frecuencia cualitativa de consumo durante el Gltimo afio en una escala
incremental de 9 niveles (nunca o casi nunca, 1-3 veces por mes, 1 por semana, 2-4 por semana, 5-6 por
semana, 1 por dia, 2-3 por dia, 4-6 por dia, > 6 por dia). Se realizara un analisis semicuantitativo de energia
total, macro y micronutrientes. La cantidad de alimento se estimara segtn las tablas de referencia espafiolas
utilizadas en el software DIAL® para Windows, version 3.7.1.0. La adherencia al patron dietético
mediterraneo serd determinada en una entrevista presencial. Se establecerd mediante una herramienta breve
de 14 items validada en poblacién espafiola. Cada pregunta tiene una puntuacion de 0 o 1, ya que los
valores del cuestionario oscilan entre 0 y 14. Cuanto mayor es la puntuacion, mayor es la adherencia al
patron dietético mediterraneo.

La evaluacion de la actividad fisica y sedentarismo se realizard mediante acelerémetros GT3X+ en la
mufieca durante 7 dias consecutivos. GT3X + es un acelerémetro triaxial (4.6 x 3.3 x 1.5 cm, 19 g) que
detecta aceleraciones de -6 a 6 g con una frecuencia de respuesta de 0.25 a 2.50 Hz. Los datos generados
por los acelerometros se analizaran utilizando el software ActiLife 6.6.2 (ActiGraph, Florida; EE. UU.).
Utilizando los puntos de corte de Freedson (1998) para adultos y la validacion de Choi. Ademas, los
participantes completaran el Cuestionario Internacional de Actividad Fisica Version Corta (IPAQ-SF)
(método indirecto) previamente validado en Espafia. El cuestionario evalUa la frecuencia y duracion de la
actividad fisica en tres rangos de intensidad: vigorosa (PA = 8 METSs), moderada (= 4 METS) y baja (= 3.3
METSs). IPAQ-SF evalla las actividades que las personas realizan durante una semana tipica de su vida,
en diferentes dominios que incluyen el tiempo libre, la jardineria, la actividad fisica doméstica, relacionada
con el trabajo y relacionada con el transporte.

La informacion sociodemogréfica incluira género, edad, origen étnico, educacion, empleo,
composicion del hogar, estado civil e informacion sobre el lugar de residencia.

Fase de prueba: Consta de dos dias, uno en Hospital Universitario de Puerto Real y en el laboratorio
de la Facultad de Ciencias de la Actividad Fisica y el Deporte.

Dial

Para la determinacion de parametros sanguineos, se tomaran las muestras de la vena antecubital tras 8
horas de ayuno. La muestra se recogera en tubos Vacutainer anticoagulados con EDTA o heparina (5 ml),
se centrifugara para la separacion del plasma y se almacenard a -80 ° C hasta su anélisis. Las
concentraciones de glucosa e insulina se determinaran mediante técnica ELISA. Con estas mediciones, se
calcular el indice de sensibilidad a la insulina HOMA-IR (Evaluacion del modelo homeostético para la
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resistencia a la insulina). Posteriormente, se realizara una prueba de tolerancia oral a la glucosa (OGTT)
con 75 gramos de glucosa, para luego analizar la sensibilidad a la insulina mediante el analisis del Area
Bajo la Curva de Glucosa (AUGC) durante las dos horas posteriores a la ingesta de glucosa.

Se realizara un andlisis de parametros hioquimicos basicos de control de la salud y de la diabetes. Para
la determinacion de EX, estos se aislaran del plasma utilizando un kit exoEasy Maxi (QIAGEN GmbH)
de acuerdo con el protocolo del fabricante. La extraccion de ARN total se realizard a partir del EX
utilizando el kit Qiagen miRNeasy (Qiagen, Hilden) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Caenorhabditis elegans miR-39-3p (cel-miR-39-3p) miRNA (1.6 x 108 copias / ul) (RNA Spike-In Kit,
Qiagen). Se agregara como estandar externo para controlar la eficiencia de extraccion y MS2 como Spike-
In. El aislamiento de ARN se realizara en columnas RNeasy MinElute UCP de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. EI ARN se recolectara en 15 pl de H20 sin ARNasa y se almacenaré a -
80 °C.

Dia 2

Composicién corporal: Se utilizara el analisis de bioimpedancia multifrecuencia previamente validada
(TANITA-MC780MA) de 8 electrodos, es decir, peso (kg), grasa corporal (% y kg) y masa muscular (%
y kg) y fluidos corporales. Se medira la talla en plano de Frankfort y se tomaran perimetros de cintura y
cadera. El indice de masa corporal se calculara dividiendo la talla por la masa corporal en kg al cuadrado.

Capacidad cardiorrespiratoria (VO2max): Se realizara una prueba gradual en cicloergémetro (Lode
Excalibur, Holanda). La prueba comenzara con una carga de 15 W, aumentando 15 W cada minuto hasta
que se alcance el agotamiento para conocer el consumo maximo de oxigeno (VO2max). Durante toda la
prueba se pedaleara a una cadencia de 80 rpm.

Fuerza de prension manual (FPM): Para determinar la FPM se utiliza un dinamémetro con empufiadura
ajustable (TKK 5101 Grip D; Takey, Tokio, Japén). El dispositivo se ajustara para la extension de agarre
del voluntario; para hombres 5,5 cm y mujeres utilizando la ecuaciony =x /5 + 1,1. Donde y es la longitud
de agarre, x es la distancia entre el primer y el quinto dedo, segin Ruiz-Ruiz (Ruiz-Ruiz et al. 2002).

Los objetivos que se pretenden conseguir con estas mediciones y recogida de datos seran estudiar si
existe asociacion entre el perfil de EX con la salud y los habitos de actividad fisica y alimentacién en
personas con DMT2.

Objetivos del proyecto

Objetivo general

Determinar si existe asociacion entre la condicion fisica, la composicién corporal, la actividad fisica y
el sedentarismo, la alimentacion y los parametros bioquimicos en sangre sobre el perfil de EX en personas
con DMT2.

Objetivos especificos

Relacionar la influencia de la condicidn fisica sobre el perfil de los EX en personas con DMT2.

Estudiar la actividad fisica y el sedentarismo con el perfil de los EX en personas con DMT2.

Determinar si se relaciona la alimentacion con el perfil de los EX en personas con DMT2.

Analizar si existe asociacion entre la composicion corporal en funcidn del perfil de EX en personas
con DMT2.

Ver la relacion de los parametros bioquimicos sobre el perfil de EX en personas con DMT2.

Examinar si existe asociacion entre metabolismo a través de parametros bioquimicos de hemoglobina
glicosilada, glucemia, insulina HOMA y test de tolerancia oral a la glucosa y el perfil de EX en personas
con DMT?2.

Comparar el perfil de EX en hombres y mujeres con DMT2.

Determinar la relacion de los habitos de vida (actividad fisica, sedentarismo y alimentacién) con los
niveles de condicion fisica, composicion corporal y pardmetros bioquimicos en personas con DMT2.

Justificacién del interés y viabilidad del proyecto
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En investigaciones cientificas previas, los EX podrian participar en el desarrollo de la diabetes y sus
complicaciones, por tanto, el interés del proyecto reside en que el perfil de EX podria relacionarse con
nuestras variables de estudio, es decir, podria estar influenciado por la alimentacion, la condicién fisica'y
la actividad fisica, mediando en el impacto sobre la composicion corporal y marcadores sanguineos.

El presente proyecto justifica su viabilidad, ya que esta financiado por el proyecto titulado "Papel de
una estrategia educativa nutricional y de ejercicio fisico en la regulacion del APETito y composicion
corporal en funcién del perfil de EXosomas en diabéticos tipo 2 (Proyecto APETEX)", que ha sido
financiado por la Convocatoria 2020 del Programa Estatal de 1+D+i Orientada a los Retos de la Sociedad
del Ministerio de Ciencia e Innovacion de Espafia.

Método

Descripcion del material y la metodologia

El material que se utilizara para medir las variables recogidas se detallan a continuacion: la valoracion
dietética se utilizara un software DIAL® para Windows, la evaluacién de la actividad fisica y sedentarismo
se utilizaran acelerémetros triaxiales GT3X+, la composicion corporal se medird a través de una
bioimpedancia multifrecuencia de 8 electrodos, el VO2max se medird con una prueba gradual en
cicloergémetro y la FPM con un dinamémetro con empufiadura ajustable. En cuanto a la determinacion
de parametros sanguineos, se recogeran las muestras en tubos Vacutainer anticoagulados con EDTA o
heparina y para la determinacién de EX se utilizara un kit exoEasy Maxi.

En relacion a la metodologia, el presente capitulo de libro trata la parte transversal del proyecto
intervencionista APETEX que tiene como objetivo evaluar diferentes dimensiones a 120 participantes con
DMT?2 y sobrepeso/obesidad. Los participantes seran de ambos sexos con edades comprendidas entre los
40y los 65 afios, pertenecientes a la Provincia de Cadiz. La evaluacion se realizara en dos dias, el primero
perteneciente a la “Fase preliminar”, consistiendo en la recogida de las caracteristicas sociodemogréficas,
valoracion de la actividad fisica y sedentarismo y la valoracion nutricional (composicion corporal y habitos
nutricionales), y el otro pertenecen a la “Fase de Prueba”, donde se determina mediciones sanguineas,
pruebas de sensibilidad a la insulina y condicion fisica explicados en el apartado “b. Descripcion detallada
del proyecto”.

Para ser incluido en el estudio, el participante con DMT2 (glucemia en ayunas > 126 mg/dL) debera
cumplir con los siguientes criterios de inclusion: i) no fumador; ii) sin alcohol (< 3 bebidas estandar por
dia); iii) edad entre 40 y 55 afios; iv) indice de masa corporal > 30 kg / m2 manteniendo los patrones
dietéticos habituales; v) no ser insulinodependiente; vi) ausencia de lesion o discapacidad; vii) ausencia de
enfermedad cardiovascular, neurolégica, psiquiatrica, renal o enfermedad metabdlica u otra condicion
médica que pudiera afectar en las pruebas de ejercicio fisico.

Los participantes seran reclutados a través del personal clinico de forma aleatoria y mediante consultas
médicas en Atencion Primaria y Hospitales de la Provincia de Céadiz. Se realizaran convocatorias a través
de prensa regional, redes sociales y carteles para obtener participantes con el perfil solicitado en este
estudio. El proceso de aleatorizacion de los participantes en los diferentes grupos se realizara a través del
software estadistico IBM SPSS 22.0 (IBM Corp., Armonk, IL, EE. UU.) por un estadistico de la
universidad ajeno al proyecto y la fase de reclutamiento, ajustado por género. Se realizard una reunion
informativa de las posibles ventajas y riesgos de participar en el proyecto con los participantes
seleccionados y firmaran un consentimiento informado.

Justificacién de la metodologia

En cuanto a la justificacion de la metodologia, tal y como se describe en la fase preliminar se realizara
una valoracion de la alimentacion, se registrara el nivel de actividad fisica y sedentarismo y en la fase de
prueba, se realizara la medicion de pardmetros sanguineos y perfil de EX y la composicién corporal y
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condicion fisica, con el fin de comprobar si existe asociacion entre el perfil de EX con la salud y habitos
de actividad fisica y alimentacion en personas con DMT2.

Adecuacidn de los materiales y metodologia

Los materiales disponibles para la valoracion y recogida de datos, se dispondran en su mayoria en el
Laboratorio de la Facultad de Ciencias de la Actividad Fisica y del Deporte en el que se ubica el software
DIAL® necesario para la valoracion dietética, los acelerdmetros triaxiales GT3X+ para la evaluacion de
la actividad fisica y sedentarismo, la bioimpedancia multifrecuencia para valoracion de la composicién
corporal, el cicloergdmetro y el dinamémetro con empufiadura ajustable para el estudio de la condicién
fisica. Por otro lado, en el Hospital Universitario de Puerto Real, se habilitara un espacio especifico con
fines de investigacion, ya que cuenta con las infraestructuras necesarias y laboratorios equipados teniendo
acceso a Sistemas de Microscopia de Epifluorescencia y Sistema de Microscopia Espectral Confocal
(Leica), ultracentrifugas, luminémetros, separadores magnéticos de células automaticos, fraccionadores de
solucion, criostatos y microtomos, irradiadores de rayos X, congeladores a -80 °C, camaras frias a 4 °C,
etc. En cuanto a la determinacion de pardmetros sanguineos, se recogeran las muestras en tubos Vacutainer
anticoagulados con EDTA o heparina (5 ml) y para la determinacién de EX se utilizara un kit exoEasy
Maxi (QIAGEN GmbH).

Recursos disponibles

El proyecto APETEX ha sido financiado con 49.852 € en la Convocatoria 2020 del Programa Estatal
de I+D+i Orientada a los Retos de la Sociedad del Ministerio de Ciencia e Innovacion de Espafa. La
investigadora principal del proyecto, la Dra. Cristina Casals Vazquez es Profesora Ayudante Doctora de
la Universidad de Cadiz (UCA) y pertenece al Instituto de Investigacion e Innovacion Biomédica de Cadiz
(INIBICA), que integra los espacios de investigacion correspondientes al Hospital Universitario Puerta del
Mar y la Unidad de Investigacion en Ciencias de la Salud de la UCA. Ambos centros han desarrollado
maltiples proyectos de investigacion financiados por organismos publicos europeos, espafioles o
andaluces, demostrando su capacidad para responder a la financiacion recibida con resultados visibles.

Por otro lado, en cuanto al equipamiento disponible, la UCA cuenta con el edificio Andrés Segovia,
que dispone de laboratorios para apoyar la investigacién biomédica. También los laboratorios ubicados en
la Facultad de Medicina, Facultad de Enfermeria y Facultad de Ciencias de la Educacion, en los que se
realiza la mayor parte de la investigacién Biomédica en la UCA. Destacar que el laboratorio de fisiologia
de reciente apertura, cuenta con algunas de las tecnologias mas avanzadas en el campo de las Ciencias del
Deporte con un valor estimado de 300.000 € y estara disponible para el proyecto.

En resumen, gracias a todo el equipamiento disponible de la UCA y los espacios de investigacion en
Ciencias de la Salud, este proyecto cuenta con los medios, infraestructuras y equipamientos necesarios y
su adecuacion para la ejecucion del proyecto.

Indicadores y modo de evaluacion.

Los indicadores se realizaran a través de las variables estudiadas:

Variables sociodemograficas: género, edad, origen étnico, educacion, empleo, composicion del hogar,
estado civil, lugar de residencia (urbano o rural).

Variables de alimentacién: FFQ: energia, proteinas, hidratos de carbono, azlcares, almidones, fibra
vegetal, fibra soluble y lipidos y cuestionario de adherencia al patron dietético mediterraneo: cada pregunta
tiene una puntuacion de 0 o 1, los valores del cuestionario oscilan entre 0 y 14. Cuanto mayor es la
puntuacion, mayor es la adherencia al patron dietético mediterraneo.

Variables de actividad fisica y sedentarismo: IPAQ-SF, actividad fisica ligera, moderada o vigorosa,
tiempo sedentario, ruptura de sedentarismo y total de actividad fisica.
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Variables de composicidn corporal: peso, grasa corporal y masa muscular, perimetro cintura, perimetro
cadera, tallae IMC.

Variables de condicion fisica: VO2max y FPM.

Parametros bioguimicos: glucemia, insulina, HOMA, hemoglobina glicosilada, triglicéridos,
colesterol, HDL, LDL, triglicéridos, test de tolerancia oral a la glucosa, perfil de EX.

Modo de evaluacion:

Se presentara estadistica descriptiva para las variables cuantitativas (media y desviacion estandar o, en
su caso, mediana y rango intercuartilico) y para las variables cualitativas sociodemograficas (frecuencias
absolutas y relativas). Para la relacion entre el perfil de EX y las variables analizadas, se realizaran analisis
de regresion y correlaciones, asi como otros analisis estadisticos que se consideren pertinentes. La
significancia estadistica se establecera en p < 0.05. Todos los analisis estadisticos se realizaran utilizando
el software estadistico IBM SPSS 24.0 (IBM Corp., Armonk, IL, EE. UU.).

f. Organizacion y planificacion del proyecto.

A lo largo del proyecto, se llevaran a cabo las siguientes tareas:

1. Proceso de captacion de participantes que cumplan con los criterios de inclusion del estudio.

2. Competencias en las relaciones interpersonales para la comunicacion con los participantes con el
objetivo de informarles y de mantener al maximo la adherencia al proyecto de investigacién.

3. Participacion en la recogida, procesamiento y analisis de datos.

4. Participacion en la preparacion de equipos y materiales necesarios.

5. Colaboracion con el resto de comparieros y del grupo de investigacion.

6. Busqueda de literatura cientifica y analisis critico.

7. Desarrollo de bases de datos y tratamiento estadistico.

8. Elaboracion de informes cientificos y difusion de medios formales (articulos cientificos y
comunicaciones de congresos) e informales (redes sociales, etc.).

9. Interpretacion y evaluacion técnica de los resultados con una perspectiva cientifica, orientada a los
objetivos y resultados del proyecto.

Resultados

En el presente proyecto se evaluara la alimentacion de los participantes con DMT2, la condicion fisica
incluyendo VO2max y FPM, composicién corporal, la actividad fisica y sedentarismo, la informacion
sociodemografica y parametros bioquimicos mediante muestras de sangre, como el perfil de EX,
hemoglobina glicosilada, glucemia, insulina y test de tolerancia oral a la glucosa.

Las evaluaciones se han descrito de forma detallada en el apartado denominado “b. Descripcion
detallada del proyecto”.

En cuanto a los resultados que se esperan obtener del presente proyecto son, analizar el perfil de EX 'y
estudiar qué tipo de asociacion tiene con las variables de estudio. Se plantea que mejor perfil de EX se
asociarian de forma positiva con mejores habitos de alimentacion, condicion fisica y actividad fisica, asi
como con mejor composicion corporal y mejores niveles de marcadores en sangre.

Discusién/Conclusiones

Estudiar las posibles asociaciones entre los EX con la condicién fisica y composicion corporal, la
actividad fisica y el sedentarismo, la alimentacion y parametros bioquimicos indicadores de salud en
personas con DMT?2 resulta de especial interés. Todo ello, podria suponer un gran impacto cientifico
ayudando a entender mejor los mecanismos fisiologicos y moleculares de los EX, abriendo la posibilidad
a proporcionar nuevos biomarcadores para el diagndstico precoz y el cribado de pacientes con riesgo de
desarrollar diabetes. Finalmente, transferir este conocimiento a la sociedad podria contribuir tanto en el
admbito clinico como en el econdmico, al reducir el gasto sanitario y mejorar la calidad de vida de las
personas con DMT2.
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