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Resumen

Resumen

El objetivo principal de esta tesis ha sido desarrollar un nuevo modelo de ejercicio para la
promocién del turismo en Canarias dirigido a la lucha contra la obesidad y fundamentarlo
cientificamente. El mayor esfuerzo se ha dirigido a demostrar que es posible para seres
humanos con sobrepeso someterse a programas de ejercicio de alto volumen pero baja
intensidad, de forma segura y consiguiendo efectos beneficiosos para la salud duraderos en el
tiempo. Esta tesis se compone de cuatro estudios, dos publicados, uno en revision con
cambios menores y otro articulo que esta pendiente de ser enviado a publicar. En el primer
articulo “A time-efficient reduction of fat mass in four days with exercise and caloric
restriction” se determind si es posible conseguir una reduccién significativa de grasa corporal
en cuatro dias combinando una dieta muy baja en calorias con ejercicio prolongado, para
inducir un déficit energético de 5000 Kcal/dia. En este estudio participaron 15 hombres con
sobre peso u obesidad. Los voluntarios perdieron 2.1, 2.8, 3.8, and 1.9 kg de grasa (P<0.05),
tras cuatro dias de déficit severo, tres dias de dieta isocaldrica, un mes de actividad normal no
controlada y un afio después, respectivamente. Aproximadamente 2/3 de ésta pérdidas de
grasa procedieron del tronco. Estos cambios de la composicidon corporal se acompaid de
reducciones de los niveles en suero de glucosa, insulina, HOMA, cortisol, acidos grasos libres,
LDL y colesterol total, mientras que los triglicéridos disminuyeron, inmediatamente después de
la fase de alto déficit energético. Este estudié demostré que se puede conseguir un descenso
de grasa corporal clinicamente relevante en cuatro dias, acompafado de una mejora del perfil
lipidico. En el segundo estudio titulado “Exercise preserves lean mass and performance during
severe energy deficit: the role of exercise volume and dietary protein content” se determind la
importancia que tiene el volumen de ejercicio y la ingestién de una pequefia cantidad de
proteinas en el mantenimiento de la masa magra durante el déficit energético severo que
provoca este tipo de intervencién. Para ello, durante la fase de déficit energético severo se
administraron 0.8 g kg de peso corporal/dia de azlcar (n=7) o proteina de suero de leche
(n=8). La masa magra libre de grasa disminuy6 un 57 y 29% en el brazo ejercitado (45 min/dia)
y en las piernas (8 h/dia), respectivamente (P=0.05). La pérdida de masa magra se recupero
parcialmente tras tres dias de dieta isocaldrica. Estos cambios se asociaron a un ligero
deterioro de la capacidad de rendimiento que fue mas acusado en el grupo que tomod
proteinas comparado con el grupo que ingirid azlcar. Se observé una relacion lineal entre los

cambios de masa magra y los cambios en el indice cortisol/testosterona. Este estudio ha
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demostrado que los musculos sometidos a un mayor volumen de ejercicio durante la
restriccion caldérica pierden menos masa magra, sin que la ingestién aislada de proteinas
ofrezca ninguna ventaja. En el tercer estudio se determinaron en biopsias musculares
obtenidas de ambos deltoides y del vasto lateral de una de las extremidades inferiores los
efectos de la intervencidon sobre el sistema muscular de sefializacién por leptina. El estudio
demostré que los receptores musculares de leptina y la cascada de sefializacidon por leptina
estan aumentados en el musculo esquelético humano durante el déficit energético severo.
Este efecto es independiente de la ingestion de azucar o proteinas de suero de leche, no
obstante, la ingestién de proteinas atenud parcialmente la estimulacién de la cascada de
activacion de la cascada de sefializacion por leptina. Finalmente en el cuarto estudio titulado
“Accuracy and precision of the COSMED K5 portable analyzer”, se demostré que es posible
medir con exactitud y precision el coste energético durante caminatas prolongadas usando un

analizador portatil de gases de Ultima generacion.
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Abstract

The main objective of this thesis was to develop a new model of exercise for the promotion of
tourism in the Canary Islands aimed at the fight against obesity and to substantiate it
scientifically. The greatest effort has been made to demonstrate that it is possible for
overweight humans to undergo high volume but low-intensity exercise programs safely and to
achieve long-lasting health benefits. This thesis consists of four studies; two published, one
under revision with minor changes and another article that is pending to be sent for
publication. In the first article "A time-efficient reduction of fat mass in four days with exercise
and caloric restriction" it was determined if it is possible to achieve a significant reduction of
corporal fat in four days combining a very low-calorie diet with prolonged exercise, to induce
an energy deficit of 5000 Kcal/day. In this study, 15 men with overweight or obesity
participated. The volunteers lost 2.1, 2.8, 3.8, and 1.9 kg of fat (P <0.05), after four days of a
severe deficit, three days of an isocaloric diet, one month of normal uncontrolled activity and
one year later respectively. Approximately 2/3 of this fat loss came from the trunk. These
changes in body composition were accompanied by reductions in serum levels of glucose,
insulin, HOMA, cortisol, free fatty acids, LDL and total cholesterol, while triglycerides
decreased immediately after the phase of high-energy deficit. This study showed that a
clinically relevant decrease in body fat could be achieved in four days, accompanied by an
improvement in the lipid profile. The second study titled "Exercise preserves lean mass and
performance during severe energy deficit: the role of exercise volume and dietary protein
content" determined the importance of exercise volume and the ingestion of a small amount
of protein in the maintenance of the lean mass during the severe energy deficit associated
with this type of intervention. For this, during the severe energy deficit phase, 0.8 g kg of body
weight/day of sugar (n = 7) or whey protein (n = 8) were administered. Fat-free lean mass
decreased by 57 and 29% in the exercised arm (45 min/day) and in the legs (8 h / day),
respectively (P = 0.05). The lean mass loss was partially recovered after three Days of isocaloric
diet. These changes were associated with a slight deterioration in the exercise capacity, which
was more pronounced in the protein-consuming group compared to the group that ingested
sugar. A linear relationship between changes in lean mass and changes in the
cortisol/testosterone index was observed. This study has shown that muscles subjected to a
greater volume of exercise during calorie restriction lose less lean mass without isolated

protein intake offering any advantage. In the third study, the effects of the intervention on the
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muscular leptin signaling system were determined in muscle biopsies obtained from both
deltoids and the vastus lateralis of one of the lower limbs. The study showed that leptin
muscle receptors and the leptin-signaling cascade are increased in human skeletal muscle
during severe energy deficit. This effect is independent of sucrose or whey protein intake.
However, protein ingestion partially attenuated the stimulation of the leptin-signaling cascade.
Finally in the fourth study titled "Accuracy and precision of the COSMED K5 portable analyzer",
it was demonstrated that it is possible to accurately and precisely measure the energy cost

during prolonged walks using a portable gas analyzer of the last generation.
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1. INTRODUCCION

El objetivo principal de esta tesis ha sido desarrollar un nuevo modelo de ejercicio para
la promocién del turismo en Canarias dirigido a la lucha contra la obesidad y
fundamentarlo cientificamente. El mayor esfuerzo se ha dirigido a demostrar que es
posible para seres humanos con sobrepeso someterse a programas de ejercicio de alto
volumen pero baja intensidad, de forma segura y consiguiendo efectos beneficiosos

para la salud duraderos en el tiempo.

1.2. Turismo Médico y de Salud

El informe Impactur Canarias 2015, realizado por el Gobierno de Canarias y Exceltur,
revela que el turismo es responsable del 37.6% del empleo y del 31.9% del PIB

(http://www.gobcan.es/noticias/lanzadera/78308/turismo-eleva-peso-economia-

canaria-tras-sumar-13.480-millones-multiplica-empuje-sectores). No obstante, Cana-

rias sigue siendo una regién con un elevado paro por lo que es necesario fomentar
nuevas formas de empleo y actividad econdmicas. El turismo es definido por la
Organizacion Mundial del Turismo (1995) como "las actividades de las personas que
viajan y permanecen en lugares fuera de su entorno habitual, por no mas de un afo
consecutivo por ocio, negocios y otros motivos". Conforme a esta definicion, el
turismo no sélo se limita a los viajes de ocio, si no que también incluye viajar por
trabajo, médicos u otros fines. Los viajes relacionados con los servicios de atencion
sanitaria pueden ser con finalidad terapéutica u orientados al bienestar y el cuidado de
la salud. Por lo tanto, el turismo de salud puede definirse como viajar de un lugar de
residencia a otro lugar para adquirir los servicios relacionados con la salud. Ademas de
los servicios relacionados con la salud que reciben, turistas de salud pueden
beneficiarse de diversas oportunidades turisticas durante sus visitas, por lo que este
tipo de actividad puede generar un impacto econdmico que va mucho mas alld del
generado por la actividad asistencial dispensada. Esta nueva tendencia en la industria
de los cuidados de salud, conocida como “Turismo Médico” o “Turismo de Salud” esta

ganando popularidad en los paises altamente industrializados como EEUU y Europa
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(Hanefeld et al. 2014; Lunt and Carrera 2010; Lunt et al. 2016). El aumento de la
aceptacion de la portabilidad de la asistencia sanitaria en Europa estd garantizada por
la directiva de la UE sobre la salud transfronteriza (Legido-Quigley et al. 2011), lo cual
combinado con el aumento de los costes de los servicios de salud en los paises de
renta elevada ha generado el contexto socioecondmico ideal para el rapido
crecimiento del turismo de salud, que facilita la generacién de productos médicos o de
salud transfronterizos. Entre los productos mas demandados destacan los relacionados
con la atencién y cuidados dentales, la cirugia bariatrica y la cirugia estética (Hanefeld
et al. 2014; Lunt et al. 2016). En el caso de Espafia es paradigmatica la demanda de
servicios relacionados con la fertilidad, que atrae pacientes no sdélo por la
competitividad en precios sino también por un gran prestigio en calidad asistencial y
resultados (Culley et al. 2011). En el caso de la cirugia bariatrica, cuyo objetivo es
disminuir la capacidad digestiva y absorptiva del tubo intestinal, los costes de cada
intervencion oscilan entre los 6000 y los 12000 Euros dependiendo del pais vy
procedimiento quirurgico aplicado. Es una técnica que se ha ido haciendo mas segura y
gue tiene un porcentaje de éxito elevado, por lo que se usa cada vez con mads
frecuencia en los paises de renta elevada (Buchwald and Oien 2013; Sjostrom 2013).
Con cirugia bariatrica los pacientes obesos pueden conseguir pérdidas de peso
sostenidas en el tiempo durante mas de 20 afios de entre un 15 y un 20% del peso
inicial, dependiendo de la técnica empleada (Sjostrom 2013). Puesto que en la
actualidad la cirugia baridtrica es vislumbrada como el método mas eficaz para reducir
el peso corporal de forma duradera, cualquier producto sanitario dirigido a producir
adelgazamiento debera demostrar indices de eficacia similares y también sostenibles

en el tiempo para poder competir con la cirugia bariatrica.

1.3. Dieta y ejercicio para inducir pérdida de peso

En realidad, es posible conseguir adelgazamientos importantes con la combinacion de
regimenes muy severos de ejercicio y dieta hipocaldrica, tal y como demostré el
estudio de Johannsen y colaboradores (2012). Estos autores determinaron la

composicidon corporal mediante absorciometria fotdonica dual en un grupo de 16
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varones obesos con indice de masa corporal (IMC) cercano a 50 y los sometieron a un
programa severo de ejercicio diarios muy variados, al tiempo que seguia una dieta
moderadamente hipocaldrica, con motivo de su participacion en un show de
television. Los participantes fueron aislados en un rancho de las afueras de Los Angeles
y cada dia realizaban 90 minutos de actividad fisica vigorosa supervisada consistente
en entrenamiento en circuito o ejercicios aerdbicos. Ademas, eran animados a realizar
por su cuenta otras tres horas adicionales de ejercicio diario. Aunque los autores no
controlaron la dieta, si recomendaron una ingesta diaria de aproximadamente el 70%
de las necesidades estimadas sin incluir el programa de ejercicio. Cada 7-10 dias uno
de los participantes era expulsado del estudio y dejaba de participar en la parte
televisiva, pero siguié el mismo régimen de ejercicio y dieta hasta la finalizacién del
estudio 30 semanas después. A las 30 semanas, los participantes habian perdido un
38% del peso corporal inicial, del que un 17% fue masa libre de grasa y un 83% masa
grasa, a pesar que su metabolismo en reposo disminuyé en 244 y 504 Kcal/d alas 6y
30 semanas, respectivamente (Johannsen et al. 2012). Estos cambios de composicién
corporal llevaron el IMC desde los valores iniciales de 50 hasta 30 kg/mz, gracias a una
pérdida de 47 kg de masa grasa (Fig. 1). Como consecuencia de este adelgazamiento y
del ejercicio, se produjeron mejoras muy importantes en parametros clinicos. La
glucosa disminuyo de 95 a 76 mg/dl y la insulina disminuyd a la mitad del valor inicial,
indicando una mejora importante de la sensibilidad a la insulina. No obstante, el
cambio mas notorio se produjo en los niveles de leptina, que pasaron de 43 a 2.7
ng/mL, valores estos ultimos propios de personas sanas. Igualmente se produjo una

mejora (aumento) de los niveles de adiponectina de 2.6 a 4.7 pg/mL.

Frente a estos resultados tan espectaculares y alentadores, varios meta-analisis
concluyen que los efectos que se pueden conseguir con programas de adelgazamiento
basados en dieta y/o ejercicio, a lo sumo pueden aspirar a inducir pérdidas medias de
peso préoximas a los 4 Kg, tras intervenciones con duraciones comprendidas entre 12
semanas y 12 meses (Shaw et al. 2009). Shaw et al. (2009) analizaron 41 estudios, que
incluyeron 3476 sujetos, que siguieron programas de adelgazamiento (dieta y/o

ejercicio) con duraciones comprendidas entre 3 y 12 meses. Observaron que la dieta
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(sin ejercicio) indujo mayor pérdida de peso (entre 2.8 y 13.6 kg) que el seguimiento de
programas basados Unicamente en ejercicio (pérdidas de 0.5 a 4.0 Kg). Ademas, el
grupo solo hizo dieta obtuvo mayor beneficio que el grupo que solo hizo ejercicio en
reduccidn de presion arterial sistdlica (2.2 mmHg), colesterol total y glucemia basal
(0.1 mmol/L). Sin embargo, los mejores resultados los obtuvieron los programas que
combinaron dieta y ejercicio, que lograron una pérdida media de peso de 1.1 Kg
superior a la observada con otros tratamientos. No obstante, la pérdida media global
de los estudios es moderada y se sitla en la zona de los 4 Kg de peso (Garrow and

Summerbell 1995; Shaw et al. 2009).
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Figura 1. Pérdida de peso en 16 voluntarios con un peso préximo a 150 Kg tras 6 y 30 semanas de

restriccién calérica moderada combinada con unas 5 horas de ejercicio diario (Johannsen et al. 2012).

Sin embargo otros meta-analisis han comunicado pérdidas medias proximas a los 11 kg
de peso (Miller et al. 1997), siendo mas eficaz la combinacion de dieta mds ejercicio

gue el seguimiento exclusivamente de una dieta, logrando pérdidas medias de peso
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tras un afo de seguimiento de 6.6 y 8.6 Kg, con solo dieta o la combinacion de dieta

mas ejercicio.

Se pueden conseguir pérdidas similares de peso en solo 3-10 dias con
programas de ejercicio basados en largas caminatas combinadas con restriccion
calérica moderada (Carlson and Fréberg 1967; Marniemi et al. 1984; Shpilberg et al.
1990).

1.4. Diseio de un producto turistico dirigido a producir adelgazamiento

El disefio de un producto de adelgazamiento basado en el senderismo vendria a cubrir
un vacio en el disefo de productos y servicios turisticos de salud. Muchos turistas
obesos o con sobrepeso, que no deseen pasar por una intervencidn quirurgica o por un
periodo post-operatorio, podrian encontrar en el ejercicio fisico moderado y
prolongado en un entorno natural y placentero, un servicio eficaz para provocar la
pérdida de peso deseada y una mejora metabdlica. El producto turistico deberia ser
capaz de inducir una pérdida de grasa corporal de entre 400-500 gramos diarios,
equivalente a una reduccién de 4 a 5 kg de grasa corporal en un periodo de 10 dias,
combinando el ejercicio prolongado con una dieta hiperproteica para evitar la pérdida
de masa muscular y disminuir la sensacién de hambre (Mittendorfer and Klein 2001).
Asi mismo deberia inducir mejoras sustanciales de salud cardiovascular y metabdlica
en el plazo de entre una a dos semanas, pero sin utilizar medios quirdrgicos. Deberia
usar métodos naturales (actividad fisica y dieta) y tecnologias modernas, rdpidas y muy
objetivas para cuantificar la pérdida de grasa corporal (absorciometria foténica dual de
rayos X o DXA y resonancia magnética o RM). Por otra parte, este programa podria
poner en valor el patrimonio natural de Canarias y contribuiria al desarrollo econémico
de los pueblos y nucleos de poblacién adyacentes a las rutas y senderos que formarian
parte del programa de actividad fisica, activando la economia de servicios

externalizados.

El producto turistico deberia basarse en modelo de ejercicio atractivo, que
puedan realizar con facilidad la mayoria de las personas. La marcha constituye la forma

de locomocién natural del ser humano, que en sus origenes fue némada y debid
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recorrer grandes distancias en busca de alimento (Ben-Dor et al. 2011). Para producir
un déficit medio de 2,000 Kcal diarias es necesario disponer de senderos con un
kilometraje suficiente y en condiciones de seguridad que deberian ser investigadas.
Para ello es necesario disponer de herramientas que permitan describir el coste
energético de las rutas, mas alld de la simple estimacién usando ecuaciones de

prediccién del coste energético de la marcha o acelerémetros, cuya validez es limitada.

1.5. Factibilidad del ejercicio prolongado con restriccion calérica severa como
modelo de ejercicio

La factibilidad de este tipo de esfuerzo ha sido previamente demostrada (Carlson and
Froberg 1967). Carlson y Froberg (Carlson and Froberg 1967) evaluaron a 12 hombres
qgue caminaron 500 km en 10 dias ingiriendo agua y 200 kcal/dia de zumos. El
colesterol de baja densidad (LDL) y los triglicéridos se redujeron en un 50 y 43%
respectivamente, mientras que el peso corporal se redujo en un 10%. Marniemi al.
(1984) estudiaron a 13 mujeres de mediana edad y 10 hombres (de 21 a 49 afios) que
recorrieron caminando 344 km durante 7 dias. Las distancias recorridas cada dia
fueron de 57, 53, 67, 53, 41, 36, y 37 km a una velocidad media del 3.5 km/h. Durante
la caminata los sujetos bebieron agua, bebidas minerales, zumos y ad libitum. En este
estudio los sujetos perdieron un 7% de peso corporal, los triglicéridos y el colesterol
total descendieron en un 30-40%, el indice colesterol HDL/colesterol aumentd en un
40% vy los acidos grasos libres en suero subieron de 1.5 a 2 veces sobre el nivel inicial.
Estos cambios metabdlicos se acompafiaron de una respuesta hormonal propia del
déficit energético (Cahill 2006; Opstad 2001), caracterizada por un descenso de la
glucemia e insulina en suero basal, asi como aumento de cortisol y catecolaminas en
plasma (Marniemi et al. 1984). La concentracién de testosterona en suero disminuyd

en los hombres, pero no en las mujeres (Marniemi et al. 1984).

Shpilberg et al. (1990) analizaron los cambios en los lipidos plasmaticos
experimentados por 16 varones de 18 a 21 afios de edad, en buena condicidn fisica
(VO;max de 59 mL/(kg.min)) que fueron privados de alimento durante 81 h, al tiempo

que caminaron 10 horas/d, al 40% de VO,max, cubriendo un total de 105 km. Los
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sujetos perdieron 6.2 Kg de peso corporal y experimentaron descenso en las
concentraciones plasmaticas de colesterol LDL y triglicéridos, mientras que el

colesterol total, el colesterol HDL y los acidos grasos libres aumentaron.

Por o tanto, los estudios previos demuestran que los programas de ejercicio
basados en largas caminatas son factibles y se asocian a cambios favorables de la masa
corporal y cambios favorables en el perfil lipidico. No obstante ninguno de estos tres
estudios (Carlson and Froberg 1967; Marniemi et al. 1984; Shpilberg et al. 1990) fue
realizado en personas con sobrepeso u obesidad. Ademas en los estudios previos no se
determinaron los efectos de la composicion de la dieta ni se estudiaron en la debida
profundidad los efectos sobre la composicidon corporal. Tampoco se evaluaron los

efectos a medio y largo plazo.

1.6. Preservacion de la masa magra durante la restriccion calérica

Las dietas muy bajas en calorias (VLCD, <3350 kJ / dia) son muy eficaces para provocar
pérdida de peso, pero tienen un problema y es que tanto el ayuno total como la dieta
hipocaldrica se asocian a pérdida de masa libre de grasa (FFM) (Chaston et al. 2007,
Dulloo et al. 1996), principalmente debido a la activacién del catabolismo de las
proteinas musculares para sostener la gluconeogénesis hepdtica (Cahill 2006). En las
personas con normopeso, la contribucidn de la FFM a la pérdida de peso supera a
menudo el 35% de pérdida de peso total (Bosy-Westphal et al. 2009; Johnson et al.
1994), mientras que la reganancia de peso promueve mas ganancia de masa grasa que
de FFM (Bosy-Westphal and Muller 2014). En cambio, en personas con sobrepeso u
obesidad la FFM representa entre un 20 y 30% de la pérdida total de peso (Bosy-
Westphal and Muller 2014; Magkos et al. 2016; Ross et al. 2000; Santanasto et al.
2011; Weiss et al. 2007). La reganancia de peso después de una dieta comporta una
reganancia de FFM (Bosy-Westphal and Muller 2014). Los hombres tienden a perder
mas FFM que las mujeres, especialmente en las fases iniciales de la pérdida de peso

(Millward et al. 2014; Sartorio et al. 2005).

La pérdida excesiva de masa libre de grasa (FFM) puede ser perjudicial, dado

gue el musculo esquelético representa entre un 15 y un 17% del metabolismo de
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reposo (Muller et al., 2002) y es, ademas, esencial para el mantenimiento de la masa
Osea (Aloia et al. 1995; Vicente-Rodriguez et al. 2005) y de la capacidad para realizar
ejercicio (Marks and Rippe 1996; Weiss et al. 2007). Weiss et al. (2007) estudiaron a
hombres y mujeres sanos de entre 50 y 60 afios de edad (con IMC entre 23.5y 29.9
Kg/m?) antes y después de 12 meses de pérdida de peso inducida por restriccion
caldrica (n = 18) o por ejercicio (n = 16). La pérdida de peso fue de 10.7 y 9.5 % (FFM
de 3.5y 2.2 %). Sin embargo, el volumen de los musculos del muslo medidos por
resonancia magnética sélo disminuyd (-7%) en el grupo que sélo hizo dieta mientras
gue se mantuvo en el grupo que realizé ejercicio. No obstante, la fuerza isométrica
maxima de flexion de la rodilla no se modificé de forma significativa en ninguno de los
dos grupos, la fuerza dindmica isocinética de flexion empeord solo en el grupo de
dieta, aunque este efecto solo fue estadisticamente significativo al comparar los
resultados en porcentajes. Otros estudios han obtenido resultados similares (Ryan and
Harduarsingh-Permaul 2014; Santanasto et al. 2011), es decir mantenimiento de la
fuerza muscular después de la pérdida de peso o una ligera disminucién de la fuerza
muscular (Backx et al. 2016; Johnson et al. 1994; Santanasto et al. 2011). Es decir, los
datos no son concluyentes y faltan estudios sobre los efectos de la pérdida de masa
muscular en la funcionalidad del musculo en personas jovenes y de mediana edad. El
efecto de la pérdida de peso sobre el consumo de oxigeno en musculos sometidos a

ejercicio y no ejercitados durante el déficit energético no ha sido estudiada.

El mantenimiento a largo plazo del peso es mas exitoso cuanto menor es la
pérdida de FFM provocada por la VLCD (Vogels and Westerterp-Plantenga 2007). Por
estas razones, existe un gran interés en reducir la pérdida de FFM durante las

intervenciones disefiadas para promover adelgazamiento.

Ensayos clinicos controlados con asignacion aleatoria de pacientes han
demostrado que hacer ejercicio mientras que siguen dietas bajas en calorias (LCD)
(unos ~ 4184 kJ/dia menos de lo normal) atenua la pérdida de la FFM (Janssen et al.
2002; Janssen and Ross 1999; Rice et al. 1999). Se desconoce, sin embargo, si este

efecto se limita a los musculos que son ejercitados (Weiss et al. 2007) o afecta también
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a los musculos que no hacen ejercido, tal y como han sugerido algunos investigadores

(Janssen et al. 2002; Janssen and Ross 1999).

Aunque la FFM puede ser también preservada por el incremento de la
proporcién entre proteinas y carbohidratos en las dietas de pérdida de peso (Krieger et
al. 2006), esto sélo se ha demostrado claramente en intervenciones prolongadas que
ocasionaron un déficit energético moderado (Johnston et al. 2004). En cualquier caso,
el efecto protector sobre la masa magra de un aumento de la ingestién diaria de
proteinas depende de la ingesta total (Pasiakos et al. 2013) y podria estar modulada
por la distribucién de la ingestidon de proteinas a lo largo del dia (Cava et al. 2017).
Durante las dietas tipo LCD mantenidas durante 2-4 semanas, combinando
entrenamiento de fuerza con entrenamiento intervalico de alta intensidad, un mayor
consumo de proteinas se asocia a mejor preservacién de la masa magra y mayor
pérdida de masa grasa que la dieta control con menos proteinas (Longland et al. 2016;

Mettler et al. 2010).

En contraste con estos resultados, la masa corporal magra se redujo de manera
similar en cadetes de infanteria que siguieron una dieta de 0.5 g/d de proteina
comparada con otra dieta de 0.9 g/d de proteina, durante los ocho dias de
intervencion consistente en restriccion caldrica combinada con gran volumen de
ejercicio diario, causando un déficit energético diario de ~ 9600 kJ. Sin embargo, se
desconoce si el ejercicio de baja intensidad puede preservar la masa magra en los
seres humanos cuando el déficit de energia es tan elevado como el observado durante

las competiciones de triatlon tipo Ironman (Kimber et al. 2002).

1.7. Fundamentacion cientifica de los efectos metabdlicos y moleculares del
ejercicio prolongado combinado con restriccion caldrica severa

El entorno natural para la actividad fisica es de un valor excepcional en Canarias. No
obstante, el valor anadido de cualquier producto destinado a inducir adelgazamiento
serd mayor si sus efectos sobre el peso se demuestran con estudios basados en la
evidencia cientifica. Por ello hemos decidido examinar los efectos que tiene la

restriccion caldrica severa acompanada de ejercicio prolongado no sélo sobre la
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composicidon corporal sino también sobre variables metabdlicas de interés clinico,
principalmente glucemia, insulina, sensibilidad a la insulina y perfil lipidico, asi como
hormonas especialmente importantes por su papel en la regulacién del apetito y de la
oxidacion de grasas como la leptina (Considine et al. 1996; Friedman 2016; Mars et al.
2006). Ademas, para avanzar aun mas en el conocimiento de los efectos que produce
este tipo de intervencion en el musculo esquelético nos hemos planteado un estudio
en el que se analicen los principales mecanismos moleculares a través de los cudles se

produce la sefializacion por leptina en el musculo esquelético humano.

La leptina es una hormona de 16 KDA estructuralmente relacionada con
citoquinas (Zhang et al. 1994), principalmente liberada por el tejido adiposo blanco y
capaz de actuar sobre receptores cerebrales y periféricos (Considine et al. 1996;
Friedman and Halaas 1998; Tartaglia et al. 1995) que pertenecen a la clase | de
receptores de citoquinas (Tartaglia 1997). Se han identificado seis isoformas del
receptor de leptina (OBR) generadas por corte y ensamblaje alternativo del acido
ribonucleico mensajero (ARNm) y/o el procesamiento proteolitico de las cadenas
peptidicas (Lee et al. 1996; Tartaglia 1997). La isoforma larga del receptor de leptina
tiene un dominio intracelular altamente conservado en varias especies, que es critico
para los efectos de esta hormona (Tartaglia 1997). El gen que codifica el receptor de
leptina se expresa en casi todos los tejidos incluido el musculo esquelético (Friedman

2016; Guerra et al. 2007; Tartaglia 1997).

La concentracidn de leptina en plasma se eleva en la obesidad (Friedman 2016;
Myers et al. 2010; Steinberg et al. 2002). La hiperleptinemia provoca resistencia a la
leptina (Knight et al. 2010), la cual se asocia a la regulacién decreciente de nimero de
receptores de leptina (OBR) y menor activacién de la cascada de sefializacion en el
musculo esquelético de los sujetos obesos (Fuentes et al. 2010). Se desconoce si una
reduccion de la concentracién plasmatica de leptina se asocia a una regulacion
creciente del numero de receptores de leptinay aumento la actividad de la cascada de
sefializacion intracelular de la leptina en los musculos esqueléticos de las extremidades

superiores e inferiores de los seres humanos.
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Cuando la leptina se une a sus receptores en el musculo esquelético (Guerra et
al. 2007; Wolsk et al. 2011) provoca la activacion de Janus quinasa 2 (JAK2), que se
autofosforila en Tyr1007 / 1008 (pJAK2) y, posteriormente, fosforila residuos de
tirosina (Tyr) 813,985,1077 y 1138 (Tyr1138 en roedores es equivalente a Tyr1141 en
seres humanos) (Tartaglia et al. 1995). La fosforilacidon de Tyr813 activa la via de la Akt-
fosfatidilinositol-3-quinasa, mientras que la fosforilacion en la Tyr985 activa la via de
ERK/MAP-quinasa (Banks et al. 2000; Li et al. 2007). La unién del transductor de sefial y
activador de la transcripcién 3 (STAT3) a fosfoTyrl1147-OBR es necesaria para la
fosforilacién y activacion de STAT3 en la Tyr705 (pSTAT3) por pJAK2 (Banks et al.
2000). A continuacién fosfo-Tyr705-STAT3 forma homodimeros que actiuan como
factor de transcripcion para inducir la expresion génica del programa leptina-
dependiente (Banks et al. 2000; Bates et al. 2003). La sefalizaciéon por leptina es
inhibida por dos actores principales: la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) y por el
supresor de la sefializacidon de citoquinas 3 (SOCS3). PTP1B desfosforila y desactiva a
pJAK2 (St-Pierre and Tremblay 2012), mientras que SOCS3 inhibe la sefalizacién de la
leptina mediante la unién a Tyr985 (Bjgrbak et al. 2000; Knobelspies et al. 2010) (Fig.
2).
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Figura 2. Cascada de seializacién por leptina en el musculo esquelético humano

El ejercicio regular se ha asociado con sobre-expresion de OBR en los musculos
del brazo (Olmedillas et al. 2010), pero no en los musculos de los muslos (Olmedillas et
al. 2011). Por otra parte, el ejercicio de alta intensidad actia como un mimético de la
leptina, activando su cascada de sefializacién en el vasto lateral (Guerra et al. 2011). En
contraste, una semana de reposo en cama eleva la concentracién de leptina en suero
ligeramente sin aumentar la fosforilacién de STAT3 o la expresion OBR, lo que indica
un cierto grado de resistencia a la leptina en el musculo esquelético, explicado en
parte por el aumento de expresién de la proteina PTP1B en el vasto lateral (Guerra et
al. 2014). Sin embargo, aun se desconoce si el ejercicio de baja intensidad en
combinacidon con dieta afecta a la senalizacién de la leptina y OBR en el musculo
esquelético. Curiosamente, el ayuno provoca regulacidn creciente de numero de
receptores de leptina y de la sefalizacion a través de JAK2/STAT3 en células de

leucemia linfobl3dstica aguda en ratones, pero no altera la expresién de OBR en células
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mieloides y linfoides de ratones sanos (Lu et al. 2017). Se desconoce si el déficit de

energia severo ejerce efectos similares en los musculos esqueléticos humanos.
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2. OBIJETIVOS

El objetico principal de esta tesis es establecer las bases cientificas para el desarrollo
de un nuevo de programa de ejercicio que se pueda utilizar para la promocién del
turismo de adelgazamiento en Canarias. Para ello en primer lugar es necesario
demostrar que es posible para seres humanos con sobrepeso, someterse a programas
de ejercicio de alto volumen pero baja intensidad, de forma segura y consiguiendo
efectos beneficiosos para la salud que sean duraderos en el tiempo. Con esta finalidad

se han establecido los siguientes cuatro objetivos:

1) Caracterizar los efectos del ejercicio prolongado acompafiado de restriccion caldrica
a 3.2 Kcal por Kg de peso corporal y por dia, para inducir un déficit energético diario de

5000 Kcal sobre la composicién corporal en hombres con sobrepeso.

2) Determinar los efectos del programa anterior sobre los niveles séricos de lipidos,

glucosa, insulina y leptina en los hombres con sobrepeso.

3) Determinar la influencia del ejercicio de baja intensidad acompafiado o no de la
ingestidén de 0.8 g de proteina por kg de peso corporal y por dia en la preservacion de

la masa muscular y de la funcién muscular en varones sanos con sobrepeso.

4) Determinar los efectos del déficit energético severo en el sistema de sefializacidn

muscular de la leptina.

5) Determinar si la inclusién de proteinas a la dosis diaria recomendada influye en la
regulacion de la cascada de sefalizacion por leptina en el musculo esquelético

humano.

6) Determinar si el volumen de ejercicio durante el déficit energético severo influye en
la regulacion de la cascada de sefializacion por leptina en el musculo esquelético

humano.
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7) Determinar la validez y fiabilidad de un calorimetro portatil para medir el coste

energético de la marcha en rutas de senderismo durante el ejercicio prolongado
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3. HIPOTESIS

Esta tesis ha sido disefiada considerando las siguientes hipotesis.

1) El ejercicio fisico prolongado de alto volumen acompaiado de restriccidon caldrica

severa es bien tolerado por personas con sobrepeso u obesidad.

2) La inclusion de proteinas a la dieta durante el déficit energético severo de corta
duracién permitira facilitar la oxidacién de grasas y ayudard a preservar parte de la

masa magra en personas con sobrepeso u obesidad.

3) Una intervencion basada en cuatro dias de ejercicio y restriccidn caldrica severa que
produzca un déficit energético de unas 5000 Kcal/dia se acompafiard de una pérdida

importante de masa grasa y mejoras en el perfil lipido y en la sensibilidad a la insulina.

4) El déficit energético severo producird un descenso de los niveles circulantes de
leptina y activard la cascada de senalizacidn por leptina en el musculo esquelético

humano para facilitar la oxidacién de grasas.

5) Es posible determinar de forma valida y fiable el coste energético de la marcha

mediante calorimetria indirecta usando analizadores portatiles de gases espirados.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Sujetos

Se reclutaron 15 voluntarios de sexo masculino cuyas caracteristicas fisicas aparecen
descritas en la Tabla 1. Los sujetos fueron asignados aleatoriamente a ingerir una dieta
consistente Unicamente en sacarosa (n = 7) o proteina de suero (n = 8) durante la fase
de restriccién calérica descrita mdas adelante. Una poblacién de estudio de este
tamafio es adecuada para revelar cualquier diferencia significativa de 1.5 veces
mayores que el coeficiente de variacion (que se situa por debajo del 10% en la mayoria
de las variables de composicion corporal, de condicién fisica y bioquimicas) entre los
valores medios de las variables estudiadas, con un nivel de significacién de P<0.05 y
una potencia estadistica de 0.8. Este estudio fue aprobado previamente por la Junta
Regional de Revisién Etica de la Universidad de Ume& (Ume3, Suecia), asi como por el
Comité de Etica de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Todos los
participantes dieron su consentimiento por escrito una vez informados de los riesgos y

beneficios potenciales de su participacion en el estudio.

Tabla 1. Caracteristicas de los sujetos.

Dieta

Sacarosa Proteinas

(n=7) (n=8)
Edad (afios) 38.7 + 8.2 43.0 + 8.0
Talla (cm) 181 + 55 180 + 4.2
Peso (Kg) 98 + 12.0 100 + 14.9
IMC (Kg/m?) 29.9 + 3.1 30.9 t 4.2
Masa magra (Kg) 63.1 + 3.1 65.4 + 6.0
Masa grasa (Kg) 31.5 + 9.1 31.4 + 9.2
Grasa (%) 31.6 + 5.3 30.9 + 4.1
VO,pico (L/min) 3.8 + 0.3 3.9 + 03
Ingesta diaria (Kcal) 2256 + 513 2086 + 489
Actividad fisica (IPAQ) (Kcal/d) 612 + 315 601 + 289

IPAQ: International Physical Activity Questionnaire; IMC: indice de masa corporal.
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4.2. Protocolo experimental

El protocolo experimental incluyd una fase basal (PRE), seguida de cuatro dias de
restriccion caldrica y ejercicio (CRE), continuados inmediatamente por 3 dias con
ejercicio reducido a no mds de 10.000 pasos diarios y una dieta isocalérica (CD) con la
dieta registrada en la fase PRE (Fig. 3). Durante la fase PRE y al final de las fases CRE y
CD, se evalud la composicién corporal (Lunar iDXA, GE Healthcare, Madison, WI,
EE.UU.) y el consumo de oxigeno pico (VO,pico) (ver mas adelante) y se extrajeron
muestras de sangre de 30 ml (en decubito supino). Las muestras de sangre fueron
extraidas por la mafiana tras 12 horas de ayuno. Aunque el muestreo de sangre mas
frecuente habria permitido tener en cuenta los ritmos circadianos, las variaciones
diurnas en los niveles de cortisol y testosterona se reducen por un déficit prolongado
de energia (Opstad 2001), mejorando la representatividad de wuna Unica

determinacion.

La fase PRE comenzd con dos dias sin ejercicio, seguido de un ayuno nocturno
de 12 h y extraccién de una muestra de sangre de 30 ml temprano en la mafiana del
tercer dia. Se tomd otra muestra basal de sangre siete dias mas tarde en condiciones
similares. Puesto que no se observaron diferencias significativas entre las dos muestras
basales, éstas fueron promediadas para obtener un Unico valor representativo de la
fase PRE. Durante los siete dias que precedieron a la fase CRE, se pidid a los
voluntarios que comieran como de costumbre y registraran su ingesta de alimentos
(ver mas adelante). Durante los primeros cuatro dias que precedieron a la fase CRE, se
evalud la composicion corporal, el VO,pico y la potencia (Wpeak) como se describe con

detalle a continuacion.
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Figura 3. Protocolo experimental

La fase CRE comenzd con una extraccidon de sangre por la mafiana en ayunas
tras al menos 12 horas sin ingestion de alimento. Cada uno de los cuatro dias que duré
la fase CRE, los sujetos realizaron a primera hora de la manana 45 minutos de pedaleo
de un brazo a un 15% de la Wpeak del ejercicio de pedaleo de brazos unilateral. El
brazo con el que se realizd el ejercicio de 45 minutos fue elegido al azar. A
continuacion, los sujetos caminaron durante ocho horas (a temperaturas ambientales
gue oscilaron entre 2.9 y 10.2 2C) a lo largo de senderos forestales y carreteras rurales
en las inmediaciones del Centro de Investigacién Sueco de Deportes de Invierno en
Ostersund. Cada dia los sujetos recorrieron 35 km a 4.5 km/h (RS800CX Heart Rate
Monitor equipado con GPS, Polar Oy, Oulu, Finlandia), con cinco minutos de descanso
cada hora. De forma doble ciega, ingirieron sacarosa o proteina de suero de leche (0.8
g/kg de peso corporal) (Syntrax Nectar, Syntrax Innovations, Scott City, MO, EE.UU.),
ambos disueltos en 1.5 L de agua con minerales. Los sujetos no ingirieron durante la
fase PRE ningun otro alimento que las bebidas proporcionadas. La ingestién total de

energia fue de 13.4 kl/kg de peso corporal/dia. La solucién de proteina de suero
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también contenia Na* (308 m/l) y K" (370 mg/I), asi como la solucién de sacarosa (160
mg de Na* y 100 mg de K* por L). Los sujetos bebieron 0.5 L de esta solucién por la
mafana (justo antes del ejercicio de pedaleo de brazos) y otra vez a mediodia y a las 8
de la tarde. Asi, el dltimo alimento se consumid al final de las caminatas, para facilitar
la sintesis de proteinas durante la noche en aquellos que ingerian proteina de suero de
leche (Snijders et al. 2015). Ademas, se permitié a ambos grupos beber una solucion
hipotdnica de rehidratacién que contenia Na* (160 mg / L), CI" (200 mg / L), K* (100
mg/L), citrato (700 mg / L) y sacarosa 3 g/L) ad libitum. A pesar de la diferencia en la
composicidon de estas bebidas, los grupos de sacarosa y proteina de suero de leche
bebieron cantidades similares de solucidn rehidratante diariamente (3.6+£0.9 y 3.3+0.7
L/dia (P=0.51) o 10.7#2,7 y 9.9+2.2 g/dia de sacarosa adicional (P=0.51),

respectivamente) durante la fase CRE (Tabla 2).
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Tabla 2. Composicion de las dietas durante las tres fases de este estudio.

Dieta
Sacarosa Proteina suero
(n=7) (n=8)
Carbohidratos (g) 2115 +594 212.3 +59.8
Grasas (g) 92.0 £ 146 80.2 +21.7
Proteinas (g) 99.8 £ 29.6 83.7 +18.0
PRE Fibras (g) 18.7 + 5.3 17.1 + 4.5
Etanol (g) 26.1 +17.4 25.7 +14.2
Energia (kJ) 9439 + 2145 8728 + 2047
Carbohidratos (g) 89.1 + 114 99 +2.2
Grasas (g) 0.0 0.0
Proteinas (g) 0.0 80.1 +11.9
CRE Fibras (g) 0.0 0.0
Etanol (g) 0.0 0.0
Energia (kJ) 1492 + 191 1506 + 215
Carbohidratos (g) 265.7 + 46.1 265.8 +48.1
Grasas (g) 90.8 +17.2 90.6 +11.9
Proteinas (g) 71.1 £ 14.2 70.7 +10.4
b Fibras (g) 36.7 +9.3 351 +5.6
Etanol (g) 0.0 £ 0.0 £
Energia (kJ) 8936 + 1632 8907 + 1398

PRE: medidas previas de referencia; CRE: cuatro dias de restriccion caldrica y
ejercicio; CD: tres dias de dieta control combinado con ejercicio reducido (CD). Los
valores presentados son medias * desviacién estandar.

Cada dia durante la fase de CD, todos los participantes ingirieron tres comidas
normalizadas que contenian su ingesta diaria normal de energia (evaluada al pesar
todos los alimentos ingeridos durante 7 dias del periodo previo a la prueba) y no se
permitio caminar mdas de 10,000 pasos. Esta fase fue disefiada para permitir la

reposicion del agua corporal y la estabilizacién del peso corporal.

Durante la CRE y el CD, los participantes se acostaron alrededor de las 22.00 hy

se despertaron alrededor de las 06.30 h.

Ismael Pérez Suarez 44



niversidad
len

X

Material y métodos

4.3. Evaluacion de la actividad fisica, la nutricion y la composicion corporal

Se empled la versidn corta del Cuestionario Internacional de Actividad Fisica para
evaluar el gasto energético diario relacionado con la actividad fisica (Craig et al. 2003;
Serrano-Sanchez et al. 2010). Durante los 7 dias de la fase PRE los participantes
pesaron y registraron todos los alimentos ingeridos (Dietist XP, Kost y Naringsdata,
Bromma, Suecia). Durante la fase CD, se les proporcioné una dieta con el mismo
contenido energético que el registrado durante la fase PRE. Durante la fase CD, la
ingestion real de nutrientes se determind pesando el plato lleno y de nuevo volviendo
a pesar los platos con la comida residual, en caso de existir alguna fraccién de alimento
no ingerida. La ingesta real de energia durante la fase CD fue también calculada con el
mismo software de analisis nutricional (Dietist XP). Durante la fase de PRE, los grupos
de sacarosa y de proteina de suero de leche ingirieron 9,439 + 2,145 y 8,728 + 2,047
kJ/d (medias * SD), respetivamente. Durante CD, los valores correspondientes fueron
8,936+1,632 y 8,907+1,398 kJ/d. La ingestion diaria de proteinas en su dieta durante la
fase PRE fue de 0.76 y 0.75 g/kg de peso corporal/dia en los grupos de sacarosa y

proteinas de suero de leche, respetivamente.

La composicidn corporal se determind siempre por la mafiana, después de 12
horas de ayuno mediante absorciometria dual de rayos X (Calbet et al. 1998). La masa
magra (LM) se definié como LM = Masa total - la masa de grasa - contenido mineral

oseo.

4.4. Medicion del pico de consumo de oxigeno

Para medir el consumo de oxigeno y la produccion de CO, se empled un
metabolimetro Jaeger Oxycon Pro (Viasys Healthcare, Hoechberg, Alemania), calibrado
con un 16.0% de O, y 4.0% de CO, (Air Liquide, Kungsdangen, Suecia), a bajo, medio y
alto flujo utilizando una jeringa de calibracion de 3 L (Hans Rudolph Inc., de Kansas
City, MO, EE.UU.), segun las recomendaciones del fabricante. Los valores de VO,pico
se determinaron mediante test incrementales independientes de pedaleo de ambas

piernas (ejercicio de cuerpo entero), de pedaleo del brazo dominante y de pedaleo del
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brazo no dominante, usando un cicloergémetro convenientemente calibrado (Monark
Ergomedic unidad 839E, Monark Ejercicio AB, Vansbro, Suecia). De forma aleatoria, se
asignod uno de los brazo a “brazo control” y el otro a “brazo ejercitado”, siendo éste
ultimo el que realizaria los 45 min de ejercicio a primera hora de la mafiana cada uno
de los cuatro dias de la fase CRE. Primero se midié el VO2pico de los brazos y después
de las piernas. Los brazos fueron testados en orden aleatorio (Achten et al. 2002;
Ponce-Gonzalez et al. 2016). El test incremental de pedaleo de brazos empezd con 10
W durante 5 min, seguido de un aumento de 10 W cada 3 min. La prueba de pedaleo
de dos piernas arrancé a 30 W durante 5 min, seguido de incrementos de 30-W cada 3
min. La fase inicial del test incremental con escalones de tres minutos se detuvo al final
del escalén de 3-min durante el cual el RER> 1.0. Después de 5 min de recuperacion,
los sujetos realizaron una segunda fase de ejercicio incremental hasta el agotamiento
con incrementos de carga de 10 o 30 W cada min, para los protocolos de brazos y
piernas, respectivamente, empezando con la carga alcanzada en la fase de
incrementos de carga cada 3 min. La primera fase con incrementos de carga cada tres
minutos se empled para medir la capacidad maxima de oxidacidn de grasas, mientras
que la fase siguiente del test incremental con incrementos cada minuto se empled
para determinar el VO,pico. Durante las pruebas, los participantes fueron instruidos
para mantener la cadencia de pedaleo a 80 rpm. Entre las pruebas incrementales de
brazos y piernas se dejaron al menos 30 minutos de recuperacidn o el tiempo
necesario para que el nivel de lactato en sangre capilar del I6bulo de la oreja alcanzard
valores inferiores a 3.0 mmol/L (Biosen C-line, EKF Diagnostics GmbH, Barleben,
Alemania). Se tomdé como VO,pico el promedio de 20s mds alto observado durante el

test incremental.

4.5. Andlisis bioquimicos y hormonales

Las muestras de sangre (30 mL) se obtuvieron por la mafiana en ayunas entre las 6.30
y las 8.00 h, tras 12 h de ayuno, directamente en Tubos Vacutainer (REF: 368499;
368498). Algunas muestras se recogieron en tubos que contenian EDTA y se

centrifugaron durante 5 min a 2000 g y 4 °C, para obtener plasma; mientras que otros
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fueron centrifugados durante 10 min a 2000 g y 4 °C para preparar el suero. Todas

estas muestras se almacenaron rapidamente a -80 °C hasta su analisis.

La concentracion de glucosa en suero se midid con el procedimiento de
hexoquinasa, utilizando kits de ABX Pentra (Horiba Medical, Montpellier, Francia). La
insulina sérica se cuantifico mediante un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia
(ECLIA) realizado con kits de reactivos y un analizador automatico E170 (Roche
Diagnostics SL, Barcelona, Espafia), con una sensibilidad de 0.2 pU/ml y con
coeficientes de variacidn intra e inter-ensayo de 2.0 y 2.6%, respectivamente. El
cortisol y la testosterona total se midieron con inmunoensayos enzimaticos de
guimioluminiscencia (Immulite 2000 Cortisol, Ref. L2KCO2, Immulite 2000 Total
Testosterone, Ref. L2ZKTW2 y Siemens) que presentaban sensibilidades de 5.5 y 0.5
nmol/L y coeficientes de variacion intra e interensayo inferiores al 10%. La
testosterona libre se determind mediante un radioinmunoensayo (Coat-A-Count Free
Testosterone, Ref. TKTF1, Siemens) con una sensibilidad de 0.5 pmol/L y coeficientes
de variacion intra e inter-ensayo menores al 8%. La globulina fijadora de hormonas
sexuales (SHBG) fue determinada mediante un inmunoensayo enzimatico de
guimioluminiscencia (Immulite SHBG, Ref. L2KSH2, Siemens) con una sensibilidad de
0.02 nmol / L y coeficientes de variacion intra e inter-ensayo de 2.7 y 5.2%,
respectivamente. El indice de andrdgenos libres (FAI) se calculé como [TT (nmol/L)/

SHBG (nmol/L)] x 100.

La concentracidn plasmatica de aminoacidos se determind mediante HPLC y
deteccion por fluorescencia, previa derivatizacién en fase inversa en una columna
Resolve C18 de 5 um (Waters) y posterior deteccidn por fluorescencia. El reactivo de
derivatizacién se preparé disolviendo 50 mg de o-ftalaldehido en 1 ml de metanol y
luego afiadiendo 9 ml de tampdn de borato de potasio (0.4 mol/L, pH 10) y 50 pl de 2-
mercaptoetanol. El disolvente A consistia en tampodn fosfato (0.1 mol/L, pH 7.0) /
metanol / tetrahidrofurano (96: 2: 2) y disolvente B metanol / agua (65:35). El sistema
de HPLC contenia dos bombas modelo 510, un mdédulo de control de bombas PCM, un

muestreador automatico WISP 710 y un detector de fluorescencia Modelo 470, todos
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de Waters (Barcelona, Espafia). Las mediciones se realizaron con una longitud de onda
de excitacién de 338 nm y longitud de onda de emisiéon de 425 nm y los datos fueron
recogidos y procesados por un sistema computarizado (Modelo 860 Waters

Networking Computer System).

4.6. Biopsias musculares, extraccion de proteinas totales, transferencia de
Western, PCR y composicion de la cadena pesada de la miosina

Las biopsias musculares fueron tomadas bajo anestesia local. Después de Ia
desinfeccion, la piel y el tejido adiposo subcutdneo fueron infiltrados con 1-2 ml de
lidocaina al 2%, evitando la inyeccidn de anestesia por debajo de la fascia superficial.
Diez minutos mas tarde, se hizo una incisién de 6-7 mm y se insertd una aguja de
biopsia de tipo Bergstrom 2 cm en el interior del vientre muscular para obtener
aproximadamente 100 mg de tejido. La muestra muscular se disecciond libre de
cualquier desecho y tejido adiposo, siendo inmediatamente congelada en nitrégeno

liquido y almacenada a -80 °C para su analisis posterior.

Se prepararon extractos de proteina muscular como se ha descrito previamente
(Morales-Alamo et al. 2013) y se cuantifico el contenido de proteina total utilizando el
ensayo de acido bicinconinico (Smith et al. 1985). Para ello se homogeneizaron 30 mg
de musculo en tampdn de lisis de urea (urea 6 M, SDS al 1% y 1X Inhibidor de Proteasa
Complete y fosfatasas PhosphoStop 1X) y el lisado se centrifugd durante 15 min a
20.000 rpm a 4 °C. El sobrenadante resultante se diluyé con tampdn de carga de
electroforesis (Tris-HClI 62.5 mM, pH 6.8, SDS al 2.3%, glicerol al 10%, B-
mercaptoetanol al 5%, azul de bromofenol) y se cargaron 35 pg de proteina en cada
carril del gel. Las 9 muestras de cada sujeto y 4 muestras de control (preparadas a
partir de musculo esquelético humano sano) se cargaron en el mismo gel, es decir, las
cuatro muestras de control siempre tuvieron la misma composicién. Las bandas de
proteina se normalizaron al valor medio de las densidades de banda de control para
tener en cuenta la variabilidad entre geles (Bass et al. 2017). Las proteinas se marcaron
con los anticuerpos especificos diluidos en albumina de suero bovino al 4% en solucién

salina tamponada con Tris que contenia Tween 20 al 0.1% (TBS-T) (tampdn bloqueante
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de BSA). Las bandas de proteina se revelaron mediante incubacién con un anticuerpo
anti-conejo conjugado con HRP (diluido a 1:20000 en tampén de bloqueo Blotto) y se
visualizaron usando Immuno Western CTM-StarTM (Bio-Rad Laboratories (Hemel
Hempstead, Hertfordshire, UK) ChemiDoc XRS (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA) Finalmente, se cuantificaron las bandas con el analizador de imagenes Quantity
One © (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.) Para controlar posibles diferencias
en la carga y transferencia, las membranas se tifieron posteriormente con Reactive
Brown 10 y las bandas cuantificadas con el ChemiDoc XRS. Puesto que la carga era
homogénea en todas las membranas, no se realizaron mas correcciones (ver Western

Blots representativos en la Figura 9).

Los niveles de ARNm de OBR en las biopsias musculares se determinaron por
PCR en tiempo real. Se aislé ARN total utilizando el kit RNeasy (Qiagen, Valencia, CA) y
su concentracién se midid con espectrofotometria (Nanodrop, Thermo Scientific,
Wilmington, DE). Todas las mediciones de ARNs tenian una relacion A260/A280 nm de
2.0+0.2. Se utilizé una alicuota de cada muestra de ARN para determinar el indice RQl
(Experion, Bio-Rad Laboratories), que estuvo comprendido entre 5 y 8. Para la sintesis
de cDNA, se transcribieron inversamente 100 ng de ARN total usando una mezcla de
oligodT y cebadores de hexdmeros al azar (Transcriptor, Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania). Los niveles de transcripcién del gen OBR se cuantificaron
mediante PCR en tiempo real (Light Cycler 480, Roche Diagnostics) utilizando
cebadores y sondas Tagman disefiadas con el sistema de ensayo UPL (Roche
Diagnostics). Cada cDNA se amplific6 usando LC 480 Probes Master Mix (Roche
Diagnostics) bajo las siguientes condiciones: 95 °C durante 10 min, seguido por 35
ciclosde 10sa95°C,30sa 60 °Cy 15sa 72 °C. Todos los resultados se normalizaron a
los niveles de dos transcripciones housekeeping (CYCLOPHILIN y GAPDH), y la
cuantificacién relativa se calculd por el método de Livak con un "All-to-mean" analisis,
incluyendo normalizacion inter-ensayo (calibrador). Todas las muestras se analizaron
en duplicado, se calcularon los valores medios y los resultados fueron expresados

como valores relativos sobre el calibrador.
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La composicion de la cadena pesada de miosina (MHC) se determind tal y como se ha

descrito con anterioridad (Guadalupe-Grau et al. 2016).

4.7. Materiales y anticuerpos

El céctel de inhibidores de la proteasa completa y el coctel inhibidor de las fosfatasas
PhosSTOP se obtuvieron de Roche Diagnostics (Mannheim, Alemania; # 04693116001
y # 04906845001, respectivamente). El anticuerpo anti-conejo secundario conjugado
con HRP fue de Jackson ImmunoResearch (West Grove, PA, EUA; # 111-035-144 y #
715-035-150, respectivamente). Las membranas de nitrocelulosa Immun-BlotTM y
Inmmun-StarTM WesternCTM fueron de Bio-Rad Laboratories (Hemel Hempstead
Hertfordshire, Reino Unido). El sistema ChemiDoc XRS y el software de analisis de
imagenes Quantity One © se obtuvieron de Bio-Rad Laboratories. Los numeros de
catdlogo correspondientes de los anticuerpos de Cell Signaling fueron los siguientes:
anti-fosfo-STAT3 (Tyr705), no. 9145; Anti-STAT3 no. 9139; Anti - fosfo - JAK2
(Tyr1007/1008), no. 3771; Anti JAK2, no. 3229. Los anticuerpos anti-SCOS3, no sc-
9023; Anti-Tyr1141-0OBR, no. Sc - 16420; Anti-Tyr985-0BR, no. sc-16419 se obtuvieron
de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EE.UU.). El anticuerpo monoclonal de
raton anti-PTP1B se obtuvo de Calbiochem (Darmstadt, Alemania, # FG6-1G). El
anticuerpo policlonal de receptor de leptina anti-humano de conejo se obtuvo de Linco
Research (St. Charles, Missouri, EE.UU., n2 4781-L). El anticuerpo anti-a-tubulina (n® T

5168) se obtuvo de Biosigma (Madrid, Espaiia; # T5168).

Los cebadores y las sondas UPL utilizadas para PCR fueron:

OBR (NM_002303.5 *) = Forward (5'CCTGGGCACAAGGACTTAAT3') y Reverse
(5'TGTCACTGATGCTGTATGCTTG3'). UPL # 129

CYCLOPHILIN (NM_000942.4) = Forward (5'TGTGGTGTTTGGCAAAGTTC3') y Reverse
(5'GTTTATCCCGGCTGTCTGTC). UPL # 10

GAPDH gen (NM_002046.3) = Forward (5'AGCCACATCGCTCAGACAG3') y Reverse
(5'GCCCAATACGACCAAATCC3'). UPL # 60.
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4.8. Material y métodos empleados para establecer la confiabilidad y validez
del analizador portatil de gases COSMED K5

Catorce sujetos fisicamente activos de raza caucasica (3 mujeres y 11 hombres), entre
20 y 43 afios, se ofrecieron voluntariamente para participar en el estudio (Tabla 8).
Todos los voluntarios proporcionaron su consentimiento por escrito después de ser

informados sobre los riesgos y beneficios del estudio.

Tabla 8. Caracteristicas descriptivas de los sujetos.

Variable (n=14) Medias * SD Rango
Edad (afios) 25.35+6.48 20.87-43.13
Talla (cm) 174.24 £ 7.56 163.80 - 188.30
Masa corporal (kg) 70.56 + 10.55 55.90 - 89.30
IMC (kg/m?) 23.13+£2.20 19.69 - 27.23
Masa magra (kg) 52.14 + 8.88 35.73-62.64
Masa grasa (kg) 15.28 £ 5.50 8.68 - 26.90
Porcentaje grasa (%) 22.67 £7.08 12.30-37.30

Valores son medias + desviacidn estandar (SD). IMC, indice de masa corporal.

Composicion corporal y calorimetria indirecta

La composicion corporal se midié usando absorciometria foténica dual de rayos X
(Lunar iDXA, GE Healthcare, Wisconsin, EE.UU.). La validez del COSMED K5 se
determind por comparacion con el Vyntus (CareFusion, Alemania), midiendo la tasa
metabdlica en reposo (RMR) después de un ayuno de 12 horas. Para este propdsito los
sujetos llegaron temprano al laboratorio y fueron instrumentados con la mascarilla de
Vyntus o COSMED, en orden aleatorio. Después descansaron confortablemente en
posicion supina durante los siguientes 60 min. Los valores ergospirométricos
registrados entre el vigésimo y el minuto 30 se promediaron y se utilizaron como la
medida obtenida por el primer metabolimetro conectado. Luego durante los cinco
minutos siguientes el dispositivo se cambid al calorimetro alternativo y después de
cinco minutos, los datos obtenidos durante un intervalo de otros 10 minutos se

promediaron y asignaron al segundo metabolimetro. Para la validacidn, el Vyntus fue
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operado en modo respiracidon a respiracién y el COSMED K5 en modo camara de

mezclas.

La confiabilidad del COSMED K5 se establecié midiendo el gasto de energia
durante caminatas prolongadas (13 km), que se repitieron dos veces, dejando al
menos 4 dias entre pruebas. Se empled una ruta urbana de interés turistico que
recorre la playa urbana de la ciudad de Las Palmas de Gran Canaria (Playa de las
Canteras). Esta ruta es relativamente plana e incluye secciones de baldosa y secciones
de camino de tierra. Durante las caminatas la velocidad de marcha se mantuvo cerca

de 5 km/h, utilizando un Garmin Forerruner 210 equipado con GPS.

Antes de las mediciones, ambos aparatos fueron calibrados con gases de
calibracion de alto grado suministrados por los fabricantes. Los flujimetros fueron
calibrados bombeando aire con una jeringuilla de calibracion de 3 L, conforme a las
recomendaciones de los fabricantes. Durante la marcha, la frecuencia cardiaca se

midié con un sensor Garmin conectado al K5.

Todos los sujetos fueron pesados inmediatamente antes y después de caminar
(SECA 869) con todo el equipo y ropa. La balanza fue calibrada, a su vez, con masas de

calibracion de clase M1 (Scheck, Alemania).

Analisis estadistico

Se verificaron la distribucidon normal de los valores usando la prueba de Shapiro-Wilks.
Los variables sin distribucion normal fueron normalizadas mediante transformacion
logaritmica. Se utilizd6 una ANOVA de medidas repetidas con el tiempo y las dos dietas
(sacarosa versus proteina de suero) como factores intrasujetos para el andlisis de los
aminodacidos y las respuestas de las medias hormonales. EIl mRNA de OBR y las
densidades de las bandas de proteinas fueron analizadas utilizando ANOVA de
medidas repetidas con el tiempo, las dos dietas (sacarosa versus proteina de suero) y
las tres extremidades (brazo control, brazo entrenado y piernas) como factores
intrasujetos. La prueba de Mauchly de la esfericidad se llevd a cabo antes de la ANOVA

y en el caso de violacion de la hipdtesis de esfericidad, los grados de libertad se
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ajustaron segun la prueba de Huynh y Feldt. Cuando se observé un efecto principal o
interaccidn significativos, las comparaciones por pares en momentos especificos se
ajustaron para comparaciones multiples con el procedimiento de Holm-Bonferroni. La
relacion entre las variables se examind por regresion lineal simple o multiple. Los
valores reflejados son medias + desviaciones estdndar, excepto que se especifique de
otra manera. Para determinar la validez y fiabilidad de analizador de gases portatil K5,
se emplearon las técnicas de Bland y Altman, se determind el coeficiente de variacién
(CV) y el coeficiente de concordancia (CCC). Se consideraron estadisticamente
significativos los resultados con una probabilidad de ser debidos al azar inferior o igual
al 5% (P<0.05). Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando SPSS v.15.0 para

Windows (SPSS Inc., Chicago, IL).
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5.

RESULTADOS

5.1. Composicion corporal

Tras 4 dias de restriccidon caldrica en combinacién con ejercicio, la masa corporal total

en ambos grupos se redujo en un promedio de 4.9 kg, siendo 3.9 menor al valor inicial

A

Extremity fat mass (Kg) @) Trunk fat mass (Kg) w Whole-body fat mass (Kg)

O

Serum leptin (ng/mL)

20
p=0.08
19 4 *
*

18 4 *

17 A

16 -

15 1

*
*
*
4 4
2 ) i
:[ - - - - n.d.
0

PRE WCR DIET POST 1-YEAR

Ismael Perez Suarez

después de CD (Calbet et al. 2015). La
evolucién de la composicion corporal en
los controles realizados tras cuatro
semanas y un afios después de la
intervencion estan reflejados en la Figura

4,

La masa grasa del cuerpo entero (datos
DXA) se redujo en 2.1 y 2.8 kg después
de la fase CRE y CD, con cambios
similares en el porcentaje de grasa
corporal. La masa magra del cuerpo
entero se redujo en 2.8 y 1.0 después de
CRE y CD, respectivamente. Durante CRE
el balance energético obtenidos a partir
de los cambios de composicion corporal
fue de -5535%2083 Kcal/d, P = 0.24
(Calbet et al. 2015) (Tablas 3 y 4)

La masa de grasa del tronco se
redujo en 1.6 y 2.1 kg después de CRE y

CD, respectivamente.

Figura 4. Evolucién de la composicidn corporal y

de la leptina sérica
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La masa corporal magra se redujo de 64.3+4.9 en PRE a 61.5+4,7 y 63.3+4.5 Kg
CRE y CD, respectivamente. La pérdida de masa magra después de CRE fue similar en
ambos grupos (tiempo x interaccién dieta P=0.34), pero fue mayor para los brazos (~ -
6%) que para las piernas (~ -4%) (tiempo x interaccion extremidad P<0.05). A pesar de
un ligero balance energético negativo durante los tres dias de la dieta de control,
aproximadamente el 50% de la masa magra perdida de las cuatro extremidades se
recuperd como resultado del restablecimiento de las reservas de agua (Calbet et al.
2015). Sin embargo, en comparacion con PRE, la reduccion de la masa magra en CD fue
significativamente mayor para el brazo control (-3.912.8%) que para el brazo

entrenado (-2.8+2.4%, P = 0,05) y las piernas (1.6+2.0%).

5.2. Pico de potencia (Wpeak) y consumo pico de 02 (VO2pico) durante el
pedaleo

La potencia de pico (Wpeak) y el VO,pico durante la fase CRE fueron un 15y 12%
menores que los correspondientes valores de PRE (300123 versus 254125 W y
8.4+0.33 versus 3.37+0.43 L/min). Después de los 3 dias en una dieta de control, el
rendimiento fue mejorado; sin embargo, la Wpeak se mantuvo un 4.7% por debajo del
valor PRE (28625 W) y el VO,pico todavia era un 5.5% inferior (3.63+0.43 L/min).
Estas reducciones se debieron en parte a la pérdida de masa magra. De PRE a CRE, el
Wpeak (W/kg LM) y el VO,pico (mL/(kg LM.min) para las piernas cayeron un 12.2 y
12.3%, respectivamente. La reduccién de Wpeak por Kg de LM de PRE a CRE fue mas
pronunciada en el grupo que tomd proteinas durante CRE, asi como la reduccion en
VO,pico. Después de 3 dias en la dieta de control, los valores de Wpeak absoluto y
VO,pico para el grupo de sacarosa fueron los mismos que los de PRE, pero
permanecieron reducidos en un 6.3 y 11.3%, respectivamente, en el grupo de proteina
de suero de leche. En términos relativos, el VO,pico se habia recuperado
completamente en el grupo de sacarosa, pero permanecio reducido en un 11.0% en el

grupo que tomo proteinas durante CRE.
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Tabla 3. Composicion de cuerpo total (WB) y tronco (medias + SD) medida por DXA durante las distintas fases experimentales en los sujetos sometidos a restriccion caldrica y dieta de sacarosa o
de proteina de suero de leche en combinacién con ejercicio

. S L . Interaccion
Dieta durante Ejercicio + restriccion Dieta normal + 4 semanas o , .
. o Pre-test - o . Un afio después Efecto Tiempo x
Variable restricciéon caldrica Ejercicio limitado después - .,
calérica (fase ) (fase Il) (fase Ill) (fase IV) (fase V) tiempo  Suplementacién
! P (Potencia)
Sacarosa 98.0 + 12.0 93.7 + 11.8 945 + 11.7 939 + 11.7 97.2 + 13.1
Masa WB (Kg) i a,b,c,d 0.27 (0.22)
Proteina suero 100.1 + 149 94.7 + 14.2 96.0 + 14.2 95.5 + 13.4 96.4 + 143
Sacarosa 63.1 + 3.1 60.7 + 3.0 62.5 + 2.8 63.2 + 2.7 629 + 2.8
Masa magra WB (Kg) a,b 0.59 (0.21)
Proteina suero 654 + 6.0 62.2 + 6.0 64.0 + 5.8 644 + 57 648 + 5.2
Sacarosa 315 + 9.1 29.6 + 89 287 + 8.8 274 £ 9.0 309 + 103
Masa grasa WB (Kg) a,b,c,d 0.18 (0.29)
Proteina suero 314 + 9.2 29.2 + 86 286 + 8.8 27.8 + 8.1 283 + 9.2
Sacarosa 316 + 53 310 £+ 56 29.8 + 5.7 285 + 6.0 311 £+ 6.5
Grasa WB (%) a,b,c 0.21 (0.26)
Proteina suero 309 + 4.1 303 + 43 293 + 44 28.7 + 4.1 28.7 + 5.1
Sacarosa 48.7 + 7.1 46.0 +* 6.4 463 + 6.7 459 * 6.6 48.0 + 7.8
Masa tronco (Kg) a,b,c 0.65 (0.07)
Proteina suero 50.1 + 7.9 46.7 £ 7.6 476 + 7.3 475 + 74 485 + 8.1
Sacarosa 288 + 1.8 275 + 14 286 + 15 29.0 + 14 284 + 1.3
Masa magra tronco (Kg) a 0.08 (0.61)
Proteina suero 299 + 25 282 + 2.8 294 + 24 29.8 + 2.7 301 £ 2.2
Sacarosa 19.0 + 56 175 + 54 16.8 + 5.5 16.0 + 5.6 186 + 6.7
Masa grasa tronco (Kg) a,b,c 0.22 (0.25)
Proteina suero 193 + 5.7 175 £+ 53 172 + 54 16.7 + 5.2 175 £ 6.2
Sacarosa 38.2 + 6.0 37.2 + 6.7 354 + 7.0 339 + 75 377 + 7.8
Grasa tronco (%) a,b,c 0.20 (0.28)
Proteina suero 379 + 438 37.0 £+ 5.0 355 + 53 346 + 48 351 + 6.7
M droid Sacarosa 337 + 1.22 3.02 + 1.14 291 + 1.12 274 + 1.15 329 + 141
asa grasa androide , ab,c 0.28 (0.22)
(Kg) Proteina suero 3,51 + 1.27 3.16 + 1.14 3.10 + 1.13 295 + 1.07 3.13 + 131
Sacarosa 424 + 69 413 + 8.1 39.1 + 8.2 37.1 + 838 415 + 9.2
Grasa androide (%) b,c 0.18 (0.30)
Proteina suero 419 + 54 411 + 5.7 39.7 + 6.0 38.1 + 58 383 + 8.2
Masa grasa g|n0|de (Kg) Sacarf)sa 467 + 1.58 442 + 1.53 421 + 1.52 401 + 1.49 455 + 1.69 alblc’d 016 (034)
§ Proteina suero 428 + 144 392 + 1.36 383 + 1.36 373 + 1.24 379 + 133
Sacarosa 29.8 + 5.4 29.6 + 54 281 + 5.8 269 + 538 29.1 + 6.2
Grasa ginoide (%) a,b,c,d 0.08 (0.50)
Proteina suero 26.7 + 5.2 260 + 55 252 + 54 247 + 5.1 245 + 52
Sacarosa 60.1 + 3.4 589 + 3.8 58.1 + 3.6 579 + 3.8 599 + 4.1
(irasa tronco /grasa WB , abc 0.51 (0.25)
(%) Proteina suero 61.4 = 3.6 60.2 + 3.3 60.2 + 3.3 59.9 + 3.4 61.2 £ 43

a: P<0.05 para fase | versus fase Il; b: P<0.05 para fase | versus fase lll; ¢ : P<0.05 para fase | versus fase IV; and d: P<0.05 para fase | versus fase V.
WB: cuerpo total; § log-transformado
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Tabla 4. Composicion de brazos y piernas (medias + SD) medida por DXA durante las distintas fases experimentales en los sujetos sometidos a restriccion caldrica y dieta
de sacarosa o de proteina de suero de leche en combinacién con ejercicio.

Dieta durante Ejercicio + Dieta normal + 4 semanas o , Int.eracuon

. L Pre-test o L s B Un ailo después Efecto Tiempo x
Variables restricciéon restriccidon calérica  ejercicio limitado después . .

, . (fase ) (fase V) tiempo Suplementacion

calérica (fase Il) (fase IlI) (fase 1V) .

P (Potencia)

M ) < Sacarosa 328 + 4.0 316 + 45 32.0 + 4.0 31.8 + 4.2 328 + 4.3 b 0.14 (0.39
asa piernas (Kg) Proteina suero 328 + 5.0 316 + 4.7 31.8 + 4.9 317 + 43 317 + 47 ab,c 14(0.39)
Masa magra piernas  Sacarosa 226 + 1.4 218 + 1.7 223 + 13 225 + 1.6 228 + 14 b 0.25 (0.40
(Kg) & Proteina suero 234 + 2.7 225 + 2.6 229 + 2.6 22.8 + 2.3 23.0 + 2.4 a, .25 (0.40)
Masa grasa piernas Sacarosa 885 + 2.95 848 + 2.98 835 + 2.79 795 + 2.84 8.67 + 3.12 bed 0.20 (0.27
(Kg) & Proteina suero 8.10 + 2.54 7.71 + 245 7.58 + 2.43 745 + 222 7.31 + 2.42 an.g, 20 (0.27)
. . o Sacarosa 264 + 5.8 26.2 + 5.7 255 + 5.6 244 + 538 257 + 6.1 b 0.19 (0.29
rasa piernas (%) Proteina suero 242 + 43 239 + 45 233 + 42 231 + 4.0 226 + 4.2 - 19(0.29)
" . ¢ Sacarosa 114 + 1.0 110 + 11 111 + 1.0 111 + 11 114 + 11 bed 0.11 (0.4
asabrazos (Kg)§ ) @ ia suero 120 + 22 113 + 2.1 114 + 21 113 + 18 112 + 18 N 11(0.44)
Masa magra brazos ~ Sacarosa 82 + 03 7.8 + 04 8.0 + 05 81 + 04 82 + 04 bed 0.22 (0.43
(Kg) Proteina suero 85 + 1.0 79 + 1.0 8.1 + 0.9 81 + 0.9 82 + 0.9 ab,c, 22 (0.43)
Masa grasa brazos Sacarosa 271 + 0.77 2.68 + 0.77 259 + 0.73 251 + 0.77 2.67 + 0.87 bed 0.15 (0.33
(Kg) Proteina suero 3.03 + 1.26 292 & 1.22 2.82 + 1.26 2.67 + 0.99 2.58 + 0.97 N 15(033)
. . " Sacarosa 234 + 4.8 241 + 4.6 23.1 + 4.6 223 + 49 23.1 + 5.6 b 0.96 (0.22
rasa brazos (%) Proteina suero 245 + 523 251 + 5.4 239 + 57 231 + 4.8 223 + 48 ad.C 26(0.22)

a: P<0.05 para fase | versus fase Il; b: P<0.05 para fase | versus fase lll; c :
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5.3. Pico de potencia (Wpeak) y consumo pico de 02 (VO2pico) durante el
ejercicio de pedaleo de brazos

El entrenamiento aumenté tanto el Wpeak absoluto como relativo del brazo
ejercitado, pero no del brazo de control, mientras que la alteracion insignificante del
VO,pico del brazo ejercitado podria explicarse por el cambio en la masa magra. De PRE
a CRE, el VO,pico absoluto del brazo de control disminuyd 14%, debido principalmente
a una reduccion del 21% en el grupo de proteinas, un efecto que podria ser sélo
parcialmente explicado por la reducciéon de la masa magra. Después de 3 dias en la
dieta de control, el VO,pico del brazo de control fue de nuevo similar al valor de PRE, o
incluso mayor para el grupo de sacarosa cuando se tuvo en consideracién la reduccién

de la masa magra.

5.4. Cambios metabdlicos y hormonales

Como se documenta en la Tabla 5, aunque los niveles plasmaticos totales de los
aminodcidos examinados no se alteraron significativamente, el ejercicio y la dieta
afectaron los niveles de ciertos aminoacidos individuales. Los niveles de alanina y
triptofano se redujeron después de CRE y CD, en la misma medida en ambos grupos.
Las concentraciones de asparagina, isoleucina, leucina y valina fueron mayores
después de CRE, al igual que los niveles combinados de los tres aminoacidos BCAA
(aminoacidos de cadena ramificada) y los aminodcidos esenciales (mas glutamina),
siendo estos ultimos mas pronunciados en el grupo de tomoé proteinas durante CRE.
Después de CRE, la proporcién de triptéfano en el plasma se redujo en un grado similar

en los grupos de sacarosa y proteina.

Los niveles plasmaticos de insulina y testosterona libre y la FAI se redujeron,
mientras que SHBG, cortisol y el indice catabdlico (cortisol/testosterona total y
cortisol/testosterona libre) fueron mayores después de CRE y CD (ver Tabla 5). Aunque
no hubo diferencias significativas entre los grupos después de CRE, el indice C/FT

tendié a ser mayor en el grupo que tomd proteinas durante CRE.
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Tabla 5. Variables bioquimicas y hormonales (medias + SD) de los participantes sometidos a restriccién calérica en forma de una dieta de sacarosa o
proteinas en combinacién con ejercicio seguido de varias fases experimentales
Dieta durante Ejercicio + Dieta normal + 4 semanas Int.eracuon
. L Pre-test o L s . Efecto Tiempo x
Variables restricciéon restriccién caldrica Ejercicio limitado después . .
L. (fase 1) tiempo  Suplementacion
calérica (fase II) (fase IlI) (fase IV) .
P (Potencia)
Sacarosa 58 + 04 49 * 0.83 52 = 047 59 =+ 05
Glucosa (mmol/L) , a,b 0.10 (0.42)
Proteina suero 54 + 04 46 = 0.36 54 = 0.26 53 = 0.4
Sacarosa 0.51 + 0.08 1.22 + 0.37 0.52 = 0.09 045 = 0.12
FFA (mmol/L) ) a 0.20 (0.29)
Proteina suero 045 = 0.11 1.52 £ 0.50 0.59 = 0.12 043 + 0.14
Sacarosa 127 + 23 70 + 13 88 + 12 110 + 39
TG mg/dL § ) a,b 0.80 (0.08)
Proteina suero 199 + 89 108 + 58 130 + 33 198 + 132
Col 1 d Sacarosa 224 + 43 201 + 52 179 + 35 204 + 46 b 0.32 (0.30
olesterol (mg/dL) Proteina suero 226 + 43 225 + 61 195 + 46 220 + 50 / -32(0.30)
Sacarosa 43 * 6 50 £ 7 38 + 7 42 + 7
HDL (mg/dL) Proteina suero 37 £ 10 50 + 12 38 + 9 38 + 10 @ 0.25(0.35)
1 1 Sacarosa 53 = 1.3 41 + 1.2 48 + 1.2 50 = 1.2 b
Colesterol/HDL Proteina suero 63 + 1.8 47 + 15 54 + 1.6 60 + 1.8 & 0.85(0.07)
d Sacarosa 155 + 42 137 + 50 124 + 33 140 + 41 b 0.33 (0.20
LDL (mg/dL) Proteina suero 149 + 29 153 + 56 131 + 41 142 + 33 / -33(0.20)
. Sacarosa 85 = 3.3 49 + 1.8 6.7 £ 1.7 88 = 2.1
Insulina (mUI/L) § ) a,b 0.92 (0.08)
Proteina suero 121 + 99 58 £ 2.3 74 + 3.8 13.0 £ 10.6
HOMA § Sacarosa 22 + 09 1.1 + 0.5 15 + 0.4 23 + 0.7 a,b 0.99 (0.05)
Proteina suero 3.0 £ 27 1.2 + 0.5 1.8 + 1.0 3.1 £ 2.7
) Sacarosa 10.5 + 55 3.7 + 2.7 52 + 3.1 6.7 + 3.8 b 0.39 (0.26
Leptina (ng/mL) § Proteina suero 89 t 6.0 31 + 32 44 t 34 62 + 42 b, -39(0.26)
Cortisol q Sacarosa 223 + 35 249 + 39 239 + 3.2 20.1 + 2.8 0.23 (0.36
ortisol (hg/dL) Proteina suero 247 + 31 294 + 7.6 233 + 44 230 + 3.6 2 23 (0.36)

a: P<0.05 para fase | versus fase Il; b: P<0.05 para fase | versus fase Ill; and c : P<0.05 para fase | versus fase IV. FFA: acidos grasos libres;
TG: triglicéridos; HDL: colesterol de lipoproteinas de alta densidad; LDL: colesterol de lipoproteinas de baja densidad; HOMA: Modelo homeostatico

de resistencia a la insulina; § log-transformado
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Los cambios en la masa magra de todo el cuerpo entre PRE y CRE
correlacionaron con los niveles de testosterona total y libre, el FAl y la relacion C/FT (r
= 0.65, 0.61, 0.57, -0.58, respectivamente). La correlacion entre el cambio en la masa
magra y el indice C/FT se debié principalmente a la estrecha asociacion observada
entre estos dos en el grupo de proteina de suero de leche (r=-0.82, n = 8). El cambio en
el indice C/FT también estuvo asociado al cambio en la concentracidon de insulina
(r=0.56). El analisis de regresion multiple mostré que sdlo el indice C/FT podia predecir
el cambio en la masa magra, mientras que los cambios en la insulina fueron excluidos

del modelo.

Por otra parte, hubo una relacion lineal entre la diferencia de masa magra de
todo el cuerpo entre PRE y CRE y las correspondientes diferencias en los niveles
plasmaticos de isoleucina, leucina, triptéfano, valina, BCAA y EAA (aminodcidos
esenciales) (r = -0,58, -0,54, -0,71, -0,59, -0,60 y -0,63, respectivamente). De forma
similar, hubo una relacidn lineal positiva entre la diferencia en la relaciéon C/FT y los
niveles séricos de BCAA entre PRE y CRE para el grupo de proteina (r=0.70, P = 0,05),

pero no para el grupo que tomo sacarosa durante CRE (Tabla 6)
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Tabla 6. Aminoacidos en plasma.

L Grupo Ejercicio + Dieta controlada + Interaccion
Aminodcidos . o L S Efecto . .
(wmol/L) Dieta durante (PRE) restriccién calédrica ejercicio limitado tiempo Tiempo x Dieta

H CRE (CRE) (CD) P P (Potencia)
. Sacarosa 316 + 63 246 = 30 270 = 26

Alanina i a,b 0.78 (0.09)
Proteina suero 315 + 82 249 = 50 251 + 33

o Sacarosa 112 + 27 97 + 15 133 + 35 P=0.22

Arginina ) 0.82 (0.08)
Proteina suero 137 + 34 120 + 39 124 + 35 (0.31)
) Sacarosa 153 + 22 184 + 17 194 + 34
Aspargina i a,b 0.19 (0.34)
Proteina suero 168 + 37 192 + 42 182 + 32
Sacarosa 86 + 1.3 96 + 1.3 94 + 4.1 P=0.47
Aspartato . 0.46 (0.17)
Proteina suero 9.3 + 2.7 9.9 + 1.2 84 + 2.0 (0.17)
Sacarosa 81 = 18 91 + 115 56 + 11 P=0.42
Glutamato ) 0.33(0.16)
Proteina suero 75 + 32 52 + 20 62 + 23 (0.12)
_ o Sacarosa 1330 + 179 1316 + 177 1408 + 175 P=0.38
Glutamina + Histidina i 0.40 (0.20)
Proteina suero 1319 + 185 1327 + 239 1325 + 189 (0.21)
o Sacarosa 240 + 26 241 + 35 256 = 27
Glicina . b,c 0.11 (0.44)
Proteina suero 239 + 41 220 =+ 34 277 + 33*
. Sacarosa 91 + 16 111 + 9* 95 + 12
Isoleucina ) a,c 0.001 (0.99)
Proteina suero 88 + 10 155 + 32* 89 + 18
) Sacarosa 162 + 12 219 + 18* 162 + 12+
Leucina i a,c 0.001 (0.95)
Proteina suero 150 + 22 264 + 44* 150 + 22+
o Sacarosa 145 + 21 172 + 34 165 + 19
Lisina . C 0.07 (0.53)
Proteina suero 152 + 29 147 + 26 180 + 43
o Sacarosa 32 £+ 5 35 =+ 4 32 + 8 P=0.23
Metionina ) 0.72 (0.10)
Proteina suero 31 + 4 38 + 11 36 + 10 (=0.30)
* P<0.05 en comparacion con PRE; T P<0.05 en comparacion con CRE;
a: P<0.05 para PRE versus CRE; b: P<0.05 para PRE versus CD; ¢ : P<0.05 para CRE versus CD. Valores presentados son medias * desviacidén estandar
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Tabla 6. Aminodcidos en plasma (cont.)

L Grupo Ejercicio + Dieta controlada + Interaccion
Aminodcidos . Pre-test o L S Efecto . .
(wmol/L) Dieta durante (PRE) restriccién calédrica ejercicio limitado tiempo Tiempo x Dieta
H CRE (CRE) (CD) P P (Potencia)
Fenil ) Sacarosa 8 t 5 73 + 5* 71 + 8* 0.04 (0.62
enilananina c . .
Proteina suero 77 * 81 + 15 70 £+ 9 ( )
Seri Sacarosa 122 + 25 125 + 19 148 + 19*t b 0.63 (0.12
e Proteina suero 120 + 22 116 + 22 153 + 34%t © e3(042)
T ) Sacarosa 142 + 21 147 + 37 172 + 29 0.08 (0.51
reonina Proteina suero 164 = 43 131 + 34 162 + 49 : e esh
Triptof Sacarosa 65 + 9 49 + 9 56 + 10 b 0.47 (0.17
t . .
riptotano Proteina suero 66 + 8 59 + 14 >+ 15 ” o
Tirosi Sacarosa 72 + 13 71 + 22 72 + 22 P=0.61 0.49 (0.16
irosina Proteina suero 61 + 18 75 + 15 64 + 19 (0.13) 49(0.16)
i Sacarosa 296 + 24 314 + 35 272 + 25 b
Valina Proteina suero 281 + 26 418 + 66* 251 + 40+ vbe  0.001(099)
Sacarosa 549 + 33 644 + 58* 525 + 43+ b

BCAA Proteina suero 518 + 50 837 + 136* 480 + 69t aD,C 0.001(0.99)
Sacarosa 2350 + 218 2437 + 258 2429 + 188

EAA Proteina suero 2326 + 237 2618 + 367* 2308 + 285t e 0.03(0.79)
Sacarosa 3455 + 274 3502 + 310 3568 + 280 P=0.21

TMAA ) 0.13 (0.41)
Proteina suero 3450 + 414 3652 + 493 3428 + 353 (0.31)

BCAA: Aminodcidos de cadena ramificada; TMAA: Aminoacidos totales; EAA: Aminodacidos esenciales (incluyendo glutamina)
* P<0.05 en comparaciéon con PRE; T P<0.05 en comparacién con CRE; a: P<0.05 para PRE versus CRE; b: P<0.05 para PRE versus CD;
c: P<0.05 para CRE versus CD; § log-transformado. Valores presentados son medias + desviacién estandar
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5.5. Composicion de cadenas pesadas de miosina en las biopsias musculares y
capacidad maxima de oxidacion de grasas

No hubo cambios en la composicién de la cadenas pesada de miosina (MHC) con la

intervencion. El vasto lateral mostré una mayor proporcion de MHCI en comparacién

con los deltoides (52.2+14.4 y 41.54£5.5%, respectivamente). En comparacién con PRE,

la capacidad maxima de oxidacidén de grasas aumenté después de CRE en 42, 35y 73%,

para el brazo de control, el brazo entrenado y las piernas, respectivamente (Figura 5).

Time effect P=<0.001
Extremity effect P=<0.001

N PRE

[ CRE Time by supplementation P=0.081
8sIcb Extremity by time P=<0.001
Extremity by supplementation P=0.485
‘T/\ 0.6 - * Extremity by time by supplementation P=0.16 - 0.6

c
g.) 0.5 1 I * - 0.5
S 04 * % + * L 0.4
= * * *
S t x * IS
S 031 * N - 03
3 N
8 024 0.2
o
E 0.1 r 0.1
x
©
= 00 T T T T 0.0

C. Arm T. Arm Legs Means Arms Exercised

Figura 5. Mdaxima oxidacion de grasas antes de la intervencion (PRE), después de cuatro dias de ejercicio
prolongado (45 min de pedaleo de un brazo al 15% de la potencia alcanzada durante el ejercicio
incremental hasta la extenuacion, seguido de 8 h caminando aproximadamente a 4.5 km/h (CRE) y
después de tres dias con una dieta control isocaldrica (CD). Las barras representan los valores medios
para ambos grupos combinados (n=15) y las barras el error estandar de la media. C. Arm: brazo control,
T. Arm: brazo ejercitado, Legs: piernas, Means: el valor medio de las tres extremidades, Arms: el valor
medio para los brazos, Exercised: el valor medio para el brazo ejercitado y las piernas. * en comparacion

con PRE, T en comparacién con CRE, $ en comparacion con las piernas.
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5.6. Receptores de leptina

En comparacion con PRE, el nivel de mRNA-OBR fue 24.5% mas alto después de CRE (P

= 0.059), debido a un aumento del 45.7% de en el brazo y las piernas ejercitados.

Después de CD, los niveles de mRNA-OBR volvieron a valores similares a PRE. Dado que
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se obtuvieron resultados

esencialmente similares

cuando se analizaron por
separado las tres bandas OBR
identificadas a 170, 128 y 98

kDa, en los resultados se

reflejan los valores totales de

proteina OBR (Figura 6b).

Figura 6. Los niveles de mRNA
(OBR) del receptor de leptina (a) y
expresion de la proteina OBR (b),
asi como también de OBR
fosforilado Tyr985 (c) y Tyrll41l
OBR (d) antes de la intervencién
(PRE), después de cuatro dias de
ejercicio prolongado (45 min de
pedaleo de brazos de un brazo al
alcanzada

15% de la potencia

durante el ejercicio incremental
hasta la extenuacion, seguido de 8
h caminando a aproximadamente
4.5 km/h (CRE), y después de tres
dias de dieta isocaldrica (CD). E

nivel de mMRNA OBR fue analizado

usando datos transformados logaritmicamente. Los valores de la expresion proteica ha sido normalizado

por la media de los cuatro controles internos. Las barras representan los valores medios para ambos

grupos combinados (n=15) y las barras de error el error estdndar de la media. C. Arm: brazo control, T.
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Arm trained: brazo ejercitado, Means: el valor medio para las tres extremidades, Arms: el valor medio
para los brazos, Exercised: el valor medio de brazo ejercitado y piernas. a.u. = unidades arbitrarias. * en

comparacion con el PRE, t en comparacidn con CRE, $ en comparacidn con las piernas.

El nivel total de proteina OBR fue 37.7% mayor en el deltoides que en el vasto
lateral. En comparacion con PRE, después de CRE la expresidn OBR se incrementd en
un 19% en los deltoides, mientras que se mantuvo sin cambios (-6.6%, P=0.08) en el
vasto lateral. Después de CD, se observé una elevacidon adicional en la proteina OBR en
ambos deltoides (+ 54% en comparacion con PRE) y el vasto lateral (+ 14.8%). De PRE a
CD, la fosforilacién fraccional de OBR en Tyr985 se redujo en un 23.7%. En el caso del
vasto lateral, la fosforilacion fraccional de OBR en Tyr985 aumento en un 9.3% de PRE
a CRE y luego regreso a los valores de PRE después de CD. En comparacién con PRE,
después de CD, fosfo-Tyr9850BR se elevd en un 8.3% (Figura 6c) y fosfo-Tyr11410BR
en un 6.3% (P = 0,05) (Figura 6d). De PRE a CD, la fosforilacion fraccional de OBR en
Tyr1141 se redujo en un 22.4% en ambos musculos deltoides y en un 8.8% en el vasto

lateral.

5.7. JAK2

La expresion de la proteina JAK2 fue un 15% mayor en el deltoides que en el vasto
lateral (Fig. 7). En comparacién con PRE, la expresién de la proteina JAK2 fue un 10%
menor (P=0.06) después de CRE, pero aumentd en un 14% después de CD. Estos
efectos se atenuaron en los musculos ejercitados del grupo de proteina de suero de
leche. Sin embargo, en comparacion con PRE, la cantidad de fosfo-Tyr1007/1008-JAK2
se incrementd en un 16% después de CD (Fig. 7b). Del mismo modo, estos efectos se
atenuaron en el vasto lateral del grupo que ingiri6 proteinas de suero de leche. De CRE

a CD, la fosforilacién fraccional de JAK2 aumentd en un 10%.
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Figura 7. Los niveles de Janus kinase
2 (JAK2) (ay b) y STAT3 (c, d y €)
antes de la intervencion (PRE),
después de cuatro dias de ejercicio
prolongado (45 min de pedaleo de
un brazo al 15% de la potencia
alcanzada durante el ejercicio
incremental hasta la extenuacion,
seguido de 8 h caminando a aproxi-
madamente 4.5 km/h (CRE), vy
después de tres dias de dieta control
isocalérica  (CD). JAK2, STAT3,

Tyr’®STAT3 y Tyr’®

STAT3/STAT3 fue
analizado usando datos
transformados  logaritmi-camente.
Los valores de expresion proteica han
sido normalizados por la media de
los cuatro controles internos. Las
barras repre-sentan el valor medio
para ambos grupos combinados
(n=15) y las barras de error, el error
estandar de la media. C. Arm: brazo
control, T. Arm trained: brazo
ejercitado, Means: el valor medio
para las tres extremidades, Arms: el
valor medio para los brazos,
Exercised: el valor medio de brazo
ejercitado y piernas. a.u. = unidades
arbitrarias. * en comparacién con el

PRE, t en comparacién con CRE, $ en

comparacion con las piernas.
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5.8. STAT3

En comparacién con PRE, el nivel total de proteina STAT3 se elevd en un 70% después
de la CD en el deltoides entrenado, pero permanecio sin cambios en el vasto lateral
(Fig. 7c). De PRE a CD, la fosforilacién de Tyr705-STAT3 aumentd en 2.9 veces en los
deltoides, pero no en el vasto lateral (Fig. 7d). El aumento de fosfo-Tyr705-STAT3 fue
mas marcado en el grupo que ingirié sacarosa que en el tomd proteinas. La
fosforilacion fraccional de STAT3 se elevd 2.5 veces después de CD, pero solo los

brazos (Fig. 7e).

5.9. PTP1B y SOCS3

En comparacién con PRE, la expresidon de PTP1B aumentd en un 18 y 45% después de
CRE y CD, respectivamente (Fig. 8). Estos efectos fueron similares en ambos grupos y
en los tres musculos examinados. La expresién de la proteina SOCS3 tendié a

aumentar en el vasto lateral y a disminuir en los deltoides (Fig. 8b).
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Figura 8. Los niveles de la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) (a) y el supresor de sefializacién de
citoquinas 3 (SOCS3) (b) antes de la intervencién (PRE), después de cuatro dias de ejercicio prolongado
(45 min de pedaleo de un brazo al 15% de la potencia alcanzada durante el ejercicio incremental hasta
la extenuacion, seguido de 8 h caminando a aproximadamente 4.5 km/h (CRE)), y después de tres dias
de dieta isocaldrica (CD). Los niveles de PTP1B y SOCS3 fueron analizados usando datos transformados
logaritmicamente. Los valores de expresion proteica han sido normalizados para la media de los cuatro
controles internos. Las barras representan el valor medio para ambos grupos combinados (n=15) y las
barras de error el error estandar de la media. C. Arm: brazo control, T. Arm trained: brazo ejercitado,
Means: el valor medio para las tres extremidades, Arms: el valor medio para los brazos, Exercised: el
valor medio de brazo ejercitado y piernas. a.u. = unidades arbitrarias. * en comparacion con el PRE, t en

comparacién con CRE.

Ismael Pérez Suarez 69



1 universidad
unive

% leon

Resultados

5.10. Correlaciones

Hubo una asociacién negativa entre los cambios en mMRNA-OBR (media de los tres
musculos) y los cambios en la insulina sérica (r =-0,39, P = 0,03, de PRE a CRE y de CRE
a CD, analizados conjuntamente, n = 30). En las piernas, los cambios en la expresion de
la proteina OBR de PRE a CRE se asociaron negativamente con los cambios en la
insulina sérica (r = -0,59, P = 0,021, n = 15) y HOMA (r = -0,62, P = 0,01, n = 15).
También hubo una asociacién negativa entre los cambios en la concentracién de
leucina en suero y los cambios en la expresién de la proteina OBR (r = -0,42, P = 0,02,
de PRE a CRE y de CRE a CD, analizados conjuntamente, n = 30). Los cambios en la
fosfo-Tyr985-0BR se asociaron con los cambios en la leptina sérica (r = 0,52, p = 0,03),
de PRE a CRE y de CRE a CD, analizados conjuntamente, n = 30). Hubo una asociacién
positiva entre la expresion media de la proteina JAK2 de los tres musculos y los valores
de leptina (r = 0,37, p = 0,01), PRE, CRE y CD, analizados conjuntamente, n = 45) y
HOMA (r=0.36, n = 45).

La proporcidon de isoforma de MHCI se asocio con la expresidn de la proteina
OBR (p =-0.75, n = 9), cada valor representa la media de todas las mediciones
realizadas en un musculo dado), fosfo-Tyr9850BR (r=0.88, n = 9) y fosfo-Tyr705-STAT3
/ STAT3 (r=0.74, n =9).

La oxidacién mdaxima de la grasa se asoci6 a la fosforilacion fraccional de OBR
en Tyr985 (r=0.29, n=135) y Tyr705-STAT3 (r=0.30, n=135). Estas asociaciones
siguieron siendo estadisticamente significativas cuando se calcularon los valores

medios para cada musculo (r=0.66 y r=0.68, n = 9, respectivamente).

Hubo una asociacion negativa entre la concentracidén sérica de acidos grasos
libres de plasma y la expresiéon media de PTP1B (la media de los tres musculos) en PRE
(r=-0,71, n = 15). Por otra parte, hubo una asociacion negativa entre el aumento de la
expresion de PTP1B y el aumento de la concentracién sérica de acidos grasos libres (r=-

0,43, n =30).
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Figura 9. Western blots representativos
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5.11. Validez y fiabilidad del analizador portatil de gases COSMED K5
Exactitud

El analizador COSMED K5 sobreestimé el VO, de reposo en un 13.5% (P=0.034), pero
no VCO, (P = 0,67) (Tabla 9). Hubo un excelente acuerdo entre los métodos de RR, V;,
Ve y FeO,, mientras que el K5 sobreestimo el FiO, en un 1,9% (P <0.001) y subestimé el
FeCO2 en un 8,6% y el FiCO2 en un 85,8%. En consecuencia, el K5 subestimd el RER en
un 13.8% (P <0.001). El efecto combinado sobre el gasto de energia fue un 4.8% mayor
con el K5 que con el Vyntus (P= 0.42) pero esta diferencia no alcanzé significacién

estadistica (Tabla 9).

Confiabilidad

El analizador COSMED K5 tuvo una excelente reproducibilidad durante las pruebas de
campo (Tabla 10), a pesar de pequefios cambios en la velocidad de marcha, peso inicial
y condiciones ambientales (Tablas 11). El gasto energético total por Km se determiné
con un CV para mediciones repetidas de 4.5% (IC: 3.2-6.9%) y CCC de 0.91, similar a la
variabilidad del VO,. Esta alta reproducibilidad se explicd por la baja variacién de las
mediciones de FeO,, que tuvo un CV de 0.9% (IC: 0.7-1.5%) combinado con una

variabilidad ligeramente mayor de FeCO,, Vg, VCO,y RER.
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Tabla 10. Precisidon del K5 durante medicidn prolongada en test de campo
1° medida 2° medida

Media SD Media SD %CV 95% ClI (ccq) P-Valor
Masa corporal Pre (kg) 73.4 + 10.5 74.0 £+ 10.8 0.97 0.70 - 1.51 1.00 0.014
Masa corporal Post (kg) 729 + 104 73.4 + 10.7 1.02 0.73 - 1.58 0.99 0.093
Diferencia en masa corporal (kg) -0.45 + 0.30 -0.59 + 0.31 72.05 44.08 - 175.55 0.40 0.139
VO, (mL/min) 1,193 + 223 1,220 + 248 4.42 3.18 - 6.85 0.95 0.180
VCO, (mL/min) 1,000 + 212 1,033 = 212 6.23 4.47 - 9.66 0.92 0.130
RER 0.84 + 0.04 0.85 + 0.03 3.36 2.41 - 5.20 0.41 0.269
Rf (1/min) 271 £ 49 27.8 £ 5.0 3.88 2.78 - 6.01 0.95 0.088
VE (L/min) 312 £+ 59 325 + 6.3 6.86 491 - 10.62 0.89 0.079
VT (L) (btps) 1.18 + 0.25 1.20 + 0.25 6.41 4,58 - 9.91 0.91 0.581
VE/VO, 264 £ 1.9 269 + 25 3.94 2.83 - 6.11 0.76 0.165
VE/VCO, 316 £ 2.7 31.8 + 3.0 3.42 2.46 - 531 0.84 0.657
FiO, 20.93 = 0.00 20.93 = 0.00 0.01 0.01 - 0.01 0.63 0.336
FeO, 16.49 * 0.33 16.55 * 0.42 0.95 0.68 - 1.46 0.82 0.311
FiCO, 0.04 + 0.00 0.04 + 0.00 4.28 3.06 - 6.60 0.63 0.336
FeCO, 3.88 + 0.34 3.87 + 0.38 3.35 2.41 - 5.19 0.87 0.843
EE (kcal/min) 5.8 + 1.2 59 + 1.2 5.22 3.75 - 8.09 0.94 0.136
TEE (kcal) 796.9 + 1129 816.5 + 126.2 4.54 3.26 - 7.03 0.91 0.151
TEE/km 61.5 + 8.9 62.9 + 9.8 4.45 3.20 - 6.90 0.91 0.168
TEE/kg 61.5 + 8.9 62.9 + 9.8 4.45 3.20 - 6.90 0.91 0.168
TEE/km/kg 0.84 + 0.08 0.85 + 0.10 4.56 3.27 - 7.06 0.79 0.376
HR (bpm) 105.2 + 14.0 99.6 + 14.2 6.96 5.00 - 10.81 0.76 0.028
Velocidad GPS (km/h) 5.47 + 0.51 5.45 + 0.47 2.71 1.95 - 4.20 0.91 0.776
Distancia total GPS (m) 12,967 + 72 12,983 + 57 0.40 0.29 - 0.62 0.35 0.436

CCC; coeficiente de correlacion de concordancia;

energético, TEE, gasto energético total; HR, frecuencia cardiaca; (n=14).

Ismael Pérez Suarez

VO,, consumo de oxigeno; VCO,, produccién de didxido de carbono; RER, cociente de intercambio respiratorio; Rf,
frecuencia respiratoria; Vg, ventilacion; Vr, volumen corriente; V¢/VO,, equivalente ventilatorio para el O,; V¢/VCO,, equivalente ventilatorio para el CO,; EE, gasto
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Tabla 11. Condiciones ambientales durante los tests de campo.
1° i 2° medida
medida P-Valor
Media SD Media SD
Temp. promedio (°C) 22.06 3.08 22.44 2.25 0.726
Temperatura Temp. inicial (°C) 2265 355 2296 354 0833
ambiente Temp. final (°C) 20.79 2.24 21.55 3.80 0.495
Dif. Temp. Ambiente (°C) -1.86 2.76 -1.41 3.86 0.715
HR promedio (%) 61.66 8.72 63.49 9.13 0.505
Humedad ambiental  RH inicial (%) 6136 1031  63.14  13.89  0.666
relativa (HR) RH final (%) 66.50  6.47 6579  14.46  0.859
Diferencia HR (%) 5.14 8.36 2.64 18.53 0.636
PB promedio (mmHg) 765.81 2.92 764.36 3.26 0.308
Presidn PB inicial (mmHg) 766.14  3.18 76471  3.22 0.342
barométrica (PB) PB final (mmHg) 766.07  2.87 76464  3.25 0.319
Diferencia PB (mmHg) -0.07 0.92 -0.07 0.73 1.000
Temp., temperatura; SD, desviacidn estandar
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6. DISCUSION

Los estudios incluidos en esta tesis doctoral han demostrado que el desarrollo de un
modelo de adelgazamiento, para su posterior comercializacion en el mercado de
turismo de salud en Canarias es factible, permite lograr adelgazamientos considerables
en las ventanas temporales mayormente comercializadas en Canarias. Ademas, hemos
demostrado que este modelo de ejercicio permite disminuir la pérdida de masa
muscular, atenuar el deterioro de la funcion muscular debido al déficit energético y
comporta cambios favorables en indicadores bioquimicos de riesgo cardiovascular, la
leptina y la sefalizacién por leptina en el musculo esquelético humano. Ademas
hemos demostrado, que los musculos de los brazos responden de forma diferente a
los musculos de las extremidades inferiores al déficit energético severo y que un
volumen elevado de ejercicio puede atenuar parte de los efectos negativos de la
restriccion caldérica en la masa muscular. Finalmente, hemos demostrado que el
metabolimetro K5 es adecuado para medir el gasto energético durante largas
caminatas, posibilitando en estudios posteriores desarrollar un mapa de senderos de
interés para adelgazamiento con cuantificacion del déficit energético esperable en

cada ruta.

Efectos en la masa grasa

Este estudio revela que la masa grasa corporal puede ser reducida en ~ 3 kg con una
intervencion de 4 dias combinando una reduccidn de la ingesta energética (a apenas
10% del nivel habitual) y 9 horas de ejercicio de baja intensidad por dia. Curiosamente,
la mayor parte de esta reduccién se debid a la pérdida de depdsitos adiposos en el
tronco. Ademas, a pesar de no haber pedido especificamente cambios en el estilo de
vida, los sujetos perdieron un kilo adicional de grasa durante las cuatro semanas
posteriores a la intervencién logrando una pérdida total de grasa de 3.8 kg (de los

cuales 2.8 kg provinieron del tronco) (Calbet et al. 2015).

Este resultado es superior al logrado con varias intervenciones que combinan

dietas bajas en calorias y ejercicios que duran de 12 semanas a un afio (Garrow and

Ismael Pérez Suarez 76



1 universidad
univ;

% leon

Discusion

Summerbell 1995; Shaw 2009; Willis et al. 2012). Ademas, la pérdida de grasa media
registrada en este estudio supera a la obtenida mediante la administracion durante 20
semanas de agonistas del receptor del péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1) (lo
que dio una pérdida media ponderada de 2.9 kg en 21 ensayos con 6411 participantes)
(Vilsboll et al. 2012). Curiosamente, un afio después de la intervencién, la masa de
grasa del cuerpo entero estaba todavia 1.9 kg por debajo del nivel previo a la
intervencion, es decir, los sujetos habian recuperado sdélo el 50% de la grasa que
perdieron. Este resultado supera a los descritos en meta-andlisis recientes (Anderson

et al. 2001; Kraschnewski et al. 2010).

Efectos en la masa magra y el rendimiento

En esta investigacion hemos determinado la capacidad de la ingestion de suplementos
proteicos y del ejercicio para preservar la masa del musculo esquelético y su funcion
durante cuatro dias de déficit energético severo. Un brazo realizd 45 minutos de
ejercicio de baja intensidad (el otro brazo sirvié como control "sedentario"), mientras
gue las piernas fueron ejercitadas durante 8 horas diarias, un nivel excepcional de
actividad. Los tres musculos examinados fueron expuestos a niveles similares de
aminodcidos circulantes y sefiales endocrinas, pero diferentes cantidades de ejercicio.
Por lo tanto, este disefio experimental ha permitido examinar si la respuesta catabdlica
a un déficit de energia diaria severa similar a la observada en las competiciones de
triatlon de tipo Ironman (Kimber et al. 2002), pero repetida durante cuatro dias
consecutivos, afecta de manera diferente a los brazos y los musculos de las piernas.

Ademas, al tener un grupo de sujetos sin ingesta de proteinas, hemos sido
capaces de probar especificamente si la ingesta de proteina potencia el efecto de

ahorro de masa magra del ejercicio durante dietas tipo VLCD.

Los hallazgos presentes demuestran claramente que el ejercicio tiene una
notable capacidad para conservar la masa magra, incluso con un déficit de energia de
casi 23 MJ/dia (Calbet et al. 2015). Tan sdlo 45 minutos de ejercicio de baja intensidad
atenuaron la pérdida de masa muscular del brazo en un 29% en comparacién con la

observada en el brazo de control no ejercitado. Comparado con el brazo de control, 8
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horas de caminata redujeron la pérdida de masa magra de las piernas en un 57%, lo
gue indica que el efecto protector del ejercicio aumenta con una actividad contractil
mas prolongada. Sin embargo, la capacidad maxima de ejercicio se deterioré sélo
durante el pedaleo de la pierna, como lo reflejan los valores bajos de VO,pico y Wpeak
después del déficit energético severo y en mayor medida en el grupo de proteina de

suero de leche que en el grupo de sacarosa.

La proteina de suero es rica en aminoacidos de cadena ramificada y estimula
eficazmente la sintesis de proteinas y atenua la degradacién de proteinas en seres
humanos (Pennings et al. 2011; Phillips 2011). La ingesta diaria total de proteina de
suero de leche (0.8 g/kg de peso corporal) empleada aqui excedié en gran medida la
cantidad requerida para lograr la estimulacién maxima de la sintesis de proteinas, que
es de unos 20 g (Breen et al. 2011; Tang et al. 2009; Yang et al. 2012). Puesto que
después de ajustar la reduccion en el agua corporal extracelular nuestros sujetos
perdieron aproximadamente 380 g de masa magra por dia durante la fase CRE, la
cantidad de proteina ingerida deberia haber sido suficiente para evitar estas pérdidas.
Sin embargo, nuestros hallazgos indican que bajo un déficit energético tan severo, la
proteina de suero de leche no tiene un efecto ahorrador detectable sobre la masa
magra y, por consiguiente, el grupo que recibe proteina de suero perdié la misma
cantidad de masa magra que el grupo que soélo recibié sacarosa. Queda por determinar
si se puede lograr una mejor preservacion de la masa magra con una ingesta mayor o
con otros tipos de proteinas (Agus et al. 2000; Carbone et al. 2012). No podemos
descartar la posibilidad de que la ingesta de proteinas pueda ejercer efectos positivos
durante una intervencién mas larga o con un déficit energético mas moderado

(Pasiakos et al. 2013).

Efectos metabodlicos

La reduccidén de la masa corporal del 5-10% se asocia a mejoras de los niveles
plasmaticos de colesterol, colesterol HDL, relacion colesterol/HDL-colesterol,
sensibilidad a la insulina, asi como en la tension sistdlica y diastdlica en reposo (Brochu

et al. 2003; Ross et al. 2000). En concordancia, los niveles de colesterol total, colesterol
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LDL y triglicéridos en el suero se redujeron inmediatamente después del periodo de
cuatro dias de ejercicio combinado con restriccién calérica severa. Sin embargo,
después del periodo subsiguiente de 3 dias de dieta normal y ejercicio limitado, el nivel
de colesterol HLD volvid al valor basal, a pesar de la reduccién adicional de 0.7 kg en la
masa grasa durante este mismo periodo, reflejando la importancia que tiene el
mantener una actividad contractil elevada para mantener las mejoras en colesterol

HDL.

En desacuerdo con nuestra hipétesis, la magnitud y la distribucién regional de
la pérdida de grasa fue similar en los grupos que ingirieron solamente sacarosa o
proteina de suero de leche. En estudios nutricionales previos, la elevacién de la
cantidad relativa de proteina en la dieta dio como resultado una pérdida de grasa mas
pronunciada y una mejor preservacion de la masa magra (Farnsworth et al. 2003;
Krieger et al. 2006). Las dos diferencias principales entre nuestros resultados y los
anteriores son el numero de Kcal ingerido diariamente y la magnitud del déficit

energético sostenido en cada dia de ejercicio.

Efectos sobre la leptina y sus cascadas de seializacion en el musculo
esquelético humano

Estos estudios han demostrado que la cascada de sefalizacion de la leptina estd
aumentada en el musculo esquelético humano en respuesta a un grave déficit
energético. La combinacién de ejercicio y una dieta muy baja en calorias promueve la
expresion del gen OBR, como se refleja en el aumento de mRNA-OBR en los brazos
ejercitados y los musculos de las piernas después de cuatro dias de caminata
prolongada. Esta expresion aumentada del gen OBR se acompafiia de un aumento en el
nivel de expresion de la proteina correspondiente en el brazo ejercitado después de

CRE, y en ambos brazos y piernas después de CD.

Aunque la comparacion entre el brazo y los musculos de las piernas debe
interpretarse con cautela debido a las diferencias en los patrones de actividad fisica, la
estructura muscular y la plasticidad (Zinner et al. 2016), el hecho de que los niveles de

proteina de OBR aumentaron tanto en el brazo ejercitado como en el brazo control
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indica que el mecanismo subyacente primario que impulsa este aumento debe estar
mas relacionado con el déficit energético que con la actividad contractil local. La falta
de aumento de la cantidad de proteina OBR en el vasto lateral después de cuatro dias
de caminata apoya aun mas esta conclusion. A pesar del aumento de la expresidn de
OBR en los brazos después de cuatro dias de déficit energético severo, no hubo signos
de aumento de la sefalizacion por leptina en los brazos o en los musculos de las
piernas, probablemente debido al aumento de la expresién de PTP1B, independiente

de la cantidad de ejercicio realizado por cada musculo individual.

Curiosamente, cuando los sujetos volvieron a su dieta normal con ejercicio
reducido, el nivel de la proteina OBR se elevd aun mds en los brazos y también
aumentd en el vasto lateral. Esta regulacion positiva de la expresion OBR fue
acompafiada por una mayor sefalizacidn de la leptina en los musculos del brazo, como
se refleja por el aumento de las fosforilaciones Tyr1007/1008-JAK2, Tyr1141-OBR vy
Tyr705-STAT3, a pesar de una mayor elevacién de la expresién de PTP1B. Sin embargo,
en el vasto lateral, a pesar de la fosforilacion aumentada de JAK2 y Tyr985-0BR, las
fosforilaciones de Tyr11410BR y Tyr705-STAT3 permanecieron sin cambios, lo que
indica que en el vasto lateral Unicamente se activaron los pasos iniciales de la cascada
de sefalizacidon de leptina. Esta situacion puede explicarse por el aumento de la
expresion de SOCS3 en las piernas, pero no en los brazos, como lo revela la interaccién
en el analisis de ANOVA. A concentraciones normales, SOCS3 sélo puede inhibir la
sefializacion de la leptina mediante la unién a Tyr985 en el OBR, pero sin fosforilacién
en la Tyr985 de OBR, SOCS3 carece de capacidad inhibitoria (Bjgrbaek et al. 2000). La
combinacidn de ambos eventos, fosforilacion de Tyr985-OBR y el aumento de los
niveles de proteina SOCS3, aborta la fosforilacion de Tyr705-STAT3 por JAK2 (Bjgrbaek
et al. 2000).

El aumento adicional de la expresion de PTP1B desde CRE a CD, puede servir
como un mecanismo de retroalimentacion para impedir una sobreactivacion de la
sefializacion de leptina cuando la expresion de OBR estd aumentada vy
concomitantemente la concentracion de leptina en suero esta aumentada con

respecto al final de CRE, pero aun por debajo de los niveles de PRE. A pesar de este
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aumento en la PTP1B, su influencia inhibitoria sobre la sefalizacidn de la leptina no fue
suficiente para prevenir completamente la regulacién positiva de OBR observada tres
dias después de la reanudacion de la dieta isocaldrica. Esta regulacion positiva de OBR
podria haber sido facilitada por la reducciéon sostenida y marcada de la leptina
circulante durante los cuatro dias de caminata y los siguientes tres dias en una dieta

controlada.

Aunque los receptores de leptina han sido regulados en varios tipos de cancer
(Ishikawa et al. 2004; Qjan et al. 2015; Uddin et al. 2010; Uddin et al. 2009), la
presente investigacion es la primera en demostrar la regulacidn positiva de la OBR del
musculo esquelético en hombres sanos en respuesta al déficit energético severo. De
acuerdo con nuestros resultados, se ha demostrado que el ayuno aumenta la
expresion de OBR en células de leucemia linfoblastica aguda en ratones, un efecto que
requiere una reducciéon en los niveles circulantes de leptina (Lu et al. 2017). El
aumento de los receptores de leptina a través del ayuno ejerce efectos antipro-

liferativos pronunciados en las células de leucemia linfoblastica (Lu et al. 2017).

La expresion de PTP1B en el musculo esquelético se incrementa en respuesta
a un déficit energético severo

En estos estudios hemos demostrado que durante un déficit energético severo la
expresion de PTP1B estda aumentada en el musculo esquelético humano. Este efecto
fue independiente de la actividad contractil local y fue similar en el brazo y en los
musculos de las piernas. La expresion de PTP1B puede estar regulada por glucosa,
leptina y citocinas inflamatorias tales como TNFa e interleucinas (Lam et al. 2004;
MohammadTaghvaei et al. 2012; Popov et al. 2009; Zabolotny et al. 2008). Ademas, se
ha informado que los acidos grasos libres inducen la expresién de PTP1B en cultivos
celulares(MohammadTaghvaei et al. 2012; Obanda and Cefalu 2013). En contraste, se
observd una asociacion negativa entre la concentracion basal de acidos grasos libres
en suero y el nivel basal de la proteina PTP1B en el musculo esquelético, y mas

importante todavia, entre los cambios en PTP1B y los acidos grasos libres en suero.
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El aumento de la sefalizacidon por la leptina en el musculo esquelético fue
acompafiada por una elevada expresién de PTP1B, que causa resistencia tanto a la
insulina (Stull et al. 2012; Zabolotny et al. 2004) como a la leptina (Cheng et al. 2002).
La resistencia a la insulina en el musculo esquelético durante el déficit energético
severo preserva la glucosa en la sangre para los tejidos dependientes de la glucosa,
como el sistema nervioso central (Cahill 2006), mientras que el aumento de la
sefializacion por leptina facilita la oxidacién de los 4cidos grasos (Wolsk et al. 2011).
Esto estd de acuerdo con la asociacion observada aqui entre la capacidad maxima de
oxidacion de grasa y la sefalizacién de leptina durante la fase PRE, apoyando la idea de
gue el aumento de la sefalizacion por leptina en el musculo esquelético durante el
déficit energético severo facilita la utilizacién de grasas como sustrato energético

prioritario.

Regulacion de la expresion de OBR en el musculo esquelético

Nuestros resultados indican que los receptores de leptina son mas abundantes en las
fibras de contraccion rdpida. Este hallazgo coincide con estudios previos en seres
humanos que informaron una mayor expresion de la proteina OBR en el triceps
braquial (Olmedillas et al. 2010) o el deltoides (Fuentes et al. 2010) que en el vasto
lateral, ya que los dos primeros musculos contienen una mayor proporcién de fibras de
contraccion rapida (Fuentes et al. 2010; Olmedillas et al. 2010; Zinner et al. 2016).
Nuestros resultados también concuerdan con el aumento del nivel de mRNA-OBR
después de la inmovilizacion, que se sabe que promueve un cambio de lento a rapido
en las fibras musculares (Chen et al. 2007). Una mayor expresién de OBR en el musculo
de los brazos podria servir para compensar parcialmente su menor sensibilidad a la

leptina basal en comparacion con los musculos de las piernas.

En la presente investigacion, el aumento de la proteina OBR se produjo durante
el déficit energético severo y no fue influenciado por 45 minutos de pedaleo de un
brazo, lo que sugiere que este volumen e intensidad de ejercicio no tiene efecto sobre
la expresion muscular de OBR. Sin embargo, las caminatas largas (8h diarias)

impidieron un aumento de la expresidn de OBR en el vasto lateral, que sélo ocurrid
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cuando la cantidad de actividad fisica se redujo y la dieta normal se restablecid. Este
hallazgo podria indicar que la actividad contractil prolongada puede inhibir la
expresion de OBR en el vasto lateral, que de otro modo deberia haber sido estimulada

por la reduccidn en el nivel circulante de leptina de PRE a CRE.

Aunque se sabe poco sobre la regulacidon endocrina de la expresién de OBR en
los musculos esqueléticos humanos, se ha demostrado que la leptina, la insulina, el
factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), la testosterona y el estradiol
influyen en la expresidon de OBR en cultivos celulares, tanto en roedores (Alonso et al.
2007; Eguchi et al. 2007; Hikita et al. 2000) como en tejidos humanos (Ishikawa et al.
2007). Sin embargo, dado que los tres musculos esqueléticos examinados aqui
presumiblemente estaban expuestos a concentraciones similares de hormonas
circulantes, la diferencia en las respuestas de los musculos de los brazos y piernas con
respecto a la expresién de OBR también debe implicar factores locales. Las mujeres
tienen niveles mas altos de estrdgenos y de testosterona en plasma que los hombres,
pero expresan dos veces mas proteina OBR en su vasto lateral (Guerra et al. 2008).
Aunque el nivel sérico total de testosterona y el indice de andrdgenos libres se
redujeron significativamente después de los cuatro dias de marcha (Calbet et al. 2017),
no se observé asociacion entre los cambios en la expresidon de la proteina OBR y los

cambios en la testosterona total y el indice de andrégenos libres.

Tal y como se describe en el Articulo 1, nuestros sujetos experimentaron una
marcada reduccion de la insulina sérica y HOMA después de los cuatro dias de ejercicio
con restriccidn caldrica (Calbet et al. 2015). Aunque en las lineas celulares de cancer la
insulina aumenta la expresién de OBR (Garofalo et al. 2006), no se observé asociacién

entre los cambios en los niveles séricos de insulina y la expresidn de OBR.

La ingestion de proteina de suero de leche durante el déficit de energia severo
atenula parcialmente la sefializacion de leptina sin influir en la expresion de
OBR en el musculo esquelético

En ratas alimentadas con una dieta rica en grasas, la suplementacién con leucina se

asocia con una mayor expresion de OBR en el hipotdlamo y tejido adiposo, mientras
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gue reduce los niveles séricos de leptina (Yuan et al. 2015). Mao et al. (2013)
demostraron que la suplementacion dietética de leucina a ratones durante 14 dias
estimula de manera significativa tanto la expresién de ARNm como de proteina de OBR
en los musculos esqueléticos. En contraste, aqui se observd una asociacién negativa
entre los cambios en OBR vy leucina. Por otra parte, encontramos aumentos similares
de expresion de la proteina OBR en ambos grupos, a pesar de un nivel sérico de
leucina un 20% mas alto en el grupo que ingiri6 proteinas durante CRE. En seres
humanos la suplementacién con BCAA no se ha asociado con niveles séricos reducidos
de leptina (Yuan et al. 2015), mientras que en otros estudios con roedores los
resultados son contradictorios. Por lo tanto, el sistema de leptina/OBR parece
responder al aumento de leucina en suero de manera diferente en roedores y seres

humanos.

Validez y fiabilidad del analizador portatil de gases COSMED K5

Este estudio muestra que las medidas de gastos energético obtenidas en reposo con el
nuevo espirédmetro portatii COSMED K5 concuerdan con las obtenidas con el
metabolimetro Vyntus en reposo, que ha sido recientemente comercializado por la
companfia CareFusion como un nuevo carro metabdlico basado en sus predecesores
JAEGER Oxycon Pro y SensorMedics ™ Vmax ™ Encore. Sin embargo, el K5 no es
apropiado para la evaluacion de la oxidacidon del sustratos energéticos en reposo
debido a una pequeiia sobrestimacion del VO,, lo que resulta en la subestimacién del
RER real, cuando se trabaja en el modo de cdmara de mezclas. Nuestros resultados
también indican que el K5 tiene una excelente fiabilidad durante el registro

prolongado en el campo.

Validez de COSMED K5

La evaluacién de la tasa metabdlica en reposo tiene algunas dificultades debido a la
variabilidad intrinseca del metabolismo en reposo, que puede ser facilmente alterada
por varios factores (Compher et al. 2006 12610). Idealmente, la ingesta de alimentos,
el ejercicio, las drogas y las condiciones ambientales deben ser controlados. Las

mediciones deben realizarse al menos 6 horas después de la ultima comida, pero
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evitando periodos de ayuno de mas de 12 horas, a la misma hora del dia, después de
un suefio de duracidon normal durante la noche anterior (Spaeth et al. 2015 12624)
(Compher et al. 2006 12610). Se debe tener especial cuidado en evitar factores
conocidos que alteran el RMR como el etanol, la cafeina y la nicotina, por lo menos

durante las 24h que preceden a las pruebas.

El ejercicio también puede alterar RMR y el efecto del ejercicio puede durar 12-
24h o mas horas, tras ejercicios prolongado (Bahr 1992 9667). Por lo tanto, debe
evitarse 24 h antes de las mediciones el ejercicio inusual y prolongado. La medicion de
RMR debe realizarse durante al menos 10 minutos después de que el sujeto haya
estado descansando cdmodamente durante un minimo de 20 minutos en un medio
ambiente termoneutro (Compher et al. 2006 12610). En nuestros estudios
controlamos todos estos factores, que en cualquier caso deberian haber afectado de

igual manera a las medidas obtenidas con el Vyntus y el K5.

En la presente investigacion se utilizd el carro metabdlico Vyntus CareFusion
como método de referencia. Aunque Vyntus es un carro metabdlico relativamente
nuevo y no se dispone de datos sobre su validez frente al método de saco de Douglas,
su precedesor Oxycon Pro resulté valido (Foss and Hallen 2005 9267). Ademas, esto se
ha confirmado para el Vyntus cuando se valida indirectamente frente al Vmax29
(Carlomagno et al. 2015 12617). Comparado con Vyntus, K5 midié con excelente
concordancia los valores de Vg, V1 y FeO,, por lo que la sobreestimacion del VO, es
probable debido a las diferencias en los algoritmos computacionales y al hecho de que

Vyntus mide el FIO; y FICO; en lugar de asumir valores fijos para estas dos variables.

Mas preocupante es el hecho de que el RER en reposo fuese cercano a 0.70 con
el K5, valor demasiado bajo para sujetos que han estado ayunando sélo durante la
noche (Compher et al. 2006 12610). Este RER tan bajo es en parte causado por la
sobreestimacién del VO,, pero también pueden estar implicadas diferencias en la
medicion de CO,, ya que los valores de FeCO, de K5 fueron 8.6% mas bajos que los
valores de FeCO; de Vyntus. Nuestros hallazgos coinciden con los menores valores de

VCO; medidos por el sistema portatil K4B2 comparado con el sistema portatil Cortex
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Metamax Il (Lepretre et al. 2012 12695), asi como con el rendimiento reportado para
el predecesor del K5, el K4B? al trabajar respiracidn a respiraciéon (Duffield et al. 2004

12696).

La imprecision en FiCO, puede deberse a varios factores que incluyen la falta de
equilibrio adecuado del vapor de agua entre el medio ambiente y los tubos de
muestreo de Nafion. Sin embargo, los tubos de Nafion estaban en perfecto estado en
ambos analizadores y habian sido cambiados antes del inicio de las pruebas. Por otra
parte, la humedad ambiental fue de alrededor del 60%, reduciendo la posibilidad de
condensacion de agua dentro de los tubos de Nafion, que de haber ocurrido habria
afectado ambos analizadores de manera similar, ya que Vyntus y K5 usan el mismo
procedimiento para equilibrar la presion de H,0 entre el interior y el exterior de los

tubos de Nafion.

Fiabilidad de K5

Este estudio muestra que el K5 puede evaluar el VO, y el gasto de energia durante la
marcha prolongada con un CV por debajo del 5%, es decir, con una estabilidad
comparable a la obtenida con carro metabdlicos estacionarios (Carter and Jeukendrup
2002 12693). Por lo tanto, cuando el K5 se opera en modo caja de mezclas tiene una
precision que parece exceder a la conseguida por su predecesor el K4b” (Howe et al.
2014 12595) (Brisswalter and Tartaruga 2014 12690; Darter et al. 2013 12694; Schrack
et al. 2010 12579).
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7. CONCLUSIONES

Los trabajos incluidos en esta tesis doctoral han permitido llegar a las siguientes

conclusiones:

1) En hombres con sobrepeso u obesidad es posible conseguir una pérdida de peso
clinicamente relevante, mayormente a expensas de la masa grasa, con cuatro dias de

ejercicio prolongado en combinacién con restriccién caldrica severa.

2) Durante el déficit energético severo de hasta 5500 Kcal/d sostenidos durante cuatro
dias el ejercicio resulta en una notable preservacion de la masa magra. Este efecto no
requiere la ingestion de proteinas y puede lograrse con ejercicios de baja intensidad,

como caminar o arrancar el brazo.

3) Aunque un pequefio volumen de ejercicio diario puede atenuar la pérdida de masa
magra en alrededor del 30%, se puede lograr una mayor preservacion con sesiones de

ejercicio mas largas.

4) Durante el déficit energético severo la administracién de una solucién de proteina
sin carbohidratos puede causar un aumento mayor en el nivel plasmatico de cortisol y

el indice catabdlico (cortisol testosterona) que la administracién de solo carbohidratos.

5) El efecto preservador de masa magra del ejercicio parece limitado a los musculos
ejercitados y puede ser diferente para los musculos de las extremidades superiores e

inferiores en los seres humanos.

6) La cascada de sefalizaciéon de leptina en el musculo esquelético humano estd

aumentada en respuesta a un déficit energético severo.

7) Los receptores de leptina se expresan de manera diferente en el brazo y los
musculos esqueléticos de la pierna con mayores niveles de expresién en las fibras de

contraccion rapida.
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8) La ingestion de proteina o sacarosa por si sola no influye en la regulacion de los
receptores de leptina, pero la proteina de suero de leche podria atenuar en parte la

cascada de sefializacion de leptina en respuesta a un déficit energético severo.

9) La expresiéon de PTP1B en el musculo esquelético esta regulada positivamente en
respuesta al déficit energético severo, atenuando la activaciéon de la cascada de

sefializacion por leptina.

10) ElI metabolimetro K5 de COSMED presenta gran fiabilidad, incluso en condiciones

de funcionamiento ininterrumpido durante dos horas.

11) Los datos recogidos demuestran que seria posible desarrollar un producto
orientado al turismo de salud ofertando un programa de ejercicio y dieta capaz de

producir adelgazamiento clinicamente relevante en menos de una semana.
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8. CONCLUSIONS

The studies included in this doctoral thesis have led to the following conclusions:

1) In overweight or obese men it is possible to achieve a clinically relevant weight loss,
mostly at the expense of fat mass, with four days of prolonged exercise in combination

with severe caloric restriction.

2) During a severe energy deficit up to 5500 Kcal/d sustained for four days, exercise
results in a remarkable preservation of lean mass. This effect does not require the
ingestion of proteins and can be achieved with low-intensity exercises, such as walking

or arm cranking.

3) Although a small volume of daily exercise can attenuate lean mass loss by about

30%, greater preservation can be achieved with longer exercise sessions.

4) During a severe energy deficit, the administration of a protein solution without
carbohydrates can cause a greater increase in the plasma level of cortisol and the

catabolic index (cortisol/testosterone) than the administration of only carbohydrates.

5) The lean body mass preservation effect of exercise seems limited to exercised

muscles and may be different for muscles of the upper and lower limbs in humans.

6) The leptin signaling cascade in human skeletal muscle is up-regulated in response to

a severe energy deficit.

7) Leptin receptors are expressed differently in the arm and leg skeletal muscles with

higher levels of expression in the fast contracting fibers.
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8) Ingestion of protein or sucrose alone does not influence the regulation of leptin
receptors, but whey protein could partially attenuate the leptin signaling cascade in

response to a severe energy deficit.

9) PTP1B expression in skeletal muscle is up-regulated in response to a severe energy

deficit, attenuating the activation of the leptin signaling cascade.

10) The COSMED K5 metabolic cart is highly reliable, even during uninterrupted

operation for two hours.

11) The data collected demonstrate that it would be possible to develop a health
tourism product by offering an exercise program and a low-calorie diet to produce a

clinically relevant weight loss in less than a week.
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9. PERSPECTIVAS DE FUTURO

Son necesarios experimentos con animales transgénicos para poder determinar la
importancia que tiene el sistema de sefalizacidn por leptina en el musculo esquelético
para el metabolismo energético durante el déficit energético severo. Ademas, dada la
amplia expresion de los receptores de leptina, seria interesante determinar, en futuros
estudios, como el sistema de sefalizacién de la leptina es regulado en respuesta al
déficit energético severo en otros tejidos, particularmente en el sistema nervioso

central.

Queda por determinar cudl es la proporcién éptima de proteinas e hidrato de
carbono y la cantidad absoluta de proteinas minima para lograr atenuar la pérdida de

masa magra durante el déficit energético severo en seres humanos.

Son necesarios nuevos estudios para validar el metabolimetro K5 de COSMED,
especialmente estudios en los que se usen sacos de Douglas para obtener medidas

“gold standard”.
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